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ÖZET 

CAPS BENZERĠ HASTALIKLARDA MOLEKÜLER GENETĠK 

DEĞĠġĠMLER VE FENOTĠPE ETKĠSĠ 

MAMMADOVA, Sona 

Yüksek Lisans Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dalı  

Tez DanıĢmanı: Prof. Dr. Afig BERDELĠ 

Ocak 2020, 109 sayfa 

Ailesel soğuk otoinflamatuvar sendrom-2 (FCAS2), kromozom 19q13 

üzerindeki, NLRP12 genindeki heterozigot mutasyondan kaynaklanır.Eklem 

ağrısı, kas ağrısı, ateĢ, titreme, ekstremitelerin ĢiĢmesi ve soğuk algınlığına maruz 

kaldıktan sonra konjunktivit ile iliĢkili tekrarlayan makülopapüler döküntü 

atakları ile karakterize bir otozomal dominant sistemik inflamatuar hastalıktır. 

Ailesel soğuk otoinflamatuvar sendromu 3 (FCAS3), kromozom 16q23 üzerindeki 

PLCG2 geni içinde heterozigot mutasyonlarla oluĢuyor.Kronik ürtiker, eritem ve 

soğuk algınlığına cevaben pruritis geliĢimi ile karakterize bağıĢıklık 

disregülasyonu ile seyreden bir hastalıkdır.Ailesel soğuk otoinflamatuvar 

sendrom-4 (FCAS4), kromozom 2p22 üzerindeki NLRC4 genindeki heterozigot 

mutasyondan kaynaklanır.Bu gendeki mutasyonlar, infantil enterokolit ile 

otoinflamasyona neden olur. 

Bu çalıĢmada FCAS2, FCAS3, FCAS4 sendromu hastalıklarının nedensel 

genleri olan NLRP12, PLCG2, NLRC4 genlerinin DNA dizisinde saptanan tüm 

nükleotid yer değiĢimlerinin incelenmesinin değerlendirilmesi ve genotip/fenotip 

iliĢkisinin, protein yapısının değerlendirilmesi amaçlanmıĢtır. Bu amaçla ayrılıkta 

her gende olan mutasyonlar saptanmıĢtır. ÇalıĢmamızda FCAS2, FCAS3, FCAS4 

sendromlu hastalıkla iliĢkili NLRP12, PLCG2 ve NLRC4 geninde saptanan 

mutasyonlar incelenmiĢtir. NLRP12 geninde 10 hastada, PLCG2 geninde 

9hastada, NLRC4 geninde 6 hastada DNA dizisinde mutasyona sebep olan tüm 

nükleotit yer değiĢimleri saptanmıĢtır. 

Anahtar sözcükler: FCAS2, FCAS3, FCAS4, genotip, fenotip, NLRP12, 

PLCG2, NLRC4. 
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ABSTRACT 

MOLECULAR GENETIC CHANGES AND PHENOTYPIC 

EFFECTS IN CAPS-LIKE DISEASES 

MAMMADOVA, Sona 

MSc in Biotechnology 

Supervisor: Prof. Dr. Afig BERDELĠ 

January 2020, 109 pages 

Familial cold autoinflammatory syndrome-2 (FCAS2) results from a 

heterozygous mutation in the NLRP12 gene on chromosome 19q13. 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 16q23. 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, NLRC4. 
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ÖNSÖZ 

Bu çalıĢmada FCAS2, FCAS3, FCAS4 sendromlu hastalıkla iliĢkili 

NLRP12, PLCG2 ve NLRC4 geninde saptanan mutasyonlar çalıĢılmıĢtır ve tez 

çalıĢmamda FCAS2, FCAS3, FCAS4 sendromu hastalıklarının nedensel genleri 

olan NLRP12, PLCG2 ve NLRC4 genlerinin DNA dizisinde, protein kodlayan 

eksonlarında ve biyolojik anlamı olan intron bölgelerinde saptanan tüm nükleotit 

yer değiĢimlerinin incelenmesinindeğerlendirilmesi amaçlanarak sağlıklı ve 

otoinflamatuar klinik velaboratuvar bulguları olan hastalarda NLRP12, PLCG2 ve 

NLRC4 gen analizi yapılarak hastalıkların nedensel genetik varyantları, 

saptanmıĢ, proteine etkileri ve genotip / fenotip iliĢkileri sundum. 

Tez danıĢmanım Prof.Dr.Afig BERDELĠ΄nin ve Moleküler Genetik 

laboratuvar çalıĢanlarının da yardımı ile laboratuvar çalıĢmalarımın sonucunu göz 

önünde bulundurarak değerlendirmelerimi yaptım. 

 

ĠZMĠR 

15/01/2020      Sona MAMMADOVA 

 





xiii 

 

ĠÇĠNDEKĠLER 

Sayfa 

ĠÇ KAPAK .............................................................................................................. ii 

KABUL ONAY SAYFASI .................................................................................... iii 

ETĠK KURALLARA UYGUNLUK BEYANI ....................................................... v 

ÖZET ..................................................................................................................... vii 

ABSTRACT ........................................................................................................... ix 

ÖNSÖZ ................................................................................................................... xi 

ĠÇĠNDEKĠLER ..................................................................................................... xiii 

ġEKĠLLER DĠZĠNĠ ............................................................................................ xviii 

TABLOLAR DĠZĠNĠ ............................................................................................. xx 

SĠMGELER VE KISALTMALAR DĠZĠNĠ ......................................................... xxi 

1. GĠRĠġ ................................................................................................................... 1 

1.1 Ailesel Soğuk Otoinflamatuar Sendrom (FCAS) .............................................. 1 

1.2 Epidemiyoloji .................................................................................................... 1 

1.3 Klinik Bulgular .................................................................................................. 1 

1.4 FCAS Tanı Kriterleri ......................................................................................... 2 

1.5 Ayırıcı Tanı ........................................................................................................ 2 



xiv 

 

ĠÇĠNDEKĠLER (devam) 

Sayfa 

1.6 Laboratuvar Bulguları ........................................................................................ 3 

1.7 Tedavi................................................................................................................. 3 

2. AĠLEVĠ SOĞUKLA UYARILAN OTOĠNFLAMATUVAR SENDROM 

2 (FCAS 2) ............................................................................................................... 5 

2.1 NLR Ailesi Pirin Domeni Ġçeren 12 (NLRP12) GEN ....................................... 5 

2.2 NLR Ailesi ......................................................................................................... 7 

2.3 NLRP12 Ekspresyonu ........................................................................................ 7 

2.4 p.D294E Bilgisi ve NF-kB Yönetmeliği ............................................................ 9 

2.5 NLRP12 Geninin Kromozomal Lokasyonu ..................................................... 11 

3. AĠLESEL SOĞUK OTOĠNFLAMATUVAR SENDROMU 3 (FCAS3) ......... 12 

3.1 Phospholipase C Gamma 2 (PLCG2) Gen ....................................................... 12 

3.2 PLCG2-ĠliĢkili Antikor Eksikliği, Otoinflamasyon ve Ġmmün 

Disregülasyon......................................................................................................... 14 

3.3 PLCG2 Gen Mutasyonu ................................................................................... 15 

3.4 p.Ser707Tyr Bilgisi .......................................................................................... 17 

3.5 PLCG2 Geninin Kromozomal Lokasyonu ....................................................... 18 

4. AĠLESEL SOĞUK OTOĠNFLAMATUVAR SENDROM-4 (FCAS4) ............ 20 



xv 

 

ĠÇĠNDEKĠLER (devam) 

Sayfa 

4.1 NLR Family CARD Domain Containing 4 ( NLRC4) Gen ............................ 20 

4.2 NLRC4 Gen Ġnflamasyonu ve Apoptozom ..................................................... 22 

4.3 P.Val341Ala Bilgisi ......................................................................................... 28 

4.4 Otoinflamasyona Neden Olan NLRC4 Genindeki Mutasyonlar. .................... 29 

4.5 NLRC4΄te Olan Ġnsan Fonksiyon Kazancı Mutasyonları ................................ 30 

4.6 NLRC4 Geninin Kromozomal Lokasyonu ...................................................... 31 

5. MATERYAL VE METOD ............................................................................... 32 

5.1 DNA Eldesi ...................................................................................................... 32 

5.2 Hazırlama ve Prosedür ..................................................................................... 34 

5.2.1 DNA΄nın kontrol edilmesi ............................................................................ 35 

5.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ............................................................... 35 

5.4 DNA Dizileme ................................................................................................. 38 

5.4.1 NLRP12 geni için referans dizisi .................................................................. 38 

5.4.2 PLCG2 geni için referans dizisi .................................................................... 46 

5.4.3 NLRC4 geni için referans dizisi ................................................................... 53 

5.5 Ġstatistiksel Analiz ........................................................................................... 61 



xvi 

 

ĠÇĠNDEKĠLER (devam) 

Sayfa 

6. BULGULAR ...................................................................................................... 62 

6.1 Hasta Grubu ..................................................................................................... 62 

6.1.1 NLRP12 geninde saptanan Thr260Met heterozigot mutasyonu ................... 62 

6.1.2 NLRP12 geninde saptanan Phe402Leu heterozigot mutasyonu ................... 63 

6.1.3 NLRP12 geninde saptanan Arg352Cys heterozigot mutasyonu ................... 64 

6.1.4 NLRP12 geninde saptanan p.His304Tyr heterozigot mutasyonu ................. 65 

6.1.5 NLRP12 geninde saptanan p.Gly39Val heterozigot mutasyonu .................. 66 

6.1.6 NLRP12 geninde saptanan p.Gly448Ala heterozigot mutasyonu ................ 67 

6.1.7 NLRP12 geninde saptanan p.Arg1016 * heterozigot mutasyonu ................. 68 

6.1.8 NLRP12 geninde saptanan p.Ile474Phe heterozigot mutasyonu .................. 69 

6.1.9 NLRP12 geninde saptanan p.Ile196Thr heterozigot mutasyonu .................. 70 

6.1.10 NLRP12 geninde saptanan p.Arg329Gln het heterozigot mutasyonu ........ 71 

6.2 PLCG2 geninde saptanan mutasyonlar ............................................................ 72 

6.2.1 PLCG2 geninde saptanan p.Gly805Asp heterozigot mutasyonu .................. 72 

6.2.2 PLCG2 geninde saptanan p.Asn798Ser heterozigot mutasyonu .................. 73 

6.2.3 PLCG2 geninde saptanan p.Ala776Thr heterozigot mutasyonu ................... 74 



xvii 

 

ĠÇĠNDEKĠLER (devam) 

Sayfa 

6.2.4 PLCG2 geninde saptanan p.His257Leu heterozigot mutasyonu .................. 75 

6.2.5 PLCG2 geninde saptanan p.Tyr482His heterozigot mutasyonu................... 76 

6.2.6 PLCG2 geninde saptanan p.Met28Leu heterozigot mutasyonu ................... 77 

6.2.7 PLCG2 geninde saptanan p.Ser110Asn heterozigot mutasyonu .................. 78 

6.2.8 PLCG2 geninde saptanan p.lle671Val heterozigot mutasyonu .................... 79 

6.2.9 PLCG2 geninde saptanan p.Asn1096del heterozigot mutasyonu ................ 80 

6.3 NLRC4 geninde saptanan mutasyonlar ........................................................... 81 

6.3.1 NLRC4 geninde saptanan p.Gly786Val heterozigot mutasyonu .................. 81 

6.3.2 NLRC4 geninde saptanan p.Ala160Thr heterozigot mutasyonu .................. 82 

6.3.3 NLRC4 geninde saptanan p.Ala622Val heterozigot mutasyonu .................. 83 

6.3.4 NLRC4 geninde saptanan p.Ile811Thr heterozigot mutasyonu ................... 84 

6.3.5 NLRC4 geninde saptanan p.Arg204His heterozigot mutasyonu .................. 85 

7. TARTIġMA ....................................................................................................... 86 

8. SONUÇ .............................................................................................................. 99 

KAYNAKLAR DĠZĠNĠ ....................................................................................... 100 

TEġEKKÜR ........................................................................................................ 108 

ÖZGEÇMĠġ ......................................................................................................... 109 



xviii 

 

ġEKĠLLER DĠZĠNĠ 

ġekil Sayfa 

2.1.  Ġnsan NLRP12 geni ve proteini .................................................................... 5 

2.2.  NLRP12 geninde mutasyonların Ģematik diyagramı ................................... 8 

2.3.  NLRP12 geninin protein etkileĢim ağı. ........................................................ 8 

2.4.  NLRP12΄nin iĢlevleri ................................................................................. 10 

2.5.  NLRP12 geninin sitogenetik diyagramı. .................................................... 11 

3.1.  PLCG2 kodlayan Fosfolipaz Cγ2΄deki genomik delesyon iĢlemleri ......... 13 

3.2.  PLCγ2 enzimatik aktivitesi ........................................................................ 14 

3.3.  Plcg2 ekspresyonu, Mutant Plcγ2΄nin membran lokalizasyonu................. 15 

3.4.  PLCG2΄nin Ģematik görünümü ve SWISS modelinin homoloji 

modellemesi ............................................................................................... 18 

3.5.  PLCG2 geninin sitogenetik diyagramı. ...................................................... 19 

4.1.  Çoklu etkileĢimler NLRC4΄ü inaktif formda stabilize eder ....................... 21 

4.2.  NAIP5-NLRC4 inflamasyon ...................................................................... 23 

4.3.  NAIP-NLRC4 inflamasyonunun aktivasyonu ........................................... 25 

4.4.  Apoptozom düzeneğinin mekanizmaları ve aktivasyonu........................... 27 

4.5.  NLRC4 inflamatuar mutasyonu. ................................................................ 29 



xix 

 

ġEKĠLLER DĠZĠNĠ (devam) 

ġekil Sayfa 

4.6.  NLRC4 geninin sitogenetik diyagramı ...................................................... 31 

5.1.  EDTA΄lı tüp. .............................................................................................. 32 

5.2.  IPrep ™ PureLink® otomatik DNA izolasyon cihazı ............................... 32 

5.3.  Pure Link™ Genomic DNA Mini Kit (K1820-01) .................................... 33 

5.4.  Agaroz jelde elektroforez iĢlemi ................................................................ 35 

5.5.  MyGene Gradient Thermal Cycler cihazı .................................................. 37 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xx 

 

TABLOLAR DĠZĠNĠ 

Tablo Sayfa 

2.1. Ġnsan NLRP12΄nin gen ekleme varyantları. .................................................6 

3.1.  Allellik varyantlar. .....................................................................................13 

5.1.  PCR döngüsü. .............................................................................................36 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 



xxi 

 

SĠMGELER VE KISALTMALAR DĠZĠNĠ 

Kısaltmalar  Açıklama     

ASC Bir Caspase-alım bölgesi içeren Apoptoz ile iliĢkili Speck 

benzeri protein(Related to Apoptosis Containing a Caspase-

Intake Zone Speck-like protein) 

BIR Baculovirus IAP tekrarı (A Baculovirus IAP repeat) 

CAPS Kriyopirin ĠliĢkili Periyodik sendrom(Cryopyrin -Associated 

Autoinflammatory Syndrome) 

CARD  Kaspaz-alım domeni (caspase-acquisition domain) 

DAG Diasilgliserol (diacylglycerol) 

EDTA Ethylenediaminetetraacetic Acid 

FCAS Ailevi soğukla uyarılan otoinflamatuvar sendrom (Familial Cold 

Autoinflammatory Syndrome) 

IL-1β Ġnterlökin -1β (Interleukin - 1β) 

IP3 Ġnositol 1,4.5 – trifosfat(inositol 1,4.5 - triphosphate 

LRR Lösin açısından zengin tekrar bölgesi (Leucine rich repeat 

region) 

NLRC4 NLR ailesi CARD domeni içeren 4( NLR family CARD domain 

containing 4) 

NLRP12 NLR ailesi pirin domeni içeren 12 (NLR familypyrin domain 

containing 12) 

https://www.rheumatology.org/I-Am-A/Patient-Caregiver/Diseases-Conditions/Cryopyrin-Associated-Autoinflammatory-Syndrome-CAPS-Juvenile
https://www.rheumatology.org/I-Am-A/Patient-Caregiver/Diseases-Conditions/Cryopyrin-Associated-Autoinflammatory-Syndrome-CAPS-Juvenile
https://www.rheumatology.org/I-Am-A/Patient-Caregiver/Diseases-Conditions/Cryopyrin-Associated-Autoinflammatory-Syndrome-CAPS-Juvenile
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/91662
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/91662
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/91662


xxii 

 

SĠMGELER VE KISALTMALAR DĠZĠNĠ (devam) 

Kısaltmalar  Açıklama     

PLCG2 Fosfolipaz C gama 2(phospholipase C gamma 2) 

PYD Pirin domeni (PYD pirin domain) 

TAQ Termo Stabil Polimeraz Enzimi (Thermo Stable Polymerase 

Enzyme) 

 



1  

 

1. GĠRĠġ 

Kriyopirinle iliĢkili periyodik sendrom (The CryopyrinAssociated Periodic 

Syndromes (CAPS)) kriyopirin proteinini kodlayan 1.kromozomun uzun kolunda 

lokalize NLRP3 genindeki mutasyona bağlı olarak geliĢir ve otozomal dominant 

(OD) kalıtılır. Kriyopirin inflamazomun regülasyonunda önemli rol oynar.CAPS 

hafif, orta ve Ģiddetli form olmak üzere üç farklı otoinflamatuvar sendromdan 

oluĢur. 

1.1 Ailesel Soğuk Otoinflamatuar Sendrom (FCAS) 

Ailesel soğuk otoinflamatuar sendrom (FCAS) ailesel soğuk ürtiker (FCU), 

ailesel polimorf soğuk erüpsiyonu ve soğuk hipersensitivitesi olarak da 

bilinmektedir.FCAS otozomal dominant ve sistemik inflamatuar bir hastalık 

olarak ilk defa 1940 yılında tanımlandı.Hastada soğuğa maruziyetten sonra 

ürtiker, artralji, konjunktivit ve ateĢ geliĢir.FCAS diğer herediter peryodik ateĢ 

sendromlarından ayırıcı özellikleri; soğuğun tetikleyen faktör olması, baĢlangıç 

yaĢı 6 aylıktan önce olması ve atakların 24 saatten kısa sürmesidir. 

1.2 Epidemiyoloji 

FCAS nadir bir hastalıktır ve sıklığı tam olarak bilinmemektedir.Rapor 

edilen vakaların çoğu Avrupa ve Kuzey Amerika‘dandır.Kadın ve erkek oranı 

eĢittir. Ataklar vakaların %95‘i ilk 6 ay içersinde ve vakaların 

%60‘ında doğumdan sonra ilk birkaç gün içinde baĢlar. Ortalama yaĢ 47 

gündür (2 saat-10yıl). Semptom Ģiddeti baĢlangıç yaĢıyla değiĢmez.Ürtiker eriĢkin 

dönemde daha sıktır. 

1.3 Klinik Bulgular 

Tekrarlayan ürtikeriyal döküntü bütün hastalarda en sık görülen 

bulgudur.Diğer semptomlar; ateĢ ve üĢüme (%93), poliartralji (%96) ve 

konjunktivit (%84) dir. Soğuğa maruziyetten sonra sık görülen diğer semptomlar; 
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aĢırı terleme (%78), sersemlik (% 67), baĢağrısı (%58), aĢırı susama (%53), 

bulantı (%51) ve miyaljidir.Artrit bu hastalarda bildirilmemiĢtir.Semptomları 

ortaya çıkaracak soğuğa maruziyet süresi ortalama 52 dakikadır (5 dk- 3 

saat).Atakların ortalama süresi 12 saattir (30dk-72 saat).Hastaların yaklaĢık 

%94‘ünde çoğu ataklar 24 saatten daha kısadır.Fizik muayenede; hastalarda ateĢ, 

aĢırı terleme, konjunktivit ve daha çok ekstremitelerde ve yüzde görülen ürtiker 

vardır.FCAS için Hoffman ve arkadaĢları tarafından klinik tanı kriterleri 

tanımlanmıĢtır.Bu kriterler bir çalıĢmada kullanıldığı zaman hastaların %41‘i 

FCAS için tüm kriterleri,%90‘ı 5 kriteri ve %100‘ü 4 kriteri 

doldurmaktadır.Etkilenmeyen hastaların hiç biri 2 veya daha fazla kriteri 

doldurmadı. 

1.4 FCAS Tanı Kriterleri 

1. Tekrarlayan intermittan ateĢ ve döküntü (doğal,deneysel veya her iki 

tipte soğuğa maruziyet sonrası oluĢur) 

2. Otozomal dominant geçiĢ 

3. Doğumdan sonra ilk 6 ay içersinde baĢlaması 

4. Atakların 24 saat sürmesi 

5. Ataklarla birlikte konjunktivit varlığı 

6. Sağırlık, periorbital ödem, lenfadenopati ve serozitin olmaması 

1.5 Ayırıcı Tanı 

KazanılmıĢ soğuk ürtiker (ACU) fiziksel ürtikerin en sık 

nedenidir.FCAS‘den farklı olarak ACU tipik olarak eriĢkin yaĢta görülür ve 

spontan olarak düzelir.ACU soğuğa doğrudan temasla birkaç dakika içinde geliĢir, 

saatler içersinde düzelir ve anjioödem, wheezing ve hipotansiyon ile birlikte 

olabilir.Diğer HPFS özellikle MWS akla gelmelidir.SSS tutulumu (kr. aseptik 

menenjit, sensoriyal iĢitme kaybı, optik sinir elevasyonu) MWS‘de görülürken 
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FCAS‘da görülmez.Kas-iskelet sistemi 3 hastalıkta farklı Ģekilde etkilenir.Esas 

romatolojik problem FCAS‘de artralji, MWS‘de sinovittir.Diğer ayırıcı tanılar 

kriyoglobulinemi ve ürtikerdir. 

1.6 Laboratuvar Bulguları 

Ataklar sırasında akut faz proteinlerinde artıĢ, eritrosit sedimantasyon 

hızında artıĢ ve lökositoz tespit edilebilir.Serum IL-6 konsantrasyonu yükselmiĢ 

olabilir.Mast hücre sayısı ve doku histamin düzeyi normaldir. Ataklar sırasında 

alınan deri örneğinde dilate damarların çevresinde yoğun nötrofil, eozinofil ve 

lenfosit infiltrasyonu, dermisin üst kısmında hafif ödemle birlikte bulunur. 

Ġnterstisiyel nötrofiller ve mononükleer hücrelerin yer aldığı perivasküler 

inflamasyon esas histolojk bulgular olarak da rapor edilmiĢtir.Deriye 5 dakika 

süreyle buz uygulanarak buz küpü testi yapılır.Bu hastalarda hiçbir ürtiker 

geliĢmez.Genetik testler dikkate alındığında FACS‘da bütün mutasyonlar 9 exonu 

olan NLRP3 (CIAS1) geninin 3.exonunda tanımlanmıĢtır. 

1.7 Tedavi 

Anti-inflamatuar ilaçlar seçilmiĢ hastalarda yararlı olmaktadır.Yapılan bir 

pilot çalıĢmada, soğuğa maruziyetten önce IL-1 reseptör antagonisti verilmesi 

döküntü, artralji ve ateĢ gibi semptomları engeller ve lökosit ve IL-6 miktarlarını 

azaltır. 

IL-1 antagonisti olan Rilonacept (100mg) uygulanan 5 FASC‘li hastada 

döküntü, ateĢ ve eklem ağrısı/ĢiĢliği birkaç gün içersinde  düzelmiĢtir ve eritrosit 

sedimantasyon hızında, CRP ve SAA‘de belirgin azalma gözlenmiĢtir. 160 ve 320 

mg‘lık dozlarla daha iyi sonuçlar alınmıĢtır.ÇalıĢmalarda ciddi bir yan etki 

görülmemiĢtir.Rilonacept‘in FACS ve MWS gibi CAPS‘lı hastalarda eklem 

ağrısı, döküntü, ateĢ ve titreme, göz irritasyonu ve halsizlik gibi semptomları 

düzelttiği bildirilmiĢtir. 

Canakinumab oldukça selektif bir IL-1ß reseptör antagonistidir. 

Canakinumab CAPS‘la birlikte olan inflamasyonda FDA tarafından 
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onaylanmıĢtır.EriĢkin dozu her 8 haftada bir 150mg sc yapılır.4 yaĢından küçük ve 

40kg altındaki çocuklar için doz 8 haftada bir 2mg/kg Ģeklinde uygulanır.40 kg 

üzeri çocuklarda da uygulama eriĢkinlerdeki gibidir.Sık yan etkileri farenjit, 

diyare, influenza, baĢağrısı ve bulantıdır.Komplikasyonlar; sistemik amiloidoz 

önemli bir komplikasyondur ve prognozu belirler.Amiloid nefropati sık ölüm 

nedenidir.Amiloidoz geliĢmemiĢ hastanın hayat beklentisi normaldir (Hoffman et 

al., 2001). 

Klinik semptomların heterojenliği farklı fenotipler için farklı genlerin 

sorumlu olabileceğini düĢündürmektedir. 

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

ile iliĢkilendirilmiĢtir. 
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2. AĠLEVĠ SOĞUKLA UYARILAN OTOĠNFLAMATUVAR 

SENDROM 2 (FCAS 2) 

FCAS 2 OD(otozomal dominant) geçiĢli bir hastalıktır.NLRP12 genindeki 

mutasyona bağlı olarak geliĢir.Genellikle, soğuğa maruziyetle baĢlayabilir.Ataklar 

2-15 gün sürer.AteĢ, ürtiker benzeri eritem, artralji, miyalji ve baĢ ağrısı 

görülür.Hastaların çoğunda sensorinöral iĢitme kaybı görülür. 

2.1 NLR Ailesi Pirin Domeni Ġçeren 12 (NLRP12) GEN 

NLRP12, ayrıca diğer isimleriyle RNO, PYPAF7 ve Monarch – 1,  bir purin 

içeren NLR proteinidir. Gen, ilk olarak HL60 insan lösemik hücre çizgisinde 

tanımlanmıĢ ve kısmen karakterize edilmiĢtir. NO uyarımı üzerine HL60 

hücrelerinde yukarı regüle edildiği anlaĢıldığı üzere ilk olarak RNO olarak 

adlandırılmıĢtır. Sonra, tam uzunluktaki gen, bağımsız olarak iki grup tarafından 

klonlanmıĢ ve Monarch – 1 ve PYPAF7 olarak adlandırılmıĢtır.NLRP12, bir N-

terminal PYD, bir merkezi NBD ve bir C- terminali LRR bölgesinden oluĢan bir 

hücre içi proteindir. Tam uzunluktaki insan NLRP12 cDNA΄sı, tahmini moleküler 

ağırlığı ~120 kDa olan bir 1062 aa proteini kodlamaktadır (ġekil 2.1.A). Alternatif 

ekleme NLRP12΄nin çoklu transkript varyantlarıile sonuçlanır (ġekil2.1.B ve 

Tablo2.1). 

 

ġekil 2.1. Ġnsan NLRP12 geni ve proteini. 
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(A) NLRP12 protein domainleri. NLRP12 proteini 10 ekzon tarafından 

kodlanan 1062 kalıntı uzunluğundadır.Exon 1 kodları PYD için.En büyükekson – 

Exon3, bir NACHT domaini ve bir NACHT iliĢkili etki alanı (NAD) içeren 

NBD΄yi kodlarken genin 4-9 eksonları LRR΄ler için kodlar. 

(B) Ġnsan NLRP΄sinin transkriptleri. NLRP12΄nin 9 transkripti 

mevcuttur.Transkriptler, eksonların ve ekleme bağlantılarının doğrusal 

sekanslarının çizilerek gösterilmiĢtir. Görüntü TViewer, suite v3.1 (Genomatix 

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

Tablo 2.1. Ġnsan NLRP12΄nin gen ekleme varyantları. 

 

Ġnsan NLRP΄si, ağırlıklı olarak nötrofiller, eozinofiller, monositler, 

makrofajlar ve olgunlaĢmamıĢ dentrik hücreler gibi miyeloid soy hücrelerinde 

ifade edilir.Ekspresyonu patojenlere, patojen ürünlere ve inflamatuar sitokinlere 

yanıt olarak aĢağı regüle edilir.NLRP12 transkripsiyonun kısmi aĢağı – 

regülasyonu, TLR stimülasyonundan sonra B lenfosit indüklü matürasyon proteini 

- I΄in promotöre bağlanmasıyla elde edilir. 

http://www.genomatix.de/
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2.2 NLR Ailesi 

Hücre içi proteinlerin insan NLR ailesinin 22 üyesine 14 NLRP üyesi, 5 

NLRC alt ailesinin üyesi, NAIP, NLRX ve CIITA dahildir. NLR΄ler N- terminal 

protein bağlanma domeni (CARD (kaspaz-alım domeni), PYD (pirin domeni) 

veya BIR (Baculovirus IAP tekrarı) ve bir C-terminali LRR (lösin bakımından 

zengin tekrar) domeni arasında molekülün merkezinde bulunan NACHT adlı eĢsiz 

bir nükleotit bağlanma domenine sahiptir.NLR moleküllerinin bir kısmının sistein 

proteaz kaspaz-1΄in fonksiyonuyla etkileĢime girdiği ve modüle ettiği 

gösterilmiĢtir. NLRC4, NLRP6, NLRP7, NLRP10 ve NLRP12 içeren NLR 

moleküllerinin kaspaz-1 aktivitesini modüle ettiği bildirilmiĢtir. Bununla birlikte 

NLRP1,  NLRP3  ve NLRC4΄ün açık fizyolojik rolleri olduğu gösterilmiĢtir. 

2.3 NLRP12 Ekspresyonu 

NLRP12΄nin ekspresyonu, immün hücreler, patojen ürünleri ve inflamasom 

sitokinlerle kısıtlandığı için, bu proteinin iltihap ve bağıĢıklığı düzenlemesi 

öngörülmüĢtür. NLRP12΄nin inflamasyon sırasında düzenleyici rolüne uyğun 

NLRP12 genindeki mutasyonlar, ailesel soğuk otoinflamatuar sendromun bazı 

formlarını içeren NLRP12AD diye adlandırılan yeni bir inflamatuar sendromlar 

sınıfı ile iliĢkili bulunmuĢ ve NBD içinde yer alan anlamsız mutasyon 

p.Arg284X΄in, vahĢi – tip NLRP12 ile karĢılaĢtırıldığında NF-kB aktivitesini 

baskılamakta daha az etkili olduğu çalıĢmalarda gösterilmiĢtir. Ġnflamasyona 

neden olan fonksiyon kaybı ile bağlantılı bir ekleme defekti oluĢturan bir ekleme 

NF-kB sinyallemesi üzerindeki NLRP12 inhibitör özelliklerinin açık bir Ģekilde 

azaltılmasını da tetikler.Hatta bunun aksine, evrimsel olarak korunan NBD içinde 

haritalanan yanlıĢ mutasyon p.Asp294Glu, NF-kB sinyallemesinin engellenmesi 

yerine artmıĢ kaspaz – 1 aktivasyonu ile birleĢir.Ayrıca olarak, bir CpG bölgesini 

(p.Arg352Cys) içeren baĢka yanlıĢ mutasyon proteinin nükleotid – bağlanma 

yerini kodlayan NLRP12΄nin Ekson 3΄ünde tanımlanmıĢtır (Jeru et al., 2011).Bu 

yine de NF-kB sinyali üzerinde doğrudan bir etki, speck oluĢumu ve aktive 

kaspaz-1 sinyallemesinde bir artıĢ göstermez. Ayrıca, NLRP12AD hastalarının 

PBMC΄lerinin kendiliğinden sağlıklı bireylerden gelen PBMC΄lere kıyasla büyük 

miktarda IL-1β saldıkları gösterilmiĢtir.Sonuç olarak, NLRP12΄nin periyodik ateĢ 

http://omim.org/entry/609648#3
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sendromunda fizyolojik önemi kesindirse de, NF-kB yolunu düzenlemeye yönelik 

davranıĢ tanımlamaya devam etmektedir (Tuncer et al., 2014). 

 

ġekil 2.2. NLRP12 geninde mutasyonların Ģematik diyagramı (Xiaoru Xia et al., 

2016). 

NLR proteinleri bağıĢıklık sisteminde yer alarak bağıĢıklık sisteminin 

toksinlere veya mikroorganizmaların saldırısına karĢı bu sistemin düzenlenmesine 

yardım eder. BağıĢıklık sistemi tarafından artan aktiviteyi destekleyen NLR 

proteininden farklı olarak NLRP12 inflamasom sürecine dahil olan bazı 

moleküllerin salınmasını inhibe eder. Ġltihaplanma bağıĢıklık sistemi mikrobiyal 

istilacılarla savaĢmak ve doku onarımını kolaylaĢtırmak için beyaz kan 

hücrelerinin yanı sıra bir yaralanma veya hastalık bölgesine sinyal gönderdiğinde 

ortaya çıkar. 

 

ġekil 2.3. NLRP12 geninin protein etkileĢim ağı. 
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Bunu yaptığı zaman inflamatuar cevabı durdurmak vücudun kendi 

hücrelerine ve dokularına zarar vermeyi önlemeye yardımcı olur (Chu et al.,2015). 

2.4 p.D294E Bilgisi ve NF-kB Yönetmeliği 

Soğuğa aĢırı hassasiyyet, NLRP12 geninin p.D294E mutasyonunu taĢıyan 

bireylerde NF – kB aktivitesinin regülasyonu etkilenmemesine rağmen, redoks 

değiĢiklikleri ve IL - 1β΄nin hızlandırılmıĢ sekresyonu fenotip ile iliĢkilidir. 

Ġmmün olmayan hücrelerde aĢırı eksprese edildiğinde, NLRP12΄nin ASC ile 

birlikte lokalize olduğunu ve IL-1β salgılanmasına yol açan NF-kB ve kaspaz-1΄i 

aktive ettiğini gösterir.Biyokimyasal çalıĢmalar NLRP12΄nin kanonik ve kanonik 

olmayan NF-kB yollarına müdahale ederek proinflamatuar sitokin ve kemokin 

üretimini baskıladığını göstermiĢtir. NLRP12, aĢırı eksprese edilen THP-1 

hücrelerinde, kanonik NF-kB alt birimlerinin nüklear translokasyonu RelA (p65) 

ve p50, TLR2 agonisti ile uyarımdan sonra normal olarak ilerlerken, TLR2 ligandı 

ile ön muamele, ardından CD40 ligandı uyarımı, NLRP12΄nin NOD ve LRR 

domenleri aracılığıyla NIK ile birleĢmesi ve NIK΄nin proteazomun aracılık ettiği 

bozunmasına yol açması sonucu, p52 iĢleminde ve nükleer translokasyonda 

azalma gözlemlenmiĢtir. Sadece NIK ile değil, aynı zamanda NIK 

degradasyonuna doğrudan katılan TRAF3 ile de NLRP12΄nin etkileĢimi 

vurgulanmıĢtır. Bu nedenle, NLRP12, TRAF3 bozulmasını ve sonuç olarak NIK 

aktivasyonunu önleyerek, kontrolde kanonik olmayan NF-kB aktivasyonunu 

korumaktadır (ġekil2.4.1).Bu  sebebden  NLRP12-/-  hücreleri NIK, p100 

iĢleminin p52΄ye yükseltilmesini ve TRAF3 seviyelerini azaltmıĢtır. Farklı 

mekanizmalar aracılığıyla, NLRP12 dahil olmak üzere birçok NLR΄nin, kanonik 

NF-kB aktivasyon yolunu sönümleyerek eylemlerini yakınlaĢtırdığı gösterilmiĢtir. 

Özellikle, NLRP12, inhibisyonun gerçekleĢmesi için kritik görünen, IRAK1 

fosforilasyonunu ve ATP΄nin NLRP12΄nin NBD΄sine bağlanmasını engeller 

(ġekil2.4). 
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ġekil 2.4. NLRP12΄nin iĢlevleri. 

NLRP12΄nin, kanonik ve kanonik olmayan NF-kB sinyallemesini ve 

MAPK/ ERK aktivasyon yolunu baskılayarak, inflamasyonlu sinyalleme ve kolon 

tümörogenezinin bir negatif regülatörü olarak iĢlev görmesi beklenirken bununla 

birlikte NLRP12, kaspaz-1 aktivasyonu ve proinflamatuar sitokin salınımını tahrik 

ederek, Y.pestis enfeksiyonunda gösterildiyi gibi enflamasyonlu sinyallemede de 

rol oynayabilir. NLRP12΄nin ayrıca olarak dentritik hücrelerin, nötrofillerin ve 

klasik ve klasik olmayan MHC sınıf I ekspresyonunun göçünü kontrol ederek 

adaptif immünitede bir rolü olduğu belirtilmiĢtir.IKK, IkB kinaz; T3SS, tip III 

sekresyon sistemi (Jéru  et al.,2011). 

NF-kB sinyal üzerinde NLRP12 – WT kiĢilerce NLRP12 – Arg352Cys 

etkisini karĢılaĢtırmak için daha önce NLRP12 nonsense ve ekleme sahası 

mutasyonlar arasında zararlı bir etki göstermek için kullanılan bir hücre 

sisteminde deneyleri yapılmıĢtır. Bu NF-kB raportör tahlili geçici olarak 

HEK293T hücrelerinde eksprese edilen NLRP12 -WT΄nin, p65 tarafından 

indüklenen NF-kB aktivasyonunu kuvvetle inhibe ettiğini ve p.Arg352Cys 

mutasyonunun varlığında benzer bir inhibisyon göstərdiğini doğrulamıĢtır (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


11  

 

2.5 NLRP12 Geninin Kromozomal Lokasyonu 

Sitogenetik Yeri: 19.cu kromozomun pozisyon 13.42΄deki uzun (q)koludur. 

19q13.42 

 

ġekil 2.5. NLRP12 geninin sitogenetik diyagramı. 

Moleküler Yeri: Kromozom 19 üzerinde 53,793,584 ila 53,824,403numaralı 

baz çiftleri. 
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3. AĠLESEL SOĞUK OTOĠNFLAMATUVAR SENDROMU3(FCAS3) 

Otozomal dominant immün bozukluğu soğuğa maruz kalmaya yanıt olarak 

deri ürtiker, eritem ve kaĢıntı geliĢmesi ile karakterize edilmektedir.Etkilenen 

bireyler, antikor eksikliği, azalmıĢ B hücresi sayısı, kusurlu B hücresi, 

enfeksiyona duyarlılığı ve otoimmün hastalık riskinde artıĢ dahil olmak üzere 

değiĢken ek immünolojik kusurlara sahiptir.Ailesel soğuk otoinflamatuvar 

sendromu 3 (FCAS3) olan 3 ilgisiz aileden etkilenen bireylerde, PLCG2 geninde 

3 farklı heterozigot intragenik delesyonu tanımlanmıĢtır (Ombrello et al., 2012). 

3.1 Phospholipase C Gamma 2 (PLCG2) Gen 

Bu gen tarafından kodlanan protein bir kofaktör gibi kalsiyum kullanarak 1-

fosfatidil-1D-miyo-inositol 4,5-bisfosfatın 1D- miyo –inositol 1,4,5 trisfosfata 

(IP3) ve diasilgliserin(DAG) dönüĢümünü katalize eden bir transmembran sinyal 

enzimidir. IP3 ve DAG büyüme faktörü reseptörlerinden ve immün sistem 

reseptörlerinden sinyalleri hücre zarından iletmek için önemli olan ikinci haberci 

moleküllerdir. Bu gendeki mutasyonlar , otoinflamasyon, antikor eksikliği ve 

immün düzensizlik sendromu ve ailevi soğuk otoinflamatuar sendrom 3΄te 

bulunmuĢtur. Ġkinci haberci moleküllerin diasilgliserol (DAG) ve inositol 1,4,5 –

trisfosfat (IP3) üretimine, aktive edilmiĢ fosfatidilinositol-spesifik fosfolipaz C 

enzimleri aracılık etmektedir. Transmembran sinyalleĢmesinde çok önemli bir 

enzimdir. 

1. PLCG2, 5.9-KB DEL. PLCG2 geninde bir heterozigos 5.9-kb delesyonu 

olan bir ailenin etkilenen üyelerinde ekzon 19΄un C-terminal Src- homoloji -2 

(cSH2) domeninde silinmesiyle sonuçlanmıĢtır, bu oto- inhibitördür ve normal 

olarak konstitütif enzimatik fonksiyonu önlemektedir. 

2. PLCG2, 8.2-KB DEL. PLCG2 geninde bir heterozigos 8.2-kb delesyonu 

tanımlanan aile üyelerinde, C-terminal Src-homoloji-2 (cSH2) domeninde, 20΄den 

22΄ye kadar olan ekzonların silinmesiyle sonuçlanmıĢtır. Oto-inhibitördür ve 

normal olarak yapısal enzim fonksiyonunu önlemektedir. 
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ġekil 3.1. PLCG2 kodlayan Fosfolipaz Cγ2΄deki genomik delesyon iĢlemleri: 

Panel A. Üç ailenin soyağacını PLAĠD ile göstermektedir.Kesintisiz 

semboller etkilenen konuları gösterir, semboller etkilenmeyen akrabaları ve 

kareler erkek denekleri iĢaretlerken çevreler kadın denekleri gösteriyor.ÖlmüĢ 

konuları eğik çizgiler gösterir. Aile 3΄deki baĢrol üyesi pnömoniden 1 

yaĢındayken ölmüĢ.Panel B. Aile 1΄deki bağlantı aralığının kesiĢmesiyle 

tanımlanan 16 nolu uzun kromozom kolu aday adayını ve Aile 2΄deki aday 

aralığın  kesiĢimi ile tanımlanan aday aralığını göstermektedir. Üç ailede üç ayrı 

PLCG2 delesyonu (kırmızı yatay çubuklar) tanımlanmıĢtır (Ombrello et al.,2012). 

Tablo 3.1. Allellik varyantlar. 
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3. PLCG2, 4.8-KB DEL. PLCG2 geninde oto-inhibitör olan, normal yapısal 

enzim fonksiyonunu önleyen C-terminal Scr-homoloji-2 (cSH2) domeninin 

silinmesi ile sonuçlanan heterozigos 4.8-kb delesyonu tanımlanmıĢtır(Tablo3.1, 

ġekil3.1) (Ombrello et al., 2012). 

3.2 PLCG2-ĠliĢkiliAntikorEksikliği,Otoinflamasyonve Ġmmün 

Disregülasyon 

PLCG2 geninde (600220.0001 - 600220.0003) 3 farklı heterozigot 

intragenik delesyonu tanımlanmıĢ ve mutasyonlar, bağlanma analizi ve ardından 

gen dizilemesi ile bulunmuĢtur. 6 delesyon ara noktasından 5΄i tekrarlayan 

elemenlar içinde meydana gelmiĢtir. 3 delesyonun her biri, C- terminal Src-

homoloji-2 (cSH2) domeni ni kapsamakta olup, oto- inhibitördür. Normal olarak 

yapısal enzim fonksiyonunu önler. COS-7 hücrelerinin tam alandan yoksun 

olduğu PLCG2 yapıları, ekzon 19΄un delesyonu veya ekzon 20-22΄nin delesyonu, 

vahĢi tiple karĢılaĢtırıldığında artan bazal ve Rac ile aktive edilmiĢ fosfolipaz 

aktivitesi ile sonuçlanmıĢtır (ġekil 3.2). Distal sinyalizasyon ve PLCG2΄ye bağlı 

fonksiyonlar, fizyolojik sıcaklıklarda hasta immün hücrelerinde azalmıĢ ve alt akıĢ 

fonksiyonunun paradoksik kaybı, negatif geri besleme ile kronik sinyallemeden 

kaynaklanmıĢ olabilir.Hasta B hücreleri ve doğal öldürücü hücreler, her ikisi de 

hücre yüzeylerinde reseptör aktivasyonuna yanıt olarak kusurlu kalsiyum akıĢı 

göstermiĢtir. Mutant PLCG2΄nin mast hüc releri içine transfeksiyonu 20 santigrat 

derecede spontan degranülasyona yol açmıĢtır. 

 

ġekil 3.2. PLCγ2 enzimatik aktivitesi. 
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Mutant B hücrelerinde kusurlu reseptör sinyallemesinin  sıcaklığa bağlı 

olduğunu, antikor eksikliği ve anormal aktivasyona ve sınıf değiĢtirmeye ve 

merkezi toleransın bozulmasına neden olduğunu göstermiĢtir. Subfizyolojik 

sıcaklıklarda mast hücrelerinin artmıĢ aktivasyonu soğuk ürtikerden sorumlu 

olmuĢtur (Ombrello et al.,2012). 

3.3 PLCG2 Gen Mutasyonu 

PLCG2΄de germinin delesyonu ve nokta mutasyonları karmaĢık bağıĢıklık 

bozukluklarına ve insanlarda otoinflamatuar hastalığa neden olur (Ombrello et al., 

2012; Zhou et al., 2012).Benzer Ģekilde farelerde iki Plcg2 mutasyonu (Ali5, 

D993G; Ali14, Y495C) ciddi otoinflamasyon ve antikor eksikliklerine yol 

açmaktadır (Yu et al., 2005; Abe et al., 2011; Everett et al., 2009). 

PLCγ2Ali5΄te mutasyona uğramıĢ aspartik asit kalıntısı geniĢ membran 

etkileĢimlerini önleyerek PLC aktivitesi üzerinde inhibe edici etki gösterdiği öne 

sürülen PLCγ2΄nin aktif alan açıklığını çevreleyen bir ―çıkıntı‖ olarak tanımlanan 

katalitik domenin bölgesinde bulunur (ġekil 3.3) (Ellis et al., 1998) . Ökaryotik 

plazma zarlarının iç kısmının negatif yüklü olduğunu not etmek ilginçtir. Bu 

nedenle molekülün bu önemli bölgesinde D993G mutasyonu tarafından negatif bir 

yük kaybı Plcγ2Ali5΄in membrandan itilmesini azaltabilir (Yu et al., 2005). 

 

ġekil 3.3. Plcg2 ekspresyonu, Mutant Plcγ2΄nin membran lokalizasyonu. 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1074761305000993#!
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Murin Plcγ2΄nin katalitik domenlerinin (X ve Y) fare Plcγ1 kristal yapısına 

(Essen et al., 1996) dayanarak Plcγ2 ve Ģerit diyagramı modelinin etki domeni 

yapısı. Aktif merkezi çevreleyen üç döngü substratı (yeĢil) içeren sitoplazmik 

zarın iç tarafına doöru uzanır. Membranı iĢaret eden bir çıkıntı oluĢturulmuĢtur. 

Asp993 ila gly993 mutasyonunun pozisyonu küreler (ok) ile tasvir edilmiĢtir. 

Fosfoinositide spesifik fosfolipaz C (PLC) çeĢitli hücre fonksiyonlarını 

içeren bir sinyal iletim efektörüdür. PLC plazma membranının bir bileĢeni olan 

fosfatidilinositol 4,5 – trifosfat hidrolize ederek ikinci haberci moleküller inositol 

1,4.5 – trifosfat (IP3) ve diasilgliserol (DAG) üretmektedir. DAG plazma zarında 

kalmaktadır ve IP3 endoplazmik retikulumdan kalsiyum iyonlarının salınımını 

uyarırkenprotein kinaz C΄yi aktive etmektedir.DAG ve IP3 alt akıĢ hücre-içi 

hedeflere hormonlar, nörotransmiterler, antijenler ve büyüme faktörlerinin yüksek 

düzeyde spesifik reseptörlerin gelen sinyallerinin iletimine aracılık etmektedir.Bu 

nedenle hücre hareketliliği, döllenme ve bağıĢıklık gibi çeĢitli biyolojik 

fonksiyonların düzenlenmesine katkıda bulunurlar.PLC enzimleri 6 farklı alt tipe 

(β, γ, δ, ϵ, ε, and δ) ait 13 izozimden oluĢmaktadır.Fosfolipazlar Cγ1 ve Cγ2 

(PLcg1 ve PLcg2) PLCγ alt tipleri olarak tanımlanmıĢtır.PLcg2 en çok dalak ve 

lenf düğümü gibi hematopoetik organlarda eksprese edilir ve bağıĢıklık sisteminin 

kurulmasında anahtar rol oynamaktadır.Ġnsan B hücrelerinde Plcg2 sinyalinin 

kaybı X΄e bağlı agamaglobülinemi olarak adlandırılan bir immün yetmezlik 

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

APLAID ile iliĢkili p.Ser707Tyr mutasyonu art arda hücre içi IP3 üretimine 

ve hücre içi Ca2+ salınımının artmasına neden olan bir çift oto- inhibitör SH2 

domeni çiftinin korunmuĢ C-terminal kopyasını bozar (Chae et al., 2014). 

Tekrarlayan / hotspot PLCG2 mutasyonları ilk ibrutinib baĢlatılmasının 

ardından 35.1 aylık bir medyan meydana gelen,  36 hasta  (% 9.7) içinde 57 farklı 

mutasyonlar dahildir; non-hotspot PLCG2 mutasyonları nadirdi (her biri bir kez 

tespit edilen 7 farklı varyant). 

Ġnsan PLCG2΄sindeki S707Y varyantı patolojik otoimmüniteye neden olan 

kalıtımsal bir mutasyon olarak belgelenerek oto-inhibitör domeninin SH2 

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Abe%2C%2BKoichiro
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Chae%2C%2BJae%2BJin
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lokuslarındaki sapmaların PLCγ2΄nin enzimatik aktivitesini güçlendirebileceğini 

düĢündürmektedir.R665W ve S707Y΄nin aynı bölgede barındırıldığı göz önüne 

alındığında benzer bir kabiliyet varsayılmıĢtır (Liu et al., 2015). 

Fosfolipaz C-γ2΄yi (PLCγ2) kodlayan gendeki mutasyonlar Bruton tirozin 

kinaz inhibitörü ibrutinib ile kronik lenfositik lösemi (CLL) ΄nin hedefli 

tedavisine dirençliliği ile iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir. PLCγ2 üzerine B hücresi 

antijen reseptörü (BCR) bağlanmasından sonra sitosolik Ca2+ konsantrasyonunda 

2-3 misli ibrutinib duyarsız bir artıĢ kazandırdığı bu mutasyonların ikisi R665W 

ve L845F iki mutant yapısal olarak arttırılmıĢ esas aktivite göstermiĢtir. Ġki PLCγ2 

mutantının Rac2 tarafından aktivasyona karĢı aĢırı duyarlı olduğunu ve böylece 

vahĢi tip Rac2΄nin bile mutant enzimlerin bozulmamıĢ hücrelere girmesi üzerine 

aktive olmaya yettiğini göstermektedir. Sağlam hücrelerde PLCγ2 ΄nin arttırılmıĢ 

―bazal‖ aktivitesi yapısal olarak arttırılmıĢ PLCγ2 aktivitesinden ziyade Rac 

tarafından uyarılan Rac direncine aracılık eden farmakolojik Rac inhibitörü EHT 

1864 ve PLCγ2 F897Q mutasyonu gösterilmiĢtir (Walliser et al., 2016). 

VahĢi tip PLCγ2΄nin yapısal olarak aktif Rac2 tarafından uyarıcılara karĢı 

R665W ve L845F mutantlarının duyarlılıklarını belirlemek ve karĢılaĢtırmak için 

PLC γ2 izozimleri artan miktarlarda Rac2G12V ile birlikte eksprese edilmiĢtir. 

Artan miktarda Rac2G12V΄ye yanıt olarak inositolfosfat oluĢumunda çarpıcı 

artıĢlar olduğunu göstermektedir.Rac2G12V etkinliğinde maksimum artıĢ PLCγ2 

R665W ve PLC γ2L845F için sırasıyla 6.7 ve 35 kat olmaktadır. Ġki noktalı 

mutasyonun PLCγ2 R665W ve PLC γ2L845F için sırasıyla 4.5 ve 6.5 kat olan 

Rac2G12V ΄nin potansiyelinde bir artıĢa neden olduğunu sürekli olarak 

gözlemlenmiĢtir. 

3.4 p.Ser707Tyr Bilgisi 

p.Ser707Tyr, Tyr733΄ün içinde bulunduğu bilinen üç fosforilasyon 

bölgesine yakındır ve aynı cSH2 domeni, Tyr753 ve Tyr759΄un her ikisi de cSH2 

domeninin yanında bulunan bir bağlayıcı bölgede yer alır.Aynı zamanda 

p.Ser707Tyr sübstitüsyonunun PLCG2΄de yeni bir fosforilasyon bölgesi 

oluĢturabileceğini düĢündürmektedir. 
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Ekstra fosforilasyon bölgesi daha kolay ve verimli bir Ģekilde indüklenebilir 

bir PLCG2 formu üretebilir. PolyPhen-2 ve SIFT ile yapılan hesaplamanın esaslı 

tahminlerine dayanarak, bu varyantın p.Ser707Tyr sübstitüsyonunun oynayacağı, 

PLCG2΄nin daha fazla moleküler ve yapısal analizini gerektirdiği rolün kesin 

olmasına rağmen protein fonksiyonunu etkilemesi muhtemeldir. VerilmiĢ bu bilgi 

ve özelliğin baskın kalıtı, p.Ser707Tyr sübstitüsyonunun PLCG2 sinyal yollarında 

artırılmıĢ bir fonksiyon sağlamaktadır (Zhou et al.,2012). 

 

ġekil 3.4. PLCG2΄nin Ģematik görünümü ve SWISS modelinin homoloji 

modellemesi.Üst panel, PLCG2΄nin Ģematik gösterimini ve 

p.Ser707Tyr ikamesinin yeri.p.Ser707Tyr ikamesi, PLCG2 cSH2 

domeninde bulunur. 

Alt panel, SWISS Modeline göre homoloji modellemesi kullanılarak PLCg2 

cSH2 domeni (yeĢil) ve SH3 domeni (turuncu) üç boyutlu bir yapısal model 

gösteriyor.Ser 707΄nin (mavi) Tyr (kırmızı) ile değiĢtirilmesi cSH2 domeninde 

bulunuyor.Bilindik üç fosforilasyon yeri macentadagösterilmiĢtir; Tyr733 cSH2 

domeninde, Tyr753 ve Tyr759 ise bağlayıcı bölgede (mavi gri) cSH2 domeni ve 

SH3 domeni arasında bulunuyor (Zhou  et al.,2012). 

3.5 PLCG2 Geninin Kromozomal Lokasyonu 

Sitogenetik lokasyonu: kromozom 16΄nın 23.3 pozisyonundaki uzun(q) kolu 

olan 16q23.3. 

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

Molekülerlokasyonu:kromozom16üzerinde81,779,258ila81,962,693 

numaralı baz çiftleri. 
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4. AĠLESEL SOĞUK OTOĠNFLAMATUVAR SENDROM-4 (FCAS4) 

Ailesel soğuk otoinflamatuvar sendrom-4 (FCAS4), kromozom 2p22 

üzerindeki NLRC4 genindeki heterozigot mutasyondan kaynaklanır.Bu gendeki 

mutasyonlar, infantil enterokolit ile otoinflamasyona neden olur.Artralji, 

miyaljiler, ateĢ ve üĢüme, ekstremite ĢiĢmesi ve konjunktivit genel olarak soğuğa 

maruz kaldıktan sonra tekrarlayan makülopapüler döküntü olayları ile karakterize 

nadir otozomal dominant sistemik bir hastalık Ģeklidir. 

Ġnfantil enterokolit ile otoinflamasyon (AIFEC) diye de bilinen FCAS4, 

yenidoğan baĢlangıçlı enterokolit, periyodik ateĢ ve ölümcül otoinflamasyon 

atakları ile karakterize otozomal dominant bir hastalıktır.Etkilenen bireyler 

bebeklik döneminde genel büyüme ve gastrointestinal semptomlar, splenomegali 

ile tekrarlayan ateĢli nöbetler ve bazen de hematolojik rahatsızlıklar, eklem 

ağrıları veya miyaljilere sahip olma eğilimindedir. 

4.1 NLR Family CARD Domain Containing 4 ( NLRC4) Gen 

IPAF, CARD12 veya CLAN olarak da bilinen NLRC4 2001΄de rapor 

edilmiĢtir.Pro-kaspaz-1 ile etkileĢime girdiği, kaspaz-1 proteolizi ve 293T 

hücrelerinde kaspaz-1 bağımlı hücre ölümünü indüklediği görülmüĢtür. 

NLRC4 sitozolde inaktif bir formda bulunuyor. NLRC4, apoptoz, Apaf-1 ve 

CED-4΄te yer alan moleküllerle birlikte çok sayıda domein içeren (STAND) AAA 

adenosin trifosfataz ailesine aittir. N-terminal CARD domenine sahip olmayan 

fare NLRC4 yapısı 2013΄te belirlenmiĢtir ve NBD, HD1, WHD΄den oluĢan bir 

NOD modülü ortaya çıkmıĢtır. NOD modülü HD2 ve LRR tarafından 

izlenilmektedir ve bu yapı NLRC4΄ü inaktif bir formda temsil ederek tersine 

çevrilmiĢ bir soru iĢareti Ģekline sahip olmaktadır(ġekil 4.1). 
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ġekil 4.1. Çoklu etkileĢimler NLRC4΄ü inaktif formda stabilize eder. 

A)NLRC4΄ün Ģematik gösterimi ve CARD domeni olmayan 

NLRC4΄ün yapısı. Hidrojen bağları ve tuzlu köprüler kesikli çizgiler 

olarak gösterilmiĢtir. Aktif olmayan yapıyı stabilize eden 

etkileĢimler : A) ADP ve NDB arasındaki ağırlıklı olarak H-bağları 

(NBD΄den Walker A, Thr135 ve WHD΄den H438) arasındaki 

etkileĢimler. B) HD2 kalıntıları, NLRC4΄ün ve STAND ailesinin 

diğer üyelerinin oligomerizasoyunu için kritik olan a8 NBD  ile  

temaslara sahiptir; C) HD2 ve LRR΄nin N-ucu arasındaki kapsamlı 

etkileĢimler; D) N- terminal LRR ve NBD arasındaki etkileĢimler 

(Y617- H147 ve Y585- R 145, LRR domenindeki hidrojen bağının 

aracılık ettiği). (Hafner-Bratkovič- Inflammasome 2017) 

ADP, NLRC4΄ün aktif olmayan formunun stabilizasyonu için kritik 

görünüyor, çünkü birkaç H-bonosu ile NBD΄den Walker A motifi ve Thr135 ile 

etkileĢime girmektedir. ADP ayrıca WHD΄den His438 ile de etkileĢime 

girmektedir (ġekil4.1.A) ve hatta HD2, NBD΄nin a8΄i (ġekil4.1.B) ve LRR 

domeninin N-terminal kısmı (ġekil4.1.C) ile etkileĢime girmesine ek olarak aktif 

olmayan formu stabilize etmektedir. LRR domeni, ADP ile etkileĢime girmez, 

fakat NOD ile bir β hairpin aracılığıyla etkileĢimler yoluyla bir çözücüden 

oklüzyon yapmaktadır(ġekil4.1.D). 
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4.2 NLRC4 Gen Ġnflamasyonu ve Apoptozom 

NLRC4 geni kaspaz alım domenini içeren NLR ailesinin bir üyesini 

kodlar.Aile üyeleri, çok çeĢitli patojenik organizmalara, doku hasarına, diğer 

hücresel streslere karĢı doğal immün cevapta önemli rol oynar. Bu gendeki 

mutasyonlar, infantil enterokolit ile otoinflamasyona neden olur ve alternatif 

ekleme çoklu transkript varyantlarına yol açar.Tüm memeli NLR΄ler gibi NAIP5 

ve NLRC4 iki korunmuĢ bir nükleotid bağlayıcı domeni (NBD), sarmal domeni 1 

(HD1), kanatlı helis domeni (WHD), sarmal domeni 2 (HD2) ve lösin açısından 

zengin tekrar domeni (LRR) içerir (ġekil 4.2A) .Ek olarak NLRC4 fakat NAIP5 

bilinmeyenfonksiyona sahip üç baculovirüs apoptoz tekrar inhibitörü (BIR) 

domeni içeren kaspaz-1΄i toplayan bir CARD içerir.Legionella pneumophila 

flagelline (FlaA) bağlı NAIP5-NLRC4 enflamasomun yapısını belirlemek için 

kriyo-EM kullanılmıĢtır (ġekil 4.2B).Üç boyutlu rekonstrüksiyonları tek bir FlaA 

monomerine (ġekil 4.2B, mor) kolayca bağlanmıĢ hacimli BIR domenleri (ġekil 

4.2B, ok baĢı) ile kolayca tanımlanan tek bir NAIP5 alt birimi (ġekil 4.2B, mavi) 

içeren düzenekleri ortaya koymaktadır. Oligomerin tek bir NAIP ile 

çekirdeklenmesi daha sonra değiĢken sayıda NLRC4 alt birimi ile birleĢmektedir. 

Tek NAIP5΄i ve bitiĢik NLRC4 alt birimlerinden ikisini (ġekil 4.2C ve D) içeren 

inflamasomlu bölgeye odaklanarak genel olarak 5,2 Ǻ ) çözünürlüğe sahip bir 

yeniden yapılanma sağlanmıĢtır. NAIP5 esas olarak hidrofobik kalıntılardan 

(ġekil 1E ve ġekil S5A) oluĢan WHD ve NBD΄nin katkıda bulunduğu bir 

oligomerizasyon ―donör‖ yüzeyi ile NLRC4 ile temas eder. NLRC4΄ün ortak 

―alıcı‖ yüzeyi tamamlayıcı asidik ve hidrofobik kalıntılardan oluĢur.NLRC4 alıcı 

yüzeyindeki çoklu kalıntılar NLRC4΄ün NAIP5΄e bağlanması için gereklidir. Bu 

kalıntıların çoğu özellikle I124 ve D125 NLRC4΄ün komĢu NLRC4΄ü bağlaması 

için de gereklidir.Iki bitiĢik NLRC4 molekülünün konformasyonları simetri 

yüklenmemiĢ olsa bile aynıdır.NAIP-NLRC4 enflamasomunun önceki ortalama 

rekonstrüksiyonlarının ve apoptozomlar gibi iliĢki komplekslerin yapılarının 

aksine kapalı gibi görünen önemli sayıda halka gözlemlenmiĢdir (ġekil 

4.2B).Halka kapanma eksikliği NAIP5΄teki donör yüzeyinin NLRC4 üzerindeki 

konjuge alıcı yüzeyini toplaması ve aktive etmesine rağmen, NLRC4΄teki donör 

yüzeyinin sadece ilave NLRC4 protomerleri ile etkileĢime girebilmesi ve halkayı 

bir etkileĢime girerek kapatamaması gibi NAIP5 akseptör yüzeyi ile tutarlıdır. 
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NAIP5 ve NLRC4 arasındaki yapısal homoloji oligomerizasyona aracılık eden 

bölgelerde yüksek olsa da (ġekil 4.2E), NAIP5 ve NLRC4΄ün bazı bölgeleri 

özellikle HD2 ve LRR (ġekil 4.2F) nispeten farklıdır (Tenthorey et al., 2017). 

 

ġekil 4.2. NAIP5-NLRC4 inflamasyon. 

(A)NAIP5 ve NLRC4 için domein mimarisinin Ģeması. (B) Tek bir NAIP5- 

FlaA (mavi) ve dokuz NLRC4 protomeri (gri) içeren iltihaplanmaların 3D 

rekonstrüksiyonu. Ok ucu NAIP5 protomerini tanımlayan ekstra yoğunluğu 

vurgular. (C) NAIP5 ve daha yüksek çözünürlükteki ilk iki NLRC4 protomeri için 

Rafine 3D rekonstrüksiyonu (NAIP5 mavi, pembe iki NLRC4 protomeri ve mor 

olarak FlaA). (D) Tümü (A)΄da olduğu gibi domeinler tarafından renklendirilmiĢ 

olan NAIP5 ve iki NLRC4 protomerinin modellendirilmiĢ yapıları EM haritasına 

yerleĢtirilmiĢtir. (B) ila (D) ΄de iki ortogonal görünüm gösterilmiĢtir. (E ve F) 

NAIP5΄in yapısı ((A)΄da olduğu gibi renkli) bir NLRC4 protomerin (mor) ile aynı 

hizadadır. 
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(E) NAIP5 ve NLRC4΄ün NBD, HD1 ve WHD oligomerizasyon bölgeleri 

oldukça benzerdir. Oligomerizasyon donörü ve alıcı yüzeyleri (Hu et al., 2015; 

Zhang et al., 2015) gösterilir. Net olması için NAIP5 BIR etki domeini iç 

görünümden çıkarılmıĢtır (sağda). (F) NAIP5΄in HD2 ve LRR΄si NLRC4΄ün HD2 

ve LRR΄sinden ayrılır. NLRC4 S533 fosforilasyon döngüsü NAIP5΄te iki alfa 

helezonu ile değiĢtirilir (HD2 eki; 818 ila 851) (Tenthorey et al., 2017). 

NAIP üyeleri (NLR ailesi, apoptoz inhibitörü protein) ailesi daha sonra 

NLRC4 inflamasomunun yukarı akıĢ sensörleri olarak tanımlandı.Sadece bir 

fonksiyonel NAIP insan genomunda kodlanmıĢtır. NAIP, Tip III salgılama 

sisteminin iğne proteinini S.Typhimurium΄dan ve Chromobacterium violaceum 

(CprI), S. flexneri (MxiH), P. aeruginosa (PscF), B. thailandensis (BsaL), and 

enterohaemorrhagic E. Coli (EprI)΄de bulunan homolog iğne alt birimlerinden 

tanır. Flagellini ve bakteriyelsekresyonsistemlerininbileĢenlerini tanıyabilme 

yeteneği NLRC4inflamasyonunun S.Typhimurium, P. aeruginosa , S. flexneri, C.  

rodentium,L. pneumophila, Listeria monocytogenes, Klebsiella pneumoniae, 

Yersinia, and C. albicans da dahil olmak üzere bir dizi patojene konak savunması 

sağlamasını sağlar. Bazı durumlarda NLRC4 inflamasyonun yol açtığı aĢırı 

inflamasyonun bakteriyel enfeksiyona cevabı konakçı için zararlıdır.NLRC4, ASC 

yokluğunda kaspaz-1΄in CARD΄ı ile doğrudan etkileĢime girebilen bir CARD 

içerir ve bu etkileĢim NLRC4΄ün neden ASC΄den bağımsız olarak proptozu 

indükleyebildiğini açıklayabilir. Hatta, ASC IL- 1β΄nın proteolitik bölünmesi için 

kaspaz-1΄i toplayan büyük bie benek halinde toplanarak hücrede NLRC4 aracılı 

IL-1β ve IL-1 8 salımını güçlendirmeye hizmet etmektedir. S.Typhimurium ile 

enfekte makrofajlarda endojen ASC, leke merkezinde kaspaz-1 ile NLRC4΄ün bir 

iç halkasını çevreleyen bir dıĢ çekirdek oluĢtururken, NLRC4 inflamasyonu 

S.Typhimurium ile makrofajların  enfeksiyonu üzerine kaspaz-8 dahil  olmak 

üzere komplekste çoklu efektör proteinler toplar. Kaspaz-8΄in hücre ölümü 

fonksiyonlarını uyardığı ve NLRP3 ve pro-IL1b ekspresyonunu teĢvik ettiği 

düĢünülmektedir.Ek olarak kaspaz-7, L.pneumophila içeren vakuoller ile lizozom 

füzyonunu kolaylaĢtırmak NLRC4 inflamasyonunun aĢağı yönünde aktive edilir. 

S.Typhimurium enfeksiyonuna cevabında NLRC4 inflamasyon düzeneğinin 

indüksiyonu NBD ve NLRC4΄ün C- terminal LRR domeini arasında bulunan tek 

evrimsel olarak korunan kalıntının Ser533΄ün fosforilasyonunu indükle eden Pkcd 
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kinaz gerektirir. Hatta Pkcd kinazın Salmonella veya Shigella enfeksiyonuna 

cevabında NLRC4 inflamasom aktivasyonu için vazgeçilmez olduğu 

savunulmaktadır (Man et al., 2015). 

 

ġekil 4.3. NAIP-NLRC4 inflamasyonunun aktivasyonu. 

Toll benzeri reseptörler (örneğin TLR4), pro-IL-1β΄nın MyD88 ve NF-kB 

yoluyla üretilmesine aracılık eder. Bazı patojenik bakteriler, konakçı hücre 

fonksiyonlarını alt etmek için efektör proteinleri iletmek üzere Tip III salgılama 

sistemini (T3SS), (örneğin, Salmonella enterica serovar Typhimurium, Salmonella 

Patojenite Adası-1 veya SPI-1-T3SS) kullanır (Man et al., 2015). 

Ġnflamasomların temel bileĢeni dolaylı patojenik bakteriler ve mantarlar ile 

ilgili spesifik proteinlerin, kaspaz-1 aktivasyonu, sitokin üretimi ve makrofaj 

piroptozisini destekleyen bir inflamasom kompleksine yanıt verip vermediğini 

algılar.NLRC4 inflamasyonu bir dizi hücre içi bakteriye karĢı doğal immün 

yanıtın bir parçası olarak aktive edilir. 
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Disk benzeri görünümlerinde NLRC4 inflamasomları apoptozomlara 

benzer. Apaf-1 (ġekil4.4A), CED-4 (ġekil4.4B) ve Dark (ġekil4.4C) ayrıca 

STAND sınıf ATPas sınıfının üyeleridir ve NLRC4 olarak N- terminal CARD 

domenini, NOD modülünü (NBD, HD1 ve WHD) ve HD2 etki domeni içerir. 

Apaf-1 ve Dark ayrıca C-terminali içerir.Apaf-1 ve Dark ayrıca C-terminali içeren 

WD40 iki β pervaneli, WD1 ve WD2΄yi tekrarlar.Memeli heptamerik Apaf-1 

apoptozom, mitokondriden sitokrom c salımı üzerine monte edilir.Sitokrom c, 

Apaf-1΄in otomatik olarak inhibe olan monomerik formunu kararsız hale getiren, 

ATP veya dATP ve oligomerizasyon için ADP΄nin maruz kalmasına ve yer 

değiĢtirmesine yol açan iki β-pervane bölgesi arasında bağlanır.(ġekil4.4A). Apaf-

1platformunun temel iĢlevi, efektör kaspazlar-3 ve 7΄yi daha da aktive eden 

prokaspaz-9΄u öncü kaspazın aktif hale getirilmesidir (ġekil4.4A). Caenorhabditis 

CED-4 apoptozom düzeneği ve öncü kaspaz CED-3΄ün aktivasyonu üç sıralı 

adımda ilerliyor (ġekil4.4B). Ġskele proteini CED-4, aktif olmayan bir dimer 

olarak stabilize edilmiĢ CED-9 monomeri tarafından mevcut edilmiĢtir. Hücre 

ölümü uyarıcıları CED-9΄u bağlayan ve CED-9΄un CED-4 dimerlerinden 

ayrıĢmasına neden olan, kaspaz CED-3΄ü aktive edebilen CED-4 apoptozom 

içinde oligomerize olmalarını sağlayan EGL-1 aktivasyonunu indükler 

(ġekil4.4B). Son zamanlarda yapılan çalıĢmalar sadece iki CED-3 molekülünün 

oktamerik CED-4 halkasına kaspaz ve CARD domenleri aracılığıyla bağlandığını 

ve bir holoenzim olarak iĢlev görerek bağlı kaldığını göstermektedir. 

Her ne kadar Drosophila melanogaster apoptozom adaptörü Dark, Apaf-1 ile 

aynı domen yapısına sahip olsa da Dark oligomerizasyonuna yol açan mekanizma 

oldukça farklı görünmektedir (ġekil C). Bu apoptoz substratı Drice΄yi ayıran ve 

parçalayan Dronc΄un etkin aktivasyonunu kolaylaĢtırdığı gösterilmiĢtir (ġekil C) 

(Hafner-Bratkovič Inflammasome, 2017). 
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ġekil 4.4. Apoptozom düzeneğinin mekanizmaları ve aktivasyonu. 

Modeller elektron mikroskopisinden elde edilen yapılara dayanmaktadır. A) 

Apaf-1(PDB: 3JBT), B) CED-4 (PDB: 3LQQ), C) Dark/DroncCARD (PBD: 

3J9K). Dark/DroncCARD partikülünün yandan görünüĢünün, iki halkanın 

mekansal düzenlemesini gösterdiğigösterilmiĢtir.DroncCARD molekülleri kırmızı 

renktedir.DarkCARD yeĢil renktedir (Hafner-Bratkovič Inflammasome, 2017). 

Ġnflamasomlar ve apoptozomlar kaspaz aktivite eden platformlardır. Ġskele 

proteinleri aynı yapısal süper aileye ait olsa da aktivasyon mekanizmaları çok 

farklıdır.En büyüleyici aktivatör/ iskele protein oranındaki farkdır. Apaf-1 ve 

Dark, onların aktivatörleri (Apaf-1 için sitokrom c ve Dark için DroncCARD) ile 

1:1 kompleksi gibi aktifleĢtirilirler. NLRC4 inflamasom durumunda, bir NAIP 

ailesi üyesine bağlanan tek bir mikrobiyal molekül muazzam bir yanıtı 

tetikleyebilir.Bu, NLRC4 seviyesinde yükseltilmiĢ ve sonra her ikisinin de in vitro 

indüksiyon üzerine filamentler oluĢturduğu pro-kaspaz-1 veya ASC seviyesinde 

muhtemelen daha da büyütülmesi ilktir. Sinyalin bu Ģekilde yükseltilmesi, etkili 

immüno-gözetimi mümkün kılarken , aynı zamanda enfeksiyon giderildikten 
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sonra immün yanıtın çözülmesiyle ilgili yeni sorular ortaya çıkar. NLRC4 

inflamasyon aktivasyonu ile ilgili üstü açık sorular da kalmaktadır.Apoptozda 

öncü kaspazların aktivasyonu için farklı mekanizmalar da kullanılır.Bir 

subtoichiometric pro-kaspaz-9 molekülü Apaf-1 apoptozomuna bağlanarak bağlı 

kalır.Bu CED-3 için de geçerlidir, ama Dronc 1:1 oranında Dark΄a bağlanır ve 

apoptozom parçacıklarından ayrıĢır.NLRC4 inflamasyon düzeneğindeki nükleotid 

değiĢiminin rolüdür.Apaf-1 apoptozom durumunda, aktif olmayan monomerdeki 

ADP apoptozomdaki ATP ile değiĢtirilir(Zhang et al., 2015). 

4.3 P.Val341Ala Bilgisi 

NLRC4 aktivitesi HEK293 hücrelerinde analiz edilmiĢtir (Amerikan Tip 

Kültür Koleksiyonundan) ve yabani tip insan NLRC4, pMycB΄ye (Santa Cruz 

Biotechnology) klonlanarak Sanger sekanslaması ile doğrulanmıĢtır. Bölgeye 

yönelik mutagenez (Stratagene QuickChange) ile tanıtılan  C.1022T -› C 

mutasyonu Sanger sekanslaması ile doğrulanmıĢtır. Mutant  ve vahĢi tip Myc-

NLRC4 içinyapılar bir N-terminal Flag tag ve Lipofectamine2000 (Invitrogen) 

kullanılarak GFP-etiketli insan ASC΄si ile HEK293 hücrelerine geçici olarak 

transfekte edilmiĢtir. NLRC4 aktivitesi transfekte edildikten 30 saat sonra görsel 

olarak GFP-ASC odaklarının (canlı hücrelerde epifloresan mikroskopi ile 

görselleĢtirildiği Ģekilde) oluĢumu ile ölçülmüĢtür. Procaspase-1 p45 otoproteolizi 

doğrudan p35 (anti-Flag M2 (F1804), Sigma; 1:1000 dilüsyon) ve p10 (kaspaz-1 

p10 (sc- 514), Santa Cruz Biotechnology; 200 seyreltme) fare IgG veya tavĢan 

IgG΄ye (Bio-Rad) HRP-konjuge sekonder antikor ve geliĢmiĢ kemilüminesans 

kullanarak ölçülmüĢtür (Neil Romberget al., 2014). Ġnsan genetik çalıĢmaları 

NLRC4΄teki fonksiyon kazancı mutasyonlarının otoinflamasyon ve enterokolit ile 

iliĢkili olduğunu göstermektedir.NLRC4 HD1 domeni deneyimi tekrarlayan 

otoenflamasyon ve enterokolit içindeki bir p.Val341Ala ikame mutasyonu ile aynı 

ailenin birkaç üyesi gösterilmiĢtir.Bu aileden aynı mutasyonu olan bir yenidoğan 

Ģiddetli gastrointestinal komplikasyonlar, ateĢ ve sistemik inflamasyon geçirdi ve 

doğumdan 23 gün sonra ölmüĢtür. 

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

NLRC4΄teki üç missense mutasyon otoinflamatuar sendromlarla bağlantılı 

olmuĢtur.H443P heterezigoz mutasyonu üyeleri zaman zaman soğukta indüklenen 

ateĢ, ürtiker ve eklem ağrıları yaĢayan bir Japon ailesinde tanımlanmıĢtır.H443P 

NLRC4 mutantı hücre sisteminde oligomerizasyona eğilimli 

olmuĢtur.Otoinflamasyon soğuğa maruz bırakılarak arttırılmıĢtır ve IL-1β ve 

nötrofil IL-17A΄ya bağımlıydı.V341A mutasyonu yenidoğan baĢlangıçlı 

tekrarlayan ateĢ alevlerine ve makrofaj aktivasyon sendromuna yol açmıĢtır.Bu 

mutantlar bilinen NLRC4 aktivatörlerinin yokluğunda aktiftir. (ġekil4.4.1) 

 

ġekil 4.5. NLRC4 inflamatuar mutasyonu: NLRC4 bakterial proteinler flagellin ve 

ilk NAIP΄ler tarafından algılanan T3SS΄nin çubuk ve iğne bileĢenleri 

tarafından aktive edilmiĢtir. NLRC4 ve NLRP3 ayrıca hiperosmotik 

koĢullar ile aktive edilmiĢtir.NLRC4΄ü Ģifreleyen gendeki mutasyonlar 

NLRC4 inflamasomunun yapısal aktivasyonu yoluyla otoinflamasyona 

neden olur.Bazen NLRP3 ve NLRC4 bakteri enfeksiyonu üzerine aynı 

inflamasyonlu kompleksin içine alınır.NLRC4 inflamasoyonu ASC΄nin 

yokluğunda kaspaz-1΄i aktive edebilir.Piroptozisin ASC΄den bağımsız 

olduğu gösterilmiĢtir.ASC  alımı NLRC4 oligomerine verimli kaspaz-1 

proteolizi ve IL-1β ve IL-18 için gereklidir. Diğer sitokin bağımsız 

etkiler eikosanoid biyosentezi aktin yeniden düzenlenmesi ve enfekte 

olmuĢ epitel hücrelerinin çıkarılmasını içerir. 
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V341A ve T337S hastalarında sağlıklı gönüllülere veya CAPS hastalarına 

kıyasla serum IL-18 düzeyleri çok yüksekti.Üç NLRC4 patolojik missense 

mutasyonunun tümü NOD modülünde bulunur (NLRC4ilk ġekil).T337 ve V341 

HD1΄de bulunur ve değiĢtirmeler HD1 /NBD etkileĢimlerinin veya ADP 

bağlanmasının dengesizleĢmesine yol açabilirdi.H443, WHD΄de yerleĢerek 

doğrudan ADP ile hidrojen bağları oluĢturmaktadır (NLRC4ilk ġekil A).H443P 

mutasyonunun olması bekleniyor ADP bağlanmasını ve NOD modülündeki ana 

etkileĢimleri dengesizleĢtirir.Otoinflamatuar koĢullarla iliĢkili NLRP3 veya 

NOD2΄de 100΄den fazla mutasyon vardır.Yakın gelecekte daha fazla NLRC4 

patolojik mutasyonunun tanımlanacağını öngörüyoruz.Yapılan bir çalıĢmada 

NOMID΄li bir hastada NLRC4 geninin somatik mozaikliliğini de tanımladı. Bu 

hastada NLRP3 geninde kazançlı iĢlev mutasyonları veya NLRP 3΄te somatik 

mozaikliği taĢımadı ve indüklenmiĢ pluripotent kök hücrelerden elde edilen hasta 

makrofajlarında mutasyona uğramıĢ NLRC4΄ün bozulması, inflamatuar fenotipin 

bir NLRC4 T177A mutasyonundan kaynaklandığını doğrulamıĢtır. Yeni nesil 

dizilimin ve transkriptominin geliĢmesiyle birlikte NLRC4΄ün diğer inflamatuar 

hastalıklarda rolünün tanımlanması muhtemel görünmüĢtür.Aktif sistemik 

baĢlangıçlı juvenil idiyopatik artritler ile hastalarda yüksek NLRC4 transkript 

seviyyeleri gözlemlenmiĢtir.MAS hastalarında yüksek serum IL- 

18 seviyeleri IL-18 hedeflemesinin bu hastalar için yararlı olabileceğini 

göstermektedir. Bir NLRC4 (V341A) –MAS hastasının bir vaka çalıĢması rhIL-

18BP (IL-18΄i bağlayan ve sinyallemesini bloke eden) rekombinant insan IL-18 

bağlanma proteini üzerinde hızlı bir iyileĢme bildirmiĢtir (Hafner-Bratkovič et 

al.,2017). 

4.5 NLRC4΄te Olan Ġnsan Fonksiyon Kazancı Mutasyonları 

Her biri NLRC4 NBD ile iliĢkili HD1 ve ya WHD etki domenlerinde tekli 

amino asit ikameleri (V341A, T337S ve H443P) ile sonuçlanan üç farklı hastalık-

iliĢkili mutasyon tanımlanmıĢtır.Mutasyonların NLRC4΄ün kendisini otomatik 

olarak inhibe edilmiĢ bir durumda tutma kabiliyyetini bozduğu ve CASP1΄in 

kendiliğinden aktivasyonu için artmıĢ bir eğilime sahip bir NLRC4 proteini ile 

sonuçlandığı görülmektedir.NLRC4΄teki heterozigoz fonksiyon kazancı 
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mutasyonlarının bazı durumlarda tolere edebileceği değiĢken klinik sonuçlar 

verebileceğini göstermektedir.Sendrom NLRC4-MAS (NLRC4 makrofaj 

aktivasyon sendromu) veya SCAN4 (NLRC4΄te mutasyonla iliĢkili enterokolit ve 

otoinflamasyon sendromu olarak adlandırılmıĢtır.NAIP/ NLRC4 inflamasomu 

hematopoetik olmayan bağırsak epitel hücrelerinde yüksek oranda eksprese edilir 

ve hastalardaki bazı hastalık semptomlarının bu hücrelerde NLRC4 

aktivasyonundan kaynaklandığı tahmin edilmiĢtir. 

4.6 NLRC4 Geninin Kromozomal Lokasyonu 

Sitogenetik Lokasyon: 22.3pozisyonundakikromozom 2΄nin kısa (p)kolu 

olan 2p22.3. 

 

ġekil 4.6. NLRC4 geninin sitogenetik diyagramı. 

Moleküler Lokasyon: kromozom 2 üzerinde 32,224,449 ila 

32,265,743numaralı baz çiftleri. 
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5. MATERYAL VE METOD 

5.1 DNA Eldesi 

Hastalardan alınan EDTA΄lı tüpteki 1ml periferik kandan 200 µl 

alınarakgenomik DNA elde edildi. 

 

ġekil 5.1. EDTA΄lı tüp. 

DNA eldesi için IPrep ™ PureLink® gDNA Kan Kiti genomik DNA΄nın 

(gDNA) hızlı ve otomatik çıkarılmasını sağlamak üzere kullanıldı. 

 

ġekil 5.2.IPrep ™ PureLink® otomatik DNA izolasyon cihazı. 

Bu yöntem için Invitrogen Purelink Genomic Blood DNA Purification 

(K1820-01) DNA izolasyon mini kiti kullanıldı. 
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PureLink® Genomik DNA Mini Kiti çok çeĢitli örnek türlerinden yüksek 

verim, yüksek saflıkta genomik DNA (gDNA) ekstraksiyonları sağlar. 

PureLink® Genomic DNA Mini Kit'in özellikleri: 

Kit esnekliği — bir kit çeĢitli örnek tipleri ve boyutlarla çalıĢır 

Ultraclean gDNA — DNA ürününün asgari düzeyde kirlenmesi, baĢarılı 

akıĢ aĢağı uygulama anlamına gelir 

GeliĢtirilmiĢ tasarım - daha iyi verim ve saflık için optimize edilmiĢ döner 

kolon tasarımı ve tampon formülasyonu. 

 

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

Kit prospektüsüne gore DNA eldesi iĢlemleri yapıldı.Genomik 

DNAeldesinin aĢamalarında kullanılan solüsyonların amaçları Ģu Ģekildedir: 

Hücre lizis solüsyonu ile hücre zarının uzaklaĢtırılıp hücre içeriklerinin 

açığa çıkmasını, proteinaz K ile tüm hücresel ve nükleer histon proteinlerin ve 

RNA‘nın uzaklaĢtırılmasını sağlar. Alkolle DNA‘nın membranda presipitasyon 

basamağı ile yıkaması gerçekleĢtirlir. Membrana bağlama basamakları sonucunda 

alkol, protein ve membran lipid kontaminasyonlarından uzaklaĢtırılmıĢ halde en 

son uygulanan Elution basamağında DNA‘nın saf olarak eldesi sağlanır. Elution 

tampon çözeltisi ile membrana bağlı kalan nükleik asidin %85-100‘ü elde edilir. 

 



34  

 

5.2 Hazırlama ve Prosedür 

Thermo-Shaker 550C'ye ayarlanır. 

Her hasta için 1,5 ml'lik ependorf, spin ve Columns tüpler hazırlanır. 

Hastaların isimleri tüplerin üzerine ve kapaklarına yazılır. 

Etil alkol saf olması için yeni olarak hazırlanır. (%95>) 

Steril bir ependorf tüpüne 200μl donmuĢ ya da taze kan örneği konur. 

Üzerine 20 μl Proteinaz-K eklenir. 

20 μl Rnase A ekleyin ve vortekslenir, oda sıcaklığında 2 dakika 

inkübeedilir. 

200 μl Genomik/Lysis tamponundan eklenir ve homojen olana 

kadarvortekslenir. 

Protein sindirimini hızlandırmak için 550C'de 30 dk. Thermo-Shaker inkübe 

edilir. 

200 μl %96-100'lük etil alkol eklenir, 15 saniye kadar vortekslenir. 

Ependorftaki lizattan collection tüplerine ~640 μl eklenir. 

10.000 rpm'de 1 dakika santrifüj edin.Kolonları atılır ve temiz tüpe 

yerleĢtirilir. • 500 μl Wash Buffer 1 ilave edilir. 

10.000 rpm'de 1 dakika santrifüj edin.Kolonları atılır ve temiz tüpe 

yerleĢtirilir. 

500 μl Wash Buffer 2 ilave edilir. 

3 dakika maksimum hızda santrifüj edilir.Kolonları atın ve temiz tüpe 

yerleĢtirilir. 
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50-200 μl (ort. 100 μl) Elution Buffer eklenir, 5 dakika oda 

ısısındabekletilir. 

Maksimum hızda 1 dakika santrifüj edilir. 

Elde edilen DNA toplama tüpünde birikmiĢtir, burdan mikropipetle 

ependorfa aktarılarak +4C0'de ya da -200C''de saklanılarak, gerekirse dilüe 

edilerek kullanılır. 

5.2.1 DNA΄nın kontrol edilmesi 

2 μl (100 ng) DNA çözeltisi %1‘lik agaroz jelde elektroforez iĢlemi yapıldı. 

 

ġekil 5.4. Agaroz jelde elektroforez iĢlemi. 

DNA saflığının ölçülmesi için, NanoDrop Spektrofotometre cihazında 

260/280 nm dalga boyunda ölçüm yapıldı.Kontrolü tamamlanan DNA 

molekülleri, DNA sekans analizine baĢlamak üzere +40C‘de saklandı. 

5.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) 

Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction - PCR) DNA 

içerisinde yer alan, dizisi bilinen iki segment arasındakı özgün bir bölgeyi 

enzimatik olarak çoğaltmak için uygulanan reaksiyonlara verilen ortak bir isimdir. 

PCR yönteminin geliĢmesinde en büyük katkıyı Tag Polimeraz enziminin 
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bulunması yapmıĢtır ki bu da yüksek sıcaklıklara dahi dayanabilen tek 

enzimdir.Bu enzim ilk olarak Yellowstone milli parkında bir kaplıcada yaĢayan 

Thermus aquaticus bakterisinden izole edilmiĢtir. Dr. Kary B. Mullis 1980'li 

yıllarda yaptığı PCR çalıĢmaları  ile1993 yılında Kimya alanında Nobel Ödülü 

almıĢtır. 

Yöntem basitçe tüp içerisinde nükleik asitlerin uygun koĢullarda 

çoğaltılması esasına dayanır. Bir çeĢit "in vitro klonlama" olarak da tanımlanan 

PCR; 94 °C-98 °C  aralığında  gerçekleĢtirilen denatürasyon, 37 °C-65 °C 

aralığında gerçekleĢtirilen yapıĢma (Ġng. annealing) ve 72 °C‘de gerçekleĢtirilen 

uzama aĢamalarından oluĢur ve bu döngülerin belirli sayıda tekrarlanmasına 

dayanır (Bartlett et al., 2003). 

Tablo 5.1. PCR döngüsü. 

 

Bu tekrarlanıĢında iki primer arasında kalan üç basamak bir döngüyü 

oluĢturur ve her özgül DNA parçası çoğaltılarak iki katına çıkarılmıĢ olur. Yeni 

sentezlenen DNA da bir sonraki döngüde kalıp olarak kullanılır ve bu DNA 

parçaları geometrik olarak artar.Teoride özgül DNA parçası; siklus sayısı (n) ve 

baĢlangıçtaki hedef sayısına (t) bağlı olarak yaklaĢık tx2n sayısına ulaĢır.Hedef 

sayısı, enzim, dNTP, primer konsantrasyonu ve çoğaltılan bölgenin 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 ürün miktarı formüldeki sayıya ulaĢmaz.Fakat yinede milyonlarca 

kopyalık çok yüksek yoğunluğa ulaĢan hedef DNA molekülünün PCR sonrası 

agaroz jel elektroforezi gibi bir yöntemle gösterilmesi oldukça kolaydır. (Mikael 

et al., 2006) 

PCR iĢlemi için toplamda 25 µl olacak Ģekilde; içerisinde; 1µl genomic 

DNA, Gene Amp Gold Buffer (15 mmol/l Tris-HCl, pH 8.0, 50 mmol/lKCl), 2.5 

mmol MgCl2 hazırlandı her birinden 50 µmol/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 KCl, 1.5 mMMgCl2) 

2.5 uL, d NTP mix karıĢımı 0.5 uL (0.2 mM), forward primer 1 uL (10 

pmol/ul), reverse primer 1 ul (10 pmol/ul) (Invitrogen) , 1.0 U PlatiniumTaq DNA 

Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA), deiyonize su ile 25 uL total volüme 

tamamlanmıĢtır. 

 

ġekil 5.5. MyGene Gradient Thermal Cycler cihazı. 

MyGene Gradient Thermal Cycler cihazında gradient programında PCR 

amplifikasyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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5.4 DNA Dizileme 

Cycle Sequencing PCR Big Dye Terminator v3.1 kiti kullanılarak ve her 

sekans bölgesine uygun reverse ya da forward primer kullanılarak kit 31 

prospektüsünde yazılan protokole göre yapıldı.Elde edilen Cycle Sequencing PCR 

ürünleri BigDyeXT (Applied Biosystems; USA) saflaĢtırma kiti kullanılarak 

yapıldı. DNA dizi analizleri ABI 3100 Otomatik Jel Kapiller Analizatör 

sisteminde sekans bölgesinin boyutlarına göre kısa ve ya uzun kapiller seti 

kullanılarak yapıldı. 

Otomatik DNA dizi analiz cihazları basit olarak, sabit bilgisayarda yüklü 

programlar ile bu programların yönettiği elektroforez sistemini 

içerir.Elektroforetik ünitelerde bulunan lazer ıĢık kaynağı ile monokromatik bir 

ıĢık oluĢturulur. Söz konusu DNA‘ nın bulunduğu jelmatriks bu monokromatik 

ıĢık ile taranır. Elektroforez süresince DNA‘ ya bağlanan floresan boya ıĢık ile 

taranan bölgeye geldiğinde uyarılır.Uyarılan boya kendi için karakteristik olan 

dalga boyunda ıĢığı geri yansıtır.Yansıyan bu ıĢık demeti bir detektör tarafından 

kaydedilir. 

Elde edilen diziler aynı sistemin kendi software ve SeqScape2.0 programı 

kullanılarak FASTA elektronik kütüphaneden elde edilen normal NLRP12 

"NM_001277126.1", PLCG2 ―NM_002661.5‖, NLRC4 

―NM_021209.4‖gen dizisi ile karĢılaĢtırıldı ve varolan nukleotid yer 

değiĢimleri ve uygun aminoasit mutasyonları kayıt edildi. 

5.4.1 NLRP12 geni için referans dizisi 

Saptanan 1061 aminoasitten oluĢan protein yapısına yansımasıUniProtKB 

P59046 protein veritabanlarından elde edilmiĢtir. 

10 20 30 40 

MLRTAGRDGL CRLSTYLEEL EAVELKKFKL YLGTATELGE  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001277126.1
https://www.uniprot.org/uniprot/P59046
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50 

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 IGKSMLAHKV 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 

LQMIQLRKCQ 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 ggcagggacg gcctctgtcg cctgtccacc tacttggaag  

121 aactcgaggc tgtggaactg aagaagttca agttatacct ggggaccgcg acagagctgg  

181 gagaaggcaa gatcccctgg ggaagcatgg agaaggccgg tcccctggaa atggcccagc  

241 tgctcatcac ccacttcggg ccagaggagg cctggaggtt ggctctcagc acctttgagc  

301 ggataaacag gaaggacctg tgggagagag gacagagaga ggacctggtg agggataccc  
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361 cacctggtgg cccgtcctca cttgggaacc agtcaacatg ccttctggaa gtctctcttg 

421 tcactccaag aaaagatccc caggaaacct acagggacta tgtccgcagg aaattccggc  

481 tcatggaaga ccgcaatgcg cgcctagggg aatgtgtcaa cctcagccac cggtacaccc  

541 ggctcctgct ggtgaaggag cactcaaacc ccatgcaggt ccagcagcag cttctggaca  

601 caggccgggg acacgcgagg accgtgggac accaggctag ccccatcaag atagagaccc 

661 tctttgagcc agacgaggag cgccccgagc caccgcgcac cgtggtcatg caaggcgcgg 

721 cagggatagg caagtccatg ctggcacaca aggtgatgct ggactgggcg gacgggaagc 

781 tcttccaagg cagatttgat tatctcttct acatcaactg cagggagatg aaccagagtg 

841 ccacggaatg cagcatgcaa gacctcatct tcagctgctg gcctgagccc agcgcgcctc  

901 tccaggagct catccgagtt cccgagcgcc tccttttcat catcgacggc ttcgatgagc  

961 tcaagccttc tttccacgat cctcagggac cctggtgcct ctgctgggag gagaaacggc  

1021 ccacggagct gcttcttaac agcttaattc ggaagaagct gctccctgag ctatctttgc  

1081 tcatcaccac acggcccacg gctttggaga agctccaccg tctgctggag caccccaggc  

1141 atgtggagat cctgggcttc tctgaggcag aaaggaagga atacttctac aagtatttcc 

1201 acaatgcaga gcaggcgggc caagtcttca attacgtgag ggacaacgag cctctcttca 

1261 ccatgtgctt cgtccccctg gtgtgctggg tggtgtgtac ctgcctccag cagcagctgg 

1321 agggtggggg gctgttgaga cagacgtcca ggaccaccac tgcagtgtac atgctctacc 

1381 tgctgagtct gatgcaaccc aagccggggg ccccgcgcct ccagccccca cccaaccaga  
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1441 gagggttgtg ctccttggcg gcagatgggc tctggaatca gaaaatccta tttgaggagc  

1501 aggacctccg gaagcacggc ctagacgggg aagacgtctc tgccttcctc aacatgaaca 

1561 tcttccagaa ggacatcaac tgtgagaggt actacagctt catccacttg agtttccagg  

1621 aattctttgc agctatgtac tatatcctgg acgaggggga gggcggggca ggcccagacc  

1681 aggacgtgac caggctgttg accgagtacg cgttttctga aaggagcttc ctggcactca  

1741 ccagccgctt cctgtttgga ctcctgaacg aggagaccag gagccacctg gagaagagtc 

1801 tctgctggaa ggtctcgccg cacatcaaga tggacctgtt gcagtggatc caaagcaaag  

1861 ctcagagcga cggctccacc ctgcagcagg gctccttgga gttcttcagc tgcttgtacg 

1921 agatccagga ggaggagttt atccagcagg ccctgagcca cttccaggtg atcgtggtca  

1981 gcaacattgc ctccaagatg gagcacatgg tctcctcgtt ctgtctgaag cgctgcagga 

2041gcgcccaggtgctgcacttgtatggcgcca cctacagcgcggacggggaa gaccgcgcga 

2101 ggtgctccgc aggagcgcac acgctgttgg tgcagctacc agagaggacc gttctgctgg  

2161 acgcctacag tgaacatctg gcagcggccc tgtgcaccaa tccaaacctg atagagctgt  

2221 ctctgtaccg aaatgccctg ggcagccggg gggtgaagct gctctgtcaa ggactcagac  

2281 accccaactg caaacttcag aacctgaggc tgaagaggtg ccgcatctcc agctcagcct  

2341 gcgaggacct ctctgcagct ctcatagcca ataagaattt gacaaggatg gatctcagtg  

2401 gcaacggcgt tggattccca ggcatgatgc tgctttgcga gggcctgcgg catccccagt  

2461 gcaggctgca gatgattcag ttgaggaagt gtcagctgga gtccggggct tgtcaggaga 
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2521 tggcttctgt gctcggcacc aacccacatc tggttgagtt ggacctgaca ggaaatgcac  

2581 tggaggattt gggcctgagg ttactatgcc agggactgag gcacccagtc tgcagactac  

2641 ggactttgtg gctgaagatc tgccgcctca ctgctgctgc ctgtgacgag ctggcctcaa  

2701 ctctcagtgt gaaccagagc ctgagagagc tggacctgag cctgaatgag ctgggggacc  

2761 tcggggtgct gctgctgtgt gagggcctca ggcatcccac gtgcaagctc cagaccctgc  

2821 ggttgggcat ctgccggctg ggctctgccg cctgtgaggg tctttctgtg gtgctccagg  

2881 ccaaccacaa cctccgggag ctggacttga gtttcaacga cctgggagac tggggcctgt  

2941 ggttgctggc tgaggggctg caacatcccg cctgcagact ccagaaactg tggctggata  

3001 gctgtggcct cacagccaag gcttgtgaga atctttactt caccctgggg atcaaccaga  

3061 ccttgaccga cctttacctg accaacaacg ccctagggga cacaggtgtc cgactgcttt  

3121 gcaagcggct gagccatcct ggctgcaaac tccgagtcct ctggttattt gggatggacc  

3181 tgaataaaat gacccacagt aggttggcag cgcttcgagt aacaaaacct tatttggaca  

3241 ttggctgctg cccaactttc ttgtacaaag ttggcattat aagaaagcat tgcttatcaa 

3301 tttgttgcaa cgaac 

5.4.2 PLCG2 geni için referans dizisi 

Saptanan 1265 aminoasitten oluĢan protein yapısına yansımasıUniProtKB 

P16885 protein veritabanlarından elde edilmiĢtir. 

10 20 30 40 

MSTTVNVDSL AEYEKSQIKR ALELGTVMTV FSFRKSTPER  
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50 

RTVQVIMETR 

60 70 80 90 

QVAWSKTADK IEGFLDIMEI KEIRPGKNSK DFERAKAVRQ 

100 

KEDCCFTILY 

110 120 130 140 

GTQFVLSTLS LAADSKEDAV NWLSGLKILH QEAMNASTPT  

150 

IIESWLRKQI 

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 

IIIKHKKLGP RGDVDVNMED KKDEHKQQGE LYMWDSIDQK  
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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 



50  

 

710 720 730 740 

HFVLGTSAYF ESLVELVSYY EKHSLYRKMR LRYPVTPELL  

750 

ERYNMERDIN 

760 770 780 790 

SLYDVSRMYV 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 PIWAPTQEKV 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 gcaggtcggc cttctggttc agagtctcgt gttctccgtc ctgcagaggc 

61 gatgggaagg tgaagcactg ccggatccag aaggagggca gcgtctacct gctggggacc  

121 accacggagt tcgagtctct ggtggagttg gtgaactact tcaagaagaa accgttgtat  

181 cgcaagatca agctgcgtta cccagtgacg ccggagctgg tggagcgctt cagtgcaaac 

241 gagaactgct cttccatata catggagacg tacgtgaagc ccaacgagat tgagccgtcg  

301 ctgccccaga atacggtccg ggctttgtac agctaccagg ccaagcgacc cgacgagctg 

361 agcttcacta aaggagcact gattcataac gtgtccaaac aagtggacgg gtggtggaaa  

421 ggcgactacg gagggcgact gcagctcttc ttccctgcca attacgtgga ggaagtgtcc  
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481 aactcagcac agactgacgc caaagctcag gagatggaag acaaccctct gggggaactc  

541 tgcaagggaa tcgtggagat ctccatgtac aac 

5.4.3 NLRC4 geni için referans dizisi 

Saptanan 1024 aminoasitten oluĢan protein yapısına yansımasıUniProtKB 

Q9NPP4 protein veritabanlarından elde edilmiĢtir. 

10 20 30 40 

MNFIKDNSRA LIQRMGMTVI KQITDDLFVW NVLNREEVNI  

50 

ICCEKVEQDA 

60 70 80 90 

ARGIIHMILK KGSESCNLFL KSLKEWNYPL FQDLNGQSLF  

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 QDVSSVNEDV 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 tcctctggga ttcaagaatg aagagtagtt ttacagaaaa aagaggacaa  

61 tattgggatc acctttgacc tttccatttg gaaataatat tttctattgt gttatagaaa 

121 ggtgggaagc tttcatccag aacaatgaat ttcataaagg acaatagccg agcccttatt  

181 caaagaatgg gaatgactgt tataaagcaa atcacagatg acctatttgt atggaatgtt 
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241 ctgaatcgcg aagaagtaaa catcatttgc tgcgagaagg tggagcagga tgctgctaga  

301 gggatcattc acatgatttt gaaaaagggt tcagagtcct gtaacctctt tcttaaatcc  

361 cttaaggagt ggaactatcc tctatttcag gacttgaatg gacaaagtct ttttcatcag  

421 acatcagaag gagacttgga cgatttggct caggatttaa aggacttgta ccatacccca  

481 tcttttctga acttttatcc ccttggtgaa gatattgaca ttatttttaa cttgaaaagc 

541 accttcacag aacctgtcct gtggaggaag gaccaacacc atcaccgcgt ggagcagctg  

601 accctgaatg gcctcctgca ggctcttcag agcccctgca tcattgaagg ggaatctggc  

661 aaaggcaagt ccactctgct gcagcgaatt gccatgctct ggggctccgg aaagtgcaag  

721 gctctgacca agttcaaatt cgtcttcttc ctccgtctca gcagggccca gggtggactt  

781 tttgaaaccc tctgtgatca actcctggat atacctggca caatcaggaa gcagacattc  

841 atggccatgc tgctgaagct gcggcagagg gttcttttcc ttcttgatgg ctacaatgaa  

901 ttcaagcccc agaactgccc agaaatcgaa gccctgataa aggaaaacca ccgcttcaag  

961 aacatggtca tcgtcaccac taccactgag tgcctgaggc acatacggca gtttggtgcc 

1021ctgactgctgaggtgggggatatgacagaagacagcgccc 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 gtgtccagcg tgaatgagga tgtcctgctg acaactgggc tcctctgtaa atatacagct  

1441 caaaggttca agccaaagta taaattcttt cacaagtcat tccaggagta cacagcagga  

1501 cgaagactca gcagtttatt gacgtctcat gagccagagg aggtgaccaa ggggaatggt 

1561 tacttgcaga aaatggtttc catttcggac attacatcca cttatagcag cctgctccgg  

1621 tacacctgtg ggtcatctgt ggaagccacc agggctgtta tgaagcacct cgcagcagtg  

1681 tatcaacacg gctgccttct cggactttcc atcgccaaga ggcctctctg gagacaggaa  

1741 tctttgcaaa gtgtgaaaaa caccactgag caagaaattc tgaaagccat aaacatcaat  

1801 tcctttgtag agtgtggcat ccatttatat caagagagta catccaaatc agccctgagc  

1861 caagaatttg aagctttctt tcaaggtaaa agcttatata tcaactcagg gaacatcccc  

1921 gattacttat ttgacttctt tgaacatttg cccaattgtg caagtgccct ggacttcatt 

1981 aaactggact tttatggggg agctatggct tcatgggaaa aggctgcaga agacacaggt  

2041 ggaatccaca tggaagaggc cccagaaacc tacattccca gcagggctgt atctttgttc  

2101 ttcaactgga agcaggaatt caggactctg 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 acggctgccg  
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2401 ggtggtctga ctgacagctt gggtaacttg aagaacctta caaagctcat aatggataac  

2461 ataaagatga atgaagaaga tgctataaaa ctagctgaag gcctgaaaaa cctgaagaag  

2521 atgtgtttat ttcatttgac ccacttgtct gacattggag agggaatgga ttacatagtc  

2581 aagtctctgt caagtgaacc ctgtgacctt gaagaaattc aattagtctc ctgctgcttg  

2641 tctgcaaatg cagtgaaaat cctagctcag aatcttcaca atttggtcaa actgagcatt  

2701 cttgatttat cagaaaatta cctggaaaaa gatggaaatg aagctcttca tgaactgatc 

2761gacaggatgaacgtgctagaacagctcaccgcactgatgctgccctgggg ctgtgacgtg 

2821caaggcagcctgagcagcctgttgaaacatttggaggaggtcccacaact cgtcaagctt 

2881 gggttgaaaa actggagact cacagataca gagattagaa ttttaggtgc attttttgga  

2941 aagaaccctc tgaaaaactt ccagcagttg aatttggcgg gaaatcgtgt gagcagtgat  

3001 ggatggcttg ccttcatggg tgtatttgag aatcttaagc aattagtgtt ttttgacttt  

3061 agtactaaag aatttctacc tgatccagca ttagtcagaa aacttagcca agtgttatcc  

3121 aagttaactt ttctgcaaga agctaggctt gttgggtggc aatttgatga tgatgatctc  

3181 agtgttatta caggtgcttt taaactagta actgcttaaa taaagtgtac tcgaagccag  

3241 taaaaaaaaa aaaa 

MutasyonsınıflanmasıHumanGenomeVariationSocietyyönetmeliğine göre 

yapılmıĢtır. 
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5.5 Ġstatistiksel Analiz 

Sonuçlar, Kruskal-Wallis analizi ile SPSS 13.0 programında karĢılaĢtırılarak 

p> 0,005 düzeyleri istatistiki olarak anlamlı kabul edilmiĢ ve Finch TV, CLC 

Sequence Viewer ve MEGA7 biyanformatik programları ile okunmuĢtur. 
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6. BULGULAR 

6.1 Hasta Grubu 

Otoinflamatuar hastalıklara özgü tekrarlayan ateĢ ve üĢüme , poliartralji ve 

konjunktivit, aĢırı terleme , sersemlik , baĢağrısı , aĢırı  susama , bulantı ve miyalji 

gibi klinik bulguları olan, FCAS2, FCAS3 ve FCAS4 gen analizleri negatif 

saptanan 25 hastada NLRP12, PLCG2 ve NLRC4 genlerini DNA dizileme 

yöntemi ile çalıĢtık. 

6.1.1 NLRP12genindesaptananThr260Metheterozigotmutasyonu 
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NLRP12 geninin 3.eksonunda 779.nükleotit pozisyonunda C >T (ACG > 

ATG) yerdeğiĢimi heterozigot olarak saptanmıĢtır. Bu nükleotit yerdeğiĢimi 

Thr260Met missense aminoasit mutasyonuna neden olmaktadır. 

6.1.2 NLRP12genindesaptananPhe402Leuheterozigotmutasyonu 

 

NLRP12 geninin 3.eksonunda 1206.Nükleotit pozisyonunda C > G 

(TTC>TTG) yerdeğiĢimi heterozigot olarak saptanmıĢtır.Bu yerdeğiĢim 

Phe402Leu missense aminoasit mutasyonuna neden olmaktadır. 
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6.1.3 NLRP12genindesaptananArg352Cysheterozigotmutasyonu 

 

NLRP12 geninin 3.eksonunda 1054.nükleotitinde C>T (CGT > TGT) 

yerdeğiĢimi heterozigot olarak saptanarak, Arg352Cys missense aminoasit 

mutasyonuna neden olmaktadır. 
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6.1.4 NLRP12genindesaptananp.His304Tyrheterozigotmutasyonu 

 

NLRP12 geninin 3.eksonunda 910.nükleotit pozisyonunda C>T (CAC > 

TAC) yerdeğiĢimi heterozigot olarak saptanarak, His304Tyr missense aminoasit 

mutasyonuna neden olmaktadır. 

 



66  

 

6.1.5 NLRP12genindesaptananp.Gly39Valheterozigotmutasyonu 

 

NLRP12 geninin 1.eksonunda 116. nükleotit pozisyonunda G >T (GGA> 

GTA) yerdeğiĢimi heterozigot olarak saptanarak, Gly39Val missense aminoasit 

mutasyonuna neden olmaktadır. 
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6.1.6 NLRP12genindesaptananp.Gly448Alaheterozigotmutasyonu 

 

NLRP12 geninin 3.eksonunda 1343. nükleotit pozisyonunda G >C (GGG > 

GCG) yerdeğiĢimi heterozigot olarak saptanarak, Gly448Ala missense aminoasit 

mutasyonuna neden olmaktadır. 
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6.1.7 NLRP12genindesaptananp.Arg1016*heterozigot mutasyonu 

 

NLRP12 geninin 9.eksonunda 3046. nükleotit pozisyonunda C>T (CGA > 

TGA) yerdeğiĢimi heterozigot olarak saptanarak, Arg1016* missense aminoasit 

mutasyonuna neden olmaktadır. 
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6.1.8 NLRP12genindesaptananp.Ile474Pheheterozigot mutasyonu 

 

NLRP12 geninin 3.eksonunda 1420. nükleotit pozisyonunda A>T (ATC > 

TTC) yerdeğiĢimi heterozigot olarak saptanarak, Ile474Phe missense aminoasit 

mutasyonuna neden olmaktadır. 
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6.1.9 NLRP12genindesaptananp.Ile196Thrheterozigotmutasyonu 

 

NLRP12 geninin 3.eksonunda 587. nükleotit pozisyonunda T>C (ATA > 

ACA) yerdeğiĢimi heterozigot olarak saptanarak, Ile196Thrmissense aminoasit 

mutasyonuna neden olmaktadır. 
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6.1.10 NLRP12 geninde saptanan p.Arg329Gln het heterozigot 

mutasyonu 

 

NLRP12 geninin 3.eksonunda 986. nükleotit pozisyonunda G>A (CGG> 

CAG) yerdeğiĢimi heterozigot olarak saptanarak, Arg329Gln hetmissense 

aminoasit mutasyonuna neden olmaktadır. 
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6.2 PLCG2 geninde saptanan mutasyonlar  

6.2.1 PLCG2 geninde saptanan p.Gly805Asp heterozigot mutasyonu 

 

PLCG2 geninin 22.eksonunda 2414. nükleotit pozisyonunda G>A (GGC > 

GAC) yerdeğiĢimi heterozigot olarak saptanarak, Gly805Asp missense aminoasit 

mutasyonuna neden olmaktadır. 
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6.2.2 PLCG2 genindesaptananp.Asn798Serheterozigotmutasyonu 

 

PLCG2 geninin 22.eksonunda 2393. nükleotit pozisyonunda A>G (AAT > 

AGT) yerdeğiĢimi heterozigot olarak saptanarak, Asn798Ser missense aminoasit 

mutasyonuna neden olmaktadır. 
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6.2.3 PLCG2genindesaptananp.Ala776Thrheterozigot mutasyonu 

 

PLCG2 geninin 22.eksonunda 2326. nükleotit pozisyonunda G>A (GCT > 

ACT) yerdeğiĢimi heterozigot olarak saptanarak, Ala776Thr missense aminoasit 

mutasyonuna neden olmaktadır. 
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6.2.4 PLCG2genindesaptanan p.His257Leuheterozigot mutasyonu 

 

PLCG2 geninin 10.eksonunda 770. nükleotit pozisyonunda A>T (CAT > 

CTT) yerdeğiĢimi heterozigot olarak saptanarak, His257Leu missense aminoasit 

mutasyonuna neden olmaktadır. 

 



76  

 

6.2.5 PLCG2genindesaptananp.Tyr482Hisheterozigotmutasyonu 

 

PLCG2 geninin 15.eksonunda 1444. nükleotit pozisyonunda T>C (TAC > 

CAC) yerdeğiĢimi heterozigot olarak saptanarak, Tyr482His missense aminoasit 

mutasyonuna neden olmaktadır. 
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6.2.6 PLCG2genindesaptanan p.Met28Leuheterozigotmutasyonu 

 

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

yerdeğiĢimi heterozigot olarak saptanarak,Met28Leu missenseaminoasit 

mutasyonuna neden olmaktadır. 
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6.2.7 PLCG2genindesaptananp.Ser110Asnheterozigot mutasyonu 

 

PLCG2 geninin 30.eksonunda 3329. nükleotit pozisyonunda G>A (AGC > 

AAC) yerdeğiĢimi heterozigot olarak saptanarak, Ser110Asnmissense aminoasit 

mutasyonuna neden olmaktadır. 
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6.2.8 PLCG2genindesaptananp.lle671Valheterozigot mutasyonu 

 

PLCG2 geninin 19.eksonunda 2011. nükleotit pozisyonunda A>G (ATC > 

GTC) yerdeğiĢimi heterozigot olarak saptanarak, Ile671Val missense aminoasit 

mutasyonuna neden olmaktadır. 
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6.2.9 PLCG2genindesaptananp.Asn1096delheterozigot mutasyonu 

 

PLCG2 geninin 29.eksonunda 3284.3286. nükleotit pozisyonunda 

GAСA>G yerdeğiĢimi heterozigot olarak  saptanarak, Asn1096del missense 

aminoasit mutasyonuna neden olmaktadır. 

 

 



81  

 

6.3 NLRC4 geninde saptanan mutasyonlar 

6.3.1 NLRC4 geninde saptanan p.Gly786Val heterozigot mutasyonu 

 

NLRC4 geninin 6.eksonunda 2357.nükleotit pozisyonunda G>T (GGC > 

GTC) yerdeğiĢimi heterozigot olarak saptanmıĢtır. Bu nükleotit yerdeğiĢimi 

Gly786Val missense aminoasit mutasyonuna neden olmaktadır. 
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6.3.2 NLRC4genindesaptananp.Ala160Thrheterozigot mutasyonu 

 

NLRC4 geninin 4.eksonunda 478. nükleotit pozisyonunda G>A (GCT > 

ACT) yerdeğiĢimi heterozigot olarak saptanmıĢtır. Bu nükleotit yerdeğiĢimi 

Ala160Thr missense aminoasit mutasyonuna neden olmaktadır. 
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6.3.3 NLRC4genindesaptananp.Ala622Valheterozigot mutasyonu 

 

NLRC4 geninin 4.eksonunda 1865.nükleotit pozisyonunda C>T (GCT > 

GTT) yerdeğiĢimi heterozigot olarak saptanmıĢtır. Bu nükleotit yerdeğiĢimi 

Ala622Val missense aminoasit mutasyonuna neden olmaktadır. 
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6.3.4 NLRC4genindesaptananp.Ile811Thrheterozigot mutasyonu 

 

NLRC4 geninin 6.eksonunda 2432. nükleotit pozisyonunda T>C (ATA > 

ACA) yerdeğiĢimi heterozigot olarak saptanmıĢtır. Bu nükleotit yerdeğiĢimi 

Ile811Thr missense aminoasit mutasyonuna neden olmaktadır. 
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6.3.5 NLRC4genindesaptananp.Arg204Hisheterozigot mutasyonu 

 

NLRC4 geninin 4.eksonunda 611.nükleotit pozisyonunda  G>A (CGT > 

CAT) yerdeğiĢimi heterozigot olarak saptanmıĢtır. Bu nükleotit yerdeğiĢimi 

Arg204His missense aminoasit  mutasyonuna  neden olmaktadır. 
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7. TARTIġMA 

NLRP12 gen ürünü NALP12 Interleukin -1β (IL-1β) ve Interleukin-18 (IL-

18) dahil olmak üzere enflamatuar sitokinlerin olgunlaĢmasını düzenleyen 

inflamasom adaptör proteini ASC ile etkileĢime girdiği gösterilen ilk NLR 

olmuĢtur (Stephan Borte et al., 2014). Yabani tip NLRP12΄nin iĢlevi diğer 

çalıĢmalara uygun olarak kullanılan deneysel sisteme göre tartıĢılabilmektedir. 

NLRP12΄nin kaspaz 1 sinyallemesinde ve benek oluĢumunda proinflamatuar bir 

protein gibi ve NF-kB aktivasyonu üzerinde bir antienflamatuar protein olarak 

etki ettiğini göstermektedir. NLRP12΄nin fizyolojik rolünün sadece in vitro 

analizlerden çıkarılmasının basit olacağını özellikle NF-kB ve IL-1΄in birbirine 

bağlı ağların bir parçası olduğu ve hem indüksiyonda hem de inflamasyonun 

çözünürlüğünde NF- kB΄nin iyi olduğu kanıtlanmıĢtır. NLRP12 ile iliĢkili 

bozuklukların altında yatan mekanizmalar hastalığa neden olan mutasyona bağlı 

olarak da değiĢebilmektedir.Aslında p.Arg352Cys missense mutasyonunun 

kaspaz-1 iĢlemesinin bir fonksiyon kazancı ile iliĢkili olduğunu gösterirken daha 

önce bildirilen nonsense mutasyonları NF-kB inhibisyon iĢlevinin kaybına yol 

açmaktadır.NLRP12 mutasyonlarının nadir olması göz önünə alındığında bu yeni 

moleküler kusurun tanımlanması NLRP12 ile iliĢkili hastalıkların klinik 

spektrumunun tanımlanmasına yardımcı olur.NLRP12 missense mutasyonunun 

zararlı etkisinin in vivo ve in vitro kanıtları sunulmuĢtur(Jéru et al., 2011). 

NLRP12΄nin bulaĢıcı ajanlara karĢı konak direncindeki rolü ele alınmıĢtır. 

NLRP 12 veba etkeninin etken maddesi olan Y.pestis΄i tanıyan bir enflamatuar 

bileĢen olarak gösterilmiĢtir.NLRP12-/- fareler Y.pestis enfeksiyonundan sonra 

daha yüksek ölüm oranı ve bakteri yükü sergilemiĢler ve burada NLRP12 

enflamasyonunun kaspaz-1 aktivasyonunun aracılık ettiği IL-18 ve IL-1 

üretiminin merkezi bir regülatörü olduğu gösterilmiĢtir.NLRP12 ayrıca IFN-yi 

indükleyerek IL-18 yoluyla üretim ve hatta NLRP12-/- Y.pestis suĢları ile 

enfeksiyon sonrası NF-kB sinyalleĢmesinde minimum etkiye sahip olmaktadır. 

K.pneumoniae ve M.tuberculosis enfeksiyonlarının kanonik NF-kB 

sinyallemesinin aktivasyonu üzerindeki bilinen etkilerine rağmen, NLRP12 -/- ve 

vahĢi tip fareler arasında K.pneumoniae veya M.tuberculosis enfeksiyonlarından 

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 gözlemlenmiĢtir. NLRP12 in vitro konakçıya LPS uyarımı veya 

M.tuberculosis enfeksiyonuna karĢı doğuĢtan gelen immün yanıta önemli ölçüde 

katkı yapmamıĢ, hatta in vitro LPS uyarımı veya M.tuberculosis enfeksiyonundan 

sonra NF-kB sinyalini negatif bir regülatör olarak NLRP12΄yi uygulamaktadır. 

S.typhimurium enfeksiyonunun etkin kontrolü için NLRP12΄nin kanonik NF-kB 

ve ERK sinyallerinin aktivasyonunu baskıladığı ve enflamatuar sitokin ve NO 

üretimini inhibe ettiği gösterilmiĢtir. Yersinia enfeksiyonunun aksine NLRP12΄nin 

M.tuberculosis ve K.pneumoniae enfeksiyonları sırasında enflamasyon 

aracılıkonakçı  doğuĢtan    gelen  yanıtlara  katkıda  bulunmadığını  ve 

aklagelebilecek Ģekilde NLRP12΄nin yerine diğer NLR΄lerin ortaya çıktığını 

göstermektedir. NLRP12 -/- fareler salmonelloza karĢı oldukça dirençli olsalar 

daNLRP12 S.typhimurium enfeksiyonu sırasında klasik bir enflamasyon 

aktivatörü olarak hiçbir rol oynamaz. S.typhimurium enfeksiyonu vahĢi tip 

farelerdeki makrofajlardaki NLRP12 mRNA transkriptlerinin seviyesini 

arttırırken THP-1 monositik hücre hattının M.tuberculosis enfeksiyonunun daha 

önce NLRP12 transkripsiyonunu aĢağı düzenlediği gösterilmiĢtir. Bir çalıĢmada 

malaria hastalarından türetilmiĢ monositlerde ve fare modellerinde NLRP3/ 

NLRP12΄nin varlığını, kaspaz- 1΄in NLRP3/NLRP12΄ye bağlı aktivasyonunun 

muhtemel olduğu sonucuna varmasına neden olduğunu göstererek IL-1β΄in 

sistemik ekspresyonunu düzenleyen ve malaria hastalarının sekonder bakteriyel 

enfeksiyonlara aĢırı duyarlı olmasına aracılık etmektedir. NLRP12 

inflamasyonunun enfeksiyonlarla mücadelesindeki rolü sporadik görünmekte olup 

NLRP12΄nin eyleminin içeriğe bağlı olması ve uyarıcıların spesifik yapısına 

duyarlı olması, aksi takdirde NLR ailesinin diğer üyelerinin gereksiz eylemleri 

tarafından maskelenmesi mümkündür.NLRP12΄nin inflamasyon sırasındaki 

düzenleyici rolüne uygun olarak NLRP12 genindeki mutasyonların bazı ailevi 

soğuk otoinflamatuar sendrom formlarını içeren NLRP12AD adı verilen yeni bir 

oto-enflamatuar sendrom sınıfı ile iliĢkili olduğu bulunmuĢtur. NBD içinde yer 

alan nonsense mutasyon p.Arg284X΄in vahĢi tip NLRP12 ile karĢılaĢtırıldığında 

NF-kB aktivitesinin baskılanmasında nasıl daha az etkili olduğunu 

göstermiĢlerdir. Enflamasyona neden olan fonksiyon kaybıyla paralel olaraktan 

bir birleĢtirme kusur üreten bir yerleĢtirme de NF-kB sinyaline NLRP12 inhibe 

edici özellikleri net bir azalmaya neden olmaktadır.NBD içinde haritalanan 

missense mutasyon p.Asp294Glu NF-kB sinyallemesinin inhibisyonundan ziyade 
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artan kaspaz-1 aktivasyonu ile birleĢmektedir. CpG bölgesini (p.Arg352Cys) 

içeren baĢka missense mutasyon proteinin nükleotit  bağlama bölgesini kodlayan 

NLRP12΄nin 3. Eksonunda tanımlanmıĢtır.Bu yine NF-kB sinyallemesi üzerinde, 

leke oluĢumunda ve aktif kaspaz-1 sinyallemesinde artan bir etki 

göstermemektedir.NLRP12AD΄li hastaların PBMC΄lerinin sağlıklı bireylerden 

PBMC΄lerle karĢılaĢtırıldığında kendiliğinden çok miktarda IL-1β salgıladığı 

gösterilmiĢtir.NLRP12΄nin periyodik ateĢ sendromundaki fizyolojik alaka düzeyi 

kesin olmasına rağmen NF-kB yolunu düzenlemek için hareket etme Ģekli 

tanımlanmaya devam etmektedir.NLRP12΄nin NF-kB sinyallemesi ve 

enflamasyonu üzerindeki inhibitör rolü in vivo kolon enflamasyonu ve kolorektal 

kanser modellerinde de incelenmiĢtir.NLRP12-/- farelerden alınan kemik iliği 

kaynaklı makrofajlar, kanonik NF-kB yolağının düzenlenmesinde NLRP12΄nin 

rolünü destekleyen LPS uyarmasına cevap olarak artan pp105/NF-kB1 

göstermektedir.NLRP12-/- fareler kolon iltihabına karĢı oldukça hassas olup NF-

kB ve ERK aktivasyonu yoluyla proinflamatuar sitokin ve kemokinlerin 

üretiminde çarpıcı bir artıĢ göstermektedir.NLRP12΄nin NF-kB sinyallemesi ve 

enflamasyonu üzerindeki inhibitör rolü, in vivo kolon enflamasyonu ve kolorektal 

kanser modellerinde deincelenmiĢtir.NLRP12-/- fareler kolonilerindeki ve 

barınma koĢullarındaki farklılıkların bağırsak mikrobiyotasını ve enflamatuar 

sinyalleme eĢiğini etkilemesi mümkündür. NLR΄ler patojen / hasar algılamasından 

enflamatuar sinyalleĢme ve antijen sunumunun modülasyonuna kadar çeĢitli 

iĢlevlerderol oynayan heterojen bir protein grubunu temsil etmektedir(Tuncer et 

al., 2014). Ġn vitro ve in vivo deneylerin uzlaĢtırılması zordur ve NLRP12΄nin 

farklı deney ortamlarında enflamasyonu hafifletip azaltmadığını veya aktive 

etmesinin belirlenmesinde birçok faktör rol oynayabilmektedir.NLRP-/- fareleri 

Walker A ve Walker B sekanslarını içeren bir ekson 3 bölgesini neomisin direnç 

geni ile değiĢtirerek üretildi. Ġnsan NLRP12΄sine benzer olarak murin NLRP12΄si 

BM ve dalakta ve  nötrofiller  ve  DClerde  hücresel düzeyde eksprese edilmiĢtir 

(Arthur et al., 2010). Mikroplar, ateroskleroz, kardiyovasküler hastalıklar, 

diyabetik kronik yaralar gibi bazı kronik enflamatuar bozukluklarda gösterildiği 

gibi dokulara zarar verebilecek enflamasyonu güçlendirmek ve sürdürmek için 

kritik bir bileĢen olmaktadır (Rosenfeldet al., 2011). 
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Hatalı mutasyon p.Asp294Glu ATP bağlanması için temel olan ve fenotipte 

konservatif bir değiĢikliğe dahi izin vermeyen 294 pozisyonu  dahil evrimsel 

olarak korunan bir domeni etkilemektedir. S. Borghini ve arkadaĢları WT 

NLRP12 cDNA΄sını klonlayarak yapının pAsp294Glu mutant versiyonunu NF-kB 

kanonik yolu üzerindeki in vitro etkilerini incelemek için hazırlamıĢlar. Hatta Jeru 

ve arkadaĢlarının önceki çalıĢmasındaki bulguların aksine IRAK-1 ve MyD88 

ekspresyon vektörleri kullanılarak yapılan transfeksiyon deneyleri ile gösterildiği 

gibi NLRP12΄nin p.Asp294Glu mutantının NF-kB sinyali üzerindeki inhibitör 

özelliklerinde belirgin azalma gözlemlenmedi. Mutant NLRP12 geninin NF- kB 

aktivasyonu üzerindeki p65 etkisi test edilememiĢtir. Aslında NLRP12΄nin NF-kB 

sinyalleri üzerindeki inhibe edici aktivitesinin hem TLR hem de TNF reseptör 

yolaklarının baĢlangıç aĢamalarına etki ettiği NLRP12 yapılarının transfeksiyonu 

p65΄in zorla ekspresyonu tarafından indüklenen NF-kB aktivitesini inhibe 

edememiĢtir. Ye ve arkadaĢlarına göre ATP bağlanma domeninin bozulması 

kanonik ve kanonik olmayan NF-kB aktive edici yolakları etkileyerek 

NLRP12΄nin antienflamatuar aktivitesini azaltmaktadır.NLRP12΄nin inhibitör 

etkisini hala bilinmeyen NF-kB ΄den bağımsız bir yolla uygulanabileceğini 

düĢündürmektedir.Ġn vitro çalıĢmalardan elde edilen sonuçlar sağlıklı kontrol 

hücrelerinde karĢılaĢtırılabilir olan TNFα stimülasyonuna bir cevab gösteren hasta 

monositlerinde NF-kB aktivite seviyyelerinin değerlendirilmesiyle doğrulanmıĢtır. 

NLRP12 mutasyona uğramıĢ monositlerin IL-1β salgılanmasının analizi 

salgılanan sitokinin global seviyyesinin sağlıklı monositlerde olduğu kadar 

karĢılaĢtırılabilir olmasına rağmen salgılanmanın kinetiğinin hızlandığını ortaya 

koymuĢlar. Ġlginç bir Ģekilde hem ROS hem de antioksidanların daha yüksek 

bazal seviyeleri ve TLR tetiklemesi üzerine antioksidan sistemlerinin daha hızlı 

düzenlenmesi ile karakterize edilen aynı redoks imzası NLRP12 mutasyonu olan 

hastalardan gelen monositler tarafından paylaĢılmıĢtır. IL-1β salgılanmasının 

kinetiği ve redoks remodelingi arasındaki fonksiyonel iliĢkiyi 

doğrulamaktadır.S.Borghini ve arkadaĢları NLRP12 mutasyonlarının patogenezi 

tamamen açıklanmamıĢ, değiĢmiĢ bir redoks durumundan dolayı IL-1β 

salgılanmasının kuralsızlaĢtırılmasının ve stres yanıtının ilgili bir rol 

oynayabileceğini önermiĢler. 

NLRP12 ΄nin mikrobiyal bileĢenlere yanıtında, kolit ve kolorektal 

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Borghini%2C%2BS
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Borghini%2C%2BS
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tümörogenezisde NF-kB ve ERK yollarının aktivasyonunu kontrol ederek 

proinflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin baskılanmasında önemli bir rol 

oynadığını göstermektedir.NLRP12 eksikliği enflamatuar sinyal yollarını 

azaltmadaki bir baĢarısızlıkla kolit ve kolitle iliĢkili tümörogenezise duyarlılığınn 

artmasına yol açtığını göstermiĢtir (HasanZaki et al., 2011).Makrofajlardaki 

NLRP12 aktivitesinin kolon enflamasyonu ve tümörogenezisin azaltılmasında 

önemli bir rol oynadığını önermektedirler.Miyeloid bölmesindeki NLRP12 

aktivitesinin kolit ile iliĢkili kolon tümör oluĢumuna karĢı korunmada kritik 

olduğunu göstermektedirler.NLRP12 eksikliği olan makrofajlar NF-kB ve ERK 

aktivasyonunun artmıĢ olduğunu gösteren TLR ligandlarına aĢırı duyarlı 

olmaktadır.Tümör dokusunda artan makrofaj yoğunluğu insan kanserinin kötü 

prognozu ile güçlü bir Ģekilde bağlantılıdır (Chen et al., 2005). Ġnsan kolorektal 

tümörlerinde aktive edilmiĢ makrofajların IL-6R ve TNF-α, kemokinler KC ve 

MIP2, matriks metaloproteinazları enzimleri, COX2 ve NOS2΄yi ve büyüme 

faktörleri gibi tümör teĢvik eden sitokinleri ürettiğini göstermektedir (Pollard 

2010). NLRP12΄de mutasyonu olan insan monositik hücrelerinin doğada 

hiperinflamatuar olduğu ve inflamatuar hastalık periyodik ateĢ sendromuyla 

bağlantılı olduğu gösterilmiĢtir (Jéru et al., 2008). Ġnsan kolon  inflamasyonu ve 

kolorektal kanserin korunmasında NLRP12΄nin kritik bir rolü olduğunu 

göstermektedir. Tümör ile iliĢkili makrofajlar tarafından üretilen birkaç 

tümörojenik faktör, NF-kB, STAT3 ve ERK sinyal yolları ile düzenlenmektedir 

(Greten et al., 2004). NLRP12 yukarı düzenleme iltihabına ve antimikrobiyal 

tepkiye aracılık eden TLR yolağına  karĢı negatif bir düzenleyicidir. TLR΄nin 

aktivasyonu ile mikroorganizmalar NLRP12΄nin ekspresyon seviyesini 

etkileyebilmektedir. NLRP12 esas olarak mononükleer hücrelerde eksprese 

edilmektedir ve TLR yolağında negatif bir regülatör görevi görmektedir(Williams 

et al., 2005). Proteinin NBS domeni içinde missense mutasyon  (p.Arg352Cys)  

tanımlanmıĢtır (Jéru et al., 2011). NLRP12 ile iliĢkili bozuklukları olan geniĢ bir 

ailede soğukta maruz kalmaya karĢı özel bir duyarlılık gözlemlenmiĢtir (Gattorno 

et al., 1995).p.Arg352Cys sekans varyasyonu popülasyon eĢleĢmeli DNA 

kontrollerinde (Ġtalya΄dan n=104) bulunmamıĢtır, bu varyantın sık sık bir 

polimorfizm olmadığını göstermiĢtir (Jéru et al., 2011). NLRP12, dendritik 

hücrenin (DC) lenf nodlarına iletim kapasitesini etkileyebilmektedir. Bu da temas 

aĢırı duyarlılığındaki immün yanıtı etkilemektedir (Arthur et al., 2010 ). 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1535610811004016#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1535610811004016#bib6
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1535610811004016#bib38
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1535610811004016#bib38
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1535610811004016#bib19
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1535610811004016#bib13
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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PLCG2 1-fosfatidil-1D-miyo-inositol 4,5-bifosfatın 1D-miyo-inositol 1,4,5-

trisfosfata (IP3) ve diasilgliserin (DAG) dönüĢümünü katalize eden bir 

transmembran sinyal enzimi olmaktadır. IP3 ve DAG büyüme faktöründen ve 

immün sistem reseptörlerinden gelen sinyalleri hücre zarı boyunca iletmek için 

önemli olan ikinci haberci moleküllerdir.Protein PLCG2 bağıĢıklık sisteminin 

kompleks düzenlenmesinde önemli olan sinyal molekülü olmuĢtur.Murin 

PLCG2΄deki fonksiyon kazancı mutasyonu proliferatif glomerülonefrit dahil 

enflamatuar hastalıklarla iliĢkilendirilmiĢtir.R665W΄nin fonksiyonel sonuçlarını 

değerlendirmek için tavuktan türetilmiĢ bir PLCγ2 eksikliği olan DT40 hücre 

çizgisi, WT veya mutant insan PLCγ2 ile stabil bir Ģekilde tanıtılarak α-IgM 

tarafındanuyarılmıĢtır.PLCγ2 eksikliği olan DT40 anti-IgM stimülasyonuna cevap 

vermekte baĢarısız olurken insan PLCγ2΄sinin tanıtılması sinyal olayını geri 

yükleyebilir. PLCg2R665W ΄nin kalsiyum akıĢını arttırdığını ve bu  etkinin WT 

ile karĢılaĢtırıldığında toibrutinib tedavisine dirençli olduğu bulunmuĢtur. R665W 

modelinde sağlam α-IgM stimülasyonundan sonra akıĢ aĢağı p-ERK aktivasyonu 

tepki göstermiĢtir, oysa WT ise ibrutinib tarafından yeterince engellerken PLCG2, 

IP3 ve DAG üretmek için zara bağlı substratını temizler.IP3 endoplazmik 

retikulumdan kalsiyum akmasına neden olur ve protein kinaz C sinyalini 

tetikler.PLCG2R665W ΄nin IP3 üretimini arttırıp arttırmadığını incelemek için 

293T hücreleri WT veya PLCG2R665W ile stabil bir Ģekil almıĢtır.IP1 birikimi 

ile ölçülen IP3 üretimi PLCG2R665W ΄de yükselerek R665W mutasyonunun 

aĢağı akıĢ sinyalleĢmesini artırarak hiperaktivite kazandığını gösterir. 

Fosfolipaz C-γ2΄yi (PLCγ2) kodlayan gendeki mutasyonlar Bruton tirozin 

kinaz inhibitörü ibrutinib ile kronik lenfositik lösemi (CLL) ΄nin hedefli 

tedavisine dirençliliği ile iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir. PLCγ2 üzerine B hücresi 

antijen reseptörü (BCR) bağlanmasından sonra sitosolik Ca2+ konsantrasyonunda 

2-3 misli ibrutinib duyarsız bir artıĢ kazandırdığı  bu mutasyonların ikisi R665W 

ve L845F iki mutant yapısal olarak arttırılmıĢ esas aktivite göstermiĢtir. Ġki PLCγ2 

mutantının Rac2 tarafından aktivasyona karĢı aĢırı duyarlı olduğunu ve böylece 

vahĢi tip Rac2΄nin bile mutant enzimlerin bozulmamıĢ hücrelere girmesi üzerine 

aktive olmaya yettiğini göstermektedir. Sağlam hücrelerde PLCγ2 ΄nin arttırılmıĢ 

―bazal ― aktivitesi yapısal olarak arttırılmıĢ PLCγ2 aktivitesinden ziyade Rac 

tarafından uyarılan Rac direncine aracılık eden farmakolojik Rac inhibitörü EHT 

1864 ve PLCγ2  F897Q mutasyonu  gösterilmiĢtir (Walliser et al., 2016). 
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PLCG2 32 ekzon içeren büyük bir gendir.  PLCG2΄deki mutasyonların 

embriyogenezde veya erken geliĢmede öldürücü olan bir fenotiple sonuçlanabilir 

(Wang et al., 2001) .PLAID ile iliĢkili PLCG2 delesyonları PLCG2΄nin enzimatik 

aktivitesini yukarı akıĢ yollarına bağlayan otoinhibitör cSH2 domeni dahil olmak 

üzere düzenleyici bölgeyi etkilemektedir.cSH2΄nin PLCγ2 katalitik bölgesini 

tıkadığı ve bu inhibitör etkileĢimin PLCγ2΄de konformasyonel bir değiĢimi 

kolaylaĢtıran ve katalitik bölgeyi açığa çıkaran kritik tirozin kalıntılarının 

fosforilasyonu ile hafifletildiği hipotezi ile tutarlıdır (Macaluso et al., 

2007).PLCG2,  B hücresi aktivasyonunda rol alan proteinleri etkileyen 

mutasyonlarla iliĢkilidir. Üç ailedeki delesyonlar anormal rekombinasyon 

olaylarını kolaylaĢtırdığı bilinen tekrarlayan elementler bakımından zengin bir 

PLCG2 bölgesinde meydana geliyor.Altı delesyon sınır değerinin beĢi tekrarlayan 

elementler içinde meydana gelmiĢ bu ise sporadik PLAID vakalarının, de novo 

veya PLCG2 ΄deki somatik mutasyonlardan kaynaklanabileceği öne 

sürülmüĢtür.PLCγ2 mutant formlarının etkileri lökosit fonksiyonundaki rölü 

konukçu savunması ve kendi kendine toleransı dahil olmak üzere fosfolipaz 

aracılı sinyallemenin hayati unsurlarını aydınlatmaktadır (Ombrello et al., 

2012).Ġnsan hücrelerinde ekspresyon modeline ve PLCG2΄nin sinyal iletim 

yollarındaki rolüne bağlı olarak PLCG2΄deki mutasyonların bağıĢıklık tipi 

bozukluklarına yol açmaktadır. 16p13-q22inversiyon sınır değerlerinde genomik 

diziler tanımlanmamıĢ gen olmasına rağmen klonlanmıĢtır (Dauwerse et al., 

1993). PLCG2΄nin bu bağıĢıklık sistemi kanserlerinde yer alıp almadığını 

belirlemek için klonlanmıĢ kesme noktalarına göre PLCG2΄nin tam yerini 

belirlenebilir (Argeson et al., 1994).PLCG2΄deki hipermorfik değiĢikliklerle 

geliĢmiĢ sinyalleĢmenin altında yatan kesin değiĢiklikler açıklanmaya devam etse 

de insanlarda PLCG2 hastalığına bağlı missense mutasyonların geçmiĢte 

tanımlanmadığı düĢünüldüğünde PLCG2 biyolojisi alanında önemli ilerleme 

sunulmaktadır.PLCG2 delesyonları olan bireylerdeki bulgularla uyumlu olarak 

etkilenen bireyler aynı genin aynı bölgedeki mutasyonlarla oluĢabilecek geniĢ 

fenotipik değiĢkenlik göstermektedir.GeniĢ fenotipik farklılıklar bozulmuĢ B 

hücre hafızası ve immünoglobulin üretimi arasındaki benzerliklerin yanı sıra çok 

çeĢitli hastalıkların PLCG2 mutasyonlarından kaynaklanabileceğini ve humoral 

immün sisteminin ve çeĢitli inflamasyon formlarının dahil olduğunu ortaya 

koymaktadır.PLCG2 yolunda bir oto-enflamatuar hastalığın nedeni olarak bir 

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Macaluso%2C%2BFilippina
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mutasyon tanımlanmıĢtır (Zhou et al., 2012).Sinyal transdüksiyonu ve protein 

sentezi ile ilgili birçok genin ekspresyonunun T hücreleri üzerindeki spesifik 

olmayan diğer uyarıcılara karĢı farklı Ģekilde değiĢtiği bulunmuĢtur.NF-kB 

tarafından düzenlenebilecek γ- radyasyon, fosfolipaz Cγ2 ve sitoplazmik epoksit 

hidrolaz tarafından indüklenen iki yeni gen üzerinde durulmuĢtur. Membranlarda 

fosfolipitlere etki eden fosfolipazlar tarafından üretilen lipitlerden ve ya lipid 

türevli ürünlerden birçoğu sinyal iletimi sırasında aracılar ve ikinci haberciler 

olarak gösterilmiĢtir. ĠyonlaĢtırıcı radyasyonun sitokin reseptörleri ve G 

proteinlerinin ekspresyonunu indüklediği bilinmektedir (Fuks et al., 1993). Bu 

reseptörlerin ve G proteinlerinin sinyalini veren akıĢ yönünde fosfolipaz C-γ 

(PLC-γ), protein kinaz C (PCK)/ Ras / Raf ağı muhtemelen proliferatif yanıtta rol  

oynamaktadır (Dent et al., 1995). PLCG2΄nin yukarı akıĢ promotörü SP1, NF1, 

AP2 ve EBF΄yi içerir ve PLCG2΄nin NF-kB tarafından düzenlenmesini 

önermektedirler.PLC geninin indüklenmesinin proliferatif potensiyeli arttırmak 

için bir tür adaptif cevap olduğunu varsayılmıĢtır(Denekamp et al., 1973). Ġn vivo 

olarak immün sistemin sinyalizasyonu ve fonksiyonel serbest bırakılması ile 

bağlantılı Plcg2΄de bir fonksiyon kazancı mutasyonu tanımlanmaktadır (Yu et al., 

2005). B hücrelerinin sinyal bağlamında Plcg2Ali5 ΄teki mutasyon baskın bileĢen 

olarak hücre dıĢı kalsiyum akıĢı ile artan ve sürekli kalsiyum tepkilerine neden 

olmaktadır. Plcg2΄nin PI-3K ve Btk-aracılı aktivasyonunu içerir; bu IP3 

üretiminin kalsiyumun iç iç endoplazmik retikulum depolarından ve daha sonra 

plazma membranının depo tarafından iĢletilen kanallarından (SOC΄ler) 

sitoplazmaya akmasına neden olmaktadır. DT40 hücre hattını kullanan in vitro 

deneyler Plcg1 ve Plcg2΄nin plazma membran kalsiyum kanallarının aracılık ettiği 

harici Ca2+ giriĢini kontrol edebileceğini göstermiĢtir.Lipaz eksikliği olan bir 

mutant olan PLCγ aktif olduğu ve muhtemelen genellikle ürettiği ikincil 

habercilerden bağımsız olarak çalıĢan bir sistemdir (Patterson et al., 

2002).PLCγ΄nin katalitik fonksiyonunun mutlak bir gerekliliğinin bulunmaması 

PLCγ΄nin klasik SOC΄ler veya depo tüketmeden bağımsız kalsiyum kanalları 

üzerinde doğrudan bir etkisi olduğu anlamına gelir (Putney et al., 2002). D993G 

amino asit değiĢikliği negatif yüklü olan iç plazma zarı ile yakınlaĢması gereken 

molekülün kritik bir yükü uzaklaĢtırır ve mutasyonauğramıĢ Plcγ΄nin azaltılmıĢ 

bir itme olabilir (Yu et al., 2005). Dominant kalıtsal soğuk ürtiker sendromu ve 

pleiotropik immün düzensizliği sendromu olan üç ailede PLCG2΄deki genomik 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1074761305000993#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1074761305000993#!
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delesyonlar fenotipden sorumlu olmaktadır. PLAID B hücrelerinde azalmıĢ 

reseptör aracılı sinyalleĢme, antikor eksikliği, tekrarlayan enfeksiyon ve bozulmuĢ 

merkezi toleransla iliĢkilendirilen anormal aktivasyon, sınıf anahtarı  

rekombinasyonu ve reseptör düzenlemesi ile sonuçlanmaktadır. PLAID ile iliĢkili 

PLCG2 delesyonları normal olarak PLCG2΄nin enzimatik aktivitesini yukarı akıĢ 

yollarına bağlayan oto-inhibitör cSH2 domeni dahil  olmak üzere düzenleyici 

bölgeyi etkilemektedir. PLAID ile iliĢkili delesyonlar standart enzimatik 

deneylerle ölçüldüğü üzere otomatik inhibisyonun ve kurucu fosfolipaz 

aktivitesinin baĢarısızlığına yol açmaktadır.Dinlenme halinde cSH2΄nin PLCγ2 

katalitik bölgesini tıkadığı ve bu inhibitör etkileĢimin PLCγ2΄de konformasyonel 

değiĢimi kolaylaĢtıran ve böylece katalitik bölgeyi açığa çıkaran kritik tirozin 

kalıntılarının fosforilasyonu ile hafifletildiği hipotezi ile tutarlı olmaktadır.Artan 

fosfolipaz aktivitesi PLCγ2΄ye yakın substrat PIP2΄nin tükenmesine yol açarak 

IP3 üretimi ve IP3 kaynaklı kalsiyum salınımının bozulmasına neden olmaktadır 

ve PLCγ2 ürünlerinin aĢırı yüksek konsantraksiyonları, distal sinyal yollarının 

geri besleme aracılı aĢağı regülasyonunu indükleyebilmektedir.Anormal 

rekombinasyon olaylarını kolaylaĢtırdığı bilinen tekrarlayan elementler 

bakımından zengin PLCG2 bölgesinde meydana gelmektedir.Altı delesyon sınır 

değerinin beĢi tekrarlayan elemanlar içinde meydana gelerek sporadik PLAID 

vakalarının de novo veya PLCG2΄deki somatik mutasyonlardan 

kaynaklanabileceği öne sürülmüĢtür. PLAID ile iliĢkili  PLCG2 mutasyonları ve 

ortaya çıkan fenotipler atopik bir fenotip tarafından tanımlanan monogenik 

hastalığın nadir örneği sağlanmıĢtır. PLCγ2 mutant formlarının etkileri lökosit 

fonksiyonundaki rolü, konukçu savunması ve kendi kendine toleransı dahil olmak 

üzere fosfolipaz aracılı sinyallemenin hayati unsurlarını aydınlatmaktadır. 

Tüm memeli NLR΄ler gibi NAIP5 ve NLRC4 iki korunmuĢ bir nükleotid 

bağlayıcı domeni (NBD), sarmal domeni 1 (HD1), kanatlı helis domeni (WHD), 

sarmal domeni 2 (HD2) ve lösin açısından zengin tekrar domeni (LRR) içerir 

(Bkz.ġekil 4.2A) .Ek olarak NLRC4 fakat NAIP5 bilinmeyen fonksiyona sahip üç 

baculovirüs apoptoz tekrar inhibitörü (BIR) domeni içeren kaspaz-1΄i toplayan bir 

CARD içerir. Legionella pneumophila flagelline (FlaA) bağlı NAIP5-NLRC4  

enflamasomun yapısını belirlemek için kriyo-EM kullanılmıĢtır. NAIP-NLRC4 

enflamasomunun önceki ortalama rekonstrüksiyonlarının ve apoptozomlar gibi 
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iliĢki komplekslerin yapılarının aksine kapalı gibi görünen önemli sayıda halka 

gözlemlenmiĢdir (Bkz.ġekil 4.2B).Halka kapanma eksikliği NAIP5΄teki donör 

yüzeyinin NLRC4 üzerindeki konjuge alıcı yüzeyini toplaması ve aktive etmesine 

rağmen, NLRC4΄teki donör yüzeyinin sadece ilave NLRC4 protomerleri ile 

etkileĢime girebilmesi ve halkayı bir etkileĢime girerek kapatamaması gibi NAIP5 

akseptör yüzeyi ile tutarlı olduğu görülmüĢtür. NAIP5 ve NLRC4 arasındaki 

yapısal homoloji oligomerizasyona aracılık eden bölgelerde yüksek olsa da 

(Bkz.ġekil 4.2E), NAIP5 ve NLRC4΄ün bazı bölgeleri özellikle HD2 ve LRR 

(Bkz.ġekil 4.2F) nispeten farklı olduğu bilinmektedir (Tenthorey et al.,2017). 

NLRC4΄ün flagellin ve çubuk proteinleri yoluyla T3SS΄yi tespit etmedeki rolü ilk 

önce S.typhimurium ve L.pneumophia ile makrofajlarla etkileĢimlerini inceleyen 

araĢtırmacılar tarafından gösterilmiĢtir. NLRC4΄ün epitelyal hücreler tarafından 

değil makrofajlar tarafından ifade edilmesi ve S.typhimurium΄un iki hücre tipini 

hedef almak için farklı virülans faktörlerini kullanmasıdır. S.typhimurium 

flagelline baskı yaparak ve NLRC4 tarafından tespit edilmeyen bir çubuk 

proteinini eksprese ederek NLRC4΄ten kaçınır. S.typhimurium NLRC4 tarafından 

saptanan bir çubuk(rod) proteini eksprese etmek için değiĢtirildiğinde NLRC4 

kaçınma önemini vurgulayarak sistemik enfeksiyon sırasında temizlenir. 

S.typhimurium enfeksiyon sırasında NLRC4΄ten tamamen kaçamaz. Kaspaz-1 

eksikliği olan fareler S.typhimurium enfeksiyonuna karĢı artan bir duyarlılığa 

sahip olarak NLRC4 ve NLRP3 sinyalleĢmesinin birleĢik etkisine 

bağlanmıĢtır(Tejero et al., 2006). DoğuĢtan gelen bağıĢıklık sistemi PrgJ rod 

proteinine veya flagelline NLRC4 yoluyla cevap verme Ģansına sahip olmaktadır 

(Sutterwala et al., 2008). 

Mutant NLRC4 kaspaz-1΄i aktive ederek IL-1β sekresyonunu 

arttırmaktadır.Mutant Nlrc4 proteini tarafından indüklenen enflamatuar yanıtlar 

nötrofil infiltrasyonu ile uyum içinde hareket etmek IL-1β ve IL- 17A΄ya bağlı 

olmaktadır. IL-17A üretimi T hücrelerine değil, nötrofillere bağlı 

olmaktadır.NLRC4 inflamatörü Pseudomonas aeruginosa, Shigella flexneri ve 

Salmonella enterica dahil olmak üzere çoğu Gram-negatif hücre içi bakteriye 

verilen yanıtlar için çok önemlidir (Miao et al., 2010). NLRC4 bakteriler 

tarafından eksprese edilen flagellin proteini ve Salmonella tip III salgılama 

sisteminin bazal gövde çubuğu bileĢeni tarafından aktive edilebilmektedir. 
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NLRC4΄teki bir mutasyonun flagellin veya bazal gövde çubuğu bileĢeni aracılı 

stimülasyonun yokluğunda NLRC4 iltihabı oluĢumunu arttırdığını göstermektedir. 

Mutasyon NOD bölgesinde bulunduğuna göre diğer NLRC4 monomerlerinin 

bağlanma  afinitesi(ilgisini) artırarak NLRC4΄ün oligomerizasyonunu 

artırabilmektedir. Mutant NLRC4΄ün dıĢ kaynaklı herhangi bir uyaran olmadan 

oligomerizasyonunu, FCAS hastalarının periferik kan mononükleer hücrelerinden 

IL-1β üretiminin ve bakteri ürününe yanıt olarak kontrol grubundan daha fazla 

arttırdığı saptanmıĢtır. VahĢi tip ve mutant NLRC4 proteinlerinin yapılarının 

karĢılaĢtırılması ile mutant NLRC4 ve ayrıca vahĢi tip NLRC4 için aktivasyon 

mekanizmalarının ortaya çıkmasına yardımcı olabildiği öne sürülmüĢtür.NLRP3 

ve NLRC4΄teki mutasyonlar muhtemelen farklı moleküler ağlar yoluyla IL-

17A΄nın üretimine yol açmaktadır.NLRC4 polimorfizmlerinin atopik dermatit ile 

iliĢkili olduğu bildirilmektedir.Otoinflamatuar sendromlu hastalarda ve 

enflamatuar bozukluğu olan hastalarda NLRC4 genotipleri – fenotipleri iliĢkisini 

karakterize etmek önemlidir (Akiko Kitamura et al., 2014).DüĢük NLRC4 protein 

ekspresyonuna rağmen T337S hücrelerinde artmıĢ spontan kaspaz-1 bölünmesi 

ölçülmüĢtür.T337S hücrelerinden türetilen makrofajlar IL-1β΄nin salgılanmasını 

göstermiĢtir (Scott W Canna et al., 2014).NLR proteinleri toplanma eğiliminde 

olan saflaĢtırılması zor olan nispeten çok domenli proteinlerdir.CARD domeninin 

kaldırılması kristalleĢmeye izin vermek için kritik olduğu kanıtlanmıĢtır. 

NLRC4΄ün otomatik olarak  inhibe edilmiĢ yapısı apoptozu düzenleyen NBD 

içeren protein olan Apaf-1΄ininhibe edilmiĢ yapılarına  benzemektedir.  

NLRC4΄ün  otomatik inhibisyonu kompakt bir üçüncül katlamayı stabilize eden 

alan-içi  temasları içermektedir. NBD ile HD2 ve LRR domenleriarasındaki  

domen - içi temasların kapalı ve aktif olmayan  bir  konformasyonu stabilize 

etmektedir. NLRC4΄ten baĢka NAIP proteinlerinin hiçbiri için kristal yapı 

bildirilmemiĢtir (EVance et al., 2015). 

Bu çalıĢmada NLRP12 geninde 10 mutasyon, PLCG2 geninde 9 mutasyon 

ve NLRC4geninde ise 6 mutasyon saptanmıĢtır. Bu mutasyonların hepsi farklı 

mutasyonla iliĢkili  olup  ĠNFEVERS, PolyPhen2 veritabanında bildirilen verilere 

benzemektedir. 

 

https://www.nature.com/articles/ng.3089#auth-1
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0952791515000114#!
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Saptadığımız mutasyon ve lokasyonu genotip ve fenotip iliĢkileri, 

Otoinflamatuar hastalığının tanısında ve danıĢmanlığında NLRP12, PLCG2 ve 

NLRC4 gen testinin faydasını belgelemekte olup bu mutasyonlar hakkında ayrı 

ayrılıkta veriler sunmaktadır. 

PCR0,2 ml ince duvarlı PCR strip tüplerinde (Axygen Scientific,Inc., CA), 

25 µl reaksiyon karıĢımında Veriti Gradiyentli PCR System ( PE Applied 

Biosystems, Foster City,CA) 1µl genomik DNA solüsyonu, Invitrogen Platinyum 

Enhancer Buffer (15 mmol/l Tris-HCl,pH 8.0, 50 mmol/l KCl; PE Applied 

Biosystems), 1.5 mmol MgCl2 , dGTP,dATp,dTTP ve dCTP ( Promega , 

Madison,WI)‘nın her birinden 50µmol/l , sense ve antisense primerlerin 

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

PCR siklusu aĢağıdaki Ģekilde uygulanmıĢtır: 950C‘de 10 dk; 950C‘de 30 

sn, 560C‘de 45 sn ve 720C‘de 1 dk uygulamasını 35 siklusu ve 720C‘de 7 dk final 

uzatma. Amplifikasyon her egzon için farklı boyutlarda PCR ürünleri ile 

sonuçlanır.Pozitif PCR ürünlerinin görüntülenmesi etidyum bromür ile boyanmıĢ 

ve 1xTBE buffer içerisindeki %2.0 agaroz (15x15 cm) jelde elektroforez yapılarak 

Dijital Jel Görüntüleme sisteminde yapılır.Pozitif PCR ürünleri EXO-SAP enzim 

karıĢımı kullanılarak enzimatik yöntemle saflaĢtırılır. Pürüfiye PCR ürünü 

yeniden %2 ‗lik agaroz jel elektroforozunda kontrol edilir. Jelde görüntülenen 

PCR ürünleri cycle sequencing PCR iĢlemine tabi tutulur.Bu amaçla BigDye 

Terminatör (PE Applied Biosystems) Cycle Sequencing PCR kiti (versiyon 3.2) 

kullanılır. Önce reverse primer kullanılarak PCR iĢlemi aĢağıdaki protokole göre 

yapılır. BigDye 8 µl, tek zincir DNA 10 ng, primer 3.2 pmol ve reaksiyon volümü 

deiyonize su ile 20µl‘ye tamamlanır. PCR koĢulları 96 0C 10 sn, 50 0C 5 sn, 60 

0C 4 dk ve 25 siklus olmakla Veriti Termal Cycler makinesinde yapılır. PCR 

sonucu sonrası ürün BigDye XT solüsyonu ile karıĢtırılarak ek boyadan arındırılır. 

Nüleotid dizilimi otomatik ABI 3130 Genetic Analyzer  ( PE Applied Biosystems) 

sisteminde polimer jel elektroforezi kullanılarak (POP-7) DNA sekanslama 

yöntemi ile elde edilir. Elde edilen nükleotid dizilimi analizi yapılan genin 

dizilimi (NM_144687.3) ile karĢılaĢtırılarak Gene Scan bilgisayar programında 

değerlendirilecektir. 
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Verilerimiz PCR analiziyle yapılan moleküler genetik testi Otoinflamatuar 

hastalığının kesin teĢhisi için doğru araç olduğunu ortaya koymaktadır. Ayrıca 

CAPS benzeri klinik özelliklere sahip FCAS2,FCAS3,FCAS4 gibi hastalıkların 

ayırt edilmesinde ve genotip/fenotip iliĢkisinde yarar sağlamaktadır. 

Bu çalıĢmada FCAS2, FCAS3, FCAS4 sendromu hastalıklarının nedensel 

genleri olan NLRP12, PLCG2 ve NLRC4 genlerinin DNA dizisinde, protein 

kodlayan eksonlarında ve biyolojik anlamı olan intron bölgelerinde saptanan tüm 

nükleotit yer değiĢimlerinin incelenmesinin değerlendirilmesi amaçlanmıĢtır. 
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8. SONUÇ 

Bu çalıĢmada FCAS2, FCAS3, FCAS4 sendromlu hastalıkla 

iliĢkiliNLRP12, PLCG2 ve NLRC4 geninde saptanan mutasyonlar çalıĢılmıĢtır. 

NLRP12 geninde 11 hastada DNA dizisinde mutasyona sebep olan tüm 

nükleotit yer değiĢimleri saptanmıĢtır. ÇalıĢmada 2 hastada Thr260Met 

mutasyonu ve His304Tyr,  Phe402Leu,  Arg1016*  ,  Gly448Ala,  Gly39Val, 

Arg352Cys, Arg329Gln net, Ile474Phe mutasyonları saptanmıĢtır. Mutasyonlar 

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

PLCG2 geninde 9 hastada DNA dizisinde mutasyona sebep olan tüm 

nükleotit yer değiĢimleri saptanmıĢtır.ÇalıĢmada Gly805Asp, Asr798Ser, 

Ala776Thr, His257Leu, Tyr482His, Met28Leu, Ser110Asr, Ile671Val, 

Asr1096Del mutasyonları saptanmıĢtır. Mutasyonlar PLCG2 geninin  2., 10., 15., 

19., 22., 29., 30. eksonunda saptanmıĢtır. 

NLRC4 geninde 5 hastada DNA dizisinde mutasyona sebep olan tüm 

nükleotit yer değiĢimleri saptanmıĢtır.ÇalıĢmada Gly786Val, Arg310* , 

Ala160Thr, Ala622Val, Ile811Thr, Arg204Hrs mutasyonları saptanmıĢtır. 

Mutasyonlar NLRC4 geninin 4.,6. eksonunda saptanmıĢtır. 

Kontrol grubunda hastalıkla iliĢkili NLRP12, PLCG2, NLRC4 geninde 

hiçbir mutasyona rastlanmamıĢtır. 

Sonuç olarak tezde sağlıklı ve otoinflamatuar klinik ve laboratuvar bulguları 

olan hastalarda NLRP12, PLCG2 ve NLRC4 gen analizi yapılarak hastalıkların 

nedensel genetik varyantları, saptanmıĢ, proteine etkileri ve genotip / fenotip 

iliĢkileri sunulmuĢtur. 
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