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OZET

Avar Aydm, PO. Ailevi Akdeniz Atesi Hastalarinda Otoenflamasyonun
incelenmesi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Immiinoloji
Program Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2023. Ailevi Akdeniz atesi (AAA) en sik
goriilen  otoenflamatuvar  hastaliktir.  Mevcut  ¢alismalar, = GSDMD'nin
otoenflamasyondaki roliine ve hastalik atagindaki molekiiler degisikliklere dair kisitlt
bilgiler icermektedir. Bu ¢alismada, AAA ataklarinda meydana gelen enflamasyonda
rol oynayan GSDMD, IL-1B ve IL-18 seviyelerinin atak aras1 donem, saglikli kontrol
ve kronik hastaligi olmayan atesli cocuklarla kiyaslanarak ataktaki enflamatuvar
molekiillerin degisikliginin belirlenmesi amaclanmistir. Calismaya AAA tanilt
hastalar atak ve atak aras1 donemde, saglikli cocuklar ve kronik hastalig1 olmayip akut
enfeksiyon ile bagvuran hastalar dahil edildi. Gasdermin-D gen ekspresyonu RNA
izolasyonu sonras1 RT-PCR ile él¢iildii. Interlokin-1B ve IL-18 diizeyleri ELISA ile
degerlendirildi. Toplamda 16 AAA hastas1 atak ve atak aras1 donemde, on saglikli
cocuk ve sekiz akut enfeksiyon nedenli atesi olan ¢ocuk ¢aligmaya dahil edildi. Biri
hari¢ tim AAA hastalar1 MEFV geninde ekzon 10 mutasyonu tasiyicisiydi. Atak
doneminde GSDMD gen ifadesinin diger gruplara gore belirgin arttigi, IL-1B ve IL-
18 diizeyinin ise atak ve atak arast donemde yiiksek ve benzer diizeylerde oldugu
bulundu. Hastalik ataginda GSDMD gen ekspresyonu akut faz proteinleri ile anlamli
korelasyon gosterdi. Kolsisin tedavisi ile IL-1B ve IL-18 diizeylerinde belirgin diisiis
saptandi. Genotipe gore bu molekiillerde anlamli bir farklilik goézlenmedi. Atesli
kontrol grubunda, viral enfeksiyonlarda bakteriyel enfeksiyonlara gore daha yiiksek
olmak {izere, GSDMD diizeylerinde artis gozlendi. Ailevi Akdeniz atesinde ataklarin
olusumunda GSDMD kritik 6zelliktedir. Interlokin-1B ve IL-18 atak ve atak arasi
donemde yiiksektir ve kronik enflamasyonun gostergesi olabilir. Genotip ile bu

molekiiller arasinda belirgin bir iligski bulunmaz.

Anahtar Kelimeler: Ailevi Akdeniz atesi, otoenflamasyon, gasdermin-D, IL-1B

Destegi Olan Kurulus: Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Hizl

Destek Projesi (THD-2022-20098)
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ABSTRACT

Avar Aydin, PO. The Determination of Autoinflammation in Patients with
Familial Mediterranean Fever. Hacettepe University, Graduates School of Health
Sciences, Immunology Program, Master's Thesis, Ankara, 2023. Familial
Mediterranean Fever (FMF) is the most common autoinflammatory disease. The aim
of this study is to determine the changes of GSDMD, IL-1B, and IL-18 in disease
attacks of FMF and to compare their levels in the attack-free periods, healthy controls,
and febrile controls without a chronic disease. Patients with a diagnosis of FMF were
included in the study during attack and attack-free periods. Healthy children as the
control group and febrile children without a chronic disease as the febrile control group
were added. Gasdermin-D gene expression was measured by the RT-PCR. Interleukin-
1B and IL-18 levels were quantified by the ELISA. A total of 16 FMF patients, 10
healthy children, and eight children with a febrile infection were included in the study.
All but one patients with FMF were carriers of an exon 10 mutation in the MEFV gene.
It was found that GSDMD gene expression increased significantly during disease
attacks compared to the other groups. The levels of IL-1B and IL-18 were found to be
high and at similar levels both at the attack and attack-free periods. Gasdermin-D gene
expression showed a significant correlation with acute phase reactants at the disease
attack. After colchicine, a significant decrease was found in IL-1B and IL-18 levels.
No significant difference was detected in these molecules according to the MEFV
genotype. An increase in GSDMD levels was observed in the febrile control group,
with viral infections being higher than bacterial infections. Gasdermin-D is critical in
the pathogenesis of disease attacks in FMF. Interleukin-1B and IL-18 are high at the
attack and between the attacks that they might be an indicator of chronic inflammation.

There is no significant relationship between these molecules and the MEFV genotype.

Keywords: Familial Mediterranean fever, autoinflammation, gasdermin-D, IL-1B
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1. GIRIS

Enflamasyon, evrimsel olarak korunmus olan dogal immiin sistemin zararl bir
uyarana karsi viicudu savunan immiin yanitidir. Dogal immiin sistem yanitinin
olusumu i¢in, germ-line olarak kodlanan patern-taniyici reseptorlerin (PRR) patojen-
iligkili molekiiler paternleri (PAMP) veya hasar-iligkili molekiiler paternleri (DAMP)
tanmimast gerekmektedir. Patern-taniyici reseptorlerin aktivasyonuyla enflamasyon
tetiklenir, enflamazom olusur ve proenflamatuvar sitokinler tiretilir (1). Enflamazom
olusumu ile kaspaz-1 aktivasyonu, pro-interlokin-1B (IL-1B) ve pro-IL-18’in aktif
hale doniisiimii, gasdermin-D (GSDMD) aracilt delik olusumu ve piroptotik hiicre
Olumii goriiliir. Yiiksek enflamasyon kapasitesi nedeniyle enflamazomu olusturan
sensOrler posttranslasyonel kontrol mekanizmalar1 ile oldukga siki bir sekilde
diizenlenir (2,3). Enflamasyon mekanizmalarindaki yetersizlikler patojenlerle kronik
enfeksiyonlara yol agarken, asirt enflamasyon otoenflamatuvar hastaliklara neden

olur.

Otoenflamatuvar hastaliklar herhangi bir uyaran olmaksizin ates ve sistemik
enflamasyon epizodlarinin goriildiigii bir grup nadir hastalig1 tanimlar ve dogal immiin
sistemin kontrolsiiz aktivasyonu sonucu olusur. Otoimmiin hastaliklarin karakteristik
bulgusu olan yiiksek titrede otoantikor olusumu veya antijen-spesifik T hiicreleri gibi
adaptif immiin sistem aktivasyon bulgular1 patogenezde primer olarak rol almaz (4).
Otoenflamatuvar hastaliklarin giincel siniflamasinda gen temelli siniflamadan ziyade
patogeneze gore sistem temelli bir siniflama Onerilmistir ve hastaliklar
enflamazomopatiler, aktinopatiler, interferenopatiler, NF-KB bozukluklar1 ile giden
hastaliklar, protein katlanma bozukluklar1 ve endoplazmik retikulum (ER) stresi ile

iliskili hastaliklar olarak ayrilmistir (5).

Tiim diinyada en sik goriilen ve en iyi bilinen otoenflamatuvar hastalik ailevi
Akdeniz atesidir (6). Hastalik otozomal resesif gegis gosterir. Pirin proteinini kodlayan
MEditerranean FeVer (MEFV) genindeki islevsel kazanim mutasyonlar1 sonucu
olusur (7). Ailevi Akdeniz atesi, pirin proteininin kontrolsiiz aktivasyonuyla olusan bir
enflamazomopatidir. Kaspaz-1 aktivasyonu ile aktif IL-1B ve IL18 iiretimi olur ve
membranda delik olusumuna yol acan GSDMD aktiflesir. Boylelikle hiicre i¢inde

aktiflesen IL-1B ve IL-18 hiicre disina salinarak enflamasyona sebep olur, diger



taraftan enflamatuvar hiicre 6liimii olan piroptozis baglar (8-10). Ayrica hastalik
ataklarinda S100 alarmin proteinlerinin asir1 arttigi da gosterilmistir (11).
Notrofillerden sitokin salinimina ek olarak notrofil ekstraselliiler tuzaklar (NET)
salmir. Notrofil ekstraselliiler tuzaklar bir yandan enflamasyonu uyarirken diger
yandan negatif geri bildirim mekanizmasi ile enflamasyonu baskilar (12). Tim
bunlarin sonucu olarak hastalarda ates ve poliserozitin goriildiigii, kendi kendini
siirlayarak 6-72 saat siiren sistemik enflamatuvar ataklar goriiliir. Ailevi Akdeniz
atesi ilk tanimlanan ve en iyi bilinen otoenflamatuvar hastalik olmasina ragmen

hastalik patogenezindeki molekiiler yolaklar heniiz tam olarak aydinlatilamamuistir.

Bu caligmada ailevi Akdeniz atesi ataklarinda meydana gelen enflamasyonda
rol oynayan GSDMD, IL-1B ve IL-18 seviyelerinin atak aras1 donem, saglikli kontrol
ve kronik hastaligi olmayan atesli ¢ocuklarla kiyaslanarak ataktaki enflamatuvar
molekiillerin degisikliginin belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica, ailevi Akdeniz atesi

genotipine gore bu enflamatuvar molekiillerdeki artis degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Enflamazom ve Otoenflamasyon

Enflamasyon, enfeksiyon ve doku hasarma karst olusan, patojenlerin
eliminasyonunu saglayan ve doku iyilesme siirecine katki sunan fizyolojik bir yanittir.
Dogal immiinitenin patojen ve metabolik tehlike sinyallerinin tasidigi ortak yapilari
spesifik reseptorler araciligiyla tanimasi ve hizli yanit olusturmasiyla meydana gelir.
Patojenik (PAMP) veya metabolik hasar sinyalleri (DAMP) germ-line kodlanan
reseptorler olan PRR’ler tarafindan taniir. Bu sinyaller, intraselliiler PRR’ler
tarafindan tanindiktan sonra enflamazom olusumunu uyarir. Enflamazomlar,
sensOrler, adaptor proteinler ve kaspazlardan olusan multiprotein polimerik
komplekslerdir (Sekil 2.1). Aktiflestiklerinde pro-kaspaz ve pro-sitokinlerin kesilme
islemi ile aktivasyonunu saglarlar. Kaspaz-1 aktif hale ge¢ince sitokin ve alarminlerin

salinmasina ve proenflamatuvar hiicre 6liimii olan piroptozise neden olur (13,14).

PAMP
DAMP

Sensér molekiil + Adaptiicolelal, + Efektér molekil
(CARD igeren apoptoz iliskili

Patern-taniyici reseptér : : Kaspaz
(Ps % piér) speck-benzeri protein) (Kaspaz)

Sekil 2.1. Enflamazomun yapisal sematizasyonu

Enflamazomlar {i¢ ayr1 molekiilden olusur: sensér molekiil (kompleksin adini
veren taniyict molekiil), adaptéor molekiil (apoptosis related speck-like protein
containing caspase activation and recruitment domain, ASC) ve efektér molekiil olan
kaspaz. Enflamazom sensorleri NOD-like reseptor (NLR) veya AIM2-benzeri reseptor
ailelerindendir. Bu sensorler PYRIN-NACHT-LRR bolgelerinin yerlesimine gore
ayrilir (Sekil 2.2). Enflamazom sensorleri aktif olduktan sonra pro-kaspaz-1’in aktif
formuna doniisiimiinii saglayan adaptor ASC molekiiliinii ile birlesir (15). Gergeklesen
multimerizasyon, otoproteolize ve enzimatik olarak aktif subunitlerin olusumuna
neden olur. Aktif kaspaz-1, inaktif olan IL-1B ve IL-18 onciil formlarinin enzimatik
olarak pargalanmasina ve piroptozis olusumuna neden olur. Aktif IL-1B ve IL-18
salmimi ek enflamatuvar molekiillerin salinimina yol acgar. Sinyal transdiiksiyonu,

sitokinlerin, kemokinlerin ve adezyon molekiillerin ekspresyonu ek enflamatuvar



hiicrelerin olay yerine toplanmasina neden olur ve enflamatuvar kaskad olusturur (16).
Sensor molekiillerdeki islevsel kazanim mutasyonlar1 otoenflamatuvar hastaliklara
(Tablo 2.1), islevsel kayip mutasyonlari ise immiin yetmezlige neden olur. Ayrica,
PRR wuyarimina neden olan ligandlarin temizlenmesindeki bozukluklar veya

degisiklikler de otoenflamasyona neden olur.
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(Hashkes PJI, Laxer RM, Simon A. (2019). Textbook of Autoinflammation)

Sekil 2.2. Farkli enflamazomlarin yapisal sematizasyonu

BIR baculovirus inhibitor of apoptosis protein repeat, CARD caspase activation and
recruitment domain, C-C coil-coil domain, LRR leucine-rich repeats, NAIP NLR
family apoptosis inhibitory profein, PYD PYRIN domain

Piroptozis enflamatuvar hiicre 6liimiiniin bir seklidir. Nekroza benzer sekilde,
hiicre membraninda olusan delikten sitozolik komponentler hiicre digina ¢ikar ve
hiicresel sisme gortiliir (17). Piroptozisten asil sorumlu molekiil GSDMD’yi kesip aktif
hale getiren kaspaz-1 ve kaspaz-11’dir (18). Gasdermin-D oligomerleri hiicre

membranina go¢ eder ve hiicre membraninda 10-15 nm ¢apinda delik agar (19). Bu



deliklerden hiicre disina IL-1B ve IL-18 ¢ikar. Makrofaj icerisindeki bakterilerin disar1
cikis1 saglanarak noétrofiller tarafindan Oldiiriilmeye agik hale gelir. Boylelikle,
piroptozis hem enfeksiyonlarin yok edilmesinde hem de reaktif enflamatuvar yanitin
olusturmasinda Onemlidir (20). Bir yandan, enflamazom olusumu sirasinda hiicre
icinde olusan ASC speckleri de hiicre disina ¢ikar. Bunlar ekstraselliiler alanda daha
fazla pro-kaspaz-1 ve pro-IL-1B’nin islenmesini saglayan aktif enflamazomlar gibi
islev goriir. Enflamatuvar sitokinler salinirken komsu hiicreler bu hasar sinyallerini
algilayarak enflamasyonun diger hiicrelere de yayilmasina neden olur (21,22). Bu
mekanizmanin  otoenflamatuvar hastaliklardaki  kronik enflamatuvar yanitin

olusmasinda dnemli oldugu diisiiniilmektedir.

Tablo 2.1. Enflamazomlar ve iliskili Monogenik Otoenflamatuvar Hastaliklar

Enflamazom iliskili Proteinler iliskili Monogenik Referanslar

Otoenflamatuvar Hastahklar
NLRP1 ASC NLRP1-iligkili otoenflamasyon, artrit  [23]
ve diskeratoz (NAIAD)

Pro-kaspaz-1

Pro-kaspaz-5
NLRP3 ASC Kriyopirm-iligkili/ NLRP3-iligkili [24]

periyodik ates sendromu (CAPS)
Pro-kaspaz-1

Kaspaz-8
Pyrin ASC Ailevi Akdeniz atesi (AAA) [25]
Pro-kaspaz-1 Pirin-iligkili otoenflamasyon ve
nétrofilik dermatoz (PAAND)
14-3-3
NLRC4 ASC NLRC4-iligkili otoenflamatuvar [26]
sendrom
Pro-kaspaz-1
NAIP
NLRP6 ASC Heniiz tanimlanmamig [27]
Pro-kaspaz-1
NLRP7 ASC Heniiz tammmlanmamis [28]
Pro-kaspaz-1
NLRP12 ASC NLRP-12 iligkili otoenflamatuvar [29]
sendrom
Pro-kaspaz-1
ATM2 ASC Heniiz tanimlanmamig [30]

Pro-kaspaz-1



Enflamatuvar reaksiyonlar pek ¢cok asamada sikica kontrol edilir. Bu kontrol
mekanizmalarindaki yetersizlikler siiregen enflamasyona, persistan lokal doku
hasarina ve/veya kronik enflamatuvar hastaliklara yol acabilir (23). Sensor proteinlerin
ekspresyonu hem RNA diizeyinde hem de protein diizeyinde posttranslasyonel
proteolizle kontrol edilir. Saperonlar ve baglayict proteinler enflamasyonda rol
oynayan proteinleri inaktif durumda tutarak enflamazom yanitinin baslamasini
engeller  (24). Enflamazomun  aktivasyonu  proteinler  arast  domain
oligomerizasyonuna bagimlidir. Bunlar, kaspaz-1, IL-1B ve IL-18’in matiir, biyolojik
olarak aktif formlarina doniisiimiindeki proteolitik kesilme islemini de igerir (25).
Aktiflesen bu sitokinlerin etkilerini gostermesi kendi ilgili reseptorlerine
baglanmasina bagldir, boylelikle pozitif bir geri bildirim mekanizmasi devreye girer.
Diger taraftan IL-1B’nin ve IL-18’in yarismali inhibitorleri olan IL-1 reseptor
antagonisti (IL-1Ra) ve IL-18 baglayici protein (IL-18BP) sitokinlerin iligkili
reseptorlerine baglanmasini engeller (26). Ek olarak, noétrofillerden enflamasyon
esnasinda salinan NET’ler de negatif geribildirim mekanizmasiyla enflamasyonun

baskilanmasinda etkilidir (27).
2.2. Otoenflamatuvar Hastahklar

Otoenflamatuvar hastaliklar terimi, spontan enflamatuvar ataklarla giden bir
grup hastaligi tanimlamak iizere ilk olarak kullanilmistir (4). Herhangi bir uyaran
olmaksizin dogal immiin sistemin kontrolsiiz aktivasyonu sonucu gelisen ates ve
enflamasyon ataklarini tanimlar. Cogunda ataklar degisken periyotlarda goriiliir. Cilt,
serdzal membran, eklem, barsak ve diger organlar etkileyebilir ve uzun doénem
komplikasyon olarak sekonder amiloidoz goriilebilir. Bu hastaliklarin ¢ogunda IL-
1B’nin kontrolsiiz salinimi sorumludur, bu nedenle IL-1 karsit1 tedaviler klinikte
dramatik olarak bir iyilesme saglar. Yakin donemde hiicresel stres, NF-kB sinyal
mekanizmasinda, tip 1 interferon iiretiminde ve kompleman aktivasyonunda bozukluk
gibi farkli otoenflamatuvar hastaliklarda cesitli mekanizmalar da tanimlanmistir.
Herediter periyodik ates sendromlari ise, tekrarlayan ates ve enflamasyonla giden bir

grup monogenik bozuklugu tanimlamaktadir (6).

Ilk smiflama ¢alismalarinda genetik mekanizmalar hastaliklarin ayriminda

Oonemli bir unsur olarak goriilmiistiir (28). Zaman igerisinde patogenezde rol oynayan



temel mekanizmalara gore siniflandirma, hastaliklar1 gruplandirma ve yeniden
isimlendirme iizerine ¢alisilmistir (29). Son siniflamada ise sistem temelli bir yaklasim
benimsenmistir. Buna gore, dogal immiin sistem hastaliklari; enflamazomopatiler,
aktinopatiler, interferenopatiler, NF-kB bozukluklar1 ile giden hastaliklar, protein
katlanma bozukluklari, ER-stresi iligkili hastaliklar ve diger hastaliklar seklinde
siniflanmistir. Sistem bazli simiflamanin hastaliklarin anlasilmasi ve etkili tedavi
yontemlerinin gelistirilmesine daha ¢ok katki sunmasi beklenmektedir (5). Gelecek
nesil sekanslama ve hastaliklardaki biyoenformatik iliskilerin daha iyi tanimlanmasi

bu smiflamanin gelistirilmesinde 6nemli olacaktir.

Enflamazomopatiler, monogenik gegis gdsteren otoenflamatuvar sendromlari
tanimlamaktadir. Bunlar; ailevi Akdeniz atesi, pirin-iliskili otoenflamasyon ve
notrofilik dermatoz (PAAND), mevalonat kinaz eksikligi ve NLRP3-, NLRP12-,
NLRC4- ve NLRP1-iliskili otoenflamatuvar hastaliklardir. Bu hastaliklarin tiimiiniin
patogenezinde kaspaz-1 ve IL-1B artist onemli olsa da klinik bulgulart oldukc¢a
farklidir (5). Klinikteki bu farkliliklar, hastaliklarda etkili olabilecek farkl
molekiillerin ve mekanizmalarin oldugunu diisiindiirmektedir. Patogenezde onemli

olan IL-1B’nin sistemik etkileri Tablo 2.2°de gosterilmistir.

Tablo 2.2. Interlokin-1B’nin major sistemik etkileri

Organ Etki

Hipotalamus Siklooksijenaz tip 2 sentezi = prostaglandin-E2 {iretiminde

artis = termoregiilatuvar merkezin uyarilmasi = ates

Endotel Interlékin-6 indiiksiyonu, dékiintii
Karaciger Interlékin-6 indiiksivonu = akut faz proteinlerinin sentezi
Kemik iligi Graniilosit dnciillerinin ve matiir ndétrofillerin - artmig

hareketi = periferik nétrofili
Eritropoetin cevabinda azalma - anemi
Interlékin-6 indiiksivonu = trombosit iiretiminde artis =

trombositoz



2.3. Pirin Enflamazomu ve Pirin Iliskili Otoenflamatuvar Hastaliklar

Pirin; graniilositler, monositler ve sinoviyal ve peritoneal fibroblastlarda
eksprese edilen 781 aminoasitten olusan bir proteindir. Temel olarak fosforilasyon ile
gerceklesen inhibisyonla kontrol edilir. MEditerranean FeVer genindeki islevsel

kazanim mutasyonlar1 pirin proteinin aktivasyonuna ve otoenflamasyona neden olur

(7).

Pirin proteininin yapisi, iliskili oldugu molekiiller ve olusan etkiler Sekil 2.3°te
sematize edilmistir. Pirinin biiyiik bolimii hiicre igerisinde yerlesir, N-terminal
ucundaki PYRIN bolgesi (PYD) ekstraselliiler yerlesim gosteren mikrotiibiiller ile
iliskidedir. Ek olarak, ASC aracilifiyla kaspaz-1 aktivasyonuna sebep olur. PYRIN
bolgesi ile bZIP bolgesi arasinda bulunan iki serin rezidiisii (S208T ve S242R) pirinin
inhibisyonunu saglayan fosforilasyonun yapildig1 bolgelerdir. Coiled-coil (CC)
bolgesi PSTPIP-1 ile etkilesir. C-terminal ugta ise B30.2/SPRY bdlgesi bulunur ve bu
bolge direkt olarak kaspaz-1 ile etkilesen bolge olmasi nedeniyle 6nemlidir (30,31).

Mikrotiiblller ile etkilesim  PSTPIP-1 ile etkilegsim
| [N |

N- terminal ug k = B magoz;splqy C- terminal ug

AT @

14-3-3 65 kaspaz-1
Etkilesime girdigi ASC oni2 ke P
molekiller
Etkileri Kaspaz-1 Pyrin NF-kB Kaspaz-1
aktivasyonu inhibisyonu inhibisyonu aktivasyonu

Sekil 2.3. Pirin proteininin yapisal sematizasyonu, etkilesime girdigi molekiiller ve

etkileri

Pirin, normal sartlarda fosforile edilerek inhibe sekilde tutulur. Fosforilasyon
hiicre membranina bitisik sekilde bulunan Rho guanozin trifosfatazin (Rho GTPaz)

uyardig1 protein kinazlar (PKN) araciligiyla yapilir. Pirin, iki serin bdlgesinden



(Ser208 ve Ser242) PKN tarafindan fosforile olur, 14-3-3 saperon proteini pirine
baglanir ve pirini inaktif formda tutar. Burada kullanilan fosfatlar mevalonat kinaz
enzimi ile saglanan geranil-geranil fosfatlardan elde edilir. Pirin, intraselliiler bir PRR
olmasina ragmen patojenleri direkt olarak tantyamaz, Rho GTPaz’da meydana gelen
degisiklikleri algilar (32). Bu ozellik, diger PRR’lerde PAMP ve DAMP’larin
taninmastyla gergeklesen aktivasyondan farklidir. RhoGTPaz aktivitesini baskilayan
cesitli patojenlerin varliginda (Toksin A, YopM gibi) protein kinazlar uyarilmaz, pirin
defosforile olur ve inhibitdr saperon, pirinden ayrilir. Mikrotiibiillerin yardimiyla pirin
enflamazomu olusur (Sekil 2.4) (33). Bu mekanizma, gelismis memeli hiicrelerindeki
reseptOr aracili tanimadan farklidir ve bitkilerdeki ilkel koruma hipotezine benzerlik
gostermektedir (34). Pirin enflamazomu olustugunda, enflamazomun efektor
molekiilii olan kaspaz-1 aktiflesir. Aktiflesen kaspaz-1 bir yandan aktif IL-1B ve IL-
18’in salinmimini saglar, diger yandan GSDMD’yi aktif haline doniistiiriir. Gasdermin
D hiicre membraninda delik olusturur, piroptozise neden olur ve hiicre igerisindeki
proenflamatuvar sitokinler hiicre disina gecer. Monositlerde gézlenen bu duruma ek,

noétrofillerden NET ler salinir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Pirin enflamazomunun olusumu

Pirin iligkili otoenflamatuvar hastaliklar; pirin yolaginda disregiilasyona yol
acan ailevi Akdeniz atesi, mevalonat kinaz eksikligi (MKD), pirin-iliskili
otoenflamasyon ve nétrofilik dermatoz (PAAND) ve piyojenik artrit-piyoderma

gangrenozum-akne hastaligindan (PAPA) olusmaktadir (Sekil 2.5). Pirinde direkt
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etkilenim yapan iki hastalik ailevi Akdeniz atesi ve pirin-iliskili otoenflamasyon ve
notrofilik dermatozdur. Pirin proteinini kodlayan MEFV geninde goriilen islevsel
kazanim mutasyonlar1 kisa siireli ates ve poliserdzit ataklari ile giden ailevi Akdeniz
atesine yol agar (7). Inhibitér 14-3-3 saperon proteininin pirin proteinine baglanmasini
onleyen tek gen mutasyonu ise tekrarlayan ates, noétrofilik dermatoz,
artralji/miyalji/miyozite yol acan pirin-iliskili otoenflamasyon ve nétrofilik dermatoza
yol agar (35). Pirin yolag: ile iligkili hastaliklarda IL-1 karsit1 tedaviler, kolsisin,
steroid, TNF karsit1 ve IL-18 karsit1 tedaviler 6ne ¢ikmaktadir (5).

Cell membrane

Pyrin dephosphorylation
and loss of 14-3-3

inhibition
PAAND  FMF ﬁ})y
.// @ @I e ©
kinase Inactive pyrin ]A Active pyrin
Te Microtubule

interactions

- pox - D>
' (]

Colchicine ——

Pyrin inflammasome

Bamp &2 ’
|G}Lossoffunction @ Gain of Eunctionl mJ

(Savic S, Caseley EA, McDermott MF. (2020). Moving towards a systems-based

classification of innate immune-mediated diseases)

Sekil 2.5. Pirin Iliskili Otoenflamatuvar Hastaliklar
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2.4. Ailevi Akdeniz Atesi
2.4.1. Tanimlama ve Genel Bilgiler

Ailevi Akdeniz atesi ilk tanimlanan otoenflamatuvar hastaliktir. Ayn1 zamanda
tiim diinyada en sik goriilen monogenik periyodik ates sendromu ve otoenflamatuvar
hastaliktir (36). Pirin proteinini kodlayan MEFV genindeki mutasyonlarla olusan
otozomal resesif gecisli bir hastaliktir (37,38). Klasik otozomal resesif gegisli
hastaliklarin aksine, heterozigot mutasyonlar da hastaliga sebep olur. Hastalik iligkili

mutasyonlar islevsel kazanim mutasyonudur (7).

MEditerranean FeVer geni, 1997°de iki farkli grup tarafindan 16. kromozomda
pozisyonel klonlama ile kesfedilmistir (37,38). Ardindan, bu genin iiriinii olan 781
aminoasitlik protein olan pirin bulunmustur (30). Otoenflamatuvar sendrom tanimai ise
ancak 1999°da tiimor nekrotize edici faktor reseptorii-iliskili periyodik sendromdan
(TRAPS) sorumlu genin bulunmasi ile éne siiriilmiistiir (39). Inflamazom kaspaz-
aktifleyici kompleks olarak 2002 yilinda bulunmus ve bu hastaliklarin molekiiler
mekanizmalar1 aydinlatilmaya baglanmistir (14). Pirin enflamazomu ise yakin
donemde tanimlanmustir (40). MEditerranean FeVer geni, pirin enflamazomu ve
molekiiler iliskilerin bulunmasi ailevi Akdeniz atesinin daha iyi anlagilmasini ve yeni

tedaviler lizerinde ¢alismay1 saglamistir.

Ailevi Akdeniz atesi tim diinyada goriilebilmesine ragmen, Dogu Akdeniz
kokenli toplumlarda yiiksek siklikta goriiliir. Hastaligin sik goriildigii ve MEFV geni
tastyiciliginin  da yiiksek oldugu toplumlar Tirkler, Yahudiler, Ermeniler ve
Araplar’dir (41). Tiirk toplumunda hastalik prevalansi %0, 1, tasiyicilik prevalansi ise
%10-15 bildirilmis olup ailevi Akdeniz atesinin en sik goriildiigii toplum olma

Ozelligini tasimaktadir (42,43).

Ailevi Akdeniz atesi; kisa siireli ates (6-72 saat), serdzit (peritonit, plorit,
perikardit, sinovit) ve akut faz yanitinda yiiksekligin goriildiigii enflamatuvar ataklar
seklinde bulgu verir. Atak arasi donemlerde hastalarin 6nemli bir boliimii
yakinmasizdir. En 6nemli komplikasyonu sekonder amiloidozdur (44). Ana tedavi,
ataklar1 ve sekonder amiloidozu 6nleyen kolsisindir (45,46). Yetersiz yanit veren

hastalarda IL-1 tedavi karsitlar1 kullanilmaktadir (47).
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2.4.2. Genetik

On altinc1 kromozomun kisa kolunda yerlesen, 10 ekzonu bulunan ve pirin
proteinini kodlayan MEFV geninde gerceklesen islevsel kazanim mutasyonlari ailevi
Akdeniz atesine yol acar (37,38). Giiniimiize kadar hastalikla iligkili, ¢ogunlugunu
missens mutasyonlarin olusturdugu, 400 civarinda varyant veritabanina kaydedilmistir
ve genetik polimorfizmler patojenik, olasilikla patojenik, 6nemi bilinmeyen, olasilikla
benin ve benin olmak lizere bes gruba ayrilmistir (48). Hastalik i¢in tanimlayict
genotip homozigot veya birlesik heterozigot olmak iizere biallelik patojenik
mutasyonlarin veya bir patojenik ve bir dnemi bilinmeyen olmak iizere iki mutasyonun
birlesik heterozigot olarak bulunmasidir (49). Temelde otozomal resesif gecis gdsteren
bir hastalik olarak kabul edilmektedir ancak tek mutasyon tasiyicilar1 da hastalik
ozelliklerini gosterdiginden ve islevsel kazanim mutasyonu oldugundan hastaligin

psddodominan gectigini diisiindiirmektedir.

Pirin proteini noétrofillerde, monositlerde, dendritik hiicrelerde ve serozalarda
yerlesen fibroblastlarda eksprese edilir. Pirini kodlayan gende gerceklesen
mutasyonlar IL-1B’nin kontrolsiiz iiretimi ile asir1 enflamatuvar yanita sebep olur (50).
Pirin proteininin farkli bolgeleri MEFV geninin farkli ekzonlar1 tarafindan kodlanir
(Sekil 2.6). Hastalik iliskili patojenik mutasyonlar genellikle 10. ekzonda yerlesir.
Pirin proteininin kaspaz-1 ile direkt etkilesime giren C-terminal ucundaki
B30.2/SPRY bdlgesini kodlayan 10. ekzon mutasyonlar1 daha yiiksek enflamasyonla
giden klinige yol acar (40,51). Bunlardan en sik goriilenleri 694 ve 680. pozisyondaki
metiyonin rezidilerinde farklilik olusturan M694V ve M6801 mutasyonlaridir. Bu
mutasyonlar1 tagiyan hastalar daha erken yasta baslayan klinik bulgular ve daha yiiksek
hastalik aktivitesi gosterir, sekonder amiloidoz riski daha yiiksektir (52,53).
Ulkemizden yayimlanan hastalik kohortlarinda M694V mutasyonu hastalarin yaklasik
¥2’tinde bulunur. Yine, M680I, V7264 ve M6941 mutasyonlar1 da sik goriilmektedir
(52,54). Riskli olmayan etnik kokeni olan toplumlarda 10. ekzon diginda da patojenik
mutasyonlar bildirilmistir (55,56). Ayrica, riskli olmayan etnik kdkenlerde 6nemi
bilinmeyen mutasyon olarak tanimlanan 2. ekzonda glutamik asitin glutaminle yer
degistirdigi E/48Q mutasyonu iilkemizde hastalik fenotipi ile iliskilendirilmistir
(57,58).



14

Chromosome 16
16p13.3

MEFV gene a
1y 1 1y g 1

i317bp  633bp 350bp  96bp  231bp, ,23bp 116bp  33bp 33bp 1667bp
52428 Tsvmlmsé LR
i P Mmg94adel,
i s208T |E244K o HATBY| 1o,
i wrzea
yrin protein '
Pyrin protein il | bziP |71 B :ng:]:l B30.2
e e &
1-92 266-280 370-412 420-440 597-776
Interaction f T & ( Q Q :_-TJ_f i )
partners | - .\ _,./ % L 4G 9 %
ASC 14-3-3 PKN1/2 p65/1kB PSTPIPl Caspase 1

(Schnappauf O, Chae JJ, Kastner DI, Aksentijevich I. (2019). The Pyrin

Inflammasome in Health and Disease)

Sekil 2.6. MEFV geni ve pirin proteini

Ailevi Akdeniz atesi tanis1 klinik 6zelliklere dayanir. Genetik inceleme taniy1
desteklemede Onemlidir ve hastalik seyrini ongdrmede faydali olabilir. Tanida en
duyarh yaklagim; klinik 6zellikler, aile Oykiisii, etnik koken ve genetik bulgularin

beraber degerlendirilmesidir.
2.4.3. Patogenez

Ailevi Akdeniz atesi dogal immiin sistemin bir hastaligidir. Pirin
enflamazomunun aktivasyonuna neden olan MEFV geninde gerceklesen islevsel
kazanim mutasyonlar1 sonucu olusur. Pirin enflamazomunun aktivasyon esigi diiser
(59). Artmis pirin aktivasyonu; ates, notrofillerin serozal dokulara yogun gocii ve akut
faz reaktanlarini igeren ¢esitli enflamatuvar proteinlerin karacigerden sentezinde artisa
sebep olur. Interlokin-1 ana proenflamatuvar sitokindir (7). Hastalikta 6-72 saat kadar
kisa siiren enflamatuvar ataklarla karakterize bir hiperenflamatuvar durum goriiliir.
Ataklar kendi kendini sinirlar. Bu bakimdan siiregen enflamasyon gosteren veya uzun

stireli enflamatuvar ataklarin goriildiigii diger otoenflamatuvar hastaliklardan ayrilir
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(60). Ayrica, pirin enflamazomunun yanitinda gen-doz etkisi goriiliir, biallelik ekzon
10 mutasyonlarinda tek ekzon 10 mutasyonlarina gore pirin enflamazom yanit1 daha

yiiksektir (7,59).

Pirin enflamazomunu diizenleyen {ii¢ protein vardir: RhoGTPaz, 14-3-3
proteini ve protein kinazlar (3,32). Cesitli bakteriyel toksinler ve molekiiller
RhoGTPazi inhibe ederek pirin enflamazomu olusumuna neden olur. Pirin proteini bir
PRR olmasina ragmen patojenleri direkt olarak tantyamaz ve RhoGTPazi inhibe eden
patojenik modifikasyonlar algilar (32). Bu yanit pirinin iki serin rezidiisiiniin (Ser208
ve Ser 242) defosforilasyonu ve 14-3-3 inhibitdr proteininin ayrilmasina baghdir

(61,62).

Pirin proteini normal kosullarda RhoGTPaz-bagimli protein kinazlar aracilt
gergeklesen fosforilasyonla ve bu bdlgelere 14-3-3 proteinleri bagli iken inhibe
durumda bulunur. Ser208/Ser242 bolgelerinden defosforile olan pirin aktiflesir.
Mikrotiibiiller araciligiyla pirin enflamazomu olusur ve pro-kaspaz-1 kaspaz-1’e

dontisiir. Kaspaz-1 ile pro-IL-1B ve pro-IL-18 aktif duruma gecer (33).

Ailevi Akdeniz atesinde SIO0A8/A9 kompleks ve S100A12 diizeyleri diger
monogenik otoenflamatuvar hastaliklara, poligenik otoenflamatuvar hastaliklara,
vaskiilitlere ve agir febril enfeksiyonlara gore belirgin artmis bulunmustur. Alarminler
olarak adlandirilan bu proteinler, nétrofil ve monositlerden salinir ve toll-like reseptor
4 (TLR-4) araciligiyla proenflamatuvar sitokin salimimini uyarirlar. Hasar-iligkili
molekiiler patern olarak goérev goriir ve enflamazom olusumunu artirirlar. Ayrica,
vaskiiler endotelde proenflamatuvar aktivasyon, lokositlerde yuvarlanma ve hiicre
disina kagisa neden olurlar. Boylelikle dokuda enflamasyon artar (63). Kaspaz-1,
GSDMD’nin inhibitér parg¢asindan ayrilmasina yol agarak aktivasyonuna ve hiicre
membraninda delik agmasina sebep olur. S100 proteinlerinin saliniminda da pirin,
GSDMD ve kaspaz-1 énemlidir. Ayrica, pirin enflamazomunun olusumunda 6nemli
olan mikrotiibiiller SI00A8/A9 saliniminda da elzemdir (11). Hiicre igerisinde iiretilen
proenflamatuvar sitokinler hiicre disina ¢ikar, diger yandan hiicresel sisme ve
piroptozis gerceklesir (64). Notrofillerden kromatin fiberler olan nétrofil ekstraselliiler
tuzaklar (NETosis) hiicre disina salinarak enflamasyonu artirir (65). Ailevi Akdeniz

atesi mutasyonu tasiyan hiicrelerde bazal otofaji esigi diisiiktiir, bu nedenle NET
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iligkili IL-1B saliimina daha yatkindirlar. Mutant pirin otolizozomda yikima direncli
oldugundan NET aracili daha fazla IL-1B fiiretilir (12). Atak arasi donemde NET
olusumuna diren¢ goriilmektedir, bunun sik ataklar1 dnlemek amagli gelisen bir

homeostatik adaptasyon mekanizmasi oldugu diisiiniilmektedir (66).

Ailevi Akdeniz atesi ataklarinin 72 saati gegmemesi onemli bir ozelliktir.
Bunun sebepleri net olmamakla beraber birka¢ mekanizma gbéze carpmaktadir.
Hastalik patogenezinde en Onemli hiicrelerden olan nétrofillerin yarilanma omri
kisadir. Dolagimda yaklasik 6-8 saat bulunup dokulara gectiklerinde 1-2 giin igerisinde
oliirler (67). Notrofillerden salinan NET’ler negatif geri-bildirim ile olusumlarini
sinirlandirir (65). Istenmeyen hiicresel maddelerden kurtulmay: saglayan bir hiicresel
yikim ydntemi olan otofaji devreye girer. inflamazomlar otofaji aracilifiyla yikima
ugrar (12,68). Interlokin-1B ve IL-18’in kompetitif inhibitdrleri olan IL-1 reseptor
antagonisti (IL-1Ra) ve IL-18 baglayici1 protein, reseptorlere IL-1B ve IL-18
baglanmasini engeller (69,70). Ailevi Akdeniz atesinde IL-1Ra diizeylerinde azalma
oldugu gosterilmis ve bunun antienflamatuvar kapasitede bozulmaya yol agarak

hastaligin patogenezinde 6nemli oldugu diistintilmiistiir (71).

Dogu Akdeniz toplumlarinda MEFV gen tasiyiciiginin yiiksek olmasi
enfeksiyonlara karsi segici bir koruyuculuk olabilecegini diistindiirmiistiir. RhoGTPaz1
baskilayan cesitli patojenlere karsi pirin enflamazomunun asir1 yanitinin patojenlerle
savasta bu bireylere avantaj saglayabilecegi iizerine c¢aligmalar yapilmistir
(32,33,72,73). Bu calismalarda tiiberkiiloza kars1 bir koruma gdsterilememistir (74).
Yakin zamanli yapilan bir ¢alismada mutant pirinin Yersinia Pestis’in dnemli viriilans
faktori olan YopM ile daha zayif baglandigi, boylelikle viicut savunmasinda
zayiflama olmadan artmig IL-1B yaniti olustugu ve sagkalimin arttigi bulunmustur

(61).

Kolsisin mikrotiiblil inhibisyonu yaparak enflamazom olusumunu 0&nler.
Ayrica RhoGTPaz1 aktive ederek pirinin inaktif halde kalmasini destekler. Yan
etkilerinin genellikle geri doniistimlii ve hafif olmasi, hastalik ataklarini ve sekonder
amiloidozu Onlemesi nedenleriyle giliniimiizde altin standart tedavidir (31,46).
Kolsisine yetersiz yanit veren veya tolere edemeyen hastalarda IL-1 reseptor

antagonistleri veya IL-1B monoklonal antikoru kullanilmaktadir (53).
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2.4.1. Klinik, Laboratuvar Bulgular1 ve Tam Olgiitleri

Ailevi Akdeniz atesi siklig1 belirsiz yineleyen ates, karin agrisi, gogiis agrisi ve
artrit ataklartyla bulgu verir (52). Egzersiz, stres, enfeksiyon, menstriiel siklus gibi
nedenler atagi tetikleyebilir (75). Klinik bulgular %90’1n iizerinde ¢ocukluk ¢aginda
ortaya ¢ikar (76). Erken yasta baslayan ataklar (2-3 yas ve Oncesi), daha siddetli
hastalik seyri ile iligkilendirilmistir. Bu yas grubunda atagin tek bulgusu ates olabilir
(77). Ataklar 0,5-3 giin arasinda silirer ve hastalar genellikle atak arasi donemde
yakinmasizdir. Baz1 hastalarda atak arasi donemde akut faz yanitinda yiikseklik (C-
reaktif protein (CRP), eritrosit sedimentasyon hizi (ESH), serum amiloid A (SAA),
serum fibrinojen) gorilebilir, subklinik enflamasyon olarak adlandirilir. Hastalik

aktivitesinin kontrol altinda olmadiginin gostergesidir (78).

Akut peritonit kaynakli gelisen karin agris1 apandisit ile karigabilir. Plorit
nedenli goriilen gogiis agris1 genellikle tek taraflidir. Perikardit hastalarin ancak az bir
kisminda goriiliir. Artrit genellikle biiyiik eklemi tutan monoartrittir, sekel birakmaz
(52). Hastalik i¢in patognomonik olan erizipel benzeri eritem hastalarin az bir
kisminda goriiliir, genellikle atak arasi donemde ortaya ¢ikar ve artrite eslik edebilir
(79). Bunlar disinda hastalarda nadiren akut skrotum, bas agris1 ve aseptik menenjit
bildirilmistir. Uzamis febril miyalji; bes giinii gecen ates, miyalji ve belirgin akut faz
yanit yiiksekligini tanimlar. Genellikle M694) mutasyonu ile iligkilidir (80). Siiregen
enflamasyon; kronik hastalik anemisi, splenomegali ve biiytime geriligine sebep

olabilir (81).

Ailevi Akdeniz atesi hastalarinda veya MEFV tagiyicilarinda iligkili hastaliklar
goriilebilir, bunlardan en sik goriilenleri kronik artritler, vaskiilitler ve enflamatuvar

barsak hastaligidir (82,83).

Sekonder amiloidoz hastaligin en énemli komplikasyonudur. Tekrarlayan sik
ataklar ve siiregen enflamasyon AA amiloidin dokularda birikimine neden olur. Klinik
bulgular genellikle renal etkilenime bagli goriiliir ve nefrotik sendromdan son donem
bobrek yetmezligine kadar degiskenlik gosterir. Giiniimiizde erken baslanan tedaviler
ve 1yi kontrol edilen hastalik aktivitesi, 6zellikle pediatrik yas grubunda, amiloidoz
insidansini azaltmistir (84). Renal amiloidoz i¢in en 6nemli risk faktorleri; yasanilan

tilke, homozigot M694) mutasyonu, ailede amiloidoz olmas1 ve hastalik siiresidir (85).
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Farkl1 klinik bulgulara sebep olabilen ailevi Akdeniz atesinin ayirici tanisinda;
enfeksiyonlar, immiin yetmezlikler, maliniteler, diger periyodik ates sendromlari,
vaskiilitler ve diger sistemik romatolojik hastaliklar bulunur. Bu hastaliklardan ayirt
edebilmek ve dogru taniyr koyabilmek icin cesitli tam1 Olgiitleri gelistirilmistir.
Hastalik tanis1 klinik 6zelliklere dayanir ve genetik testle desteklenir. Giiniimiizde
cocuklarda iki tan1 6l¢iit seti kullanilmaktadir. Tiirk pediatrik ailevi Akdeniz atesi tan1
Olciitlerine gore; lic veya daha fazla siklikta 0,5-3 giin siiren ates (>38*C), karin agrist,
gbgiis agrist, artrit ve ailede ailevi Akdeniz atesi olan birey varligindan en az ikisinin
varhigi taniyr  disiindiiricr  (86). 2019°da  yayimmlanan Eurofever/PRINTO
otoenflamatuvar hastaliklar smiflama Olgiitleri genetik inceleme yapilmis ve
yapilmamis olarak iki Olgilit setine ayrilmistir ve dislama Olgiitleri ile diger
otoenflamatuvar hastaliklardan ayriminda yardimeci olmasi hedeflenmistir. Klinik
Olciitlerinde, Tiirk pediatrik tan1 dlciitlerine benzer sekilde, 1-3 giin siiren ataklar, karin
agrisi, gogiis agris1 ve artrit bulunmaktadir. Genetik inceleme yapilmamigsa Dogu
Akdeniz kokenli olmak bu o6lgiitlere dahil edilmistir. Dogrulayict MEFV genotipi
patojenik veya olasi patojenik varyantlarin homozigot veya birlesik heterozigot olmasi

seklinde tanimlanmistir (87).
2.5. Calismamin Hipotezi ve Amaci

Literatiirde GSDMD aracili piroptozis ve ailevi Akdeniz atesi ataklarinin
olusumundaki rollerine dair yeterli bilgi mevcut degildir. Ailevi Akdeniz atesinde atak
ve atak aras1 donemde GSDMD diizeylerindeki degisiklik ve IL-1B ve IL-18 diizeyleri
ile 1iliski bilinmemektedir. Ataklarda beklenen artis miktarinin homozigot ve
heterozigot mutasyonlar arasindaki farkliligima dair bilgi mevcut degildir.
Literatiirdeki bu yetersizlikten yola ¢ikarak caligmanin hipotezleri asagidaki sekilde

belirlenmistir:

Hipotez 1: Ailevi Akdeniz atesi ataginda gasdermin-D aracili piroptozis aktif hale
gecer.
Hipotez 2: Ailevi Akdeniz atesinde otoenflamasyonda etkin olan molekiiller

homozigot mutasyon tagiyanlarda heterozigot mutasyon tasiyanlara kiyasla daha fazla

artig gosterir.
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Calismanin amaglart;

Amag¢ 1: Ailevi Akdeniz atesi ataginda GSDMD, IL-1B ve IL-18’in arttigimi

gostermek,

Amag 2: Ailevi Akdeniz atesinde atak ve ataklar arasi donemde GSDMD, IL-1B ve
IL-18 diizeylerindeki degisiklikleri belirlemek,

Amag 3: Ailevi Akdeniz atesi ataklarinda homozigot ve heterozigot mutasyon tasiyan
hastalar arasinda GSDMD, IL-1B ve IL-18 diizeylerindeki artis miktarlarini

kiyaslamak,

Amag 4: Ailevi Akdeniz atesinde hastalik ataginda meydana gelen molekiiler

mekanizmalara dair bilgiyi artirmak olarak planlanmaistir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Calisma Popiilasyonu

Calismaya ailevi Akdeniz atesi tanili hastalar atak ve atak arasi donemde,
saglikli cocuklar ve kronik hastaligi olmayip akut enfeksiyon ile bagvuran hastalar
dahil edildi. Ailevi Akdeniz atesi tanisinda Tiirk pediatrik tan1 dlgiitleri kullanildi (86).
Ailevi Akdeniz atesi tanisiyla takipli olup hastalik atagi ile bagvuran veya atak
yakinmalari ile bagvurup ailevi Akdeniz atesi tanisi alan hastalar ¢aligsma grubu olarak;
saglikli ¢ocuklar kontrol grubu olarak; bilinen kronik bir hastalifi olmayip akut
enfeksiyona bagli ates yakinmasiyla bagvuran hastalar atesli kontrol grubu olarak
caligmaya dahil edildi. Calisma grubundaki hastalar atak ve atak arasi donem olmak
tizere iki vizitte goriildii. Enfeksiyon veya enflamasyona yol acabilecek baska bir
hastalig1 olan veya IL-1 karsit1 tedavi gibi biyolojik tedavi alan hastalar diglandi.
Kontrol gruplar1 yas ve cinsiyet dagilimlar1 ¢alisma grubuna benzer ¢ocuklardan
secildi. Atesli kontrol grubunda bakteriyel ve viral enfeksiyon ayrimi klinik bulgular
ve mikrobiyolojik incelemelere gore yapildi. Calismaya dahil edilen tiim katilimcilara

caligma ile ilgili gerekli bilgiler verilerek aydinlatilmis onam alindu.

Etik agidan onay Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu’'ndan (GO 21/1062, degerlendirme tarihi: 05.10.2021)

alinmistir.
3.2. Yontemler

Calisma ileri doniik olarak tasarlanmis bir vaka-kontrol ¢aligmasidir. Ailevi
Akdeniz atesi tanili hastalardan kan numuneleri atak ve atak arasi donemde olmak
tizere iki kez alindi. Atak yakinmalar1 ile basvuran ailevi Akdeniz atesi hastalarinda
ve atesli kontrol grubunda yakinmalarin baglamasindan en az 8 saat gectikten sonra
kan numuneleri alindi. Calisma grubu Cocuk Romatoloji Poliklinigi’ne bagvuran
hastalardan, kontrol gruplart Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Poliklinigi’ne bagvurmus

olup calisma i¢in Cocuk Romatoloji Poliklinigi’ne yonlendirilen ¢ocuklardan olustu.

Calismaya dahil edilen katilimecilarin demografik ve klinik 6zellikleri ve

hastane vizitlerinde rutin olarak alinan laboratuvar degerleri elektronik veri toplama
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formuna kaydedildi. Calisma grubu i¢in ailevi Akdeniz atesi hastalik baglangic yast,
hastalik bulgulari, anne-baba arasinda akraba evliligi, ailede ailevi Akdeniz atesi ve
amiloidoz varligi ve kullanilan tedaviler kaydedildi. Kilo ve boy standart sapma

skorlar1 (SSS) Tiirk ¢ocuklari normallerine gore hesaplandi (88).

Alinan kan numunelerinden RNA izolasyon kiti ile RNA izole edilerek gergek
zamanl kantitatif real time polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile GSDMD ifade
seviyeleri Olgiildii. Serum Orneklerinden enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) ile IL-1B ve IL-18 diizeyleri 6l¢iildii. Alinan 6rnekler 6nce +4*C, ardindan -
20*C ve ardindan -80*C’de sakland1. Deneysel ¢aligmalar Hacettepe Universitesi Tip

Fakiiltesi Cocuk Immiinoloji Arastirma Laboratuvari’nda gergeklestirildi.
3.2.1. Gasdermin-D Ekspresyonunun Ol¢iimii

Gasdermin-D gen ifadesinin 6lgiimii icin RNA izole edilerek RT-PCR ile
yapildi. Caligsma ve kontrol gruplarindan PAXgene Blood RNA tiipiine (Qiagen) tiiplin
vakum ettigi miktarda kan alinarak 2-6 saat oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra 6nce
+4*C, ardindan -20*C, en son -80*C’ye alinarak donduruldu. Caligmaya baslamadan

Oonce numuneler en az 2 saat boyunca oda sicakliginda bekletildi.
RNA izolasyon basamaklar1 agagida siralanmistir:

1. PAXgene Blood RNA tiipii rotor kullanilarak on dakika boyunca 20*C’de
4000*g hizinda santrifiij edildi.

2. Siipernatan dekantasyon yoluyla ayrildi. Tiip i¢erisindeki pelet iizerine dort mL
RNaz icermeyen su eklendi ve yeni bir kapak ile kapagi kapatildi.

3. Pelet goriiniir sekilde ¢oziiniinceye kadar vortekslendi ve on dakika boyunca
4000*g hizinda santrifiij edildi. Ardindan siipernatanin tamami atildi.

4. Ugyiiz elli pL resiispansiyon tamponu eklendi. Pelet goriiniir sekilde ¢oziinene
dek vortekslendi.

5. Tiip igerisindeki 6rnek mikrosantrifiij tiipiine alindi. Uzerine 300 uL baglama
tamponu ve 40 uL proteinaz K eklendi. Bes saniye vortekslenerek karistirildi
ve calkalayici inkiibator kullanilarak on dakika boyunca 55*C’de 1000 rpm
hizinda inkiibe edildi.
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Lizat iki mL’lik igleme tiipiine yerlestirilmis PAXgene Shredder dondiirme
kolonuna pipetlendi. En yiiksek hiz olan 14000*g hizda {li¢ dakika santrifiij
edildi.

Asagi1 gecen siipernatanin tamami isleme tiipiindeki pelet bozulmadan yeni bir
mikrosantrifiij tiipiine aktarildi.

Ug yiiz elli pL etanol (%100 saflikta) eklendi. Vortekslenip karistirildi ve tiip
kapagmin i¢indeki damlalarin giderilmesi amaciyla kisa siireli (1-2 saniye
kadar) santrifiijlendi.

Isleme tiipiine yerlestirilmis PAXgene RNA dondiirme kolonuna 700 uL &rnek
eklendi. 14000*g hizinda 1 dakika siiresince santrifiijlendi. Dondiirme kolonu
yeni bir igleme tiipiine yerlestirildi ve eski isleme tiipii atildu.

PAXgene RNA dondiirme kolonuna kalan érnek pipetle aktarildi. 14000*g
hizinda 1 dakika santrifiijlendi. Dondiirme kolonu (PRC) yeni bir isleme
tiiptine yerlestirildi ve eski isleme tiipii atildi.

Ug yiiz elli pL yikama tamponu PAXgene dondiirme kolonuna pipetle eklendi.
Bir dakika boyunca 14000*g hizinda santrifiij yapildi. Dondiirme kolonu yeni
bir isleme tiipiine yerlestirildi. Eski isleme tiipii atildi.

DNaz 1 stok soliisyonu, DNaz resiispansiyon tamponu 550 pL igerisinde kati
DNaz I ¢éziilerek hazirland1. Sise yavasca tersine cevrilerek karistirildi. Ornek
sayisina gore, drnek basimna on puL. DNaz I stok soliisyonuna 70 pL. DNA
parcalama tamponu (RDD) eklenerek 2 mL’lik santrifiij tiipiine konuldu. Tiip
hafif¢e karistirildi.

80 uL DNaz I (RNFD) inkiibasyon karigimi dogrudan PAXgene RNA
dondiirme kolonunun (PRC) membranina pipetlendi. On bes dakika siiresince
oda 1sinda bekletildi.

PAXgene RNA dondiirme kolonuna 350 pL yikama tamponu eklendi.
14000*g hizinda 1 dakika boyunca santrifiij edildi. Dondiirme kolonu yeni bir
isleme tiipline yerlestirildi. Eski isleme tiipii atildu.

PAXgene RNA dondiirme kolonuna 500 pL yikama tamponu eklendi.
14000*g hizinda bir dakika boyunca santrifiij edildi. Déndiirme kolonu yeni

bir isleme tiipiine yerlestirildi. Eski isleme tiipii atildi.
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PAXgene RNA dondiirme kolonuna 500 pL daha yikama tamponu eklendi.
14000*g hizinda ii¢ dakika boyunca santrifiij edildi.

Akis kismini igeren isleme tiipii atildi. PAXgene RNA dondiirme kolonu yeni
bir isleme tiipiine yerlestirildi. 14000*g hizinda bir dakika boyunca santrifiij
edildi.

Akis kismini igeren isleme tiipii atildi. PAXgene RNA dondiirme kolonu
(PRC) bir mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildikten sonra iizerine 40 pL eliisyon
tamponu membrana pipetle eklendi. 14000*g hizinda bir dakika boyunca
santrifiij edildi.

Akis kisminda bulunan 40 pL eliisyon tamponu almip PAXgene RNA
dondiirme kolonu fizerine pipetlendi. Tekrar 14000*g hizinda 1 dakika
boyunca santrifiij edildi.

RNA konsantrasyonu NanoDrop ND-1000 spektrofotometresi ile olgiildii.
cDNA asamasina kadar RNA o6rnekleri -80*C’de saklandi.

Olgiilen RNA konsantrasyonlarmin ortalamas1 173,136 ng/uL bulundu.

Ardindan cDNA sentez (Quantitech Reverse Transcription Kit, Qiagen) asamasina

gecildi.

1.

RNA ornekleri buz {izerinde ¢oziildi. gDNA uzaklastirma tamponu,
Quantiscript revers transkriptaz, Quantiscript RT tamponu, RT primer miks
oda 1s1sinda ¢oziildi.

Genomik DNA’nin eliminasyonu 0,5 mL’lik PCR tiiplerinde her bir reaksiyon
icin 2 pLL gDNA uzaklastirma tamponu ve toplam reaksiyon hacmi 14 pL
olacak sekilde template RNA (10 pg to 1ug) ve RNAz igermeyen su (RNA
konsantrasyonuna gore degiskenlik gdstermektedir) kullanilarak yapildi.
42°C’de 2 dakika inkiibasyonun ardindan 0,5 mL’lik PCR tiipleri buz {izerine
alindi.

Revers transkripsiyon reaksiyonu agsamasinda her bir reaksiyon i¢in 1 pL
Quantiscript revers transkriptaz, 4 pL. Quantiscript RT tamponu ve 1 uL RT
primer miks ile karigim hazirlandi (buz lizerinde).

Genomik DNA eliminasyon reaksiyonunun (2. adim) ardindan elde edilen
template RNA’larin (14 pL) lizerine hazirlanan master miksten 6’sar uL

pipetlendi (buz iizerinde).
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6. 42°C’de 15 dakika inkiibasyonun ardindan Quantiscript revers transkriptaz’
inhibe etmek i¢in 95°C’de 3 dakika inkiibasyon yapildi.

7. Sentezlenen template cDNA 6rnekleri buz tizerine alindi.
Ardindan RT-PCR (Quantinova Probe PCR Kit, Qiagen) asamasina gegildi.

1. QuantiNova Probe PCR Master Mix, template cDNA, QuantiNova LNA Probe
PCR Assay (Gasdermin D ve housekeeping gen olarak GAPDH gen
bolgelerine 6zel primer ve Tagman prob dizileri) ve RNaz icermeyen su
kullanilarak RT-PCR reaksiyonu gergeklestirildi.

2. RT-PCR reaksiyonu asamasinda her bir reaksiyon i¢in 10 pL QuantiNova

Probe PCR Master Mix, 2 uL Probe PCR assay ve 6 uL. RNaz icermeyen su

ile bir karisim hazirlandi. Hazirlanan miks 0,1 ml’lik RT-PCR tiiplerine herbiri

18 uL olacak sekilde pipetlendi ve ardindan RT-PCR tiiplerine toplam

reaksiyon hacmi 20 pL olacak sekilde 2 L cDNA pipetlendi.

Tiim pipetlemeler soguk blok iizerinde yapildi.

Tiim 6rnekler iki kuyucukta calisildi.

RT-PCR reaksiyonu Corbett RotorGene cihazinda gerceklestirildi.

PCR baglangi¢ sicaklik aktivasyonu (95°C, 2 dakika) ve ardindan 45 siklus

S

olacak sekilde denatiirasyon (95°C, 5 sn) ile kombine annealing/uzatma fazi

(60°C, 5 sn) olarak belirlendi.

Daha hassas degerlendirme saglamas1 amaciyla esik deger 10~ olarak kabul
edildi. Esik dongiisii (Ct) ise PCR’da sistemin {irlinlin miktarindaki artis1 floresan
miktarindaki artisla fark ettigi ve lriiniin eksponensiyel olarak artmaya basladigi
zaman olarak belirlendi. Kirk dongiiniin iizerindeki Ct degeri hesaba katilmad1 (Sekil

3.1).
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Sekil 3.1. RT-PCR’da verilerin kantifikasyonu

Saglikli kontrol grubunun medyanmna kiyasla GSDMD’nin medyan kat
degisimi, her hasta icin GSDMD seviyesinin degerlendirilmesinde kullanildi. Gen

ifade seviyeleri Delta-Delta Ct metodu ile hesaplandi.
3.2.2. interlokin-1B ve Interlokin-18 Diizeylerinin Ol¢iimii

Calisma ve kontrol grubundan serum tiipiine kan alindi. On dakika santifiij
edildikten sonra jel iizerinde toplanan serum pipetle eppendorf tiiplerine aktarildi ve
caligma giiniine kadar donduruldu. Calisma 6ncesinde serum Ornekleri oda 1sisina
getirildi ve IL-1B ve IL-18 diizeyleri ol¢iildii. IL-1B ve IL-18 miktari; mekanizma
olarak antikora baglanmis bir enzimin aktivitesiyle antijen-antikor iliskisini inceleyen
kantitatif bir 6l¢lim yontemi olan ELISA yontemiyle tayin edildi. Alinan ELISA
kitinin protokoliine uyuldu (Human Interleukin-1B ELISA kit ve Human Interleukin-
18 ELISA kit, BT Lab, England).

Serum ornekleri ve kit soliisyonlar1 kullanim 6ncesinde oda 1sina getirildi.
ELISA plakalar1 insan antikorlar1 ile kaplanmis olan hazir plakalardi. Standartlar
(standart 1-5), standard konsantrasyonu IL-1B i¢in 8000 pg/mL’den, IL-18 i¢in 128
ng/L’den seyreltilerek hazirlandi. Blank soliisyon eklendi. Tiim serum ornekleri,

standartlar ve blank soliisyon duplike ¢alisildi. Standartlarin igerisinde (50 pL)
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biyotinlenmis antikor bulundugundan standartlara biyotinlenmis antikor eklenmedi.
Plakalara 6nce serum ornekleri (40 uL) pipetlendi. Ardindan IL-1B 6l¢iimii i¢in anti-
IL-1B antikoru (10 pL) ve IL-18 i¢in anti-IL-18 antikoru (10 pL) eklendi. Serum
ornekleri ve standartlara streptavidin-HRP (50 pL) eklendi, blank soliisyona
eklenmedi. Plakalar ELISA seal kapatilarak inkiibe edildi (37*C, 60 dakika). Plakalar
yikama soliisyonu kullanilarak (20 mL wash buffer ile 500 mL’ye distile su ile
tamamlanarak ve kristalize olan karigim tam agilarak) bes kez yikandi. Plaka {izerinde
artakalan yikama soliisyonu emici kagit ile uzaklastirildi. Tiim kuyucuklara once
substrat A (50 uL) ve substrat B (50 uL) eklendikten sonra plaka seal ile kapatilarak
karanlikta 37*C’de inkiibe edildi. Ardindan tiim kuyucuklara durdurma (stop)
soliisyonu (50 uL) eklendi ve degisken skaladaki mavi rengin yine degisken skaladaki
sar1 renge doniistiigii goriildii. On dakika bekledikten sonra mikroplate okuyucu ile
optik dansite degerleri elde edildi (SPECTROstar Nano, BMG Labtech). Standart
soliisyonlara gore korelasyon katsayilar1 (R?) IL-1B igin 0,9942 ve IL-18 i¢in 0,9917

bulundu.
3.2.3. istatistiksel Analizler

SPSS 21.0 software kullanilarak olusturulan veri tabaninda istatistiksel
incelemeler yapildi. Gorsel (histogram ve olasilik grafikleri) ve analitik yontemlerle
(Kolmogorov-Smirnov/Shapiro-Wilks) degisken dagilimlar1 degerlendirildi. Dagilim
normalse ortalama ve standart sapma, normal dagilima uymayanlar i¢in ortanca ve
ceyreklar arasi aralik (IQR) kullanildi. Gruplar aras1 karsilastirmada normal dagilan
degiskenler Student t testi, normal dis1 dagilimi olanlarda Mann Whitney U testi
uygulandi. Sayisal veriler arasindaki korelasyonda Spearman korelasyon testi
uygulandi. Korelasyon katsayisinin () 0,2-0,4 olmasi1 hafif, 0,4-0,6 orta, 0,6’nin
lizerinde olmas: yiiksek derecede anlamlilik olarak kabul edildi. Istatistiksel anlamlilik

sinir1 (p degeri) 0,05°in alt1 olarak belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Ailevi Akdeniz Atesi Hastalarinin Demografik, Klinik ve Laboratuvar
Ozellikleri

Toplamda 16 ailevi Akdeniz atesi hastasi atak ve atak aras1 donemde ¢aligsmaya
alindi. Hastalar atak bulgular1 ile bagvurdugunda benzer bulgulara yol agabilecek diger
nedenler dislandi. Ortanca basvuru siiresi 18,0 saatti (IQR: 20,5, min-maks: 8,0-48,0).
Hastalarin %37,5’inde (n: 6) anne ve baba arasinda akrabalik bagi vardi. Yiizde
50,0’sinde (n: 8) ailede ailevi Akdeniz atesi tanisi ve birinde ailede amiloidoz dykiisii
vardi. Hastalardan birinde 6nemi bilinmeyen mutasyon olarak kabul edilen E/480/-
saptanmas1 iizerine yeni nesil dizileme ile genisletilmis atesli hastaliklar paneli
calisildi ve negatif sonuglandi. Hastalarin ilk bagvuru atak doénemindeki klinik,

laboratuvar 6zellikleri ve genetik mutasyonlart Tablo 4.1°de sunulmustur.

Bes hastanin 6ncesinde ailevi Akdeniz atesi tanis1 mevcuttu ancak bunlardan
ikisi ila¢ uyumsuzlugu nedeniyle kolsisin tedavisi kullanmamaktaydi. Diger ii¢
hastanin ikisinin kolsisin dozu artirildi. Atak sonrasinda ailevi Akdeniz atesi tanisi
konulan alt1 hastaya kolsisin tedavisi baglandi. Kalan bes hastanin tekrarlayan ataklar1
ve genetik mutasyonlar1 goriildiikten sonra kolsisin baslandi. Hastalarda biyolojik ilag

kullanim 6ykiisii yoktu.
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Tablo 4.1. Ailevi Akdeniz atesi hastalarinin ataktaki klinik ve laboratuvar 6zellikleri

Klinik ve laboratuvar ozellikler

Ortalama + 88
veya n: 16 (%)

Yas, yil 8,02+3,75
Kiz 9 (56.3)
Kilo, SSS 0.21 £0,97
Boy, SSS 0.64 £ 1,01
AAA iliskili tekrarlayan klinik bulgular
Ates 16 (100)
Karin agrisi 1381 33
Gaglis agrist 4(25,0)
Artrit 1(6,3)
Erizipel benzeri eritem 1(6,3)
Egzersiz iliskili bacak agrisi 5(31,3)
Uzamus febril miyalji 0
Atakta laboratuvar bulgulari
Serum C-reaktif protein, mg/L 47,93 +£ 36,84
Eritrosit sedimentasyon hizi, mm/sa 23,06 +£10,29
Serum fibrinojen, mg/dL 4,01+0,92
Serum amiloid A, mg/dL 48,50 £ 37,99
Total l6kosit sayist, *10%/L 11,70+ 4,61
Ndtrofil sayisi, *10°%L 8,39+ 4,29
Hemoglobin konsantrasyonu, g/dL 11,81 +1.11

Trombosit sayis1, *10%/L

35581 £ 111,05

MEFV genetik inceleme
Biallelik patojenik mutasyon 8 (50,0)
M694ViIM694V 4 (25,0)
M694V/IV726A4 2(12,5)
M694V/M680I 1(6.3)
M680I/M680I 1(6.,3)
Birlesik heterozigot mutasyon 2(12,5)
M694V/E1480 1(6,3)
V726A/E1480 1(6.3)
Diger 6(37.5)
M694V/- 3 (18.8)
Mo6801/~ 2 (12,5)
EI1480/- 1(6,3)

AAA: ailevi Akdeniz atesi, IQR: ¢eyrekler arasi aralik, MEFV: MEditerranean FeVer,
SSS: standart sapma skoru

4.2. Kontrol Gruplarinin Demografik, Klinik ve Laboratuvar Ozellikleri

Saglikli kontrol grubu (n: 10) ve atesli kontrol grubu (n: 8) yas ve cinsiyet
bakimindan hasta grubuna benzerdi. Atesli kontrol grubunda bes hasta {ist solunum

yolu enfeksiyonu, ikisi akut gastroenterit ve biri alt solunum yolu enfeksiyonu nedenli
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ateslenmisti. Ust solunum yolu enfeksiyonu olan hastalardan ikisi, alt solunum yolu
enfeksiyonu olan hasta ve akut gastroenterit olan hastalardan birinde (n: 4) bakteriyel
enfeksiyona dair klinik ve laboratuvar bulgular, kalanlarda ise (n: 4) viriisler kaynakl
bulgular mevcuttu. Ortanca basvuru siiresi 21,0 saatti (IQR: 33,5, min-maks: 12,0-
48,0). Atesli bagvurularinda alinan akut faz proteinlerinin ortalamalari; CRP 53,94 +
17,65 mg/L, ESH 30,88 &+ 17,37 mm/sa, serum fibrinojen 3,59 £+ 0,90 mg/dL ve serum
amiloid A 36,22 + 32,69 mg/dL olarak bulundu. Bu degerler ailevi Akdeniz atesi
hastalarinin atakta bagvurularinda bulunan akut faz yanitlarina benzerdi (p>0,05).
Bakteri ve virlis ile enfekte olmus hastalar kiyaslandiginda, bakteri kaynakli
enfeksiyonlarda akut faz yanitlar1 daha yiiksekti, ancak istatistiksel anlamlilik olarak

benzer bulundu.

4.3. Calisma Gruplarinda Gasdermin-D, IL-1B ve IL-18 Diizeyleri ve

Gruplararasi Karsilastirma

Calisma gruplarinda GSDMD ifade seviyeleri ve IL-1B diizeyleri Sekil 4.1°de
sunulmustur. Ailevi Akdeniz atesi hastalarinda atak donemlerinde GSDMD gen

ekspresyonu diger ¢alisma gruplarina gore anlamli ytiksekti (p<0,001).

20,00 4500
18,00 4000
16,00 3500
14,00 3000
12,00
2500
10,00
2000
8,00
6,00 1500
4,00 1000
2,00 500
0,00 | - 0
AAA atak (n: 16) AAA atak arasi (n: 16)  Atesli kontrol (n: 8) Kontrol (n: 10)

s GSDMD (Ortalama 2”-DeltaDelta Ct) m— | -1B

Sekil 4.1. Calisma gruplarinda Gasdermin D ifade seviyeleri ve IL-1B diizeyleri
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Calisma gruplart arasinda CRP, IL-1B, IL-18 diizeyleri ve GSDMD
ekspresyonlarinin kiyaslanmasi Tablo 4.2°de gosterilmistir. Ailevi Akdeniz atesi
hastalarinda atak ve atak aras1 donemde IL-1B ve IL-18 diizeyleri arasinda anlamli bir
fark goriilmezken atakta GSDMD gen ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir

artis oldugu goriildii.

Ailevi Akdeniz atesi hastalarinin atak basvurulart ve atesli kontrol grubunda
IL-1B ve IL-18 diizeyleri benzerdi. Gasdermin-D gen ekspresyonlar arasinda da fark

yoktu ancak p degeri sinirdaydi (p=0,050).

Bakteriyel enfeksiyonu olan hastalarda (n: 4), viral enfeksiyonu olan hastalara
gore (n: 4), istatistiksel anlamlilik sinirina ulasmayan CRP (70,65 + 58,75 ve 37,22 +
40,24 mg/L), IL-1B (4835 £ 3621 ve 3599 + 1414 pg/mL) ve IL-18 (81,61 + 59,79 ve
66,38 = 20,40 ng/L) diizeylerinde artis, GSDMD gen ekspresyonunda ise (2,93 + 2,88
ve 9,00 + 10,87) azalma tespit edildi (tiim p>0,05). Gasdermin-D gen ekspresyonu ile

ndtrofil ve lenfosit sayilart arasinda anlamli korelasyon saptanmadi.

Ailevi Akdeniz atesi atagi ve viral enfeksiyonu olan atesli kontrol grubu
kiyaslandiginda; GSDMD gen ekspresyonu iki grup arasinda benzerdi (17,75 + 20,64
ve 9,00 + 10,87, p=0,328). Bakteriyel enfeksiyonu olan atesli kontrol grubunda
ataktaki ailevi Akdeniz atesi hastalarina gore diisiik bulundu. Bu diistikliik istatistiksel

olarak anlamliyd1 (17,75 + 20,64 ve 2,93 £+ 2,88, p=0,013).



Tablo 4.2. Caligma gruplarinda laboratuvar bulgularinin kiyaslanmasi

Grup 1: Grup 2: Grup 3: Grup 4: Grup Grup Grp Grup Grup
AAA atak AAA atak | Atesli kontrol Kontrol 1-4 2-4 3-4 1-2 1-3
arasi
CRP. mg/L 4793 +£36,84 | 285x229 |(4856=x51.36| 360x147 | <0,001 | 0.504 0,025 | <0,001 | 0.769
IL-1B, pg/mL 3280+ 2618 | 3352x2618 | 41022818 1570+ 223 0,020 0,016 0,025 0.939 0.424
IL-18. ng/L 56,37+ 39.14 | 56,70 £ 39,19 | 72,39+ 45,27 | 25,59+7.38 | 0,008 0,008 0,016 0.982 0.341
GSDMD gen | 17.75+£20.63 | 1.55+2,09 5,53 +£7.35 1,17 £ 0,67 0,006 0.500 0.168 0,007 0.050

ekspresyonu®

#24 DeltaDeltaCt
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4.4. Ailevi Akdeniz Atesi Hastalarinda Genotip, Laboratuvar Bulgulari ve
Kolsisin Tedavisi ile Gasdermin-D, IL-1B ve IL-18 Diizeylerinin Miskisi

Mediterranean FeVer geninde biallelik (n: 8) ve tek allelde (n: 7) ekzon 10
mutasyonu tasiyan hastalar kiyaslandiginda; hastalik ataginda GSDMD gen
ekspresyonu, IL1B ve IL18 diizeylerinde anlamli fark bulunmadi (p=0,656, p=0,555,
p=0,483). Bu iki grup arasinda atakta akut faz protein yiikseklikleri agisindan da
(serum CRP, ESH, SAA, serum fibrinojen) istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmadi. Kirmiz1 hiicre dagilim araligi (RDW) biallelik ekzon 10 mutasyonu
tasiyan hastalarda tek allelde tasiyan hastalara gore anlamli daha ytiksekti (%15,56 +
1,97 - %13,83 + 0,64, p=0,044), diger kan sayimi parametreleri ise iki grup arasinda

benzerdi.

Atakta bagvuran hastalarin (n: 16) total 16kosit sayisi, akut faz proteinleri, IL-
1B, IL-18 ve GSDMD gen ekspresyon diizeyleri arasindaki korelasyon incelemeleri
Tablo 4.3’te sunulmustur. Serum IL-1B ve IL18 diizeylerinde ayni yonlii yiiksek
anlaml korelasyon saptandi (r: 0,935, p<0,001), bu sitokinler ile GSDMD gen
ekspresyonu arasinda anlamli korelasyon gozlenmedi. Atak sikayetleri bagladiktan
sonra gegen siireye gore akut faz proteinleri (CRP, ESH, SAA, fibrinojen), IL-1B, IL-
18 ve GSDMD gen ekspresyon diizeyleri benzerdi.

Tablo 4.3. Atak ile basvuran ailevi Akdeniz atesi hastalarinda laboratuvar

parametreleri arasindaki korelasyon#

IL-1B IL-18 GSDMD gen
ekspresyonu*

Total l6kosit 0,085 0,119 0,264
sayisi, *10%L
Serum  C-reaktif 0,143 0,171 0,540 4
protein, mg/L
Eritrosit 0,151 0,164 0,332"
sedimentasyon
hizi, mm/sa
Serum fibrinojen, -0,102 -0,098 0,504"4
mg/dL
Serum amiloid A, 0,049 0,004 0,570
mg/dL

#Spearman korelasyon testi (r; “p<0,05; ~p<0,01); *2*-DeltaDeltaCt
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Kolsisin tedavisi alan ve heniiz kolsisin baslanmayan hastalarda atak ve atak

arasi vizitte bakilan laboratuvar parametreleri Tablo 4.4°te goriilmektedir. Hastalarin

tiimiine 2.vizitte kolsisin baslanmistir. Tiim vizitler degerlendirildiginde kolsisin

kullanan hastalarda IL-1B ve IL-18’de anlamli azalma (her iki p=0,006) oldugu,

GSDMD ekspresyonunun degismedigi saptand1 (p=0,210).

Tablo 4.4. Kolsisin tedavisi kullanan ve heniiz baglanmayan hastalarda IL-1B, IL-18

ve Gasdermin-D diizeyleri

Atak vizit

Atalk aras: vizit

Kolsisin  Kolsisin

) )

(n: 3) (n: 13)
IL-1B, pg/ml 1774 £ 3627 £

517 2798
IL-18, ng/l 33,62 = 61,63 +

8,89 41,74
GSDMD gen 2143z 16,90 £
ekspresvonu* 28.78 19.75

*Qrtalama 2"-DeltaDelta Ct

I
degeri

0,043
0,044

0.816

Kolsisin Kolsisin D

+) (-) degeri
(n: 11) (n: 3)
2100 = 6107+ 0,052
646 3206
3817+ 9746 0,056
10,00 49,88
121+ 230 0,439
1.83 2.63
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5. TARTISMA

Ailevi Akdeniz atesi en eski ve en iyi bilinen otoenflamatuvar hastalik
olmasma ragmen patogenetik Ozellikleri heniiz tam olarak aydinlatilamamaistir.
Patogenezinde GSDMD, IL-1B ve IL-18’in 6nemli roliiniin oldugu bilinmektedir,
ancak bu molekiillerin olusumu, etkisi ve etki derecesine dair bilgiler kisithidir. Bu
calismada, GSDMD, IL-1B ve IL-18’in ailevi Akdeniz atesi genetik, klinik ve
laboratuvar bulgular1 ile iligkisi incelenmis, ayrica saglikli ¢cocuklar ve akut atesli

hastaliga sahip ¢ocuklarla kiyaslanmigtir.

Ailevi Akdeniz atesinde sorumlu gen olan MEFV geninin kodladig1 pirin
proteini mutasyona ugradiginda inhibitér proteinlerle stabil olmayan baglar kurar,
uyarilma esigi diiser ve sonug¢ olarak pirin enflamazomunun olusumu kolaylagir
(59,89). Pirin enflamazomunun olusumu ile kaspaz enzim sistemi aktif hale gelir ve
son iriinleri olan aktif IL-1B, IL-18 ve GSDMD olusur. Gasdermin-D’nin hiicre
membraninda agtig1 delikler sebebiyle piroptozis gelisir, hiicre i¢i sitokinler disari
cikar ve enflamasyon kaskad halinde ilerler (9). Boylelikle, goriiniirde spontan olarak
gelismis asirt enflamasyonun klinikteki yansimasi olan hastalik ataklari goriiliir. Bu
calismada, ailevi Akdeniz atesi hastalarinin atak donemlerinde IL-1B, IL-18 diizeyleri
ve GSDMD gen ekspresyonunun saglikli ¢cocuklara gore arttigi, atak arast donemde
ise GSDMD gen ekspresyonu saglikli ¢ocuklarla benzer diizeylere inerken IL-1B ve
IL-18’in halen ytiksek kaldig1 gosterildi. Atak ve atak arast donemde IL-1B ve IL-18
diizeyleri arasinda fark bulunmadi. Onceki calismalarda ailevi Akdeniz atesi
hastalarinda atak arasi donemde IL-1B’nin yiiksek oldugu, bunun subklinik
enflamasyonun bir gostergesi olabilecegi diisiiniilmiistiir (90). Nitekim, calismamizda
kolsisin kullanimi ile beraber GSDMD ekspresyonunda tedavi iliskili fark yokken IL-
1B ve IL-18 diizeylerinin baskilandig1 goriildii. Baska bir ¢calismada, ailevi Akdeniz
atesi hastalarinda ataklarda ve atak arasi donemde interlokin-1B’nin benzer
yukseklikte oldugu gosterilmistir (91). Bu bulgular M694V mutasyonu tasiyan
hastalarin nétrofillerinden in vitro olarak IL-1B, IL-18, S100A12 ve kaspaz-1
saliiminin arttiginin gosterilmesiyle desteklenmistir (92). Fare modellerinde de ailevi
Akdeniz ateginin temel olarak IL-1B aracili bir hastalik oldugu, IL-1B’nin belirgin
artis1 ile gosterilmistir (93,94). Bu sonuglar, ailevi Akdeniz atesi hastalarinda IL-1B
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ve IL-18’in kronik enflamasyonun onemli bir bulgusu oldugunu, enflamasyonu
baskilamada ise kolsisinin etkili oldugunu diisiindiirmiistiir. Calismada elde edilen
bulgular ve literatiir bilgileri, atakta GSDMD’nin 6nemini, atak aras1 donemde ise
GSDMD gen ekspresyonundan bagimsiz olarak IL-1B ve IL-18’in yiiksek
kalabildigini gostermektedir. Gasdermin D ile IL-1B ve IL-18 diizeyleri arasinda

korelasyonun olmamasi da bu bulguyu desteklemektedir.

Gasdermin-D piroptozise yol acan en kritik molekiildiir ve akut enfeksiyonlar
ve pekcok kronik hastalik ile iliskilendirilmistir (9). Ailevi Akdeniz atesinde
enflamasyonun olusumunda elzemdir (95). Gasdermin D’nin silindigi ailevi Akdeniz
atesi fare modellerinde klinik ve laboratuvar olarak enflamasyonun gelismedigi
gosterilmistir (11,95). Bu calismada atakta, atak aras1 doneme kiyasla, GSDMD
ifadesinde on kattan fazla artis oldugu gosterildi. Ayrica atakta GSDMD gen
ekspresyonu ile akut faz reaktanlar1 arasinda oldukca anlamli derecede korelasyon
bulundu. Bu bulgular ailevi Akdeniz atesinde akut enflamatuvar ataklarda
GSDMD’nin primer bir rolii oldugunu desteklemektedir. Kolsisin tedavisi kullanan ve
heniiz tedavisi baslanmayan hastalarda kolsisinin GSDMD ekspresyonu {izerinde
belirgin etkisinin olmadig1 goriildi. Bu durum vaka sayisinin azliindan
kaynaklanabilir. Daha fazla hasta ile ¢alisma yapilmasi tedavi cevabinin

degerlendirilmesinde faydali olacaktir.

Gasdermin-D’nin ve iligkili piroptozisin bakteriyel enfeksiyonlardaki énemi
bilinmekle beraber viriis enfeksiyonlarindaki degisimine dair veriler heniiz kisithidir
(96). Nitekim, ¢alismamizda da bakteriyel enfeksiyonu olan atesli cocuk hastalarda
saglikli gocuklara gore GSDMD gen ekspresyonu iki kat kadar artmis bulundu. Ancak
ilgingtir ki, viral enfeksiyonu olan ¢ocuklarda bakteriyel enfeksiyonlara kiyasla IL-1B
ve IL-18 proenflamatuvar sitokinleri daha diisiikken GSDMD gen ifadesi dort kat
kadar artmis olarak saptandi. Ailevi Akdeniz atesi atak degerleri ile kiyaslandiginda
bakteriyel enfeksiyonu olan cocuklarin GSDMD gen ekspresyonlari anlamli diisiikkken
viral enfeksiyonlarda benzer diizeylerde oldugu goriildii. Viral enfeksiyonlardaki
GSDMD’deki bu anlamli yiikselisin, ailevi Akdeniz atesindeki segici koruyuculuk
hipotezine benzer sekilde, viriis enfeksiyonlarina karsi viicudu savunmada 6nemli bir

mekanizma oldugunu disiindiirmiistiir. Buradan yola ¢ikarak, Coronavirus
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enfeksiyonlarinda GSDMD’nin faydali etkilerinden yararlanmak veya enflamasyon
olusturucu zararh etkilerinden korunmak amaciyla bu molekiilii hedefleyen tedavilerin
kullanilabilecegi 6ne siiriilmiistiir (97). Benzer sekilde ailevi Akdeniz atesi ataklarini

onlemek amaciyla GSDMD hedefli tedaviler kullanilabilir.

Ailevi Akdeniz atesi otozomal resesif kalitim gosteren bir hastalik olarak
tanimlanmakla beraber klasik otozomal resesif hastaliklardan islevsel kazanim
mutasyonu olmasi ve tek mutasyonun hastaliga sebep olabilmesi nedenleriyle farklidir
(94). Ilgili gendeki ekzon 10 mutasyonlari daha agir hastaliga sebep olabilmekle
beraber genotip-fenotip iliskisi net degildir (98,99). Calismaya dahil edilen ailevi
Akdeniz atesi hastalarinin hemen tamami ekzon 10 mutasyonu tasimaktaydi. Tek ve
iki allelde mutasyon tagiyan hastalarda akut faz yanitlari, IL-1B ve IL-18 sitokin
diizeyleri ve GSDMD gen ekspresyonlari agisindan fark bulunmamas: literatiirdeki

genotip-fenotip uyumsuzlugunu molekiiler olarak destekler 6zellikte idi.

Sonug olarak, ailevi Akdeniz atesinde GSDMD ataklarin olusumunda kritik
ozelliktedir. Gelecekte GSDMD hedefli tedavilerin gelistirilmesi ile hastalik ataklar
onlenebilir. Interlokin-1B ve IL-18 atak ve atak aras1 donemde yiiksektir ve biiyiik
olasilikla kronik enflamasyonun bir gostergesidir. Kolsisin tedavisi proenflamatuvar
sitokinleri diistirmede etkindir. Enfeksiyonlara karsi olusan enflamatuvar yanitta
GSDMD o6nemlidir. Calismaya alinan akut enfeksiyon kaynakli atesi olan hasta sayis1
diisiik olmasina ragmen, viral enfeksiyonlardaki GSDMD gen ifadesinin bakteriyel
enfeksiyonlardan daha yiiksek oldugunun gosterilmesi hem agir viral
enfeksiyonlardaki mekanizmalar1 anlamak hem de gelecekte hedefe yonelik tedavi
olarak kullanilabilirligini ortaya sermek bakimindan 6nemlidir. Ailevi Akdeniz atesi
klasik olarak ates ve poliserdzite yol acan bir otoenflamatuvar hastalik olsa da genetik
mutasyon, klinik bulgular ve bu bulgularin siddeti arasinda net bir iliski olmadig: gibi,

molekiiler agidan da bir korelasyonun olmadigi bu ¢alisma ile gdsterilmistir.
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8. SONUC VE ONERILER

Ailevi Akdeniz atesi ataklarinda gasdermin-D kritik roldedir. Gen ekspresyonu
hastalik ataklarinda belirgin artar, atak arasi donemde ise normale doner.
Gasdermin-D diizeyi akut faz proteinleri ile koreledir. Gelecekte gasdermin-D
hedefli tedavilerin gelistirilmesi ile hastalik ataklari1 6nlenebilir.

Ailevi Akdeniz atesinde IL-1B ve IL-18 atak ve atak aras1 donemde yiiksektir
ve kronik enflamasyonun bir gostergesi olabilir. Kolsisin tedavisi
proenflamatuvar sitokin diizeylerini baskilayabilir.

Enfeksiyonlara karst olugan enflamatuvar yanitta gasdermin-D Onemlidir.
Viral enfeksiyonlarda Gasdermin-D gen ifadesi bakteriyel enfeksiyonlara
kiyasla daha yliksek olabilir. Agir viral enfeksiyonlarin tedavisinde gasdermin-
D hedefli tedaviler giindeme gelebilir.

Ailevi Akdeniz atesi klasik olarak ates ve poliserozite yol acan bir
otoenflamatuvar hastalik olmasina ragmen genetik mutasyon ile molekiiler
belirtegler (IL-1B, IL-18, gasdermin-D gen ifadesi) arasinda belirgin bir iligki

bulunmamaktadir.
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