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OZET

Ailevi Akdeniz Atesi Hastalarinda S100A12 ile SRAGE Protein ve Gen Ekspresyon

Diizeylerinin Belirlenmesi ve Inflamasyon Belirtecleri ile liskisi

Bu calisma Ailevi Akdeniz Atesi (FMF) hastalarinda S100A12 proteininin
hastaliktaki inflamasyon ile iligkisini aydinlatmak ve SI00A12’nin ¢oziiniir reseptorii olan

SRAGE nin inflamasyonun engellenmesindeki roliinii tespit etmek amaciyla yapilmistir.

Calismada kontrol, remisyon ve atak olmak iizere {i¢ ayr1 grup olusturulmustur.
Kontrol grubu saglikl: gondllilerden, remisyon ve atak grubu ise M694V mutasyonu tasiyan
gonulli FMF hastalarindan olusmustur. Hatay Mustafa Kemal Universitesi Saglik
Uygulama ve arastirma Hastanesi Romatoloji Poliklinigi’ne basvuran goniillii hastalardan
alman kanlardan rutin biyokimya ve hemogram parametreleri yani sira ELISA yontemi ile
TNF-a, IL-1B, NF-«xf, S100A12, AGE ve sRAGE protein diizeyleri belirlenmistir. Ayrica
alinan tam kan Orneklerinden izole edilen I6kositten TNF-a, IL-18, NF-xf, S100412 ve
RAGE genlerine ait mMRNA dizeyleri RT-qPCR teknolojisi ile analiz edilmistir. Atak
grubunda TNF-a, SI00A12 ve sRAGE protein diizeyleri anlamli olarak artarken, IL-1p
seviyelerinin remisyon grupta en yiiksek oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Atak grubunda TNF-
a, IL-1p ve S100A12 genlerinin ekspresyon seviyelerinde anlamli kat degisimleri mevcuttur.
Yapilan karsilastirmalarda S100A12 gen ekspresyonu ile NF-kf gen ekspresyonu arasinda
pozitif korelasyon (r: 0,924***; p<0,001) tespit edilirken RAGE gen ekspresyon dlizeyinde
anlamli degisiklik yoktu. SRAGE protein dizeyinde ise atak grubunda anlamli artig
goriilmiistiir (p<0,05). Tiim hastalarda protein diizeyindeki korelasyonlar incelendiginde
S100A12 ile CRP arasinda pozitif korelasyon (r: 0,547***; p<0,001) goriilmiistiir. Ancak
atak ve remisyon gruplar1 kendi icinde degerlendirildiginde anlamli korelasyon

saptanmamigtir.

Elde edilen bulgular, S100A12’nin FMF’teki inflamatuvar sireglerle iliskili
oldugunu gostermistir. Ayrica SI00A12 artismin RAGE reseptoriiniin metalloproteazlar
tarafindan kesimini artirabilecegi ve bu nedenle S100A12°nin SRAGE olusumunda

diizenleyici rolu olan faktorlerden biri olabilecegi diistiniilmiistiir. SRAGE miktarinin

Xl



artmasi ile FMF hastalarinda inflamasyondan korunmada sRAGE’nin 6nemli rol

oynayabilecegi anlagilmistir.

Anahtar Kelimeler: FMF, S100A12, sRAGE, inflamasyon
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ABSTRACT

Determination of S100A12 and SRAGE Protein and Gene Expression Levels in
Familial Mediterranean Fever Patients and Their Relationship with Inflammation
Markers

This study was conducted to elucidate the relationship of S100A12 protein with
inflammation in patients with Familial Mediterranean Fever and to determine the role of

SRAGE, the soluble receptor of S100A12, in the prevention of inflammation.

In the study, three different groups were formed as control, remission and attack. The
control group consisted of healthy volunteers, and the remission and attack group consisted
of voluntary FMF patients carrying the M694V mutation. Routine biochemistry and
hemogram parameters and TNF-a, IL-1B, NF-xf, SI00A12, AGE and sSRAGE protein levels
were measured from blood samples taken from volunteer patients who applied to Hatay
Mustafa Kemal University Health Practice and Research Hospital Rheumatology Polyclinic.
In addition, mMRNA levels of TNF-a, IL-/8, NF-xf, S100A12 and RAGE genes were
investigated by RT-gPCR technology in leukocytes isolated from whole blood samples.

Plasma IL-1B levels was found to be highest in the remission group and plasma
protein levels of TNF-a, SI00A12 and sSRAGE were increased significantly in the attack
group (p<0,05). A significant fold changes in gene expression levels of TNF-«, IL-/4 and
S100A12 was detected in the attack group. A positive correlation was found between
S100A12 and NF-xf gene expression levels (r: 0,924***; p<0,001). Additionally, a positive
correlation was observed between S100A12 protein and CRP (r: 0,547***; p<0,001) levels.
There was a significant increase in the SRAGE protein level in the attack group without any

change in the RAGE gene expression level.

These results show that SI00A12 is associated with inflammatory processes in FMF.
In addition, it was thought that the increase in S100A12 may lead to the cleavage of the

RAGE receptor by metalloproteases and thus it can play a regulatory role in the formation

XM



of SRAGE. The increase in the amount of SRAGE shows that SRAGE is an important protein

in prevention of inflammation.

Key Words: FMF, S100A12, sRAGE, inflammation
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1. GIRIS

FMF, diinya ¢apinda en yaygin goriilen monogenik otoinflamatuvar hastaliktir. Bu
hastalikta karakteristik olarak dort gline kadar tekrarlayabilen ates ve serozal inflamasyon
ataklar1 goriilmektedir (Alghamdi, 2017; Ozdogan ve Ugurlu 2017). FMF'nin patogenezinde
MEFV (MEditerranean FeVer) geninde goOrulen mutasyonlar sonucunda mutant pyrin
proteini sentezlenmektedir (Manukyan ve Aminov, 2016). FMF hastalarinda pyrin
mutasyonu notrofillerin kimyasal uyarana tepkilerinde kontroliin bozulmasina, seréz viicut
stvilarinda ve sinovyal yiizeylerde anormal nétrofil aktivasyonuyla inflamasyon artisina yol
acar (Erken ve Erken, 2017).

Sitokinler, inflamasyon mekanizmasinda akut faz proteinlerinin olusumunda rol alan
esas mediyatorlerdir. inflamasyonla iliskili baslica sitokinler TNF-a, IL-6 ve IL-8’dir ve
FMF patogenezinde IL-1p ile birlikte rol alirlar. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda FMF
hastalarinda bu sitokinlerin arttigi gosterilmistir (Migita vd., 2015). FMF hastalarinda
polimorf niveli nétrofillerin (PMNL) inflamasyon alanlarina dogru toplandigi bilinmektedir
(Kolaczkowska ve Kubes., 2013). Atak doneminde belirgin olmak (zere remisyon
doneminde de dolasimdaki PMNL’lerin proinflamatuvar aktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir (Molad vd., 2004). Notrofillerden salinan proinflamatuvar sitokinler arasinda
inflamasyonda rol alan S100 protein ailesi yer almaktadir (Vogl vd., 1999; Holzinger vd.,
2018).

S100 proteinleri baslica notrofiller olmak Gzere, makrofajlar, monositler ve
inflamatuvar yanitta rol oynayan endotel hiicreleri dahil olmak iizere kemik iligi kdkenli
hicrelerde agirlikli olarak eksprese edilir (Roth vd., 2003). Hiicre hasar1 ya da hticresel stres
sonrasi veya fagositlerin (ndtrofiller, makrofajlar) aktivasyonu sonrasi hiicrelerden salmnir.
Ekstraseliiler S100 proteinleri hasar sinyalleri olarak islev yapabilir ve bagisik sistem
hiicreleri ile endotelyal hiicreleri aktive eder. S100 proteinleri RAGE (ileri glikozilasyon son
iirlin reseptorii) veya TLR4 (Toll benzeri reseptdr 4) aracili inflamasyonu tetikler (Vogl,
2007). S100 proteinleri ile RAGE etkilesimi NF-kf yolagin1 aktive eder boylelikle ndtrofil,
monosit ve makrofaj goclne yol acan proinflamatuvar sitokinlerin Gretimini indukler
(Gebhardt vd., 2008). Birgok Uyesi olan S100 protein ailesi farkli inflamatuvar hastaliklarin

patogenezinde rol oynar. S100A4 artismin fibrozis, anjiyogenez ve inflamasyon ile iliskili



oldugu bildirilmektedir (Fei vd., 2017). S100A7 keratinositle tarafindan eksprese edilir,
inflamatuvar cilt hastaliklarinda S100A7 ekspresyonunun arttig1 goriiliir (Wolf vd., 2008).
Ancak S100 protein ailesi icerisinde S100A8, S100A9, S100A11 ve SI00A12 ayr1 bir 6neme
sahiptir. Bu proteinlerin FMF gibi otoinflamatuvar hastaliklarin patogenezindednemli rol

oynayabilecegi One siirtilmiistiir (Xia vd., 2018).

S100A12 ligand gibi davranarak RAGE ile etkilesime girer ve RAGE’ ye baglanan
diger bir ligand olan AGE gibi NF-kf yolagi lizerinden proinflamatuvar sitokin tiretimini
indiikler. RAGE’nin 3 farkli izoformu vardir. N-kesilmis RAGE, dominant-negatif RAGE
ve ¢oziinebilir RAGE (sRAGE)’dir (Hudson vd., 2008). sSRAGE, RAGE’nin dolasimda
bulunan formudur ve dolasimdaki RAGE ile etkilesime giren diger ligandlar1 kendisine
baglayarak RAGE’ye baglanmalarin1 engeller. Bdylece RAGE reseptorlerini yarismali
olarak inhibe ederek inflamasyonu azaltir (Kallinich vd., 2010). RAGE ligandlarindan
S100A8/A9 FMF’de, S100A11 ise romatoid artritiste calisilmistir (Pepper vd., 2015; Cerezo
vd., 2017).

S100A12’nin 6zellikle periyodik ates sendromlari ile iligkili oldugu ileri siiriilmiistiir
(Kallinich vd., 2010). FMF’te S100A12 duizeylerinin arastirildig: iki adet ¢alisma literatiirde
mevcut olup bu caligmalardan birinde pediatrik hastalarda 6zellikle atak doneminde arttig1
gbzlemlenmis ve S100A12°nin hastalilk monitorizasyonunda biyobelirteg olarak
kullanilabilecegi one siirtilmiistiir (Kallinich vd., 2010). Stoler ve arkadaslarmin yapmis
oldugu diger bir ¢alismada ise M694V mutasyonlu FMF hastalarnda S100A12 diizeyinin
arttig1 gosterilmistir (Stoler vd., 2020).

Bununla birlikte yapilan literatiir taramalarinda FMF’de S100A12’nin ligand1 olan
RAGE ile iliskili caligmaya rastlanilmamistir. Ayn1 zamanda FMF’de sSRAGE'nin roliinii

inceleyen bir ¢alisma da mevcut degildir.

Bu calisma ile FMF hastalarinin hem atak hem de remisyon donemlerinde serum
S100A12 ve onun dolasimdaki reseptdrii olan SRAGE protein diizeyleri belirlenmistir. Daha
sonra bu proteinleri kodlayan S100A12 ve RAGE genlerinin ekspresyon seviyeleri tespit
edilerek sSRAGE’nin FMF patogenezindeki rolli arastirilmistir. Ayrica sSRAGE’nin S100A12
ve FMF’de rol aldigi bilinen diger inflamatuvar belirteclerden TNF-a, IL-1B, NF-«f3 ve AGE
ile nasil bir iligkisi oldugunun aydinlatilmas: hedeflenmistir. Bu yoniyle ¢alisma bu alandaki

ilk ¢alisma olup FMF patogenezinin anlasilmasina ve ¢alismadan elde edilen bulgularla



FMF’li hastalarin tedavilerinde uygulanacak protokollere dnemli katkilarin olabilecegi

disiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

Otoinflamatuvar hastaliklar (AID’s), dogal bagisiklik sisteminin anormal
aktivasyonu ile tetiklenen, T ve B lenfositlerinin temel gorevini yerine getiremedigi genetik
olarak heterojen bir sistemik inflamatuvar-romatizmal hastalik grubudur (Firestein vd.,
2016; West, 2014). insanlarda otoinflamatuvar hastaliklarm fizyolojik alt yapisini
aydinlatmaya yonelik arastirmalar devam etmektedir. Otoinflamatuvar hastaliklar
enfeksiyoz herhangi bir hastalikla ¢ok benzer belirtiler gostermekte, ancak inflamatuvar
yanitlardan sorumlu mikroorganizma bilinmemektedir. Otoinflamatuvar hastaliklarda klinik
olarak aktivasyon ve remisyonlar goriilmektedir. Erken taninin 6nemli oldugu bu hastalik
grubunda amiloidoz gelisme riski bulunmaktadir. Giniimiizde otoinflamatuvar hastaliklarin
mekanizmalarmin anlasilmasinda 6nemli gelismeler mevcut olmasina ragmen, yine de tani
ve tedavide guglikler halen devam etmektedir (Keskin, 2015). Otoinflamatuvar hastaliklar
bilinen bir uyar1 yokken, kontrolsiizce ortaya ¢ikan uzamis inflamasyon ve ates ataklariyla
karakterize hastaliklardir. Otoinflamatuvar hastaliklarda 6nemli klinik verilerden birisiatesin

yanisira benzer klinik bulgularin var oldugu tekrarlayan ataklardir (Sahin vd., 2017).

Dinya c¢apinda genellikle 1/1.000.000 sikliklarda olmakla birlikte her bir
otoinflamatuvar hastaligin gorilme sikligi farklidir. NLRP3-iligkili otoinflamatuvarhastalik,
TNF (Tumor Nekrozis Faktor) reseptorl ile iliskili periyodik ates sendromu (TRAPS),
NLRP12-iliskili otoinflamatuvar hastalik, mevalonat kinaz eksikligi (MKD) ve Ailevi
Akdeniz Atesi (Familial Mediterranean Fever, FMF) yaygin gorilen otoinflamatuvar
hastaliklar olarak bilinmektedir (Ben-Chetrit vd., 2018).

2.1. Ailesel Akdeniz Atesi Tanim, Tarihgesi ve Sikhig

[k olarak ates ve karin agris1 klinik bulgulariyla tanimlanarak “Siradisi Rekiirren
Peritonit” olarak adlandirilan FMF, Yahudi asilli 16 yasindaki hastada tespit edilmistir
(Adwan, 2015). Hastaliga ge¢gmisten glinimiize “Periyodik serozit, Ermeni hastaligi, Siegal,
Cattan, Mamou sendromu, Reimann hastaligi” gibi gesitli isimler verilmistir (Adwan, 2015).
Tiirkiye nin ilk FMF vakasi ise 1946 yilinda Abrevaya Marmarali tarafindan “Garip bir karin
agrist sendromu” seklinde adlandirilarak bildirilmistir (Marmarali, 1946). Daha sonra

yapilan arastirmalarda 1958 yilinda bu hastaliga ilk kez "Ailevi Akdeniz Atesi" tanimi



yapilmistir (Heller vd., 1958). Monogenik olan ve otozomal resesif kalitim gdsteren FMF,
ozellikle Akdeniz iilkelerindeki insanlarda goriilen en yaygin periyodik ates sendromudur
(Sonmez vd., 2016; Alghamdi 2017). Hastaligin Tiirklerde goriilme sikligi 1/1075 olarak
bildirilmektedir (Baskin ve Saatci, 2006).

Bununla birlikte Tirkiye’de tahmini 70,000-100,000 FMF hastas1 oldugu
bildirilmektedir (Yasar Bilge vd., 2019). Tiirkiye’nin ¢esitli bolgelerinde farkli dagilimlarla
goriilen FMF hastaligina, farkli etnik kokenlerin bulundugu ve ¢alismanin yapildig: sehir

olan Hatay ilinde de 6nemli oranlarda rastlanmaktadir.

2.2. Ailesel Akdeniz Atesi’nin Cografi Dagilim

Ailevi Akdeniz Atesi Tiirk, Yahudi ve Arap toplumlar1 gibi Dogu Akdeniz kokenli
toplumlarda ¢ok sik goriilmektedir (Ben-Chetrit E, ve Touitou 1., 2009). Bununla birlikte
Fransa, Almanya, Italya gibi Avrupa (lkelerinde ve Amerika’da da FMF vakalari
bildirilmistir (Eliakim M vd., 1981; Touitou I., 2001). Ermenistan’da yapilan bir ¢calismada
FMF siklig1 1/500 olarak bulunmustur (Sarkisian T vd., 2008). Urdiin, Liibnan ve Suriye
gibi Orta Dogu'daki diger Ulkelerde FMF ile ilgili bircok vaka vardir, ancak kesin yaygmligi
bilinmemektedir (Ben Chetrit E ve Touitou 1., 2009). FMF vakalar1 6zellikle Orta Dogu ve
Anadolu cografyasinda yaygin olarak goriilmiis olup tiim diinyaya da bu cografyalardan

yayilim gostermigtir.

Sekil 2.1. FMF’in diinya genelindeki yayilimi Siyah oklar giiniimiiz diinyasinda FMF yayilimini,

kirmuzi oklar antik dsSnemde MEFV gen mutasyonu yayilimini, sar1 oksa Ipek Yolu iizerinde FMF yayilimini
gostermektedir (Ben-Chetrit E, Touitou I, 2009).



2.3. Ailesel Akdeniz Atesi’nde Tam, Klinik Ozellikleri ve Tedavi

Ataklar halinde karm agrisi, eklem agrisi, artrit, ates sikayetleri olan ve akut batin
tablosu nedeni ile bircok kez acil operasyon 6ykiisii olan hastalarda FMF ayirici tanida
diistiniilmelidir. Hastanin ailesinde FMF olan bireyler var ise 6n tan1 kuvvetlenmelidir. Bu
sekilde aile Oykiisii olan ve klinik ataklar1 olan hastalarda FMF gen testi istenmelidir.
Genetik sonucu negatif veya tasiyici olarak gelen fakat belirgin FMF atak gibi semptomlari
ile aile Oykiisii olan hastalara kolsisin tedavisi uygulanmaktadir. Tedaviden fayda gérmesi
durumunda hastada negatif genetige ragmen FMF tanis1 kuvvetle diistiniiliir (Kii¢iik A vd.,
2014).

Hastaligin tanisinda Livneh ve Tel-Hashomer kriterleri 6nemlidir. Glintimizde FMF

tan1 kriterlerinden en sik kullanilan1 Tel Hashomer kriterleridir.

Cizelge 2.1. Tel Hashomer Kriterleri

Tel Hashomer kriterleri;

Major kriterler Minor kriterler
1) Poliserozit ile giden tekrarlayan 1) Yineleyen ates ataklar1*
ates ataklar1 2) Erizipel benzeri dokinti
2) Baska bir nedene baglanamayan 3) Birinci derece akrabada Ailesel
AA tipi amiloidoz Akdeniz Atesi varligi
3) Surekli kolsisin tedavisine iyi
yanit*

Kesin tani: iki major veya 1 major + iki minor kriter; muhtemel tan1 i¢in bir major* + bir

mindr kriter* varhig gerekebilir.




Cizelge 2.2. Livneh Kriterleri

Livneh ve arkadaslarimin tam Kriterleri;

Major Kriterler Mindr Kriterler
1) Peritonit 1) Gogiis ataklari
2) Plevrit / Perikardit 2) Aurtrit ataklar
3) Monoartrit (kalca, diz, ayak bilegi) 3) Egzersiz durumunda bacak agrisi
4) Ates 4) Kolsisine olumlu yanit
5) Abdominal ataklar

Destekleyici Kriterler
1) Aile 6ykisu
2) Etnik koken
3) 20 yas altinda semptomlarm gorilmesi
4) Atagin tipi;
- Yatak istirahati gerektirmesi
- Kendiliginden dizelmesi
- Belirtisiz donemler olmasi
- Laboratuvar bulgularmmdan (l6kosit sayimi, eritrosit sedimentasyon hizi,
fibrinojen testleri) herhangi birinde ya da birkaginda inflamatuvar yanit
gostergesi,
- Proteiniri/Hematdri

- Patolojik olarak dogrulanamayan apandisit 6ykusu

Kesin tani: 1 veya daha fazla major kriter veya 2 veya daha fazla minér kriter veya 1
mindr, 5 veya daha fazla destekleyici kriter veya 1 mindr kriter ile destekleyici kriterlerden

ilk 4 tanesinin varlig1 gerekmektedir (Livneh et al., 1997)

FMF’in tipik bulgular1 arasinda peritonit, sinovyal ataklar, erizipel benzeri eritem,
miyalji, perikardit ve aseptik menenjit bulunur. Amiloid A (AA) tipi amiloidoz, FMF'nin en
onemli uzun vadeli komplikasyonudur. Amiloidoz, kétii prognozlu hastaligm ciddi bir
belirtisidir. Bu belirti esas olarak bobrekleri ve gastrointestinal sistemi etkilemektedir.
Bununla birlikte karaciger, dalak, kalp, tiroid ve testis dokular1 da amiloidozdan etkilenebilir

(Ozdogan ve Ugurlu, 2017). FMF semptomlar1 genellikle hastalarin %65’inde ilk 10 yil



icerisinde, %90’inda yasamlarinin ilk 20 yili igerisinde ortaya ¢ikar (Tamir vd., 1999).
Hastaliga ait bulgulari gec¢ ortaya ¢iktig1 cocuklarda yillik atak sayis1 daha az gorilmektedir
(Ozdel vd., 2016). Hastaligin tipik bulgularindan olan tekrarlayan ataklar, 12-72 saat
icerisinde kendi kendini sinirlayarak tamamen duzelir. Yasam boyu slren bu hastalik
boyunca, bir hasta farkli atak bigcimleri gdsterebilir, ancak ¢ogu hasta her atakta ayni
semptomlar1 siklikla yasar (Aydin vd., 2017; Sénmez vd., 2019). FMF’in laboratuvar
bulgular1 ataklar sirasinda ortaya ¢ikan nonspesifik akut faz reaksiyonu ile iliskilidir. Akut
faz yanit1 olarak serum amiloid A (SAA), C-reaktif protein (CRP), fibrinojen miktari,
eritrosit sedimentasyon hizi (ESH) ve lokosit sayis1 artar (Baskin ve Saatci, 2006; Lidar vd.,
2007). Hastaligin tipik klinik belirtilerinin yan1 sira karin agrisma eslik eden kabizlik, ishal,
ince barsak obstruksiyonu, volvulus ve strangulasyon goriilebilir. Ayrica eklem tutlumu
(artrit ve atralji), bas agrisi, gogiis agrisi, skrotal inflamasyon, Henoch Schonlein Purpurasi
ve Poliarteritis Nodosa gibi atipik Klinik belirtilerle de seyredebildigi bildirilmektedir (Lidar
vd., 2007; Oztiirk vd., 2012; Sar1 vd., 2014).

FMF SEMPTOMLARI VE TUTULUM

Major Semptomlar Diger Semptomlar

Bas Agrisi

Ates %96

Plevrit %57 _ _ Perikardit

— Splenomegali

Amiloidoz %2 ——

Peritonit
%91

— Poliarterit Nodosa
Glomerulonefrit

Henoch Schonlein
%45
Artrit
Artralji

— Akut skrotum
Proteiniiri

Daginik Purpura

Erizipel Benzeri
Eritem %13

Sekil 2.2. FMF semptomlari ve tutulumu (Baskin E, 2006)



2.4.MEFV Geni ve Mutasyonlar

Hastaliktan sorumlu MEFV geninin 1997 yilinda FMF konsorsiyumu tarafindan 16.
kromozomun kisa kolunda (16p13.3) yer aldig: tespit edilmistir (The international FMF
Consortium, 1997; French FMF Consortium, 1997). MEFV geni 781 aminoasitlik bir protein
olan Pyrin/Marenostrin proteinini kodlamaktadir. "Pyrin" Uluslararast FMF Konsorsiyumu
tarafindan kullanilan isim olup Yunanca bir kelime olan ve "ates" anlamina gelir;
"Marenostrin" adi ise Fransiz FMF konsorsiyumu tarafindan verilmis olup Latince bir
kelime olan ve "bizim deniz" anlamna gelir (The International FMF Consortium, 1997;
French FMF Consortium, 1997). MEFV geninde 100’e yakin mutasyon saptanmistir. Bu
mutasyonlarin ¢cogu niikleotid yer degistirme mutasyonlar1 olup yiiksek oranda ekzon 10°da
toplanmistir. FMF’de en fazla rastlanan bes mutasyondan dordi sirasiyla ekzon 10 Uzerinde
yer alan M694V, M680I, V726A, M6941 ve ekzon 2 uizerinde yer alan E148Q’dur. 2005 y1li
Turk FMF Calisma Grubu verilerine gore Tiirkiye’de en sik rastlanan mutasyon M694V’dir
(Turkish FMF Study Group, 2005). Séylemezoglu vd., (2016) Tiirkiye’de 6 bdlge’den
(Marmara, i¢ Anadolu, Akdeniz, Ege, Giineydogu Anadolu, Dogu Anadolu, Kuzey
Anadolu) 500 gonallinin katildig: saglikli kisilerde yaptig1 populasyon ¢alismasinda MEFV
gen mutasyonunu %14,8 oraninda saptamislardir. Bu ¢alisma verilerine gore en sik rastlanan
mutasyonlar heterozigot M694V ve E148Q olarak bulunmustur (S6ylemezoglu vd., 2016).
Hatay’da yapilan bir ¢alismada ise bu mutasyonlara ek olarak daha 6nceden polimorfizm
olarak bilinen R202Q varyantmnin gorilme sikligi ve FMF semptomlar: ile iliskisi
degerlendirildiginde R202Q sik goriilen MEFV gen mutasyonlarindan biri olarak kabul
edilmistir (Arpact vd., 2021). Bununla beraber FMF hastalarinin yaklasik olarak %10-
20’sinde bilinen mutasyonlardan hicbiri saptanamamistir (Touitou, 2013). Bundan dolay1
FMF genotipi ile fenotip arasindaki iliski tamamiyla aydinlatilamamistir. Homozigot
M694V mutasyonunun en agir fenotiple iliskili oldugu bilinmektedir ve Hatay ilinde yapilan
on taramalarda romatoloji kliniklerine basvuran FMF hastalarmm en ¢ok M694V
mutasyonuna sahip oldugu bilinmektedir (Hatay Mustafa Kemal Universitesi T1p Fakiiltesi
Romatoloji Klinigi Kayitlari, 2020). M694V mutasyonu tasityan hasta bireylerde hastalik
baslangic1 daha erken yasta olup klinik seyri daha agirdir ve daha sik amiloidoz gézlemlenir
(Oztiirk vd., 2012).



16p13.3 Kromozom 16
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Sekil 2.3. MEFV geninin ve kodlanmis pyrin proteininin sematik gosterimi. MEFV geninde
bilinen 300'den fazla niikleotit varyantindan yalnizca hastalik fenotipleriyle acikea iliskili olanlar
gosterilmistir. En yaygin FMF ile iligkili mutasyonlar, B30.2 alanin1 (B30.2) kodlayan ekzon 10'da bulunur.
B30.2 alanindaki mutasyonlar otozomal resesif bir sekilde iletilme egilimindeyken, ekzon 2, 3 ve 5'teki

mutasyonlar daha siklikla otozomal dominant bir kalitim modeli sergiler (Schnappauf O. vd., 2019).

Cizelge 2.3. En yaygmm MEFV gen mutasyonlar1 (Alghamdi, 2017)

SIK EKZONLAR
GORULEN
1 2 3 4 5 6(7|8 9 10
VARYANTLAR
M694V *
V726A *
E167D M6801 *
PATOJENIK T267I M6941 *
R761H
A744S
1692del
ONEMI K695R
. E148Q | P369S F479L 1591T
BILINMEYEN . R202Q*
*: En sik rastlanan ve klinik seyri agir olan mutasyonlar
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2.5. Pyrin Proteini ve inflamasyonla iliskisi

FMF'nin patogenezinde MEFV geninde gorulen mutasyonlar sonucunda mutant
pyrin proteini sentezlenmektedir (Manukyan ve Aminov, 2016). FMF hastalarinda pyrin
mutasyonu sonucunda notrofil kemotaksisinde bozulma, serdz sivilar ve sinovyal yizeylerde
kontrol edilemeyen nétrofil aktivasyonu goriiliir ve bu durum artmis inflamasyona neden
olur (Erken ve Erken, 2017). Normal pyrin proteininin inflamasyonun diizenlenmesindeki
rolii bilinmesine ragmen mutant pyrin ile FMF’te ortaya ¢ikan artmis inflamasyon arasindaki
yolaklar tam olarak aydmlatilamamstir. Normalde pyrin proteini, dogustan gelen bagisiklik
sisteminde onemli bir role sahiptir ve Interlokin 1 beta (IL-1B) iiretimini diizenlemek igin
Kaspaz-1 ve diger inflamazom bilesenler ile etkilesime girer. Inflamazomlar, hem dogustan
gelen hem de kazanilmis bagisiklik sistemlerinde 6nemli bir rol oynayan ¢oklu protein
kompleksleridir. FMF ve diger otoinflamatuvar hastaliklarin patogenezinde rol oynayan en
onemli inflamazom, NLR (Nucleotide-Binding Domain Leucine-Rich Repeat Containing)
protein ailesinin bir tyesi olan ve pyrin domaini iceren NLRP3 (Pyrin Domain Containing
3)'tlir (Chae vd., 2011). Birgok farkli inflamatuvar uyaran tarafindan aktive edilen NLRP3,
yanit olarak IL-1B'nin aktivasyonuna ve inflamasyona yol acar. Normal pyrin proteininin
pro-kaspaz-1 aktivasyonunu baskiladig1 ve bu nedenle NLRP3 inflamasom aktivasyonunu

ve IL-1p tiretimini engelledigi diisiiniilmektedir (Campbell, 2016).

FMF'de; MEFV genindeki herhangi bir mutasyon sonucu ortaya ¢ikan mutant pyrin
proteini ile inflamasyon arasindaki iligkiyi a¢iklamaya yonelik olarak islev kazanimi (gain
of function) ve islev kayb1 (loss of function) olmak tizere iki hipotez ileri siiriilmiistiir. Islev
kazanimi1 hipotezine gére mutant pyrinin bir inflamasyon bileseni gibi davranarak
proinflamatuvar rol oynadigi, bunun sonucunda fonksiyon kazanarak daha fazla IL-1p
aktivasyonuna yol a¢tig1 diisiiniilmektedir (Alghamdi, 20017). Islev kayb (loss of function)
hipotezine gore ise, normalde IL-1p aktivasyonunu inhibe eden pyrin proteininin MEFV
genindeki mutasyon sonucunda inhibitér fonksiyonunu kaybederek inflamasyonu etkin
olarak baskilayamadigi 6ne stirtilmiistiir (Campbell, 2016). Hem islev kazanimi hem de islev
kayb1 hipotezinin her ikisinde de sonug¢ olarak IL-1p aktive olur ve basta niikleer faktor
kappa B (NF-«p) olmak Uzere proinflamatuvar sitokinlerin aktivasyonunu tetikler (Chae vd.,
2011; Assem Duisembekova, 2015).
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2.6. FMF Patogenezinde Rol Alan Onemli Sitokinler ve belirtecler

Sitokinler, inflamasyon mekanizmasinda akut faz proteinlerinin olusumunda rol alan
esas mediyatorlerdir. TNF-a, IL-6 ve IL-8 inflamasyonla iliskili baslica sitokinler olup FMF
patogenezinde IL-1p ile birlikte rol alirlar. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda FMF hastalarinda
bu sitokinlerin arttig1 gosterilmistir (Migita vd., 2015). FMF hastalarinda polimorf niiveli
notrofillerin (PMNL) inflamasyon alanlarina dogru toplandig bilinmektedir (Kolaczkowska
ve Kubes., 2013). Atak doneminde belirgin olmak Uzere remisyon ddneminde de
dolagimdaki PMNL lerin proinflamatuvar aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Molad vd.,
2004). Notrofillerden salman proinflamatuvar sitokinler arasinda inflamasyonda rol alan

S100 protein ailesi de yer almaktadir (Vogl vd., 1999; Holzinger vd., 2018).

2.6.1. Tumoér Nekroz Faktort Alfa (TNF-a)

Tumor nekroz faktor alfa (TNF-a), hiicre farklilasmasi, inflamasyon, bagisiklik ve
apoptozda cesitli fonksiyonlara sahip 30 reseptor ve 19 baglantili ligand iceren TNF siiper
ailesinin bir tyesidir (Lobito vd., 2011). Insanlarda 6. kromozomda bulunan TNF-a, hiicresel
aktivasyonu ve lokositlerin inflamatuvar bdlgelere gocuni destekleyen inflamatuvar bir
sitokindir (Grell vd., 1995). inflamasyonda énemli rollere sahip olan TNF-a baslica aktive
edilmis makrofajlarda olmak iizere monositler, T hiicreleri, mast hiicreleri, NK (natural
Killer) hiicreleri, keratinositler, fibroblastlar ve néron hiicreleri tarafindan salgilanir (Tracey
vd., 2008).

TNF-a, molekiiler agirligi 26 kDa olan bir transmembran Oncii protein (mTNFa)
olarak sentezlenir (Tracey vd., 2008). Daha sonra granulli endoplazmik retikulum, Golgi
kompleksi ve endozom yoluyla hiicre yizeyine tasmir (Stow vd., 2009). TNF-o doniistiiriicii
enzim (TACE) yarilmas ile hiicre i¢i sinyalizasyonda rol alan 17 kDa salgilanmis form
olusur (Hehlgans ve Minnel, 2002). Ilk olarak 1975'te makrofajlarda endotoksin kaynakl1
bir glikoprotein olarak tanimlanan ve daha sonra birden fazla hiicre tipinde her yerde
eksprese edildigi belirlenen TNF-o’nin molekiler etkileri hiicre zarinda yer alan iki
reseptoriinden (TNFR1 ve TNFR2) birine baglanarak gergeklesir (Carswell vd.,1975;
Aggarwall, 2003; Tracey vd., 2008). TNF-a 'nin reseptoriine baglanmasinin etkileri genistir;

adhezyon molekdllerinin ekspresyonunu artirir, diger sitokinlerin (IL-1 ve IL-6) ve
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kemokinlerin (RANTES, MIP-1) sentezini artirir, lokositleri aktive eder, regilator T
hlcrelerini inhibe eder, dokuyu degrade eden matriks metalloproteaz (MMP) Uretimini ve
ayrica apoptozu indikler (Hausmann, 2019). TACE yarilmasmin ardindan, membrana
baglanma, sinyal peptid peptidazlar1 (SPPL'ler) SPPL2a ve SPPL2b tarafindan proteolitik
olarak islenir. Bu boliinme ¢ekirdege translokasyon yapan ve 6zellikle IL ekspresyonunu ve
pro-inflamatuvar sitokin sinyallemesini indukleyen bir hiicre ici alan (ICD) uretir
(Friedmann vd., 2006). TACE, TNF salgilanmasint ve TNF reseptorlerinin islenmesini
diizenler, boylece hem ligand hem de reseptdre aracilik ederek hiicreye 6zel bir pro- veya

anti- inflamatuvar suregte rol oynar (Black vd., 1997).

TNF-a reseptorleri araciligiyla dogrudan NF-kf ve mitojenle iliskili protein kinaz
(MAPK) aktivasyonunu indiikleyerek; inflamasyon yolagmin aktivasyonuna yol agarak
inflamasyona neden olabilmektedir (Ledgerwood vd., 1999; Balkwill, 2006; Naudé vd.,
2011). FMF hastaliginda I6kositlerin inflamatuvar bolgelere go¢ ettigi bilinmektedir. TNF-
a ise inflamasyonda I6kositlerin inflamatuvar bolgelere gdcuni destekleyen bir sitokin
olarak bilinmektedir (Molad vd., 2004). TNF-a l6kosit aktivasyonu ile iliskili olup FMF teki
inflamasyonun siirdiiriillmesinde ve diger sitokinlerin salinimi siireglerinde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Bu nedenle TNF-a protein ve gen ekspresyon diizeylerinin arastirilmasi
onemlidir. Boylece FMF’te hem atak hem de remisyon doneminde tetiklenen TNF-a ile
basta FMF’deki rolii heniiz bilinmeyen sRAGE olmak tizere diger sitokinlerin protein ve gen
duzeyindeki iliskisi arastirilmistir. Bunun hastaligin patogenezinin anlasilmasma yonelik

onemli ipuglar1 verebilecegi diisiiniilmektedir.

2.6.2. Interlokin-1 Beta (IL-1p)

Interlokin-1 (I1L-1) ailesi, ¢ogu IL-1a, IL-1pB, IL-1 reseptor antagonisti (IL-1Ra), IL-
18, IL-36 ve IL-36 reseptor antagonisti dahil olmak iizere otoinflamatuvar hastaliklarda rol
oynayan birkag sitokinden olusur. Bu sitokinler, 6zellikle inflamasyonda bagisiklik
sisteminin islevi icin kritiktir. Interlokin-1 sitokinleri, Uretim, olgunlasma, reseptor
baglanmasi, reseptor sonrasi sinyallesme ve dogal olarak olusan inhibitorlerin varligi dahil
olmak {iizere cesitli seviyelerde siki bir sekilde diizenlenir (Garlanda vd., 2013; Palomo
2015). IL-1B, basta TNF-a ve IL-6 olmak Uzere diger inflamasyon aracilarmin

aktivasyonunu ve tretimini diizenlemek icin notrofiller ve diger I6kositler tizerine dogrudan
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etki eder (Dinarello, 2011; Veerdonk vd., 2011). FMF ile ilgili yapilan ¢alismalarda hastalik
durumunda IL-1B seviyelerinin arttigi ve inflamasyon ile dogrudan iliskili oldugu
bildirilmistir (Dinarello, 2011; Veerdonk vd., 2011). IL-1p, hem klinik olarak atesin ortaya
¢ikmasinda hem de C-reaktif protein ve serum amiloid A'nin artis1 ile giden akut faz tepkisini

olusumunda rol almaktadir.

FME’de IL-1p Uzerine ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir (Migita vd., 2015; Apostolidou
vd., 2016; Sharma vd., 2016) ancak FMF’de s100A12 ile iliskisi iizerine kisith sayida bilgi
mevcuttur. Ayrica IL-1f‘nin s100A12’nin ligandi olan sRAGE ile birlikte ele alindigi
calisgma mevcut degildir. Buna gore IL-1B, TNF-a ile diger sitokinler arasinda araci
mediyator olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Bu ¢alismada IL-1P protein ve gen ekspresyon
diizeylerinin tespit edilmesi FMF’deki inflamasyon diizeyinin hastalik siddeti ile iligkisinin
belirlenmesi agisindan 6nemli goriilmiistiir. Ayrica IL-1B ‘nin hastalik patogenezinde rol
alan ve TNF-a ile baslayan inflamasyon kaskadinda S100A12 ve SRAGE ile olasi iligkisinin

aydimlatilmas1 amac¢lanmastir.

2.6.3. Nukleer Faktor Kappa B (NF-kp)

Nukleer Faktor Kappa B (NF-kB), patojen karsilasmasi, inflamatuvar sitokinlerde
artig, serbest radikaller veya ultraviole (UV) isinlar gibi hiicresel strese neden olan faktorlere
kars1 aktive olan bir gesit transkripsiyon faktorudur. Tanimlanmis 5 farkli NF-xf proteinleri
mevcuttur. Bu proteinler p65 (RelA), RelB, cRel, p50 ve p52'dir (Gilmore, 2006). Bu
proteinlerin farkli kombinasyonlar1 sonucu, NF-kf3 transkripsiyonel bir aktivator olabilecegi
gibi, represor olarak da islev yapabilir. NF-xf aktive olmasi halinde periferal kan notrofil ve
monosit/makrofaj hiicrelerinde inflamatuvar yanitin olusmasinda, apoptozda ve hiicre
proliferasyonunda rol oynar. (Ichiyama vd., 2001; Castro vd., 2002). NF-xf bircok
proinflamatuvar sitokin ve kemokini kodlayan genlerin transkripsiyonundan sorumludur. Bu
efektdrlerin 6énemli bir erken hedefi vaskiler endotelyumdur. Vaskiler endotelyal
hicrelerdeki degisiklikler hem dolasimdaki l6kositleri aktive eder hem de onlara
vaskulattirden enfekte dokuya ¢ikmalari i¢in bir yol saglar. NF- «B, lokositlerin dolasimdan
enfeksiyon bdlgesine gocune izin veren hem Iokositlerde hem de endotel hicrelerinde

adhezyon molekdllerinin ekspresyonunu diizenler (Eck vd., 1993; Hayden vd., 2006).
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Hicrenin IL-1, TNF-a veya TLR sinyalleri gibi pro-inflamatuvar uyaranlar ile
uyarilmast sonucunda IkB kinaz (IKK) kompleksi aktive olur (Hayden ve Ghosh, 2004).
Aktive IKK kompleksi IkB proteinlerini fosforile ederek proteinleri hizli bir yikima sevk
eder. Bu geleneksel yolak genellikle NF-«f alt iinitelerinden p50 ve p65'i serbest birakarak
cekirdege yerlesir ve orada transkripsiyon faktorii gibi davranir. Bunun sonucunda IL-1,
TNF-a, CAMs ve IxBa gibi inflamatuvar sitokinler ile antiapoptotik molekllerin
ekspresyonunda artiga neden olur (Turner vd., 2014).

FMF’te goriilewn B30.2 mutasyonlarimi igeren pyrin varyantlari, normal pyrinden
daha fazla kesime ugrar. Bu durumda, N-terminali béliinmiis olan kisim, NF-xf'nin p65 alt
tinitesiyle etkilesime girerek 15-aa bZIP temel alan1 ve bitisik diziler araciligiyla IxB-a ile
etkileserek c¢ekirdege yerlesir. N-terminal kisimin p65 ile etkilesimi sonucunda p65'in
cekirdek icerisine girisi artmistir. FMF hastalarindan elde edilen 16kosit 6rneklerinde Pyrin
ve IkB-a kesim drtnlerinin, saglikli kontrollerle kiyaslandiginda 6nemli 6l¢lide arttig1 tespit
edilmistir (Chae vd., 2008). Buna gére NF-kf3’nin inflamatuvar siire¢lerde merkezi bir rol
oynamasi yaninda TNF-a ve IL-1f haricinde S100A12 ile salinimi artirilmaktadir.
Inflamasyon yolaginda S100A12 ile NF-«p iliskisi hakkinda bilgi mevcuttur (Hoffman vd.,
1999; Schmidt vd., 2001; Kessel vd., 2013). Ancak FMF’de S100A12- NF-kf iligkisine
yonelik ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle bu ¢alismada FMF’de NF-kf3’nin hastaligin
atak ve remisyon donemlerinde S100A12 ile iliskisinin aydinlatilmasi amaglanmis olup

hastaligin patogenezinde énemli bilgiler saglayacagi diistiniilmektedir.

2.6.4. Tleri Glikasyon Son Uriinleri (AGEs)

Ileri glikasyon son iiriinleri (AGE) 1912 yilinda Louis Camille Maillard tarafindan
“esmerlesme reaksiyonu” olarak tanimlan ileri glikasyon reaksiyonu sonucu ortaya ¢ikar.
AGE; heterojen bir bilesik olup kokenini lipidler, proteinler ve niikleik asitlerin serbest
amino gruplar ile indirgeyici sekerlerin karbonil gruplari arasindaki enzimatik olmayan
glikasyon reaksiyonundan alir (Parmaksiz, 2011). Bu reaksiyon molekiler diizeyde
degisiklikler meydana getiren yavas yavas ilerleyen karmagik bir reaksiyondur. AGE’ler,
esmerlesme reaksiyonu veren, fliloresans iireten ve proteinlerin ¢apraz baglanmasina yol
acan heterojen kompleklerdir (Demirel ve Yildiran, 2017). Fizyolojik kosullarda ortaya
cikan AGE’ler, matriste birikir. Organizmada biriken AGE’ler toksik etkiye yol acar.

15



AGE’ler hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 etkilere sahiptir. AGE’ler, Ekstraselliiler matriks
(ECM) ’te lipidler, kollajen, laminin, elastin ve vitronektin gibi bir¢cok farkli molekiil
iizerinde olusabilirler. ECM molekiilleri tizerinde olusan AGE’ler matriksin yapis1 iizerine
etki ederek matriks sertligini artirir (Verzijl vd., 2000; Kiling, 2011). Bunun yanisiraAGE’ler
ECM dretiminde artisa yol acar ve dontistiirticti bliyume faktort (TGF)-p reseptoruni hiicre
biytmesini uyarmak tzere aktive eder (Neeper vd., 1992). ileri glikasyonson drtnleri
organizmadaki dokulara ¢apraz baglanarak organizmanin kimyasal, fiziksel ve metabolik
yapisinda degisiklige neden olur (Raj vd., 2000). Alt endotelyum iizerinde yer alan AGE’ler
tek tabakali bir endotel hiicre boyunca monosit gocuni indiikler, bazalmembranlarda yer
alan AGE’ler ise monosit gogiinii inhibe eder ve “apoptaksis” i indiikler (Edelstein ve
Brownlee, 1992; Iwashima vd., 2000).

Transkripsiyon faktori NF-«xf3, MAP kinazlar ve adhezyon molekiilleri dahil olmak
uzere birgok hiicre igi sinyal molekiliuniin aktivasyonu, AGE nin reseptoriine baglanmasi ve
reseptor aktivasyonu ile gergeklesir. AGE reseptoriiniin (RAGE) devreye girmesi, NF-
KPp65'in de novo sentezi yoluyla NF-xB aktivasyonunu sirdirir, bdylece bu pro-

inflamatuvar transkripsiyon faktoriiniin siirekli biiyliyen havuzunu gelistirir (Bierhaus vd.,
2001)

NF-kB tarafindan dizenlenen hedef genler arasinda, adaptif ve dogustan gelen
bagisiklik sistemlerinin diizenleyicileri yer almaktadir (Bierhaus vd., 2005). RAGE'nin
kendisi de proksimal promotdriinde NF-«f icin fonksiyonel bir baglanma bdlgesi sergileyen
bir NF-xp tarafindan diizenlenen hedef gendir (Li ve Schmidt, 1997). RAGE ve NF-xf
arasindaki sinyallesme birbirine bagl oldugundan, bu sinyalin surddrdlmesini ve
yikseltilmesini saglar ve bdylece hicresel yanit1 sirddrdr. Surekli hiicresel yanit, daha sonra

kronik inflamasyona yol acar (Bierhaus vd., 2005).

FMF hastaliginda daha once AGE’ye dair herhangi bir ¢alisma mevcut degildir.
Dolayisiyla ¢aliymamizda hastaligin hem atak hem de remisyon déneminde AGE protein
dizeylerinin belirlenmesi 6nemlidir. Ayrica FMF’ten sorumlu hedef reseptor olabilecegi
digiiniilen RAGE’nin bir diger ligandi olan S100A12 ile AGE iliskisi RAGE
aktivasyonundan kaynaklanan kronik inflamasyonun feedback mekanizmasinin

anlagilmasinda da 6nem arz etmektedir.
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2.6.5. Tleri Glikasyon Son Uriinleri Reseptorii (RAGE)- Ileri Glikasyon Son Uriinleri
Cozundr Reseptort (SRAGE)

Ileri glikasyon son Urtinleri (AGES); basta RAGE olmak (izere, Class A, CD36, class
B tip 1, LOX-1, FEEL-1, FEEL-2 gibi ¢opcu reseptorler, AGE-R1 (oligosakkaril transferaz-
48), AGE-R2 (80 K-H fosfoprotein) ve AGE-R3 (Galektin-3) reseptorlerine baglanirlar.
Bahsi gecen reseptorler doku ya da dolasimda bulunan AGE’yi kendilerine baglayarak hiicre
icerisine alir ve ortamdan uzaklastirir. AGE’yi baglan reseptorler arasinda en ¢ok incelenen

RAGE’dir (Parmaksiz, 2011; Demirel ve Yildiran, 2017).

RAGE immiinoglobulin siiper ailesinde yer alan, ¢esitli ligandlarla etkilesime girme
yetenegine sahip transmembran proteindir (Neeper vd., 1992). insanda RAGE, 6.
Kromozomda yer alan majér doku-uyum kompleksi (MHC) sinif 111 bdlgesinde yer alan gen
tarafindan kodlanmaktadir (Sugaya vd., 1994). RAGE baslica bagisik yanit hicreleri,
mononiikleer fagositler, vaskuler endotel, monositler ve dendritik hiicrelerde bulunur (Lin
L. vd., 2009). RAGE ligandlar1 arasinda baslica AGE olmak lzere, S100 kalsiyum baglayic1
proteinler, fosfoditilserin, yuksek mobilite grubu protein B1 (HMGB-1), amiloid-y-protein,
Mac-1 yer alir. RAGE’nin ligandlar1 ile etkilesimi inflamasyon, proliferasyon, apoptoz,

otofaji ve migrasyonun da yer aldig1 bir¢ok hiicresel siireci aktive eder (Sugaya vd., 1994).

RAGE-ligand birlesmesi, hicreye 6zgl sinyallemeyi tetikler ve transkripsiyon
faktorii NF-xp aktivasyonuna yol acar. Bu durum, pro-inflamatuvar mediyatérlerin,
adhhezyon molekiillerinin siirekli olarak artmasima neden olur (Vazzana vd., 2009). Ayrica
RAGE’nin ligandlar1 ile etkilesimi p38 MAPK ve Rac/Cdc ile sinyalizasyonu tetikleyebilir.
RAGE sinyalizasyonunun ana hedefi NF-xf'dir. Cekirdekte translokasyona ugrayan NF-«f,
endotelin-1, ICAM-1, E-selectin ve doku faktdrl gibi bir dizi proteinin transkripsiyonunda
artiga neden olur. RAGE ligandlarindan AGE, HMGB-1 ve S100 proteinleri inflamatuvar
yollar1 tetikler (Soman vd., 2013).

RAGE ve sRAGE’yi aktive eden 6nemli proteinlerden bir tanesi S100Al12dir.
S100A12, RAGE baglayan protein (EN-RAGE) olarak da bilinir, ekstraseliiler olup
inflamatuvar sureclerin gelisimine katkida bulunur. Yapilan bir ¢alismada FMF hastaliginda
S100A12 dizeyinin arttig1 gosterilmistir (Kallinich vd., 2010).
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FMF hastaliginda daha 6nce RAGE veya sRAGE’ye dair herhangi bir caligma
mevcut degildir. Bu nedenle bu ¢alismada hastaligin hem atak hem de remisyon déneminde
bu reseptorlerin protein ve gen ekspresyon dlzeylerinin belirlenmesi patogenezin
aydmlatilmasi agisindan 6nemlidir. Ayrica FMF’ten sorumlu hedef reseptOr varliginin
tespitine dair yeni bilgiler Uretilebilecektir. Boylece FMF tedavisinde halen kullanilan
tedavilere alternatif yeni tedavi hedeflerinin belirlenmesine yonelik sonraki ¢aligmalara 1s1k

tutacaktir.

2.6.6. S100 Kalsiyum Baglayici Protein A12 (S100A12)

S100 proteinleri amonyum siilfatta %100 ¢ozlinebilen, kalsiyumu baglayan, 10-12
kDa agirliginda, asidik kiigiik, sitozolik proteinlerdir (Manolakis, 2010; Austermann vd.,
2018). S100 gen ailesi, kromozom 121 lzerinde yer alan en az 19 iyeye sahiptir, S100
protein ailesinin her biri ayr1 bir gen tarafindan kodlanir (Maletzki vd., 2012). Bu gen ailesi,
granlositler, makrofajlar, monositler ve inflamatuvar yanit, hiicre déngiist ve farklilasmada
rol oynayan endotel hiicreleri dahil olmak tizere kemik iligi kdkenli hiicrelerde agirlikli
olarak eksprese edilir (Roth vd., 2003). Kalsiyum baglanmasi S100 proteinlerini
konformasyonel degisiklige ugratir ve boylece kendilerine 6zgii ligand veya reseptorlere
baglanabilirler (Salman vd., 2020). S100 proteinleri kalsiyum homeostazi, inflamasyon,
proliferasyonu, fosforilasyonu, farklilasma, enerji metabolizmasi, apoptoz gibi g¢ogu
hicresel sureclerde rol oymaktadir (Chan vd., 2012). S100 proteinleri serum, idrar, sinovyal
stvilar ve serdz sivilar gibi ¢esitli viicut sivilarmin yani sira gaitada bulunur ve hastalik
aktivitesinin izlenmesinde belirte¢ olarak kullanilabilir (Foell ve Roth, 2003; Foell vd.,
2007). S100 proteinleri RAGE (Ileri glikozilasyon son iiriin reseptorii) veya TLR4 (Toll
benzeri reseptdr 4) aracili inflamasyonu tetikler (Vogl vd., 2007). RAGE ile etkilesime giren
S100 proteinleri NF-kfp yolagmi aktive ederek notrofil, monosit ve makrofaj taksisine yol
acan proinflamatuvar sitokinlerin sentezini indiikler (Gebhardt vd., 2008). inflamasyon ile
iliskili S100 proteinlerinden bazilart S100B, S100A4, S100A7, S100A8, S100A9, S100A11
ve S100A12°dir.

S100A12 proteini, diisiik molekiiler agirlikli kalsiyum baglayici proteinler ailesinin
o6nemli bir Gyesidir (Moroz vd., 2001). Calgranulin C, MRP6 veya EN-RAGE olarak da

bilinen S100A12, agirlikli olarak granulositler tarafindan salgilanan bir kalsiyum baglayici
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proinflamatuvar proteindir (Pietzsch ve Hoppmann, 2009). S100A12, insanlarda ilk kez
1995 yilinda Guignard ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanmistir ve daha sonra domuzlar,
kopekler ve inekler dahil olmak tizere diger memelilerde de tespit edilmistir (Guignard vd.,
1995; Yamashita vd, 1999; Heilmann vd., 2010). SI00A12 asidik bir proteindir ve NF-«kf3
yolagindaki ileri glikasyon son tiriinleri reseptorii (RAGE) i¢in ligand olarak islev goriir
(Morbini vd., 2006; Kikkawa vd., 2010).

S100A12 proteini, agirlikli olarak inflamasyonda rol alan notrofillerden tiretilir ve
inflamatuvar hiicre kemoatraktan etkilerini aktive eden vaskler endotelyal hiicre adhezyon
molekiillerinin ifadesi i¢in 6nemlidir (Roth vd., 2003). Ekstraseltler S100A12 proteini NF-
kB yolaginin aktivasyonuna yol acar ve basta TNF-a ve IL-1f gibi proinflamatuvar sitokinler
olmak Uzere interseliler adhezyon molekili-1 (ICAM-1) ve vaskiler hiicre adhezyon
proteini-1 (VCAM-1) gibi adhezyon molekdllerinin ekspresyonunda artisa neden olur.
Ekstraseliler S100A12’nin artrit, vaskiilit vb inflamatuvar hastaliklar ve enfeksiyonlarla
iligkili oldugu ifade edilmistir (Foell vd., 2007). S100A12 diizeyi diyabetli hastalarda artmis
ve kardiyovaskiiler hastalik gelisme riski ile iliskili bulunmustur. Periyodik ates sendromlu
hastalarda da S100A12 duzeyinin arttigi bildirilmistir. S100A12’nin otoinflamatuvar
hastaliklarin subklinik aktivitesinin degerlendirilmesinde nétrofil sayisi, fibrinojen, C-
reaktif protein (CRP) ve ESR gibi diger inflamatuvar belirteglerle kiyaslandiginda daha
hassas oldugu 6ne siiriilmiistiir (Xia vd., 2018). Ancak FMF hastaligindaki roliine yonelik
literatlrdeki calismalar smirli olup SRAGE ile birlikte incelendigi bir c¢alismaya
rastlanmamistir. Bu nedenle yapilan bu ¢alismada FMF hastaliginin hem atak ve hem de
remisyon doénemlerinde S100A12 ve onun reseptéri olan sSRAGE’nin gen ve protein
dizeyinde birlikte incelenmesi hastaligin patogenezine ilave bilgiler saglayacagi

diistiniilmiistiir.

Bu ¢aligma ile belirtilen amag ve hedefler dogrultusunda FMF hastaliginda atak ve

remisyon donemlerinde meydana gelecek degisiklikler molekler dizeyde incelenmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma YOK 100/2000 Doktora Projesi kapsaminda Yiiksekdgretim Kurulu
tarafindan belirlenmis Gen tedavisi ve Genom Caligmalar1 alaninda Doktora Tezi olarak
yapilmis olup 1002- Hizl1 Destek projeleri kapsaminda 121S193 numarali ¢aligma olarak
TUBITAK tarafindan desteklenmistir. Mevcut calisma, Dlnya Tip Birligi Helsinki
Bildirgesi’ne uygun olarak diizenlenmistir. Calisma protokoll igin 01/10/2020 tarihli Hatay
Mustafa Kemal Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu onay1 alinmistir (Karar no:11).
Calismaya dahil olan bireylerden aydinlatilmis onam formu alinmis ve hastalarin yas,
cinsiyet gibi demografik verileri kaydedilmistir. Bu ¢alismaya; Hatay Mustafa Kemal
Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi Romatoloji Poliklinigi’ne basvuran
ve FMF tanisiyla takip edilen M694V mutasyonuna sahip 60 hasta ile bu hastalarla yas ve
cinsiyet uyumlu olan 30 kisi kontrol grubu olarak dahil edilmistir. FMF hastalar1 30 kisi
ataksiz, 30 kisi atakli hasta olmak iizere iki gruba ayrilmistir. Kontrol grubu aktif/kronik
enfeksiyoz veya inflamatuvar hastaligi, romatolojik hastaligi, hipertansiyon, diyabet ve kalp
hastalig1 ile bilinen baska bir kronik hastaligi olmayan 18 yas iistii saglikli bireylerden

olusturulmustur.

3.1. Kan Orneklerinin Toplanmasi

Ornekler Hatay Mustafa Kemal Universitesi Saghk Uygulama ve Arastirma
Hastanesi’nde atak sirasinda ve remisyon déneminde antikoagllan olarak EDTA ve sitrat
iceren tiiplerle diiz jelli biyokimya tiiplerine kan 6rnekleri ayr1 ayr1 alimmistir. Biyokimya
tiplerine alinan 6rnekler 20 dakika pihtilasma icin bekletilmistir. Sonrasinda 1500 xg’de 10
dakika sureyle santrifiij edilerek ayrilan serumlar porsiyonlanip -80 °C’de analizler yapilana
kadar saklanmigtir. Yaklasik 4 ml hacminde EDTA’l1 tiiplere alinan kan numuneleri soguk
zincirde laboratuvara getirilerek +4 °C’de 3000 xg’de 10 dk santrifiuj edilmistir.
Numunelerdeki plazma fazi 1,5 ml hacimli steril niikleaz icermeyen tiiplere almarak hedef

proteinlerin analizlerinde kullanilmak Uzere -80 °C’de muhafaza edilmistir.
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3.2. Tam Kandan Polimorf Nuveli Lokosit (PMNL) Eldesi

Tiiplerdeki 16kosit kismi Red Blood Cell Lysis Buffer’a muamele edildikten sonra
1,5 ml hacimli tlplere alinarak Uzerine yaklastk 1 ml TRI-Reagent (Thermo Fisher
Scientific, Cat No:15596018, Hollanda) eklenerek homojenize edilmistir. Ornekler total
RNA izolasyonu yapilincaya kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.

3.3. Biyokimyasal parametreler

Elde edilen plazma ¢rneklerinden TNF-a, IL-1B, NF-xp, AGE, SRAGE ve S100A12
diizeyleri Hatay Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
ELISA Laboratuvar’'nda ELISA yontemiyle (Thermo Fisher Scientific Multiscan Go,
Finlandiya) cihazi araciligiyla ¢alisilmistir. Serum drneklerinde ise Serum Amiloid A duzeyi
Ozel Avicenna Laboratuvar1 Ankara’da immiinfloresan yontemle calisilmistir. Hatay
Mustafa Kemal Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi Merkez Biyokimya
Laboratuvari’nda CRP diizeyleri nefelometrik olarak (Siemens BN II, Germany), albiimin,
total protein, Ure ve kreatinin diizeyleri ise spektrofotometrik olarak otoanalizorde (Siemens
Advia 1800, Japonya) ol¢iilmiistiir. Hemogram parametreleri otomatik tam kan sayim
cihazinda (Mindray BC6800, Almanya), sitrathh tlplere alman 6rneklerde fibrinojen
duzeyleri ise koagulasyon cihazinda (Stago Compact Max, Fransa) 6rnekler alindiktan sonra

iki saat i¢erisinde Olgiilmiistiir.

3.3.1. ELISA Yontemi ile Olguilen Parametreler

ELISA yontemiyle 6lctlen parametreler icin Thermo Fisher Scientific Multiscan Go,
Finlandiya cihaz1 ve protokollerde yer alan yikama asamalar1 igin yikayici (Thermo

Scientific, Finlandiya) cihazi kullanilmistr.

TNF-a tayini igin sandvi¢ ELISA yontemi ile ¢alisan (FINETEST Human HS-TNF-a (High
sensitive Tumor Necrosis Factor Alpha) Accquant® ELISA Kit, Cat. No: AQ-H0302-B)
marka ticari kit kullanilmistir. Optik dansite 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak

Ol¢lilmiistiir. Konsantrasyonlar 4PL (four parameter logistic curve) kalibrasyon egrisi
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kullanilarak hesaplanmistir. Sonuglar pg/mL olarak ifade edilmistir. Analiz aralig1 3,1-200
pg/mL ve hassasiyet 1,875 pg/mL olarak tespit edilmistir. Presizyon, intra-assay CV<%8,
inter-assay CV<%10’ tir.

IL-1p tayini i¢in sandvi¢c ELISA yontemi ile ¢alisan (ELABSCIENCE, Human IL-1pB
ELISA Kit, Cat. No: E-EL-H0149) ticari kit kullanilmistir. Kit protokolleri dogrultusunda
elde edilen sonuclar 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak o&lgiilmiistiir.
Konsantrasyonlar 4PL (four parameter logistic curve) kalibrasyon egrisi kullanilarak
hesaplanmistir. Sonuglar pg/mL olarak ifade edilmistir. Analiz aralig1 7,81-500 pg/mL ve
hassasiyet 4,69 pg/mL’dir. Tekrarlanabilirlik CV <%10’ tir.

NF-kp tayini icin sandvi¢ ELISA ydntemi ile ¢alisan (FINETEST Human NF«xB(Nuclear
Factor Kappa B) ELISA Kit, Cat. No: EH3422) marka ticari kit kullanilmistir. Optik dansite
450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak dl¢iilmiistiir. Konsantrasyonlar 4PL (four
parameter logistic curve) kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplanmistir. Sonuglar ng/mL
olarak ifade edilmistir. Analiz araligi 0,313-20 ng/mL ve hassasiyet 0,188 ng/mL’dir.

Presizyon, intra-assay CV<%8, inter-assay CV<%10’ tir.

AGE tayini i¢in sandvi¢ ELISA ydntemi ile ¢alisan (MYBIOSOURCE Human Advanced
Glycation End Products ELISA Kit, Cat. No: MBS160614) marka ticari kit kullanilmistir.
Optik dansite 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak olglilmiistiir.
Konsantrasyonlar 4PL (four parameter logistic curve) kalibrasyon egrisi kullanilarak
hesaplanmistir. Sonucglar ng/L olarak ifade edilmistir. Analiz araligi 10-4000 ng/L ve
hassasiyet 5.23 ng/L’dir. Presizyon, intra-assay CV<%8, inter-assay CV<%10’ tir.

SRAGE tayini icin sandvi¢ ELISA ydntemi ile calisan (MYBIOSOURCE Human sRAGE
(Soluble Receptor for Advanced Glycation End Product) ELISA Kit, Cat. No: MBS766075)
marka ticari Kit kullanilmistir. Optik dansite 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
Olgtilmiistiir. Konsantrasyonlar 4PL (four parameter logistic curve) kalibrasyon egrisi
kullanilarak hesaplanmistir. Sonuglar pg/mL olarak ifade edilmistir. Analiz araligi 31,25-
2000pg/mL ve hassasiyet 18,75pg/mL’dir. Presizyon, intra-assay CV<%8, inter-assay
CV<%10’ tir.
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S100A12 tayini icin sandvi¢ ELISA yontemi ile ¢alisan (MYBIOSOURCE Human S100
Calcium Binding Protein A12 ELISA Kit, Cat. No: MBS165388) marka ticari Kit
kullanilmistir. Optik dansite 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak ol¢tilmiistiir.
Konsantrasyonlar 4PL (four parameter logistic curve) kalibrasyon egrisi kullanilarak
hesaplanmistir. Sonuglar ng/mL olarak ifade edilmistir. Analiz araligir 10-3800 ng/mL ve
hassasiyet 5,19ng/mL’dir. Presizyon, intra-assay CV<%S8, inter-assay CV<%10’ tir.

Serum Amiloid A duzeyleri Ozel Avicenna Merkezi Laboratuvari Ankara’da
immiinfloresan yontemle dl¢iilmiistiir. Sonuclar mg/L olarak ifade edilmistir, Kadin/Erkek,

1-120 yas referans aralik 1-10 mg/L’dir.

3.4. Lokositten Total RNA Izolasyonu

Lokositten Total RNA izolasyonu modifiye edilmis Trizol ydntemine gore
yapilmistir (Rio vd., 2010). Bu amacla -80 °C’den g¢ikarilan Ornekler oda sicakligina
geldikten sonra kloroform, izopropil alkol adimlarindan gegirilerek drneklerden RNA peleti
elde edilmistir. Elde edilen RNA peletler %70’lik ve %99’luk etil alkol ile yikama ve
¢oktiirme asamalarindan sonra oda 1sisinda 10 dk kurutulmaya birakilmistir. izolasyon
sonrasi olusan peletler buyukluklerine gore 30-100 pl nikleaz icermeyen su ile
sulandirilmigtir. Daha sonra 6rneklerin saflik ve konsantrasyon degerleri niikleik asit dlger
(Merinton, SMA-1000 UV Spectrophotometer) ile belirlenerek uygun saflik ve
konsantrasyona sahip drnekler %1°lik agaroz jel elektroforezinde 28S ve 18S rRNA bantlari

Uzerinden butdnlik ve kalite kontrolline tabi tutulmustur (100V ve 25 dk).

3.5. cDNA Sentezi ve Gen Ekspresyon Analizleri

Uygun saflik, konsantrasyon ve kalitede oldugu belirlenen ornekler ¢cDNA’ya
dontistirilmiistiir. cDNA doniisiimii 6ncesi 6rnekler olasi genomik DNA kontaminasyonuna
kars1 DNaz (DNase I, RNase free, ThermoFischer Scientific, USA Cat. No: EN0521) ile
muamele edilmistir. Daha sonra High Capacity cDNA kiti (Thermo Scientific, USA)
araciligiyla cDNA sentezi gerceklestirilmistir. Thermal cycler’da (Bio-Rad T100, USA)
cDNA sentez protokolii 10 dk 25 °C’de, 120 dk 37 °C’de ve 5 dk 85 °C’de olacak sekilde
ayarlanmistir. CDNA sentezi sonras1 6rneklerin hacimleri niikleaz icermeyen su ile 200 pl’ye

tamamlanarak gen ekspresyon analizleri yapilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.
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3.6. Real Time PCR (RT-gPCR) ile Gen Ekspresyonu Analizi

Inflamasyonda goérevli TNF-a, IL-1p ve NF-xB genleri ile diger hedef genler
S100A12 ve RAGE gen ekspresyon dizeyleri RT-gPCR araciligiyla belirlenmistir
(Rotorgene Q, Qiagen, ABD). RT-qPCR protokolii 95 °C’de 10 dakikalik denatiirasyon
sonras1 95 °C’de 15 saniye, 60 °C’de 60 saniye, 72 °C’de 30 saniye ve 40 siklus olacak
sekilde diizenlenmistir. Internal kontrol olarak GAPDH (Gliseraldehid 3-Fosfat
Dehidrogenaz) housekeeping geni kullanilmistir. Biitiin 6rneklerden duplike ¢aligilmustir.
Ilgili genlerin amplifikasyonu icin SYBR Green boya igeren kit (Power SYBR Green PCR
Master Mix, ThermoFisher Scientific, USA) kullanilmistir. Primerler Primer-BLAST
(NCBI) ve Primer3Plus araciligiyla kontrol edildikten sonra kullanilmistir (Cizelge 3.1).
Real Time PCR reaksiyonu sonrasi olusan tiriinlerin kontrolii ise %1,5’luk agaroz jelde 50

bp ladder kullanilarak yapilmuistir.

Cizelge 3.1. Amplifikasyonu yapilan genlerin Forward ve Reverse Dizileri

GEN FORWARD REVERSE KAYNAK
GAPDH 5*-TGCACCACCAACTGCTTAGC-3’ 5°-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3’ Hruz vd., 2011
TNFa 5°-AGAACTCACTGGGGCCTACA-3’ 5°-GCTCCGTGTCTCAAGGAAGT-3’ *
IL-1B 5’ TGATGGCTTATTACAGTGGCAATG-3* | 5-GTAGTGGTGGTCGGAGATTCG -3’ Zhang vd., 2020
NEKB1 5’-AAAGACACATCCGGACCTCG-3’ 5’ TGTAAGAGTTCCCCTCCGGT-3’ *
S100A12 5’-CACATTCCTGTGCATTGAGG-3’ 5’ TGCAAGCTCCTTTGTAAGCA-3’ Hou vd., 2015
RAGE Crabtree vd., 2008
(AGER) 5*-GACTCTTAGCTGGCACTTGGAT-3’ 5’-GGACTTCACAGGTCAGGGTTAC-3’

*: Calisma eKibi tarafindan tasarlanmustir.

3.7. istatistiksel analiz

Calismanm temel hipotezleri dikkate alinarak yeterli giicte minimum 6rneklem

biiytikligiiniin belirlenebilmesi icin ilk etapta literatlr taramasi yapilmistir. Caligma
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oncesinde gerekli minimum Orneklem biyiikliigiiniin belirlenmesi igin literatiirlerden de
yararlanilarak; tip 1 hata olasiligi (a) = 0.05, gi¢ (1-B) = 0.80 kriterleri kullanilarak,
biyokimyasal parametrelerin, gen ve protein ekspresyon seviyelerinin {i¢ grup arasindaki
farkliliginin degerlendirilecegi arastirma diizeninde etki biiytikligl (f)=0.35 kabul edilmek
uzere, toplamda minimum 84 kisinin ¢aligmada yer almasinin uygun olacagi hesaplanmistir.
Gug analizinin yapilmasinda PASS 11 ve G*Power Version 3.1.9.2 istatistik
programlarindan yararlanilmistir (Faul vd., 2007; Faul vd, 2009, Hintze 2011).

Onemlilik testlerine gegilmeden dnce degiskenler, normallik yoniinden Kolmogorov-
Smirnov testi, varyanslarin homojenligi yoniinden Levene testi ile incelendi. Nicel
degiskenler i¢in tanimlayici istatistikler “Aritmetik ortalama + Standart sapma” ve “Medyan
(Minimum-Maksimum” seklinde gosterilmistir. Nitel degiskenlerde ise tanimlayici
istatistikler “Frekans-Yiizde” seklinde verilmistir. Calismada Olciilen biyokimyasal
parametrelerin ve protein seviyelerinin farkliliginin belirlenmesinde parametrik varsayimlari
saglayanlar i¢in Varyans analizinden, parametrik test varsayimlarini saglamayanlar icin
Kruskal-Wallis testinden yararlanilmistir. Gruplar arasi farkliligin anlamli bulundugu
parametreler igin ileri asama (Post-hoc) testi olarak parametrik test varsayimlarini
saglayanlarda Duncan testi, saglamayanlarda Bonferroni diizeltmeli Mann- Whitney U testi
kullanilmistir. Gen ekspresyonu hesaplamalarinda 2-AACt yonteminden yararlanilmig ve
sonugclar kat degisimi olarak ifade edilmistir (Livak ve Schmittgen, 2001). Calismada 6lcllen
genlerin ekspresyon seviyeleri, protein seviyeleri ile inflamatuvar belirtecler, bazi
biyokimyasal ve hemogram parametreleri arasindaki iliski Spearman korelasyon katsayisi
kullanilarak belirlenmistir. Tiim istatistiksel analizler IBM SPSS 23.0 istatistik paket
programu ile gergeklestirildi. Ayrica, tlim istatistiksel analizler p<0.05 kriteridikkate alinarak

degerlendirilmistir.
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4.1. Protein Duzeyleri Bulgular

4. BULGULAR

Plazma orneklerinden ELISA yontemi ile calisilan bazi proteinler gizelge 4.1°de

gosterilmistir. Plazma TNF-a seviyelerinin 50,49+85,29 pg/mL ile en yiiksek atak grubunda

oldugu gorilmistiir (p<0,05). IL-1p plazma protein seviyesi 219,26+99,89 pg/mL ile en

yuksek remisyon grubunda belirlenmistir (p<0,05). NF-xp ve AGE protein dizeyleri

bakimindan gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmazken, sSRAGE (126,47+80,60 pg/mL)
ve S100A12 (844,17+431,97 ng/mL) atak grubunda anlaml1 derecede yiiksek bulunmustur

(p<0,05).

Cizelge 4.1. Kontrol ve hasta gruplarin IL-1p, TNF-a, NF-kp, AGE, sRAGE, S100A12
protein diizeylerinin karsilastirilmasi

KONTROL ;
GRUBU B SO ATAK GRUBU
GRUBU
OrtalamatSS OrtalamatSS p
; OrtalamazSS .
Ortanca(min- . Ortanca(min-maks)
Ortanca (min-maks)
maks)
12,09+9,65° 13,01+10,76° 50,49+85,29° 0049
TNF-a 7,03(1,92-33,82) 8,16(0,57-36,60) 13,14(3,63-340,59)
155,00+45,22 219,26+99,89° 200,46+80,83% 0036
IL-1B | 155 13(76,02-244,60) | 207,57(73,17-457,64) |  179,94(107,24-393,07)
0,85+0,20 0,910,40 1,46+1,21 0282
NF-xp 0,83(0,49-1,22) 0,82(0,46-1,99) 0,94(0,46-4,62)
410,76+189,14 469,77+219,03 533,45+336,23 0309
AGE | 343 07(160,22-986,19) | 437,14(275,17-1141,47) |  466,28(188,45-1719,70)
73,942+ 15,56° 101,86+70,26% 126,47+80,60° 0015
* ]
SRAGE™ | 74 26(40,16-118,45) |  79,27(44,74-373,03) 95,23(33,62-342,02)
261,60+43,59° 274,71+78,56° 844,17+431,97° <0.001
S100A12 | 960 74(188,31-328,44) | 253,85(183,33-456,85) | 797,51(331,69-1863,52)

p<0,05 anlamli kabul edilmistir.
(En blylk ortalamaya sahip olan “’a’’, a’dan farkli olan “’b’’ a ve b ile farklilik gdstermeyen “’ab’’ olarak
harflendirilmistir) *Ile isaretlenmis ifadelerin karsilastiriimas ortalamaya gore yapilmistir, diger parametreler
ortancaya gore karsilagtirilmistir
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4.2. Hemogram Parametreleri Bulgular
Bazi hemogram parametreleri ¢izelge 4.2’de verilmistir. WBC ve Notrofil yiizdesi

(N6t %) sirastyla 8,52+3,05 (1073/uL) ve 68,7848,96 (%) olmak iizere en yiiksek atak
grubundadir (p<0,05). Monosit ve bazofil ylizdelerinde gruplar arasinda anlamli bir fark
goriilmemistir. Bunun yani sira lenfosit ve eozinofil yiizdeleri sirastyla 23,6048,08 (%) ve

1,33+1,18 (%) olmak (izere atak grubunda anlamli derecede azalmis bulunmustur (p<0,05).

Cizelge 4.2. Kontrol ve hasta gruplarin hemogram parametrelerinin karsilastirilmasi

KONTROL REMIiSYON
ATAK GRUBU
GRUBU GRUEY OrtalamazSS p
Ortalama+SS Ortalama+SS Ortanca(min-max)
Ortanca(min-max) | Ortanca(min-max)
ab b a
WBC* 7,53+1,89 6,43+1,72 8,52+3,05 0,007
(1073/uL) 7,63(4,38-10,86) 6,00(3,67-10,95) 7,75(3,44-17,78)
59,386,38° 59,46+7,69° 68,788,96° 0.000
Not %6* 60,00(42,70-76,30) 59,55(36,70-73,60) 68,35(52,20-88,90)
5,65+1,25 6,32+1,23 5,91+1,78 0.260
Mon %™ 5,50(3,5-8,20) 6,40(4,30-9,40) 5,35(3,10-10,80) ’
34,55+9,742 31,68+7,27 23,60+8,08° 0.000
Lenfo % 32,30(14,60-63,90) 30,80(19,30-54,40) 24,15(6,80-41,10)
2,361,857 2,12+1,25° 1,33+1,18° 0.008
Eos% 1,70(0,60-8,30) 1,90(0,60-5,10) 1,20(0,10-5,80)
0,47+0,25 0,50+0,28 0,38+0,26 0.158
Bas% 0,40(0,10-1,00) 0,40(0,20-1,10) 0,30(0,20-1,40)

p<0,05 anlamli kabul edilmistir.

(En biiyiik ortalamaya sahip olan “’a’’, a’dan farkli olan “’b’” a ve b ile farklilik géstermeyen ’ab’’ olarak
harflendirilmistir). WBC: White blood cell; Not: Notrofil; Mon: Monosit; Lenfo: Lenfosit; Eos: Eozinofil; Bas:
Bazofil

* {le isaretlenmis ifadelerin karsilastirilmas: ortalamaya gore yapilmistir, diger parametreler ortancaya gore
karsilastirilmastir.
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4.3. Biyokimyasal Parametrelere Ait Bulgular

Kontrol ve hasta gruplarina ait bazi biyokimyasal parametreler cizelge 4.3°te
gosterilmigtir. Serum amiloid A protein diizeyleri hem remisyon hem atak grupta kontrole
kiyasla anlamli derecede yuksek bulunmustur (p<0,05); sirasiyla 54,94+80,06 ve
82,32+73,20 mg/L olarak belirlenmistir. CRP seviyeleri atak grupta en yiiksek degere sahip
olup (56,64+69,13 mg/L, p<0,05) hem kontrol hem de remisyon gruba gére anlamli derecede
farkli bulunmustur. Kontrol ve remisyon gruplar1 arasinda ise CRP agisindan anlamli fark
yoktur. Total protein, Ure ve kreatinin dizeylerinde gruplar arasinda anlamli bir fark
goriilmemistir. Albumin seviyeleri 4,79+0,24 (g/dL) ile en yuksek remisyon grubunda
gozlemlenirken atak grubu kontrol ve remisyon grubundan farksizdir. Fibrinojen diizeyleri
atak grubunda anlamli derecede (p<0,05) artmis (476,62+£169,77) bulunurken remisyon

grubunda degisim goriilmemistir.

Cizelge 4.3 Kontrol ve hasta gruplarin biyokimya parametrelerinin karsilastirilmasi

GRUBU GRUBU
OrtalamazSS p
Ortalama+SS Ortalama+SS Ortanca(min-max)
Ortanca(min-max) Ortanca(min-max)
A%ﬁlré‘irg A 5 67+3 62" 54,94+80,06° 82,32+73,20° 0.000
(mg/L) 4,56(1,85-14,31) 19,90(1,00-260,10) 61,75(0,68-229,40) '
CRP 1,11i0,77b 8,35116,32b 56,64+69,13% 0.000
(mg/L) 0,93(0,18-3,31) 1,69(0,28-76,50) 21,90(3,43-204,00) :
Albumin* 4,56£0,25° 4,79+0,24° 4,70+0,32%
(g/dL) 4,60(4,10-5,10) 4,75(4,50-5,40) 4,75(3,90-5,20) | 0,012
Total Prot* 7,08+0,36 7,130,44 7,07+0,63 0.872
(g/dL) 7,00(6,40-7,70) 7,15(5,90-7,90) 7,05(5,60-8,30) ’
Ure* 11,04+2,99 11,87+4,35 9,92+2,80 0.132
(mg/dL) 10,00(6,00-18,00) 10,00(4,60-23,00) 10,00(5,00-15,00) ’
Kreatinin 0,72+0,15 0,71+0,14 0,65+0,14 0063
(mg/dL) 0,70(0,49-1,06) 0,68(0,52-0,95) 0,59(0,46-0,91) ’
Fibrinojen* 303,12+42,62° 360,32+94,31°
: ' ' ' 476,62+169,77° 0,000
(mg/dL) | 303,00(235,00-402,00) | 350,00(236,00-643,00) 439,00(243,00-
Glikoz o8 080?65763333 00 97,65+44,92 90,88+12,61 0.622
(mg/dL) ’ ' ' 87,00(55,00-290,00) 90,00(73,00-130,00) ’

p<0,05 anlamli kabul edilmistir. En biyiik ortalamaya sahip olan ¢’a’’, a’dan farkli olan <’b’” a ve b ile farklilik
glstermeyen “’ab’’ olarak harflendirilmistir).

* [le isaretlenmis ifadelerin karsilastirilmas: ortalamaya gore yapilmistir, diger parametreler ortancaya gore
karsilastiriinstr.
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Remisyon ve atak gruplarmna ait protein sonuglar1 arasindaki iligki ¢izelge 4.4’te
verilmistir. Protein seviyeleri arasindaki iliski incelendiginde IL1p ile AGE arasinda pozitif
(r:0,288"; p<0,05), IL1p ile NF-kp arasinda negatif (r:-0,314"; p<0,05), korelasyon oldugu
goriilmiistiir. Bunun yan1 sira sSRAGE ile TNF-a arasinda pozitif korelasyon (r: 0,395

p<0,05) gorilmiistiir.

Sadece atak grubu kendi i¢inde degerlendirildiginde ise sadece SRAGE ile TNF-a
arasinda pozitif korelasyon (r: 0,395" p<0,05) goriilmiistiir (Cizelge 4.4.).

Cizelge 4.4. Hasta gruplarda protein seviyeleri arasindaki iligki

Rﬁ?r':f’:s';gﬁgfu ILIp | AGE | S100A12 | SRAGE | TNF-a | NF-«p
IL1B 1 0,293 0,006 | -0,128 | -0119 | -0,287
=1 AGE 1 0,033 | 0121 | 0156 | 0,005
5 S100A12 1 0,005 | 0057 | 0280
§_ SRAGE 1 -0,202 | 0,046
= TNF-o 1 0,126
° NF-kp 1
KAotriTag/:)L:ﬁ;r IL1p AGE | S100A12 | SRAGE | TNF-a | NF-«p
0 IL1B 1 0338 | -0264 | 0292 | 0220 | -0,296
5 AGE 1 0,218 | -0,114 | 0215 | -0,066
§ S100A12 1 0,305 | 0051 | 0,306
@ SRAGE 1 0,705%** | 0,267
3 TNF-o 1 0,134
NF-kp 1
}Iggla"'s";‘/?ﬁl';‘: ILIB | AGE | S100A12 | SRAGE | TNF-a | NF-p
0 IL1B 1 0288 | -0,086 | 0095 | 0002 | -0,314
S AGE 1 0,096 0015 | 0216 | -0,014
§ S100A12 1 0,098 | 0250 | 0,229
s SRAGE 1 0395 | 0,215
3 TNF-o 1 0,216
NF-ip 1

*_ Korelasyon 0.05 diizeyinde anlamhidir(2-tailed), **. Korelasyon 0.01 diizeyinde anlamhidir (2-tailed), ***.
Korelasyon 0.001 diizeyinde anlamhidir (2-tailed).
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Remisyon ve atak gruplarma ait SIO0A12 ve sRAGE protein sonuglar1 ile bazi

biyokimya ve hemogram prametreleri arasindaki iliski cizelge 4.5’te verilmistir. Protein

seviyeleri arasindaki iligki incelendiginde SI00A12 ile WBC, fibrinojen, CRP ve notrofil

arasinda anlamli pozitif korelasyon oldugu goriilmiistiir. Ozellikle CRP ile S100A12
arasinda giiclii pozitif korelasyon mevcuttur. (SI00A12-WBC r: ,389"; p<0,05, S100A12-

Fibrinojen r: ,415™; p<0,01, SI00A12-CRP r: ,547

 p<0,01).

~*:p<0,001, S100A12-Nbtrofil r: 473"

Cizelge 4.5. S100A12 ve sSRAGE proteinlerinin bazi biyokimya parametreleri ile iliskisi

Remisyon
Grubu S100A12 | SRAGE | WBC | Fibrinojen CRP Notrofil | SAA
Korelasyonlar
o | S100A12 1,000 -0,005 | 0,110 0,309 0,028 0,077 0,004
_gfg SRAGE 1,000 | -0,225 -0,060 -0,045 -0,125 | -0,029
3 WBC 1,000 0,238 0,124 | 0,944*** | 0,002
S | Fibrinojen 1,000 0,322 0,180 | 0,267
= CRP 1,000 0,027 | 0,431*
© Notrofil 1,000 0,004
SAA 1,000
Atak Grubu S100A12 | SRAGE | WBC | Fibrinojen | CRP Notrofil | SAA
Korelasyonlar
v | S100A12 1,000 -0,305 | -0,284 0,081 0,330 -0,218 | -0,051
-gfg SRAGE 1,000 | -0,017 -0,026 -0,122 0,099 0,099
3 WBC 1,000 0,287 0,201 ,895*** | (0,413*
S | Fibrinojen 1,000 0,758*** | 0,261 | 0,452*
= CRP 1,000 | 0079 | 0,264
© Nétrofil 1,000 | 0,461*
SAA 1,000
Tum Hastalar | S100A12 | SRAGE | WBC | Fibrinojen | CRP Notrofil | SAA
Korelasyonlar
v | S100A12 1,000 0,115 | 0,389" 0,415~ 0,547 | 0,473 | 0,074
-g?lg SRAGE 1,000 | -0,058 0,086 0,158 0,052 0,129
3 WBC 1,000 0,387 0,403 | 0,938 | 0,302
= | Fibrinojen 1,000 0,676~ | 0,388" | 0,461
g CRP 1,000 0,400 | 0,431
© Nétrofil 1,000 0,307"
SAA 1,000

*. Korelasyon 0.05 diizeyinde anlamlidir (2-tailed), **. Korelasyon 0.01 diizeyinde anlamlidir (2-tailed),
***_Korelasyon 0.001 diizeyinde anlamlidir 2-tailed).
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4.4. Gen Ekspresyonu Bulgulari

Trizol yontemine gore yapilan total RNA izolasyonunda saflik gostergesi olan
A260/280 oran1 1,76+0,08 olurken, konsantrasyon degerleri 270,99+£104,42 ng/ul olmustur.
Tam kan-16kositten yapilan RNA izolasyonu sonrasi elde edilen jel elektroforez goriintiisii

Sekil 4.1°de verilmistir.

KONTROL GRUBU REMiSYON GRUBU ATAK GRUBU

Sekil 4.1. Gruplardaki drneklerin 28S ve 18S rRNA (nitelerinin agaroz jel elektroforez

gorintileri [Her grupta 6 érnegin (sirastyla soldan saga 1-6) tam kandan izole edilen total RNA’sinin
agaroz jeldeki gorintuleri].

Yeterli saflik ve konsantrasyondaki érneklerden yapilan cDNA sentezi sonrasi TNF-
a, IL-18, NF-xf, RAGE ve S100A12 genlerinin ekspresyon seviyeleri RT-qPCR’da
belirlenmistir. RT-qPCR’da elde edilen erime egrisi (melting curve) grafikleri sekil 4.2-7’de
verilmistir. Ayrica Ct grafikleri sekil 4.8-13’te gosterilmistir.
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Genlerin mRNA kat degisimleri ¢izelge 4.6’da verilmistir. Atak grubunda TNF-a gen
ekspresyon duzeyleri yaklagik 3 kat upreglle olurken (p<0,05), remisyon grubu gen
ekspresyon diizeyleri kontrolle kiyaslandiginda anlamli bir artig goriilmemistir. Bununla
birlikte IL-15 gen ekspresyon degerlerinin remisyon ve atak gruplarinda sirasiyla 0,88+1,07
ve 2,17+1,52 oldugu tespit edilmistir, atak grubundaki kat degisimi yaklasik 3 kat iken
remisyon grubunda anlamli bir degisiklik bulunmamistir. NF-xf ve RAGE gen ekspresyonu
degerleri bakimindan gruplar arasinda anlamli bir degisim olmadig1 belirlenmistir. Atak
grubunda S100A12 gen ekspresyon dizeyleri 3 kattan fazla upregile olurken (p<0,05),
remisyon grubu gen ekspresyon dizeyleri kontrolle kiyaslandiginda anlamli bir artis
goriilmemistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Kontrol ve hasta gruplarda gen ekspresyon diizeylerinin karsilastirilmasi

p
KONTROL REMISYON ATAK remisyon/atak
1,00£0,60 1,25+0,93 2,12+1,68 0,403
TNF-a o
1,000,79 0,88+1,07 2,17+1,52° 0,733
1 0,022
0,636
+ + + ,
NF-xf 1,00£0,79 1,17+1,12 2,15+3,15 0212
0,873
RAGE 1,00+0,74 1,04+0,79 1,72+1,58 0151
a 0,436
S100A12 1,00£0,70 1,30+1,25 3,06+3,49 0%

p<0,05 anlamli kabul edilmistir. (Kontrole kiyasla kat degisim ortalamasi agisindan anlamli farka sahip
olanlar “’a’’, olarak harflendirilmistir).
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Remisyon ve atak gruplarina ait gen ekspresyon sonuclar1 arasindaki iliski ¢izelge 4.7’de

verilmistir. mRNA seviyeleri arasindaki iliski incelendiginde NF-«kf3 ile SIO0A12 arasinda

*kk

gucli pozitif korelasyon oldugu (r: 0,924 ; p<0,001) goriilmiistiir.

Cizelge 4.7. Hasta gruplarda gen ekspresyon seviyeleri arasindaki iligki

Korelasyonlar TNF-a IL-1p8 NF-xf S100A12 RAGE
TNF-a 1 0,234 -0,260 -0,175 0,232

Spearman's IL-1p 1 0,106 0,138 0,334
rho NF-rf 1 0,924 | -0,049
S100A12 1 -0,046

*** Korelasyon 0.001 dlizeyinde anlamlidir (2-tailed).

Real time qPCR aplikasyonu sonras1 qPCR {iriinlerinden elde edilen jel elektroforez
gorintileri Sekil 4.14-19°da verilmistir. Ornekler her gruptan 4 érnek olmak iizere sirasiyla
kontrol, atak remisyon seklinde jele yiiklenmistir.

KONTROL REMIiSYON

Sekil 4.14. GAPDH genine ait qPCR drinleri jel gorinttsi (87 bp)
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KONTROL REMISYON

Sekil 4.15. TNF-a genine ait gPCR Urtnleri jel gorunttst (177 bp)

KONTROL REMISYON

Sekil 4.16. NF-«f genine ait gPCR drtnleri jel goruntlsu (118 bp)
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KONTROL REMISYON

Sekil 4.17. RAGE genine ait gPCR urinleri jel gorintisu (326 bp)

KONTROL REMIiSYON

Sekil 4.18. S100A12 genine ait qPCR urunleri jel gérintisu (167 bp)

REMISYON

KONTROL

Sekil 4.19. IL-14 genine ait qPCR drtnleri jel goruntust (140 bp)
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5. TARTISMA

FMF patogenezinden sorumlu protein MEFV geni tarafindan kodlanan mutant pyrin
proteinidir. Pyrin ¢ogunlukla nétrofil ve monositlerde ifade edilir, hiicre iginde artmus IL-10
sentezine yol acgarak inflamasyonda rol alan inflamazom kompleksinin bir pargasi olarak
gorev alir (Alghamdi, 2017). Mutant pyrin proteini aracilifiyla sentezlenen IL-10, NF-xf
sinyal yolagini aktive eder. NF-kf3 aktivasyonu ile diger inflamatuvar sitokinlerin salinimi
artar ve boylece FMFte inflamazom aracili inflamasyon ger¢eklesmis olur (Bagci vd., 2004;
Sharma vd., 2019). NF-«p bir ¢esit transkripsiyon faktori olarak gorev yapar; hem dogustan
gelen hem de adaptif bagisiklik sisteminde sitokinlerin sentezi ve aktivasyonunda rol alir.

Bu ¢aligmada FMF’1i hastalarda atak ve remisyon donemlerinde hem IL-1f hem de
NF-xB protein dizeyleri arastirtlmigtir. IL-1p protein miktar1 en yuksek remisyon
hastalarinda gozlemlenmistir. Atak hastalarinda ise kontrol ve remisyon grubuna gore IL-
1B’da anlamli farklhilik gozlemlenmemistir (Cizelge 4.1). Bunun nedeni atak doneminde
notrofil ekstraseliiler tuzaklarm (NET) salinimmin yiiksek olmasi ve aktif IL-1p’nin NET
formasyonunda rol almasi olabilir. NF-kf3 protein diizeylerinde ise atak grubunda artis
mevcut olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (Cizelge 4.1).
FMF’te atak sirasinda PMNL’ler inflamasyon bdlgesine go¢ ederler (Kolaczkowska ve
Kubes, 2013). PMNL gocl ile NET salmimi gerceklesir. NET'ler, aktive edilmis
notrofillerden salian ve ¢esitli yuksek derecede aktif nétrofil tiirevli proteinlerle kaplh hiicre
dis1 kromatin yapilardir. NET'ler IL-1B, NF-xB gibi sitokinleri de iceren inflamatuvar
ajanlara yapisir ve onlar1 yiiksek diizeyde bazik kromozomal histonlarla yan yana getirerek

tuzaklar (Hasler vd., 2016).

Daha 6nce yapilan bir ¢alismada (Apostolidou vd., 2016) FMF ataginin, aktif IL-1
iceren NET salinimu ile karakterize oldugu gosterilmistir. Bu NET yapilari, FMF ataklarinin
baslangicinda gozlenir ve inflamatuvar atak diizeldik¢e azalir. NET'lerin, FMF ataklarinin
kendi kendini sinirlayan dogasi igin bir agiklama olabilecek negatif geri besleme
mekanizmasi ile kendi kendini simirladigi, ayrica remisyon donemindeki hastalardan elde
edilen PMNL’lerde NET saliniminin olmadig1 gosterilmistir. Bu ¢calismada IL-1 ve NF-«f
proteinlerinin atak grubunda yiksek olmamasinin nedeni her iki proteinin de hiicre igi

inflamatuvar sitokinler olmas: ve atak sirasinda NET formasyonu ile tuzaklandigindan
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dolagima ¢ikamamig olmasi olabilir. Remisyon donemindeki hastalarda IL-1p yiiksekliginin
nedeni ise remisyon durumunda NET formasyonunun gerceklesmemesi nedeniyle ve
remisyonda kronik subklinik bir inflamasyon varligi ile iliskilendirilebilir. Daha 6nceyapilan
bir ¢aligmada da atak doneminde IL-1p protein miktarlarmin remisyon ve kontrol gruptan
farksiz oldugu goriilmiistiir, bu yoniiyle bu ¢alismadaki IL-1p proteininin atak doneminde
anlamli fark gostermemesini desteklemektedir (Koga vd., 2016) Yapilan bazi ¢alismalarda
ise FMF patogenezinden sorumlu IL-1p seviyelerinde atak ya da remisyon ddneminde
herhangi bir degisim gdzlenmemesi bu ¢alismanin sonuglar1 ile uyumlu gériinmektedir
(Gang vd.,1999).

Bu c¢aligmada ayrica IL-/f gen ekspresyon diizeyleri de arastirilmis, kontrol ve
remisyon gruba kiyasla atak grubunda IL-/5 mRNA seviyeleri anlamli derecede artmistir
(Cizelge 4.6.). Protein dizeyinde artis gorilmeyip gen ekspresyon dlzeyinde artis
gorulmesinin nedeni gen ekspresyonuna hiicre (PMNL) diizeyinde bakilmis olup ekspresyon
urind olan proteinin dolasima yansimamasi olabilir. Gen ekspresyon diizeyinde
gozlemlenen bu artis IL-/nin FMF patogenezinde rol oynadigini destekler niteliktedir.
Daha 6nce yapilan bir ¢calismada FMF hastalarinda IL-/f mRNA seviyelerine bakilmis ve
hasta grupta tedavi alan gruba ve kontrol gruba kiyasla mRNA dizeyleri yuksek

bulunmustur (Notarnicola vd, 2002).

Yapilan calismada NF-xf gen ekspresyon diizeyleri atak grubunda artmis ancak
istatistiksel anlamliliga ulasmamistir (Cizelge 4.6.). Gruplar arasinda kiyaslandiginda atak
grubundaki artigin istatistiksel anlamlilik diizeyine ¢ikmamasmin nedeni aktif olmus
ndtrofillerin inflamasyon bolgesinde NET ile tuzaklanmasi ve bu nedenle dolasima yeterli

miktarda ¢ikamamis olmasi olabilir.

TNF-a, farkli hiicre tipleri lizerinde ¢esitli pleiotropik etki gdsteren inflamatuvar bir
sitokindir. inflamatuvar yamtlarin diizenlenmesinde temel sitokin olarak tanimlanmistir ve
bazi inflamatuvar ve otoimmin hastaliklarin patogenezinde oynadig: bilinmektedir
(Bradley, 2008) FMEF’te proteinindeki islev bozuklugu anormal IL-1f Gretimi ile sonuglanir
(Chae vd., 2011). Mutant pyrin proteini araciligiyla sentezlenen IL-1B, NF-«xf sinyal
yolagini aktive eder. NF-kf aktivasyonu ve anormal IL-1p, artan miktarlarda TNF-a
salinimina yol acar (Bagc1 vd., 2004; Sharma vd., 2019). FMF’te inflamatuvar sitokin olan

TNF-o MEFV geninin upregulasyonuna neden olarak hastalik patogenezinde rol alir (Papin
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vd., 2003). Ayrica inflamazom kompleksinin olusmas1 ve inflamasyonun siddetlenmesinde
de TNF-a aracili sinyal yolaklar1 etkilidir (Nedjai vd., 2008), Calismada TNF-a protein
diizeyi atak grubunda kontrol ve remisyona kiyasla anlamli derecede yiliksek bulunmustur
(Cizelge 4.4.). Bu bulguyu destekleyen bir ¢calismada da kontrol, remisyon ve atak gruplari
kiyaslandiginda atak grubunda TNF-o protein dlzeyleri anlamli derecede artmis
bulunmustur (Baykal, 2003).

Mevcut calismada ayrica TNF-a gen ekspresyon diizeyleri de Olclilmiis ve atak
grubunda hem kontrol hem remisyon grubuna kiyasla yaklasik U¢ katlik bir artis saptanmistir
(Cizelge 4.6.). Atak grubunda gozlemlenen artis istatistiksel agidan anlamlidir; hem gen hem
protein diizeylerinde atak grupta saptanan artis literatiirle uyumludur (Baykal vd., 2003;
Notarnicola vd., 2002). Daha 6nce yapilan bir ¢alismada FMF hastalarinda TNF-o mMRNA
seviyelerine bakilmis ve hasta grupta tedavi alan gruba ve kontrol gruba kiyasla mRNA
diizeyleri yiksek bulunmustur (Notarnicola vd., 2002). Bu bulgular FMF patogenezi
acisindan beklenen bulgular olup, TNF-a’nin atak donemindeki akut inflamasyonda rolii

oldugu diisiiniilmektedir.

Ileri glikasyon son uriinii AGE; lipidler, proteinler ve niikleik asitlerin serbest amino
gruplar1 ile indirgeyici sekerlerin karbonil gruplar1 arasinda enzimatik olmayan glikasyon
yolagt ile ortaya ¢ikan heterojen bir bilesiktir (Parmaksiz, 2011). AGE, reseptori olan RAGE
ile etkilesime girdiginde p21ras, MAP kinaz ve NF-«xf sinyal yolaginin aktivasyonuna yol
acarak inflamatuvar siireglere katkida bulunur (Bierhaus, 2005). AGE’nin baslica diyabet
olmak {izere oksidatif stres ve inflamasyon ile iliskili hastaliklar ve kanserde, amiloid ile
iliskisinden dolay1 alzaymir hastali§1 ve kronik bobrek rahatsizliklarinda rolii arastirilmistir

(Twarda Clapa vd., 2022).

Bu calismada AGE’nin ele alinmasmin nedeni arastirilmak istenen parametrelerden
S100A12 ile ayni1 reseptdre baglanan ligand olmasidir. Calismamizda AGE protein diizeyleri
gruplar arasinda kiyaslandiginda istatistiksel agcidan anlamli fark saptanmamistir (Cizelge
4.4.). AGE, hastalarin glikoz dizeyiyle iliskili oldugundan ve c¢alisma gruplari
olusturulurken diyabet gibi ilave hastaligi olmayan gonullilerden olusturuldugundan
gruplarin glikoz seviyeleri arasinda istatistiksel fark yoktur dolayisiyla AGE protein

duzeylerinin de farksiz ¢ikmasi bununla iliskili olabilir.

43



RAGE, immunoglobulin stiper ailesine ait ¢ok ligandli bir hiicre ylizeyi reseptoriddir.
RAGE baslica AGE olmak uzere, HMG1, DAMP, MAC1, Amiloid B Peptid, S100
proteinleri gibi ligandlara baglanir (Hudson ve Lippman, 2018). RAGE, dogustan gelen
bagisiklik tepkisinde ve proinflamatuvar siire¢lerin bir aracist olarak 6énemli bir rol oynar.
Ligand baglanmasi tlizerine RAGE aracili hiicre i¢i sinyallesme reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) uretiminde artiga ve transkripsiyon faktori NF-«xf3’nin aktivasyonuna yol acabilir (Ott
vd., 2014; Bierhaus, 2001). NF-xf aktivasyonu diger IL-1B, TNF-a, VCAML1 gibi
proinflamatuvar sitokinlerin ekspresyonuna yol agar, bu sitokinlerin ortamda artmasi ise
RAGE’nin kendi ekspresyonunu uyarir, bdylece inflamatuvar yanitin olugmasi i¢in pozitif
bir geri besleme mekanizmasi olusmus olur (Luan vd., 2010). sSRAGE ise RAGE
reseptoriinlin dolasimdaki formu olup en onemli 6zelligi dolasimdaki RAGE ligandlarina
yarigmali baglanarak siipiiriicii reseptor gérevi gormesidir, boylelikle ligandlarm RAGE’ye
baglanmasini ve dolayli yoldan inflamasyonun aktivasyonunu engellemis olur. Calismada
RAGE gen ekspresyon diizeyleri ve SRAGE protein diizeyleri incelenmistir. RAGE baglica
AGE reseptorii oldugundan ve AGE diizeyinde anlamli bir artis olmadigindan RAGE gen
ekspresyonunda da anlamli artis olmamasi beklenen bir bulgudur (Cizelge 4.6.). sSRAGE
protein diizeylerinde ise atak grubunda anlamli bir artis gézlemlenmistir (Cizelge 4.4.).
FMF’te atak grubundaki yiiksekligin nedeni olarak sSRAGEin inflamasyonu baskilamak
icin arttig1 distiniilmektedir. SRAGE'yi artiran faktorler gézden gegirildiginde NF-«f3’nin
ortamda artmasi, TNF-a gibi inflamatuvar sitokinlerin ekspresyonundaki artig, ROS artisi,
RAGE reseptoriiniin kendi artis1 gibi faktorlerin SRAGE olusumunu saglayan MMP9 ve
ADAMI10 ekspresyonunu artirdigi ve RAGE’nin bu metalloproteinazlar tarafindan
kesilmeye ugrayarak ¢0zunulr forma doniistiigii goriilmistiir (Raucci vd., 2008; Erusalimsky,
2021). FMF ataginda da inflamatuvar sitokin ve inflamasyon artis1 oldugundan sRAGE bir
kompenzasyon mekanizmasi olarak artiyor olabilir. Dolayisiyla FMF igin SRAGE yarigsmali
inhibisyon etkisiyle atakta inflamasyon aleyhine rol oynuyor olabilir. RAGE gen diizeyinde
anlaml artis gézlemlenmeyip sRAGE protein diizeyindeki anlaml yiiksekligin nedeni ise
SRAGE'nin ekspresyon ile degil MMP9 ve ADAMI10 gibi metalloproteazlar tarafindan
RAGE’nin kesilime ugrayarak olusan ve dolasima ¢ikan bir protein olmasi ile
iliskilendirilebilir. Buna gére SRAGE artis1 RAGE’nin gen diizeyinde artigina bagl olmayip
membranda bulunan RAGE’nin ekstraseliiler liganlar1 baglayan kisimlarmm daha fazla

kesilerek dolagima ¢ikmasi genle diizenlenen bir eylem degildir. Glinumiizde yapilan bir
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calismada FMF ile sSRAGE arasindaki iliski arastirilmis ve ¢alismamizi destekler nitelikte
atak grubunda sRAGE protein diizeyleri anlamli olarak yiiksek bulunmustur (Okuyucu ve
Kehribar, 2022). Calismamizda ayrica proteinlerin kendi aralarindaki korelasyonlar da
arastirilmig ve tiim hastalarda TNF-a ile SRAGE arasinda pozitif korelasyon goriilmiistiir.
Atak ve remisyon gruplar ayr1 ayr1 bakildiginda ise sadece atak grupta ancak daha yiiksek
bir korelasyon saptanmustir (Cizelge 4.4.). Bu sonug¢ da SRAGE'nin inflamatuvar sitokinlerin
varhiginda arttigi ve inflamasyonu baskilamak igin FMF’te rol aldigi diisiincesini

desteklemektedir.

S100A12, insanlarda, diisitk molekiler agirlikli (9-14 kDa) en az yirmi bes kalsiyum
baglayici proteinden olusan S100 protein ailesinin bir iiyesidir. SIO0A12 Calgranulin C,
MRP6 veya ENRAGE olarak da bilinen, ¢cogunlukla graniilositler tarafindan salgilanan bir
kalsiyum baglayici proinflamatuvar proteindir (Pietzsch ve Hoppmann, 2009). S100A12'nin
RAGE ile ligasyonu, TNF-a ve IL-1fB dahil olmak iizere proinflamatuvar sitokinlerin ve
ICAM-1, VCAM-1 gibi adezyon molekdillerinin artan ekspresyonuna yol acan MAP-kinaz
ve NF-«kp gibi hiicre ici sinyal kaskadlarmin aktivasyona neden olur. Bu yanitlarin net etkisi,
lenfositler, endotelyal hucreler, noétrofiller ve mononikleer fagositler (zerinde
proinflamatuvar sonuglara aracilik etmektir (Yang vd., 2007). Calismada SI00A12 protein
ve gen ekspresyon diizeyleri arastirilmis ve hem protein hem mRNA diizeyinde atak grubu

istatistiksel olarak anlamli derecede yuksek bulunmustur (Cizelge 4.4. ve Cizelge 4.6.).

Literatirde FMF patogenezindeki inflamasyon ile S100A12 arasindaki iliskiyi
inceleyen li¢ adet calisma mevcuttur. Bu ¢alismalar ¢ocuk hastalarda yapilmis olup her ticii
de protein diizeyinde S100A12 seviyelerini incelemistir. Wittkowski vd. (2008) yapmis
olduklar1 ¢alismada FMF hastalarimda S100A12 dizeyleri kontrolle karsilastirilmis ve
anlamli derece yiiksek bulunmustur. Kallinich ve arkadaslar1 52 adelésan FMF hastasinda
S100A12 protein diizeylerini atak grupta remisyon ve kontrole gore yiiksek bulmugtur
(Kallinich vd., 2010). Tiirkmenoglu ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢aligmada ise 2,5-18
yas arasi ¢ocuk hastalarda hem atak hem remisyon donemi S100A12 protein diizeyleri
arastirilmis ve atak grubunda remisyon ve kontrole kiyasla anlamh artig gézlemlenmistir
(Tirkmenoglu vd., 2021). Calismamizda ayrica S100A12 proteini ile AGE arasinda pozitif
korelasyon saptanmistir. Ancak atak ve remisyon ayri ayri incelendiginde korelasyon

saptanmamustir (Cizelge 4.4). S100A12 gen diizeyinde de NF-«/ ile glclu pozitif korelasyon
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gozlemlenmistir (Cizelge 4.7.). Atak ve remisyon hastalar1 ayr1 ayr1 degerlendirildiginde de
her iki grupta da anlamli korelasyon devam etmistir. Bu durum FMF patogenezinde
S100A12’nin reseptoru ile etkilesimi sonucu NF-k gen ekspresyonunu artirarak
inflamasyon siirecine katkida bulundugu fikrini desteklemektedir.

Bu caligmada elde edilen S100A12 sonuglar1 6nceki galigsmalarla uyumlu olup
S100A12’nin FMF’te gozlenen inflamasyona katkida bulundugunu diisiindiirmektedir.

FMF’te atak doneminde artan bazi biyokimyasal parametreler serum amiloid A
(SAA), C-reaktif protein (CRP), Fibrinojen gibi akut faz reaktanlaridir. CRP, sistemik
inflamasyonun bilinen ve sensitivitesi en yuksek serum belirtecidir. CRP sadece
inflamasyonun bir gostergesi degildir; enfeksiyona karsi konak savunmasma katkida
bulunan bir proinflamatuvar mediator olarak da islev gorebilir. Hem enfeksiyon hem
bakteriyel hem de FMF gibi otoinflamatuvar hastaliklarda CRP diizeylerinin yiikseldigi
bilinmektedir (Korkmaz vd., 2002; Ben-Zvi ve Livneh, 2011).

SAA proteini FMF’te bir diger hassas ve giivenilir belirtectir. FMF'in en Kritik
komplikasyonu, uzun dénem bobrek hasarina yol agan amiloid A (AA) tipi amiloidozdur
(Berkun vd., 2007). SAA proteini, FMF ile iliskili Amiloid A tipi amiloidozda hiicre dis1
dokuda biriken amiloid fibrillerinin dolasimdaki énciisti olan bir apolipoproteindir. Amiloid
A proteini, lipid metabolizmasma ve/veya taginmasina dahil olma, ekstraseliiler matriksi
parcalayan enzimlerin induksiyonu ve bagisiklik hicrelerinin inflamasyon bdlgelerine

kemotaksisi dahil olmak iizere klinik olarak énemli bir¢cok 6zellige sahiptir (Korkmaz vd.,

2002).

Bu caligmada akut faz reaktanlar1 olarak CRP, SAA ve Fibrinojen protein diizeyleri
Olgtilmiisttir. Her Ug protein de atak grubunda anlaml 6lgiide artmis saptanmustir (Cizelge
4.3.). FMF inflamatuvar bir hastalik oldugundan ve bu proteinler de akut ya da kronik
inflamasyon durumunda artis gosteren akut faz reaktanlari oldugundan atak grubundaki artis
beklenen bir bulgudur. Buna ilaveten SAA proteini hem atakta hem remisyon grubunda
kontrol gruba kiyasla anlamli derecede artmisti. FMF’de gelisen amiloidoz nedeniyle
SAA’nin hem atak hem remisyon doneminde artmasi beklenen bir bulgudur. Daha 6nce
yapilan bir ¢calismada da ¢alismamizi destekler nitelikte hasta grupta CRP ve SAA duzeyleri

kontrole kiyasla anlamli derecede artmig bulunmustur. Buna ilaveten SAA dizeylerinin
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M694V genotipine sahip FMF hastalarinda daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Berkun vd.,
2007). Bir baska caligmada da sekonder amiloid A tipi amiloidoz FMF’in yaygin
komplikasyonu olarak degerlendirilmis ve M694V genotipinin amiloidozla iliskili oldugu
diistiniilmiistiir (Bhatt ve Cascella, 2022). Yapilan bu ¢alismada SAA diizeylerinin belirgin
yiiksekligi FMF’te beklenen bir sonug olmasinin yani sira ¢alismaya dahil edilen hastalarin

M694V genotipine sahip hastalar olmasiyla iliskili olabilir.

Fibrinojen inflamatuvar yanit1 diizenlemede rol oynayan, tromboz sureclerine
katkida bulunan trombosit, eritrosit, I6kosit gibi biyobelirteclerden biridir, trombositlerle bir
araya gelerek eritrositlere yapisma ile trombozda yer alir (de Moerloose vd., 2010, Vilar vd.
2020). Sistemik inflamasyon gucli bir protrombotik uyaricidir. Inflamatuvar strecler
prokoagiilan faktorleri arttirirken, dogal antikoagiilanlar1 ve fibrinolitik aktiviteyi azaltir
(Esmon, 2003). Ayrica, inflamasyona dahil olan birg¢ok sitokinin de pihtilasmay1 tetikledigi
bilinmektedir (Dettenmeier vd., 2003). FMFte de inflamasyonun hemostazi i¢in aktive olan
yolaklarm tromboz riskine yol agabilecegi One siiriilmiistiir. Amiloidoza bagl bobrek
komplikasyonlar1 olan FMF hastalarinda pihtilasma anormallikleri nadiren bildirilmistir

(Aoun vd., 2009; Tayer-Shifman ve Ben-Chetrit, 2011).

Calismamizda inflamasyon ve koagilasyonla iliskili belirtec olan fibrinojen
diizeyleri de Olgiilmiistiir. Calisma bulgularma gore atak grubunda kontrol ve remisyon
grubuna kiyasla anlamli bir artis gézlemlenmistir (Cizelge 4.3.). Fibrinojen bulgular
literatiir ile uyumluluk gostermektedir. Giizel S ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢alismada da
fibrinojen ve CRP protein diizeyleri arastirilmig ve atak grubunda remisyon gruba kiyasla
anlamli derecede artmis bulunmustur (Giizel vd., 2012). Aksu G ve arkadaglarinin yaptigi
bir bagka c¢alismada da FMF hastalarinda hiperkoagilasyonun varligi arastirilmistir;
calismada koagulasyon faktorleri arasinda fibrinojen dizeylerine de bakilmis ve
calismamizla uyumlu olarak atak grubunda remisyon ve kontrole kiyasla anlamli artig

saptanmustir (Aksu vd., 2007).

Biyokimyasal parametreler arasinda albiimin diizeylerine de bakilmis ve remisyon
grupta anlamli farklilik gozlemlenmistir (Cizelge 4.3.). Her ne kadar istatistiksel olarak
anlamli olsa da tiim gruplarin albiimin seviyeleri referans aralik i¢erisinde oldugu igin klinik

olarak anlamli kabul edilmemistir.
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Calismamizda yer verilen bazi hemogram parametreleri ele alindiginda nétrofil
yiizdesinin atak grubunda anlamli derecede arttig1 gézlemlenmistir. Bunun yani1 sira WBC
degerleri de en yliksek atak grubundadir (Cizelge 4.2.). Ele alinan parametrelerden notrofil
yiizdesi ile WBC miktarinin yiiksek olmasi FMF patogenezi ile uyumluluk gostermektedir.
FMEF’te aktive PMNL ’ler rol aldigindan ve inflamasyonlu bélgede l6kosit toplanmasimevcut
oldugundan ¢alismamizda notrofil ve WBC miktarmmm atakta yiksek olmasi1 beklenen bir
bulgu olup literatiir ile uyumludur. Korkmaz ve arkadaglarinin (2002) yapmis oldugu
calismada FMF’te akut faz reaktanlar1 ve bazi hemogram parametrelerine bakilmis, WBC
miktarlar1 atak grubunda anlamli olarak yiiksek bulunmustur (Korkmaz vd., 2002). FMF’in
trombotik bir hastalik olup olmadigmin arastirildig1 bir ¢alismada da I6kosit miktariatak
grupta anlamli derecede yiiksek bulunmustur, bu yoniyle ¢alismamizdaki l6kositbulgularini
desteklemektedir (Demirel vd., 2008). Calismada ele alinan hemogram parametreleri
arasinda lenfosit ve eozinofil yiizdesi atak grubunda daha diistiktii. Yiizde olarak gézlenen
bu distiklik notrofil artisina bagli géreceli bir diistiklik olarak degerlendirilmistir.
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6. SONUC

Yapilan bu ¢aligmayla SI00A12 nin FMF ataginda hem gen hem protein diizeyinde
belirgin bir artig gosterdigi ve tiim FMF hastalar1 ele alindiginda WBC, nétrofil, fibrinojen
gibi inflamasyonda 6nemli parametrelerin yani sira akut faz reaktani olan CRP ile SI00A12
arasinda anlamli korelasyonlar oldugu tespit edilmistir. Ancak atak ve remisyon ayri ayri
incelendiginde korelasyon saptanmamustir. Calisma bulgulariyla RAGE gen ekspresyonunda
degisiklik olmaksizin SRAGE protein diizeylerinde atak grubunda goriilen artisin SIO0A12
yiiksekliginden kaynakli olabilecegi anlasiimistir. AGE diizeylerinde herhangi bir degisiklik
olmamasina ragmen S100A12 diizeylerindeki artisin FMF patogeneziyle iligkili oldugu,
bunun yani sira ayrica SI00A12 artismin RAGE reseptoriiniin metalloproteazlar tarafindan
kesimini artirabilecegi ve bu yolla SRAGE olusumunda diizenleyici rol alan faktorlerden biri
olabilecegi diistiniilmiistiir. S100A12 yiiksekliginde ortamda sRAGE miktarmin artmasi
inflamasyondan korunmada sSRAGE’nin 6nemli oldugunu gostermistir. Daha 6nce yapilan
caligmalarda inflamasyon olusum mekanizmas: ile ilgili olarak S100A12 ile NF-xf
arasindaki etkilesimden bahsedilmistir, yapilan bu c¢alismada S100A12 ile NF-xf gen
ekspresyon diizeyinde arasindaki gucli pozitif korelasyonun varligi S100A12’nin

inflamatuvar sireclerde rol oynadig: diistincesini desteklemektedir.
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