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ikinci Damsman :Dog. Dr. Sebnem OZEMRI SAG (Uludag Universitesi)

MEFV geni 16. Kromozomun kisa kolu tizerinde 115 kb’lik bir bolge iizerindedir. Bu
gen yaklasik 3.7 kb uzunlugunda bir transkript kodlar. Genin iriinii 781 aminoasitlik
pirin proteinidir. Pirin sadece olgun graniilositlerde ifade olur. Pirinin goérevi nétrofil
aktivasyonunu azaltip inflamasyonu baskilamaktir. Pirinin dort domaininden biri
olanB30.2’dur. B30.2 bolgesinin ekspresyonu ile kaspaz-1 aktivasyonu olur ve IL-1b
iiretimini azaltir. Pirin mutasyona ugrayinca siradan uyaricilara cevap olarak asiri
derecede IL-1b iiretimine neden olur. Calismalar atak déneminde Interlokin IL—2, IL—6,
IL-8 veTiumér Nekroz Faktor-alfa (TNF-o) diizeylerinin  yiiksek oldugu
saptanmisti. FMF  (familial mediterranean fever) hastaligit  MEFV  genindeki
mutasyonlar sonucu ortaya c¢ikan otoinflamatuar hastaliklarin en sik goriilenidir.
Hastalik ani baslayan ates ve serdz zarlarin inflamasyonu ile karakterizedir. Akdeniz
cevresinde yaygin olan hastalik Seferadik Yahudier, Ermeniler, Araplar ve Tirkler
arasinda yaygindir. Bu c¢alismanin amact FMF hastaligina sebep olan MEFV geni
varyantlarin1 tespit etmek, smiflandirmak ve yeni varyantlar tespit edip varyant
siniflandirmasina kazandirmaktir. Calismaya katilan 673 erkek, 841 kadin toplam 1514
hastadan alinan kan Ornekleriyle NGS dizilime yardimiyla gen analizi yapilmistir.
Sophia DDM progamiyla analizisonucun da 75 tanesi ekzonda 29 tanesi intronda olmak
tizere 104 varyant tespit edilmistir. Tespit edilen bu varyantlarin 7 tanesi ekzonik 6
taneside intronik olmak iizere 13 tanesi novel varyanttir. Sonra elde edilen bu varyantlar
cesitli insilico analizler kullanarak patojenik ozellikte olup olmadigina gore cesitli
siniflandirmalara tabi tutulmustur. Ayrica bir¢cok veritabaniyla analiz edilerek post-
translasyonel modifikasyonlarda rolii olup olmadigi anlagilmaya calisilmistir. Elde
edilen varyantlarin allel frekans1 {izerine calisilarak ne kadar siklikla gorildigi
hakkinda bilgi edinilmeye ¢alisilmistir.

Anahtar Kelimeler:MEFV geni, FMF, kaspaz-1, Interlokin
2019,ix + 76 sayfa.
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The MEFV gene is located on the short arm of chromosome 16 spanning a region of 115
kb in human. This gene encodes a transcript of approximately 3.7 kb. The product of
this gene encodes 781 amino acid pyrin protein. Pyrin is expressed only in mature
granulocytes. The major function of pyrin is to reduce neutrophil activation and
suppress inflammation. B30.2, one of the four domains of pyrin; interacts with caspase-
1. It reduces activation of caspase-1 and production of IL-1b. Excessive production of
IL-1b in response to ordinary stimuli has been recorded on pyrin mutations. Interleukin
IL -2, IL-6, IL-8 and Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-a) levels were found to be
high during the attack period. FMF (Familial Mediterranean Fever) is one of the most
common auto-inflammatory diseases caused by mutations in the MEFV gene. The
disease is characterized by sudden onset of fever and inflammation of serous
membranes. FMF is widespread in the Mediterranean region and common especially
among Sephardic Jews, Armenians, Arabs and Turks. The aim of this study was to
identify and classify MEVF gene variants in Turkish FMF patients using in silico tools.
Novel variants are also determined and classified in this context. Sequencing of the gene
is performed using Next Generation Sequencing. DNA was obtained from peripheral
blood samples obtained from 1514 patients (673 males and 841 females). Initial data
were analyzed with Sophia DDM program. As a result, 104 variants were detected. 75
of them were located in exons and 29 in introns. Of these variants, 13 were novel (7
exonic and 6 intronic). These variants were then subjected to various classifications
according to their pathogenicity using various in silico analyzes. In addition, the amino
acid changes have been analyzed using web tools to determine whether these changes
have a role in post-translational modifications. Lastly, allele frequencies of the variants
were calculated and compared to the previous data in the literature.

Keywords: MEFV gene, FMF, caspase-1, Interleukin
2019,ix + 76 pages
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1.GIRIS

Otoinflamatuarhastaliklar ~ bagisikliktaki ~ islev  bozuklugundan  kaynaklanan
hastaliklardir. Bu hastaliklar enfeksiyon veya otoimmiin nedenlerin yoklugunda
meydana gelen tekrarlayan ates ve inflamasyonla karakterizedir. Ailesel Akdeniz atesi
olarak bilinen FamilialMediterranen Fever (FMF) hastaligi bu hastaliklar arasinda en
yaygin ve en karakterize olanidir (Manukyan ve Aminov 2016). Ailesel Akdeniz atesi
otoinflamatuar hastaliklarin prototipi olarak Onerilmistir. FMF hastaliginda ilk vaka
1908 yilinda Janeway ve Mosenthal tarafindan bildirilse de, etkilenen ilk hasta serisi
1945 yilinda New York’ ta kendisi de hastaligin semptomlarini tasiyan Siegal tarafindan
bildirilmistir. Hastaligin ailesel gegisli oldugu ve amiloidoz ile olan iliskisi ise 1951
yilinda Mamau ve Kattan tarafindan bildirilmistir(Cobankara veBalkarli 2011). Ailesel
Akdeniz atesi ismi 1955 yilinda Heller ve arkadaslar1 tarafindan onerilmistir (Fonessu
ve ark. 2009). FMF genel olarak iki tiptedir. FMF tip 1 de ates, peritonit, sinovit, plorit
ve nadiren perikardit ve menenjit dahil olmak iizere tekrarlayan kisa inflamasyon ve
serdzit nobetleriyle karakterizeyken tip 2 FMF ise; amiloidoz ile karakterizedir. FMF
Akdeniz’ i gevreleyen popiilasyonlarda goriiliir. Ancak ABD ve Japonya gibi bu alanla

iliskisi olmayan tilkelerde de vakalar bildirilmistir(Ben Chetrit ve Touitou 2009).

FMF  hastaligmma sebep olan MEFVgeni dizisi ve kodladigi protein
(FamilialMediterranean Fever Gene ) 1997 yilinda Uluslararas1 FMF Konsorsiyumu ve
Fransiz FMF Konsorsiyumu’nun ¢alismalariyla ag¢iklanmistir. MEFV geni  16.
kromozomun kisa kolunda klonlanmigtir (Intenational FMF Consorsium 1997).
Uluslararas1 FMF Konsorsiyumu MEFV geninin iriiniine Pirin, Fransiz FMF
Konsorsiyumu ise Marenostrin ismini vermislerdir. MEFV geni 10 kb uzunlugunda
olup, 10 ekzondan olusur. 781 aminoasitli Pirin proteinini kodlar. Pirin proteini 4 farkli
domain igerir. N-terminal ucunda yaklasik 92 aminoasitlikPYD/Pirin domaini, C-
terminal ucunda B30.2/rfp/SPYD domaini ve bu iki u¢ arasinda sikigmis B-box ve CC
(coiled-coil) segmentleridir. Pirin proteininin inflamasyon baskilama 6zelligi oldugu ve
her dokuda degil 6zellikle nétrofillerde bulundugu ortaya c¢ikmustir. Pirin proteini
notrofil aktivasyonunu baskilar ve inflamasyonu durdurur. MEFV geninde bir
mutasyonun meydana gelmesiyle olusan mutant pirin proteini antiinflamatuar 6zelligini

kaybeder (CobankaraveBalkarli 2011).



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. MEFV Geni Tammmlanmasi ve Fonksiyonu

MEFV geni ve iirlin proteini olan Pirinin fonksiyonu ve islevi hala tam olarak
aydinlatilamamustir. Yapilan caligmalar bu gen bolgesinin 6zellikle FMF hastaligiyla
baglantisin1 ortaya koyunca gene FMF hastalig1 perspektifinden bakilip bu baglamda

fonksiyon ve iiriinlerinin degerlendirilmesi yapilmistir.

Gen ilk olarak 1997 yilinda Uluslararasi FMF Konsorsiyumu ve Fransiz FMF
Konsorsiyumu’nun ayri ayri1 calismalariyla tanimlanmigtir.16. Kromozomun kisa
kolunda 115kb’lik bir araliktan FMF’e sebep olmasi muhtemel bir gen tanimlamasi
yapilmistir. Tanimlanan gen sadece graniilositlerde ifade edilen 3.7kb bir transkripti
kodlar. Pirin olarak adlandirilan bu protein Ro52 oto antijenine homolog olan bir
niikleer faktor ailesinin iiyesidir. R052 molekiiliiotoantikorlarin ortak hedefidir.
Antijenin hedef haline gelmesinde cesitli faktorler etkilidir. Bu mekanizmalar tam
olarak agiklanamasa da ¢esitli hastaliklarin klinik bulgularinda ortak olarak gozlenebilir.
R052 bir RING domaini, B-box kutusu domaini, coiled-coil domaini ve B.30.2domaini
icerir. Ayrica TRIM21 proteinin olarak da bilinir (Oke ve Wahren-Herlenius2012). Pirin
transkriptinin NorthenBlot analizi ile periferik kan 16kositlerinde yiiksek ekspresyon
gozlemlenirken lenf diigiimii, dalak, timiis gibi yiiksek oranda lenfositlerden olusan
bolgelerde ekspresyonuna rastlanmamistir. Bu sonuglar pirinin daha c¢ok olgun

graniilositlerde ifade edildigini gostermistir.

Proteinin C-terminal ucunda korunan B30.2 (rfp) alan1 bulunur. BLASTX ile homoloji
gosterdigi yerlere bakilarak ve graniilositlerde sentezlenmesine dayanilarak pirinin

inflamasyon yanitint kontrol eden bir niikleer faktor oldugu sonucuna varilmastir.

FMF’in bir inflamasyonhastaligi oldugu ve MEFV’nininflamasyonregiilatorii olan rfp
ilehomoloji gostermesi infamasyoniizerinde diizenleyici etkisinin olabilecegini ortaya
cikarmistir (Thelnternational FMF Consortium, 1997).Gen hakkindaki bu ilk bulgular
fonksiyonunun agiklanmasinda ve bu amagla yapilan ¢aligmalara 6ncii olmustur.

MEFV geni 10 kb uzunlugunda olup, 10 ekzondan olusur. 781 aminoasitli Pirin
proteinini kodlar. Pirin proteini 4 farkli domain igerir. Sekil 2.1.” de gosterildigi tizereN-



terminal ucunda yaklagik 92 aminoasitlik PYD/Pirin domaini, C-terminal ucunda
B30.2/rfp/SPYD domaini ve bu iki u¢ arasinda sikismis B-box ve CC (coiled-coil)
domainleridir (Cobankara ve Balkarli1 2011).

Sekil 2.1. Pirinin yapist (1-374 aminoasit arast N Terminal domain, 375-407 aras1 B-
box domaini, 408-576 aras1 CC domini ve 577-781 aras1 B 30.2 domaini)

Pirin proteininin domainlerini agiklamak proteinin fonksiyonel olarak gorev yaptigi

alanlar1 agiklamak i¢in 6nemli olmustur.

B-box domaini hiicre i¢inde biiylimeden farklilagmaya kadar bir¢ok alanda regiilasyonu
diizenleyen onemli bir motiftir. Bu genler alfa-helix,coiled-coil motifi, RING ¢inko
parmak motifi, B30.2 yapist gibi bircok motifle iliskili korunmus bélgeler igererek
buralarla etkilesim igine girer. Bu motifteki mutasyonlarin ya da yeniden
diizenlemelerin FMF, akut promyelositik 16semi gibi cesitli hastaliklarla iliskili oldugu
distintilmektedir (Torok ve Etkin 2001).

Coiled-coil domaini yapis1 ve iliskili oldugu motifler geregi en ¢ok galisilan protein
motiflerinden biri olmustur. Once lifli proteinlerde bulunan bu yap: zamanla ¢ubuk
sekilli proteinlerde de kesfedilmistir. Bu yapinin protein oligomerizasyonundan sorumlu
oldugu bulunmustur. Bu motifin islevselligi taniyip baglanabildigi aminoasit sekansi ile

siirlidir (Beck ve Brodsky1998).

SPla / Ryanodin (SPRY) / B30.2 domaini yiiksek Okaryotlarda yaygin bir motiftir. Bir
kismiimmiin yanitta kullanilmak iizere insan genomunun 103 SPRY domaini kodladig1
bulunmustur. Bu domaini igeren proteinlerin %45 1 E3 ligazdir.B30.2 ailesi, insan
kromozomunun Major doku uygunluk kompleksi (MHC) I bolgesindeki tripartitemotif
(TRIM) gen kiimesinin kesfedilmesinden sonra karakterize edilen ilk aile
olmustur.Bugiine kadar, SPRY / B30.2 domaini i¢eren ve farkli fonksiyonlar1 bulunan
bircok protein bulunmustur. SPRY / B30.2 bolgelerinin bilinen bir enzimatik aktivitesi



yoktur. Cogu analiz bu domainin protein protein etkilesimlerinde gorevli oldugunu
gostermistir. Domainin sinyal yolaklarinda koprii gorevi goren proteinlerin yapisina
katildig1 goriilmistiir, SPRY ve B30.2 domainleri birbirinden bagimsiz olarak

tanimlanmistir. Birbirleriyle evrimsel olarak siki bir bag olusturdugu goriilmiistiir.

Ancak iki domainin birbirinden farki SPRY domainin N-terminalinde olan PRY adi
verilen kiiglik bir motifin varhigidir. SPRY ve B30.2 ailelerinin evrimsel analizi
sonucundaSPRY'nin B30.2'dan daha eski oldugu bulunmustur. Sebep olarak SPYR tiim
Okaryotlarin genomunda bulunurken B30.2 bolgeleri yalnizca adaptif bagisiklik

sistemine sahip omurgalilarda bulunmasi gosterilmistir(Perfetto ve ark. 2013).

Pirin proteininin en 6nemli domaini pyrin/PYD domainidir. Molekiiler diizlemde

protein protein etkilesimleri sinyal yolaklari i¢in 6nemli gorevler igerir.

Apoptoz sinyal yolaklart igin genel olarak tanimlanan {i¢ sinif protein motifi death
domain (DD), deatheffector domain (DED) ve caspase-recruitment domain (CARD)
domaini bulunmustur. Bu motifler sinyal aktariminda homotipik protein protein
etkilesimleri i¢in koprii gorevi goriir. Bu motiflere ek olarak PYD domainin de apoptoz
ve inflamasyon ig¢in sinyal yolagi olusturdugu goriilmiistir. Bu islevsel acgiklama
CARDA4 ailesinin yapisinin hiicre 6liimiinde gorevli bitki protein ailesi olan nucleotide-
binding domain (NBD) ve C-terminal leucine-richrepeats (NBS/LRR)ile benzerligi
neticesinde arastirilmistir. Bu ailenin CARD motifi yerine Toll / interldkin-1 alici
homolojidomeini kullanarak bu islevi gergeklestirdigi goriiliince yeni motifler aranmis
ve BLASTS teknolojisi kullanilarak insan, fare ve si¢an Pirini’ninbiiyiik oranda korunan
N-terminal bolgesiyle yiiksek oranda homoloji sagladigi gorilmistiir (Bertin ve
DiStefano2000) . Bu PYRIN domainin apoptoz ile olan iliskisinin bir gériinimiidiir.
PYD domaininin apoptoz ile iligkisi genel olarak dogustan gelen bagisiklik sisteminde

kaspazlar yardimiyla apoptoz ve inflamasyon sisteminde etkisi oldugu bilinmektedir.

Pirinin inflamasyonlailiskisini agiklamak kaspazlarla etkilesimini agiklamada yardimci
olacaktir. Genel olarak enfeksiy0z ajan saldirilarina karst dogustan gelen immiin yanitta
dort 6nemli aile vardir. Birincisi TLR (Toll-likereceptors) olarak bilinen motif bakteri,
viriis, protozoa ve mantarlardan tiiretilmis ¢esitli korunmus mikrobiyal PAMP'leri

(pathogen-associatedmolecularpatterns) tanir.


https://www.nature.com/articles/4400774#auth-1
https://www.nature.com/articles/4400774#auth-1

IkincisiSitosolikNLR( Sitoplazmiknucleotide-bindingoligomerization domain (NOD)-
benzeri, 16sinden zengin tekrarlar (LRR) igeren reseptorler)'lerbakterileri algilar,
tictinciisii RLR'ler viriisleri algilar ve dordiinciisiCLR'ler (C tipi lektin reseptorleri)

mantarlar1 algilarve bunlara uyumlu sekilde islevseldir.

Bu dort grubun hepsinde biitiin domainler olamasa da biiylik kisminda yedi korunmus
domain mevcuttur. Bu domainler LRR (leucine-richrepeat) domain, TIR [Toll/IL
(interleukin)-1  receptor]  domain, NBS  (nucleotide-bindingsite), = CARD
(caspaserecruitment domain), PYD (pyrin domain), helicase domain veCTLD (C-
typelectindomain) domainlerdir. Anlasildig1 {izere PYD domaininin sadece apoptoz ile
baglantis1 degil diger korunmus domain aileleriyle birlikte immiin sistemin ingasinda

etkili oldugu goriilmistiir (Palsson-McDermott ve O’Neill2007).

Bununla birlikte FMF ataklarinin en dikkat ceken oOzelliklerinden biri notrofillerin
iltihap bolgesine yogun olarak sizmasidir. Bu sebeple notrofil dogasi ve genel
inflamasyon basamaklarint anlamak proteinin fonsiyonunu anlamakta Onem

kazanmustur.

Notrofiller lokositlerin (akyuvar) tiplerinden biridir. Lokositler viicudun savunma
sisteminin hareketli birimleridir. Kanda normalde 6 g¢esit 16kosit bulunur. Bunlar
polimorfoniikleerndtrofiller, polmorfoniikleereozinofiller, polimorfoniikeer bazofiller,
monositler, lenfositler ve nadiren plazma hiicreleridir. Ik ii¢ tip hiicre graniillii

goriiniimde oldugu icin graniilosit olarak adlandirilir.

Inflamasyon; bakteri, travma, kimyasal maddeler, sicaklik veya herhangi bir olay
nedeniyle doku hasar1 oldugunda bu hasarli dokudan ¢ok sayida madde salinmasiyla

doku ¢evresinde ikincil degisikliklere sebep olmasina denir.

Bir dokuda inflamasyon meydana gelmisse asagidaki degisikliklerin olmas1 beklenir;

1. Kan damarlarindan vazodilatasyona bagl kan akiminin artirilmasi

2.Intersistyal aralifa kapiller gecirgenligin artirilmasiyla biiyiik miktarda sivinin
gegmesi

3.Intersistyaldeki stvinin fibrinojen ve benzeri proteinlerle pihtilagmasi

4.Dokuya ¢ok sayida graniilosit ve monosit gogii



5.Sonucunda doku hiicrelerinin sigsmesidir.

Inflamasyon basladiginda ilk once dokuda var olan makrofajlar etkinlik gosterir.
Inflamasyon basladiktan sonraki ilk saat icinde ndtrofiller kandan inflamasyon alania

yayillmaya baglar. Bu yayilimi saglayan sey inflamatuarsitokinlerdir. Bunlara 6rnek

olarak tiimor nekroz faktorii ve interlokin-1 gosterilebilir.

Notrofillerininflamasyonlu dokuyu taniyip etki gosterme asamalar1 ise Sekil 2.2° de
gosterilmistir. Bunlar;

1.) Kapiler ve veniillerinendotel yiizeyinde bulunan selektinler ve hiicrelerarasi adezyon
molekiili-1 (ICAM) baglanmay1 kolaylastiracak bazi molekiillerin salinimi gerceklesir.
Notrofillerin tizerinde bulunan integrin molekiilii ile bu molekiiller etkilesime girerek
baglanma gergeklesir.

2.) Hiicreler arasi baglant1 zayiflatilarak nétrofillerindiyapedez ile kandan dokuya gegmesi

saglanir.

3.) Sonra notrofillerinkemotaksis ile hasarli dokuya yonlendirilmesi saglanir (Guyton ve
Hall 2007)
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Sekil 2.2.Nétrofillerininflamasyonlu dokuya gegisi (Guyton ve Hall 2007)

Inflamasyon asamalar1 ve immiin sistemin olusumunda PYD domainin rolii olduk¢a

etkilidir. Ancak bu etkinin anlasilmasi i¢in kaspazlarla olan iligkiyi agiklamak Gnem



tasir. Kaspaz fonksiyonuyla dogrudan baglantili olan inflamazomkompleksleri bu

iligskiyi agiklamaya yardimeidir.

Sitokinler bagisiklik sisteminin kilit aracilaridir. Interlokin-1 (IL-1), 1L-18 ve IL-33
sitokin aileleri kullanilan reseptdr ve sinyal iletim yollari ile farklilasir. Ug sitokindepro-
sitokin halde yani oncii molekiiller halinde sentezlenir ve hiicreden salinmadan once
veya saldir1 sirasinda kaspaz-1 enzimi ile ayrilir. IL-1 enfeksiyon ve hastaliklarla
miicadele igin viicudu hazirlar. Ornegin viicut sicakligini artirir, uykuyu tetikler ve

lenfosit atisin1 uyarir (Arend ve ark. 2008).

Inflamatuar hiicreler tarafindan IL-1b iiretimi, inflamazom ad1 verilen ve temel gérevi
kaspaz-1’in aktivasyonu olan bir multiproteinkompleksi tarafindan
diizenlenir.inflamazom kompleksigenel olarak ii¢ aileden olusur;

1.NLR ailesinin iiyelerinden bir PRR,

2.bir adaptor protein olan ASC [apoptosisrelatedspecklike protein containing a CARD
(caspaseactivationandrecruitment domain)]

3.kaspaz-1’in aktif formu

Sekil 2.3.’te gosterildigi iizere NLR, iizerinde bulunan ligantlarla baglanarak
oligomerize olur ve protein-bolge etkilesimleriyle ASC adaptor proteinine baglanir.
ASC ise kendinde bulunan CARD ve PYD 6liim domainlerinden CARD bdlgesi
yardimiyla prokaspaz-1’i biyolojik olarak aktif kaspaz-1’e donustiiriir. Aktif olan
kaspaz-1 ise IL-1b, IL-18 ve IL-33 sitokinlerinin 6nciil formlarimi proteolitik olarak

keser ve aktif ve kullanilabilir formlarina doniistiiriir (Giinaydin ve ark. 2012).



Basic steps in inflammasome formation and action

PAMPs / DAMPs /f HAMPS
+

inflammasome receptor activation

+

ASC recruitement

+

Recruitement of Pro-caspase-1

+

Inflammasome complex formation

+

Active Caspase-1

Cleavage of Gasdermin D

+

ILAS, ILaAs Pyroptosis
secretion

Pro-IL1B
Pro-iL18

Sekil 2.3.Inflamazom komplekslerininislevi(Awad ve ark. 2018)

NLR’lermikrobiyal tanima ve konak savunmasinda yer alan ve immiin hiicrelerin
stoplazmasinda bulunan bir reseptor grubudur. Bu grubun siniflandirilmas: Sekil 2.1.4°
te gosterilmistir. Buna gore; N- terminal alani degisken oldugundan aile genel olarak

bes gruba ayrilir CARD ve PYDdomaini igeren grup NLRP adlandirilan biiyiik gruptur.
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Sekil 2.4.NLR ailesinin karsilastiritlmasi(Awad ve ark. 2018)

NLR ailesi genel olarak 5 gruptan olussa da bunlar arsinda yaygin olan dort farkl
inflamazom kompleksi bulunmaktadir (Giinaydin ve ark. 2012).

Inflamazom kompleksleri sadece NLR domaini etrafinda degil PYD domaini igeren

proteinler etrafinda da kiimelenebilirler. FMF ile iligkili mutasyonlar i¢eren insan B30.2



domainiyle kaynagmis fare pirin proteinini barindiran homozigotknock-in farelerinin,
NLRP3 inflamazom kompleksi tasimasa da bagimsiz bir sekilde yiiksek miktarda IL-1
salgiladigr gosterilmistir (Chae ve ark. 2011). Bu sonu¢ NLRP3 igermeyen bir

inflamazom olusumunun gergeklesebildigini gostermistir.

Pirinin inflamasyondaki rollerini anlamada yardimci olan diger faktdr bu bolgenin
notrofillerde ve monositlerde, eozinofillerde yani genel olarak olgun graniilositerde
ifade edilmesidir. Uzun siire 6nce olusturulan bir hibrit protein olan 14-3-3t ve 14-3-3¢
proteinleri pirinin izoformu olarak tanimlanmistir. Ancak bu ekzon 2 atlanarak alternatif
splising ile olusturulan form ile es degildir. Pirinin fosforile edebilecegi ii¢ serin
rezidiisiiniinSer208,Ser209 ve Ser242 oldugu bulunmustur. Etkilesimi saglayacak ana
etken ise Ser242rezidiisiidiir.Clostridiumdifficile A ve B toksinlerigibi bakteriyel
toksinler pirini aktive eder. Bu toksinler, RnoAGTPaz’in switch-1 bdlgesini inaktive
eder, oysa c¢alismalarda gosterildigi tizere, RhoA, pirinin 208 ve 242'deki
aminoasitlerine baglanarak bunlar1 fosforile eder ve pirininekinaz PKN1 ve PKN2'yi

aktive eder. Bu etkilesim silsilesi Sekil 2.5.” te de gosterilmistir.

RhoGTPaz’larprimer olarak aktin organizasyonun da dahil bir¢ok hiicresel fonksiyonda
aktif rol tstlenirler. Bu ailenin bir¢ok iiyesi vardir. Bunlardan en iyi tanimlanmis ve
aktin organizasyonunda rol oynayanlari; "Rho", "Rac" ve "Cdc42"dir (Giil ve ark.2008).
Bu modele gore bu toksinlerin RhoAGTPaz’1inaktive ederek pirinin fosforillenmesini
onledigi sonug olarak, bu tiir "serbest" pirinler, IL1f salinmasina yol agan kaspaz-1-

bagimli bir enflamatuar icerisine katilabilecegi ileri stiriilmiistiir.

Ser242 pirin (p.S242R)’ninbir yanlis mutasyon nedeniyle olusan PAAND (Pyrin-
Associated Autoinflammation with Neutrophilic Dermatosis) olarak adlandirilan bir
kalitsal hastalik bu durumun ispati sayilabilir.

Fosforilasyonda ana bir rol igeren Ser242 mutasyonunun sebep oldugu mutant pirinin
inflamsayonla karakterize ettigi hastalik bu etkenlerin inflamasyon olugumundaki

etkisinin agik bir kanit1 olarak sayilmistir (Awadve ark. 2018)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4815028/#B16

Toxins

D £
GOP
Active
% Inactive Pytin
o 5208 5209 5242 ; ’f
5208 5200 202 [P ’ 7 Pp——r mq\g
“ ‘ ! - coll

P
1433

ASC

., B0
No inflammation capas-1 m—

eom B
m 5208 5209 5242
v e

g saspasﬂ

=N

-No

o

/ Y
B 1
Pro-IL1B of IL1g
Pro-IL18 g
Inflammation

Sekil 2.5.Pirinin aktivasyonu ve toksinler sebebiyle aktive olamamasinin sonuglari
(Awadve ark. 2018)

Pirinin transkripsiyonel faktorlerle benzerligi proteinin niikleer faktér olma ihtimalinin
oldugunu gostermistir.  Yapilan calismalar alternatifsplaysingle olusturulan pirin
disindaki normal ve tam uzunluktaki pirinin stoplazmada lokalize oldugunu

gostermistir(Papin ve ark. 2000).

Stoplazmadaki pirinin hiicre iskeletiyle iliskisinin olup olmadigini agiklamak dnemlidir.
Ciinkii kolsisin FMF tedavisinde kullanilir ve bu mikrotiibiillerin polimerizasyonunu
inhibe ederek l6kositlerin yapigsmasini ve hareketini azaltir. Yiiksek konsantrasyondaki
kolsisinpolimerizasyonu bloke eder ve mikrotiibiilleri bozar. Diisiik konsantrasyonu ise
polimer olusumunu engellemez ancak mikrotiibiil uglarinda tiibiilin degisimini Onler.
Diisiik dozlarda kolsisinendotel hiicreleri ve nétrofillere lizerinde selektin dagilimini
degistirerek 10kosit yapismasina miidahale eder. Bu sekilde bir antiinflamatuar etki

gostererek hastalik semptomlarmi 6nler. Pirinin hiicre iskeleti ve aktinle olan iliskisi
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4815028/#B56

ortaya ¢ikarilmis ve hiicre iskeleti ve sinyal yolaklarinda kullanildig1 ¢aligmalarla ortaya

koyulmustur (Mansfield ve ark. 2001).

Daha sonra pirinin PSTPIP1 proteini ile etkilesim gosterdigi bulunmustur. Bu gen,
hematopoetik dokularda yiiksek oranda eksprese edilen bir hiicre iskeleti proteinini
kodlar.Gen iiriinii protein, hiicre iskeleti organizasyonu ve inflamatuar siire¢lerde yer
alan birkag¢ farkli protein ile etkilesimi yoluyla islev goriir. PSTPIP1, hiicre dongiisiiniin
cogu sirasinda kortikalaktin ve lamellipodia ile birlikte bulunur ve sitokinez sirasinda
bolinme karigina gecer. PSTPIP1 aktinin regiilasyonunda yer alr. T
hiicrelerindeimmiinolojik sinaps kompleksinin olusumunda T hiicrelerini aktin hiicre
iskeletiyle birlestirmede adaptor gibi gorev goriir. PSTPIP1 proteinin coiled-coil
domaininde meydana gelen mutasyonlarin pyodermagangrenosumandacne (PAPA)
otoinflamatuar sendromuna yol actig1 gézlemlenmistir. PAPA sendromunun klinigi FMF
hastaligina benzerdir. Bu iki hastaligin arasindaki benzerlikler pirin ile PSTPIP1
arasindaki iligkiyi agiklamada 6nemli olmustur. Yapilan ¢alismalarla Pirinin PSTPIP1'e
baglandig1, pirinin baglanmasiyla, PSTPIP1'in tirozinfosforilasyonunu belirgin bir
sekilde artirdigi tespit edilmistir, Pirin ve PSTPIP1, hematopoetik hiicrelerini sinirli bir
kisminda ifade edilir ve her ikisi de aktin hiicre iskeleti ile birlesir. Pirin PSTPIP1 ile
etkilesim alanini bulmak i¢in B30.2 domaini olmayan proteinler irettirilmistir. Bu
domain hastalik olusturan mutasyonlarin sik¢a goriildiigli domaindir. Ancak buna
ragmen pirinin PSTPIP1’e baglanmasinda 6nemli bir azalma gériilmemistir(Shoham ve
ark. 2003).

Pirinin  ASC, mikrotiibiiller ve aktinfilamentleri ile birlikte etki gostermesi
aktinpolimerizasyonunun dainflamasyonla baglantili olabilecegini gdstermistir. Yapilan
calismalar bu durumu ispatlamigtir. Aktin filamentlerininaktin-depolimerize edici faktor
kofilin ailesi ile baglanmasi igin Wdrl gereklidir. Caligmada Wdrl mutasyona
ugratilarak inaktif hale getirilmis ve aktinpolimerizasyonu engellenerek inflamasyon
olusumu gozlenmistir. Ancak bu olusuma IL-1f degil, IL-18” in yol agtigigoriilmiistiir.

Yine de inflamasyonda aktinin rol aldigini kanitlamak 6nemlidir (Kim ve ark. 2015).
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2.2.0toinflamatuar Hastaliklar ve FMF

Bilinen adiyla AID’ler (autoinflammatorydiseases) oto-immiin hastaliklar olup
periyodik ates ile karakterizedir. MEFV geninin kesfi FMF hastaligiyla olan iliskisi
bircok AID hastalig1 ve genini tanimlamada 6ncii olmustur. Tekrarlayan atesler uzun bir
donem boyunca ¢agin bilim insanlar1 tarafindan tespit edilmis ve farkli isimlerle kayit
altinda tutulmustur. M.O 460 dolaylarinda Hipokrat Aforizmalarinda buna yer vermistir.
865 yilinda Muhammed ibn Zekeriya El Razi, atesi; viicudun hastaliklarasavunma
bi¢iminin bir yansimasi olarak tanimlamistir. Yine Musa Ben Maimon 1100’ lerde
periyodik atesli hastaliklar tizerine incelemelerde bulunmustur. 1500° li yillarda
Ispanyol GoémezPereira dogal immiinitenin modern bir tamimmi vermistir.1800° lii
yillarda ise Robert DyerLyonsinflamasyonla atesin birlikte seyrettigini eserlerinde
vurgulamistit. Bu uzun silire¢ oto-immiin hastaliklarin  glinlimiizdeki bilinirligini
artirmak acisindan kose taslari konumunda olmustur. Zamanla bilimdeki gelismeler
sayesinde bu sendromlara sebep olan mutasyonlar tespit edilmis artik tedavi yaklagiklar
tizerinde gelismeler saglanmaya baslamistir. Sekil 2.6.’da hastaliklarin taninmasi ve

gelistirilen yollar gdsterilmistir.

Disease description ~ Gene ",

Treatise on fevers identification

Janneway MEFV (FMF)
Siegal/ TNFRSF1A (TRAPS)
Reimann/ MVK (MKD)
Cattan-mamou/ NLRP3 (CAPS)
Heller SH3BP2
(FMF) (CHERUBISM)

) NOD2 (BLAU
Prieur (CINCA) PSTPH!H (PAI)JA)

- LPIN2 (MAJEED)
Si—— NLRP12 (NAPS12) I
(Hibernian fever) IL1RN (DIRA)

! PSMB8 (CANDLE
Ostuni (HyperlgD) ILSGRNSDITRA) )

Biblical times BC - 1886 1908-1988 1997-2011 Future?

Sekil 2.6.0to-immiin hastaliklarin uzun ¢aglar boyunca tanimlanmasi, genlerinin kesfi
ve gelecek(Touitou 2012).
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Oto-immiin hastaliklardan ilk tanimlanan gen FMF hastaligina ait MEFV geni olmustur.
Daha sonra bu gen yapisi ile domainlerinin fonksiyonlariin kesfi diger gen kiimeleri ve
hastaliklarin kesfini kolaylastirmistir. Cizelge 2.1.” de gosterildigi iizere kesfedilen oto-

immiin hastaliklar arasinda ilk sirada FMF hastaligi bulunur.

Cizelge 2.1.0to-immiin hastaliklar, kesfedildigi yillar ve ilgili gen ailesi(Touitou 2012).

Yillar Hastalik flgili Gen
1997 FMF MEFV
1999 TRAPS TNFRSF1A
1999 MKD MVK
2001 CAPS NLRP3
2001 Cherubism SH3BP2
2001 Blau sendromu NOD2
2002 PAPA PSTPIP1
2005 Majeed sendromu LPIN2
2008 NAPS12 NLRP12
2009 DIRA ILIRN
2010 JMP/NNS/CANDLE | PSMB8
2011 DITRA IL36RN

*EMF: familialMediterraneanfever; TRAPS: TNF receptorassociatedperiodicsyndrome;
MKD: mevalonatekinasedeficiency; CAPS: cryopyrinassociatedperiodicsyndrome;
PAPA: pyogenicarthritispyodermagangrenosumandacne; NAPS12: NLRP12
associatedperiodicsyndrome; DIRA: deficiency of interleukin 1 receptor antagonist;
JMP:  jointcontractures,  muscleatrophy, = microcyticanemia,  andpanniculitis-
inducedlipodystrophy; NNS: Nakajo—Nishimurasyndrome; CANDLE:
chronicatypicalneutrophilicdermatosiswithlipodystrophyandelevatedtemperature;DITR

A: deficiency of interleukin 36 receptor antagonist
2.3 FMF Hastahgmin Epidemiyolojisi

MEFV geni mutasyonlar1 otoimmiin hastaliklarin en bilinenlerinden biri olan FMF
hastaligina sebep olur. FMF hastaliginin diinya cografyasina yayilmasi, prevelans: ve

etkili olan mutasyonlari popiilasyonlar arasinda farklilik gosterir.
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FMF hastaligi cogunlukla Tiirklerde, Ermenilerde, Araplarda, Askenazi olmayan
Yahudilerde goriiliir. Buna ragmen bu popiilasyonlar disinda da gézlemlenmistir.

FMF’ li hastalara Fransa, Almanya, Italya, Ispanya gibi Avrupa iilkelerinde ve ABD ve
Avusturalya gibi kitalarda da rastlanmistir. Tiirkiye muhtemelen diinyadaki en yiiksek
FMF prevelansia sahip iilkedir. Prevelans: 1:400 ile 1:1000 arasinda degisir. Israil’de
ise bu prevelans 1:1000° in iizerindedir. Bu da yaklasik 7 milyon niifuslu Israil’de
yaklasik 10.000 FMF hastasinin varligina isaret eder. Ermenistan’da 1:500 ile FMF
prevelansinin yiiksek oldugu iilkelerden biridir. Yaklasik 3 milyon niifusuyla 6000 kadar
hastanmn bulundugunu gésterir. Urdiin, Suriye ve Liibnan gibi Ortadogu iilkelerinde de
FMF hastalig1 yaygindir. Ancak burada siklig1 tam olarak tespit edilememistir.

Bunlara ilaveten Kuzey Afrika iilkelerin de Yunanistan, Girit, Almanya gibi iilkelerde de
gbzlenmistir. Japonya’da da FMF hastaligina rastlanmistir. Son zamanlarda ¢ikan
yaymlarda Japonya’da FMF’ in arttk nadir bir hastalik olmadigi ortaya
koyulmustur(Migitave ark. 2016). HastaliginJaponya'da goriilmesi ilgingtir. Kabul
edilen hipoteze gore Ipek Yolu'nun Behget Hastaliginda oldugu gibi FMF hastaliginin
da yayilmasimi saglamistir (Ben Chetrit ve Touitou2009). Sekil 2.7.” de FMF’ in diinya

tizerinde yayilmasini ve izledigi tahmini yollar gdsterilmistir.

Sekil 2.7.FMF’ in diinyaya yayilmasi(Ben Chetrit ve Touitou2009)

FMF goriildiigli cografyalarin disinda bu hastaligin goriilmedigi bolgelerde vardir.
Bunlar Uzakdogu iilkeleri, Etiyopya, iskandinavya, Yemen, Hindistan, Tayland ve Sahra
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Alt1 Afrika’dir(Ben Chetrit ve Touitou 2009). Hastaligin diinyaya bu denli yayilmasi
Akdeniz havzasindaki go¢ kaliplariyla ilgili olabilir (Petrushkin ve ark. 2016).

Yahudi hastalarin %90°dan fazlas1 Sefarad ve Ortadogu kokenlidir. Sefarad Yahudiler
15.yiizyilda Ispanya’y:r terk etmek zorunda kalmislardir ve cesitli Kuzey Afrika ve
Akdeniz iilkelerine dagilmislardir. Ortadogu Yahudileri ise yaklasik 2500 yil Once
Mezapotomya’yaBabil’liler tarafindan go¢ ettirilen Yahudilerin torunlaridir. Asekenazi
Yahudileri Avrupa kokenlidir. Yaklagik 2000 y1l 6nce Romalilar tarafindan Judea’dan

cikartlmistir.

MEFV geninin kesfi ile yeni mutasyonlarin kesfi ile farkli etnik gruplarda bu
mutasyonlarin dagilimmi gozlemlemeye olanak saglamisti. M694V mutasyonu Irak
Yahudileri, Kuzey Afrika Yahudileri ve Ermenilerde goriiliirken; V726A ise Irak
Yahudileri, Askenazi olamayan Yahudiler, Diirziler ve Ermeniler arasinda yaygindir. Bu
iki mutasyon cok eskidir ve muhtemelen 2500 yil 6nce Ortadogu’dan Diinyaya
yayilmistir. Sekil 2.8. yaygin olan bu iki mutasyonun orijininin ve yayilma yonlerinin

tahmini bir haritas1 gosterilmistir (Ben Chetrit veLevy 1998).

Maorocco

/-' ; Algeria

[ J
L ‘
s
| —-_—-"_f
JI mmm WG4V vl sallors and kand migration
=& g during Muslem conguest of Spaln

+— V764

Sekil 2.8. FMF sebep olan MEFV geninin yaygin iki mutasyonu olan M694V ile V726
allellerinindiinya cografyasina yayilmasi (Ben Chetrit ve Levy 1998)
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Ermenistan’in Tiirkiye ile kara smirmin olmasi hastalifin cografyalar arasindaki
yayilmasini etkilemistir. Hatta Hazar bolgesindeki Tiirklerin 8. yy. Yahudiligi kabuliiyle

mutasyonun Kafkas bolgelerine yayilimi artmustir.

Fransa'daki FMF hastalarinin ¢ogu Kuzey Afrika ve Almanya'da yasayanlarin ¢ogu
Tiirk kokenlidir. italya'daki FMF hastalarmin c¢ogu, yarmmadanin orta ve giiney
bolgelerinde yer almaktadir. Kokenleri muhtemelen deniz yoluyla gelen Yunanlilar,
Tiirkler ve Fenikelilerden olusmustur. FMF, eski diinyanin yeni kitaya tasinmasiyla da
ABD’ ye kadar yayilmistir.

2.3.1. Tiirkiye’ de FMF prevelansi

Tirkiye eksenli calismalar FMF’ in prevelansinin 1:1000 oldugunu gostermistir.
1990’1larda yapilan koken caligmalariyla hastaligin ¢cogunlukla Karadeniz bolgesinden
kokenlendigi Akdeniz kesimlerinden kdken almadigi goriilmiistiir. Ayrica Orta Anadolu’
da iki sehir olan Sivas ve Tokat’inprevelans degerleri 3:1000, 8:1000 oldugu
goriilmistiir. Tirkiye’nin kuzeybatisinda yapilan ¢alismalar da ise prevelans degeri ¢ok
diisiiktiir. 6: 10.000 prevelansla bu deger Tiirkiye ortalamasinin altindadir (Ozdogan ve
Ugurlu 2019). FMF %70’ i Dogu ve Karadeniz kdkenlidir. %24’ ii ise I¢ Anadolu ve ¢ok
diisiik bir kism1 Ege bolgesindedir (Cobankara ve Balkarli 2011). Bu durum Tiirkiye
gibi yiliksek prevelanslarin gorildigi ilkelerde bile dagilimin homojen degil
heterojenik sekilde oldugunu gostermistir. Bu durum cografi konumu nedeniyle gesitli

rklarin kesisip kaynastigi1 Anadolu i¢in ilging bir sonu¢ olmamistir.

2.4.Genotip/FenotipKolerasyonlari

'Infevers' ag1 araciligiyla, tanimlanan MEFV varyantlarinin sayisini kontrol etmek
miimkiindiir. Bugiine kadar, hastaliktan sorumlu oldugu disiliniilen yada gen
tizerinde bulunan 342 MEFV mutasyonu bulunmustur. Sekil 2.9’da ekzonlarda

sik¢a goriilen baz1 mutasyonlar gosterilmistir.
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/LQD Q97K PSOTP |423V F456D P550A TS??S
T121 [|G136G || T309M || Q426R || A457V L559F § M582L
Y19C || G136R || R314C || Q440E || Q468Q
K25R [| E148Q || R314R Y471X
R39G || G111G || R314H E474E
R42w || R143P || A317T E474K
Ye5Y || E148Q || E319K Q476Q
E84K || R151S || V328A V487TM
A89T || E167D || R329H Q489Q

T1771 || S339F R501C
§1791 || R348H R501G

Sekil 2.9.MEFV geni ekzonlar1 (1-10) ve bu ekzonlarda goriilen bazi mutasyonlar
(Petrushkinve ark.2016)
Hastaligin genotipiyle ortaya ¢ikan semptomlarin arasindaki iligki ilk zamanlardan

itibaren arastirilmistir. MEFV geninin kesfinden sonra tespit edilen 3 ¢esit varyantin
fenotiple olan iliskisi ilk yapilan caligmalardandir. M680I,M694V ve V726A
mutasyonlart genle birlikte bulunan varyantlar olup bu varyantlarin hastalik
fenotipleriyle olan iliskisinin arastirilmasi kolerasyon c¢aligmalart igin Oncii
olmustur (The International FMF Consortium 1997). FMF hastaliginin bireyler
arasinda gosterdigi etki degiskendir. Kuzey Afrika Yahudilerinde Irakli Yahudilere
gore daha siddetli gorillen bu hastalik genotip analizleriyle de karsilagtirilinca,
FMF'in siddetli seyrinin, Kuzey Afrika hastalarinin yaklasik%94'tinde bulunan
mutasyon olan M694V i¢in homozigotlukla iligkili oldugunu ortaya koymustur.
M694V homozigotlarinda, ataklar daha erken yasta baslar ve daha siktir. Bununla
birlikte tedavi i¢in kullanilan kolsisindozuda daha fazladir. Ayrica, M694V icin
homozigot olan FMF hastalarinin biiyiik kisminda amiloidoz tespit edilmistir.
Ancak bu durum mutasyon igin heterozigot olan veya V726A mutasyonunu tasiyan
hastalarda tespit edilmemistir (Ben-Chetrit ve Levy 1998). Amiloidoz ile yapilan
aragtirmalar riskin temel olarak 2 faktor altindaki sebeplerden temellendigini

gostermistir.
1) genetik faktorler

2) genetik olmayan faktorler
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» Genetik risk faktorleri: iki grupta incelenirse MEFV genine baglh olanlar ve
modifiye edici genlere baghh faktorlerdir. BunlarSAA(Seroamilloid
A)geniveMICA (major HistocompatibilityComplexclass 1 chain-related A)

genidir.

M694V mutasyonun heterezigot ve homozigot hali esas olarak en biiyiik risk
faktoriidiir. Ama sadece bu mutasyonda degil M6941, M680I ve S1791 gibi farkl
mutasyonlara sahip olan hastalarda da bu durum bildirilmistir. Buna karsilik diistik
amiloidoz insidans1 ile alakali da V726A mutasyonu bildirilmisti. SAA
a/agenotiplihastalarda yapilan bir ¢calismada buna sahip olanlarin SAA genotipli
hastalardan 7 kat daha fazla amiloidoz gelistirdigi gozlemlenmistir. Ayrica MICA-
A9 birlikteligi siddetli bir fenotiple karakterizeyken MICA-A4 hafif seyirli bir
hastalik formuyla iliskilidir.

» Genetik olmayan risk faktorleri: Cinsiyet yasanilan cografya gibi etmenler
bu farkliligin sebebidir. Ornegin erkekler kadmlardan dort kat daha yiiksek
risk faktorii altindadir. Ayrica ABD'de ikamet eden Ermenilerin,
Ermenistan'da ikamet edenlere kiyasla daha az amiloidozinsidansina sahip

oldugu goriilmiistiir.

Yapilan galismalarda genel olarak M694V mutasyonu ile hastaligin daha siddetli bir
fenotipi arasinda dogrudan bir bag var olustugu gozlemlenmistir. M6801 hakkinda genel
bir gorlis birligi yoktur. E148Q ve V726A'ya gelince, bu mutasyonlar1 tek bir allel
olarak gosteren hastalarlabunlarikompleks bir allel halinde gosteren hastalar arasinda
farkliliklar bulunmustur. E148Q rolii hakkinda ortak bir goriis yoktur. Baz1 ¢aligsmalar
bu varyanti patojenik olarak kabul ederken bazilari iyi huylu bir polimorfizm olarak

gostermistir.

MEFV geni, 10 ekzondan olusur ve ¢ogu hasta, bu gendeki en uzun ekzon olan ekzon

10'da mutasyonlara sahiptir.

Farkli bireylerde, hastalik farkli sekilde ortaya ¢ikabilir veya hastanin 6mrii boyunca
seyrini degistirebilir. Benzer sekilde, ¢esitli etnik kokenli popiilasyonlar arasinda

FMF'in farkl tezahiirleri gézlenmistir. Cizelge 2.2.” de hastaligin belirli semptomlarinin
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cesitli poplilasyonlarda dagilimi gosterilmistir. Hasta sayisi ve yiizdeler g¢esitli
calismalar referans alinarak hazirlanmistir(Ben ChetritveTouitou2009).

Cizelge 2.2. Cesitli ¢alismalarda popiilasyonlarin FMF semptomlar1 arasinda
gosterdigi farkliliklar

Ermenistan Tiirkiye | Israil Araplar |Italya | Girit | Japonya

Hasta sayis1

335 2838 576 175 71 71 80
Ates%

94 92 100 100 92 80 98
Peritonit%

91 93 96 93 91 76 55
Plorit%

84 31 43 32 52 21 61
Artrit%

39 47 70 33 63 38 27
Deri
Dékiintiisii% 15 21 40 3 22 11 10

Bu popiilasyonlarda farkli semptomgdzlenmesindeki en onemli faktor genetik
farkliliklardir. Buna ragmen cgevresel birtakim faktorlerde bu durum {izerinde
etkilidir. Amiloidoz riski bu durumu agiklamada 6nemli bir 6rnektir. Uzun siire
once Ermenistan'da yasayan Ermeni FMF hastalarinda, amiloidozprevalansinin
ABD'de yasayan Ermeni FMF hastalarina gore daha yiiksek oldugu gdsterilmistir.
Tiirk hastalarda benzer sonuglar bildirilmistir. Ozellikle Tiirkiye'de yasayan FMF
hastalarinda hastaliin  goriilme riski, Almanya'da yasayan Tirk FMF
hastalarindakinden ¢ok daha yiiksek oldugu goriilmistiir. Bunun sebebi olarak
kolsisinin kullanilabilirliginin bu {ilkelerde daha az olmasi olarak gdsterilmistir. Bu
durumla bebek Oliimleri arasinda da bir orant1 vardir. Sonu¢ olarak mevcut saglik
politikas1 hastaligin seyrini etkileyen bir ¢evresel faktér olustur. Buna ragmen
fenotip tlizerindeki farkliliklara sebep olan en Onemli etken genotip farkliligidir
(Ben-Chetrit ve Touitou 2009). Bu farkliligi saglayan sey MEFV geninin
popiilasyonlara gore farkli varyantlar icermesidir. Cizelge 2.3.” te rklara gore en

cok goriilen varyantlar gosterilmistir.
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Cizelge 2.3. Cesitli iilke ve irklara gore en ¢cok gozlenen MEFV varyantlari
(Ben-Chetrit veTouitou 2009)

Israil

Kuzey Afrika Yahudileri: p.694V, p.E148Q

Irak Yahudileri: p.726A, p.694V, p.E148Q, p.M680I
Askenazi Yahudileri: p.E148Q, p.V726A

Orta Dogu
Araplar: p.V726A, p.M680I, p.M694V, p.M6941, p.E148Q

Tiirkiye
Tiirkler: p.M694V, p.M680L, p.V726A, p.E148Q

Ermenistan
Ermeniler: p.M694V, p.M680I, p.V726A, p.E148Q

Japonya
Japonlar: p.M694l, p.L110P, pE148Q, p.R761H, p.E84

2.5.Tiirk Popiilasyonunda Yaygin Olarak Gaoriilen Alleller

Tiirkiye gerek genin dagilim yollar {izerinde olmas1 gerekse mozaik niifus yapisi
ile orantili olarak hastalik bakimindan onemli ¢alismalar yapilan iilkelerdendir.
Cizelge2.4.’te Tiirk popiilasyonunda en sik rastlanan varyantlar gosterilmistir.
Yapilan c¢aligmalar Tiirkiye’ de en sik rastlanan varyantin M694V oldugunu
gostermistir. Bunu takip eden diger varyant ise E148Q varyantidir. Diger varyantlar
arasinda frekansi dagilimi bolgelere gore degiskenlik gostermistir. Ornegin;
Akdeniz bolgesinde M694V, E148Q, M680I varyantlar1 en cok tespit edilen
varyantlar olmustur. Orta Anadolu popiilasyonunda E148Q, M680I ve V726A
varyantlar1 yayginken Ege ve Tiirkiye'nin giineydogusundaki bolgelerde M694V ve
E148Q, V726A varyantinin frekansinin daha yiiksek oldugu gézlenmistir (Ozdemir
ve ark. 2010).

20



Cizelge 2.4. Tirkiye’ de Bolgesel Olarak En Sik Goriilen MEFV Varyantlari

Calisilan Sirayla Sik GériilenVaryantlar (soldan saga en sik goriilen)
Bolgeler
Kirikkale M694 E148Q M680I V726 Diger

\% (G/C) A varyantlar

M694 E148Q V726 M680I Diger
Ege \% A (G/C) varyantlar
Diyarbakir M694 E148Q V726 M680I Diger

\% A (G/C) varyantlar
TFK M694 M680I1(G/C) V726 Diger

\Y A varyan

tlar

GATA M694 M680I1(G/C) V726 E148 Diger

\Y A Q varyantlar
Karadeniz M694 M680I1(G/C) V726 E148 Diger

\Y A Q varyantlar

Yapilan calismalar Tiirk toplumunun tasiyiciligr hakkinda da bilgiler vermistir. Saglikli
Tirk popiilasyonunda tastyicilik orani yaklasik %20°dir. Yaygin goriilen varyantlar
siras1 ile E148Q, M680I, M694V, V726A, M6941’dir.Bu sonuglar sasirticidir ¢iinkii
hasta bireylerde goriilen varyantlarin frekanslar1 boyle degildir. Hastalar da goriilen en
sik varyantlar ise sirast ile: M694V, M680I, V726A, E148Q ve M6941’dir(Y1lmaz ve
ark. 2001).

2.6. FMF Hastah@inin Tanisi

FMF’intanisalkriterleri hastaliginperiyodik atesli ~ hastaliklar  ve diger
otoinflamatuardrneklerinden ayrilmasina yarar. Klinik olarak FMF benzeyen bazi
hastaliklar Hiperlg D Sendromu (HIDS), FamilialHibernian Fever (FHF), Periodik Ates,
AftozStomatit, Farenjit, Adenopati Sendromu (PFAPA) ve Behget Hastaligi (BH) dir.
Hastaligin tanisinin koyulmasi bu yiizden biiyiik 6nem tasir. Hem benzer hastaliklardan
ayirt edilmesi hem de tedavisinin daha etkin olmasini saglar. Klinik olarak FMF ytiiksek

atesle karakterize bir hastaliktir ancak tanidaki tek tespit bu yonde degildir. Ates ataklar
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boyunca devam eder ve atesle birlikte dayanilmaz karin, gogiis ve eklem agrilar1 gelisir.

Ataklar diizensiz olarak gelisir.

Bununla birlikte ataklari tetikleyen bazi g¢evresel faktorler oldugu tespit edilmistir.
Kemoterapi, adet dongiisii ve Helicobacter pylori (HP) varliginin tespit edilmesi FMF
ataklar1 tizerinde olumsuz etkilidir. Hormonal olarak ostrojen IL-1 tarafindan
indiiklenen  IL-6  dretimini  inhibe eder ayrica  tedavide  kullanilan
kolsisinleyarigarakmikrotiibiillere baglanir ve tedavinin etkinligini diisiirlir (Fonnesu ve
ark.2009). Ataklar genellikle ¢ocukluk ve ilk erginlik doneminde ortaya ¢ikar, ilerleyen

yaslarda ataklarin ortaya ¢ikmasi ¢ok gozlenen bir durum degildir.

Ayrica bazi g¢aligmalar cinsiyeti ataklar i¢in bir faktoér olarak degerlendirmistir ve
erkeklerde bu oranin daha yiiksek oldugu sonucuna varsa da Tiirk toplumunda birbirine

hemen hemen esit degerler gozlemlenmistir.

FMF hastaliginda atak siiresince birtakim degerlerde degisiklikler saptanmistir. Bunlar;
C-Reaktif Protein (CRP) ve serum amiloid A (SAA) gibi akut faz reaktanlaridir. Akut
yanittan sorumlu sitokinler iizerine yapilan arastirmalarda Tiimor Nekroz Faktor-alfa
(TNF-a) veinterldkin (IL)-2, IL-6, IL-8 diizeylerinde artislar tespit edilmistir. Ancak
atak donemi olmasa da hastalarda yapilan c¢alismalar CRP seviyesinin normalinden
yiksek oldugunu ortaya koymustur. FMF hastaligmin inflamatuar yanittaki
problemlerden kaynaklandig1 diisiiniiliirse bu reaktanlardaki artigin da sebebi kismen de
olsa anlasilmistir. FMF’ de lokal olarak yedi nobet tipi vardir. Bu ndbetlere yiiksek atas
eslik eder. Ataklar ve ates yaklasik 12-72 saat siirer.Cizelge 2.5.’te ataklarin en sik

goriildiigii yerler ve ana 6zellikleri gosterilmistir.

Cizelge 2.5.FMF atak tipleri ve lokalizasyonlari(Kosan 2003)

ATAKTIPI ANA OZELLIK EN SIK LOKALIZASYON
Abdominal Peritonitis Generalize

Eklem Monoartrit Alt ekstremitede biiyiik eklemler
Gogiis Ploritperikardit Tek tarafli

Scrotal Vaginalitis Tek tarafl

Adele Miyalji Bir veya birkag kas grubu

Cilt Erizipeloid Baldir ve incik
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FMF’ de yaygin goriilen iki fenotip vardir. Fenotip 1 tipik bir FMF hastasinin
gosterecegi kriterleri tagir. Ates, eklemde ve karinda siddetli agr1 gibi tipik bulgular
igerir. Fenotip 2 ise AA amiloidozlu bulgular gdsteren fenotiptir. Amiloidozis, anormal
sekilde katlanmis amiloid proteinlerin viicudun ¢esitli organ ve dokularinda
ekstraseliiler alanda fibriller sekilde birikmesi ile ortaya ¢ikan kronik bir hastaliktir.

FMF hastalarinda amiloidosizkendini baslica nefropati ile gosterir.

FMF tanisinin daha spesifik ve daha kolay yapilabilmesi igin c¢esitli gruplar tani
kriterleri gelistirmistir (Cobankara ve Balkarli1 2011).

Bunlar arasinda en ¢ok kullanilan1 ve Tel-Hashomerkriterleridir. (Kone-Paut ve ark.
2011). Buna gore iki sinif kriter olusurulmustur;

e  Major kriterler
1. Peritonit, pldrit veya sinovitin eslik ettigi atesli epizodlar
2. Yatkinlastirict bir hastalik olmaksizin, AA tipi amiloidoz
3. Devamlikolsisin tedavisine anlamli yanit

e Minor kriterler
1. Tekrarlayan ategli ataklar
2. Erizipel benzeri eritem

3. Birinci derece akrabalarda AAA 6ykiisii

FMF tanis1 koyabilmek i¢in 2 major kriter ya da 1 major ve 2 mindr kriter olmali. Olasi

tan1 igin ise 1 major kriterle birlikte 1 mindr kriter olmalidir (Ugan ve ark. 2011).

2.7. FMF Hastah@imin Tedavisi
2.7.1.Kolsisinle tedavi

Kolsisinle tedavi yaklagik 1972’ den beri kullanilmaktadir. 1974 yilinda Zemerve
arkadaglarinin yaptig1 caligmalar kolsisinin etkinligini gostermistir (Zemer ve ark.

1974). Metafazdamikrotiibiil sistemini bozar ve notrofilkemotaksisini onler(Cobankara
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ve Balkarli 2011). Bu sekilde inflamasyonun Oniine geger. Etkinligi tespit ve kabul
edilen kolsisin ¢ocuklar iginde giivenle kullanilabilecek bir ilagtir(Hashkesve ark.2012).

Kolsisin ¢ocuklarda gelisimi engellemez. Kolsisin tedavisiyle ataklari kontrol altina

alian gocuklarda gelisim hizi artar (Ben-Chetrit ve Touitou 2009).

2.7.2. IL-1 inhibitorleri ve biyolojik ajanlar

Giliniimiizde etkisini kolsisin gibi gdsteren tedaviler bulunamasa da birka¢ yaklasim
gelistirilmistir.
e Anakinra IL-1 reseptor inhibitériidiir ve IL-1o ve IL-1p’ nin reseptoriine
yarigarak baglanmasiyla inhibe eder.Cogu M694V homozigot hastalar

olmak tizere birgok deneme gerceklestirilmistir (Petrushkin ve ark. 2016).

e Rilonacept’in IL-la ve IL-1B afinitesi daha yiiksektir. IL-1 reseptore
baglanip sinyal vermesini azaltir. Endojen hiicre yiizeyi reseptorlerini
aralarindaki baglantiy1 yok ederek etkisiz hale getirir.(Hashkes ve ark.
2012)

e Canakinumab ise diger iki ajana gore daha spesifik c¢aligir. Bu IL-1p i¢in
oldukca spesifiktir. Ayrica yarilanma Omrii daha uzun oldugundan
donemsel uygulamalara izin verir. FMF’li ¢ocuk hastalarda yapilan
caligmalar bu tedavinin kullanilabilir oldugunu goéstermistir(Mitroulisve
ark).
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3.MATERYAL VE YONTEM
3.1. Varyantlarin Tespiti
3.1.1. Ornek materyaller

Calisma Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesine FMF hastaliginin
semptomlariyla bagvuran hastalardan elde edilen materyallerle gerceklestirilmistir. 673
kadin, 841’ 1 erkek olmak tizere 1514 hastadan alinan 6rneklerle ¢calisiimistir.

Calismada kan alim1 ve DNA izolasyonu ile ham verinin islenmesi hastane laboratuvari

tarafindan saglanmigtir.

3.1.2. DNA izolasyonu ve yeni nesil dizileme

Basvuru yapan hastalardan 6nceperiferik kan alimi gergeklestirilmistir.

Daha sonra bu kandan QIAGEN Kan izolasyonu kiti kullanilarak DNA izolasyonu
tiretici firmanin direktifleri dogrultusundagergeklestirilmistir. (https://www.qgiagen.com)
DNA izolasyonundan sonra MEFVgeninin tim ekzonlar1 FMF MASTR DxAssay
Kitinde iki multipleksprimer karigimi kullanilarak cogaltilmistir.
(https://www.agilent.com » product » multiplicom)

Elde edilen amplikonlarlllumina NGS sistemleri kiti i¢in drMIDDx kullanilarak
barkotlanmigve sonunda ortaya ¢ikan amplikon kiitiiphaneleri, [lluminaMiSeq® cihazi

kullanilarak bir araya getirilmis ve dizilenmistir.

3.1.3. Ham verinin islenmesi

Ham verilerin islenmesinde SOPHiADDM analiz programi kullanilmistir. Bu platform
genomik verilerin gorsellestirilip yorumlanmasini saglamak i¢in bir araya getiren bir

analiz programidir.

Programa once elde edilen DNA dizileri yiiklenir. Sistem geligsmis algoritmalariyla

yiiksek dogrulukta genomik analiz saglar.

Program varyantlart ACMGKriterleri dogrultusunda patojenitesine gore ¢esitli
smiflandirmakla birlikte her hasta i¢in ayr1 ayri analiz dosyasi vererek bunlar iizerinde

calisilma imkanida saglar. Bu sayede hastaneye FMF semptomlariyla gelen hastalarda
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bu hastaligin geni olan MEFV geninden kaynakli mutasyonlar olup olmadigi ve
mutasyon varsa elde edilen varyantlarin patojenitesi hakkinda bilgi verir.

Ayrica sisteme yiiklenen varyantlar veritabanina kaydedilerek Diinyanin neresinde
olursa olsun diger kullanicilar i¢in de bir kaynak haline gelir ve analizlerde kullanilir.
Sonugta caligmanin temeli olacak tiim veriler SOPHiA DDM programiyla islenir ve

cesitli siniflandirmalarla kullanilacak hale getirilir.

3.2.Genotip Dosyasinin Olusturulmasi

SOPHIA DDM analiz programi yardimiyla islenen veriler kullanilarak her hasta i¢in
ayrt ayri olusturulan dosyalar iizerinde c¢alisilmistir. Bu dosyalarda FMF hastaligi
siiphesi olan hastalar i¢in var olan varyantlar, allel degisimleri, bu degisimlerde referans
allel denilen wild-typeallel ve alternatif allel olarak isimlendirilen degisen allel,
mutasyon tiirli, aminoasit degisimi, degisimin hangi lokalizasyonda ger¢eklestigi,

varyant yiizdeleri gibi ¢esitli kriterler sunulmustur.

Oncelikle 1514 hasta igin bu dosyalar SOPHiA DDM analiz programindan tek tek
excell formatina uygun indirilmistir.

Elde edilen dosyalarin hepsi kullanilarak tek bir genotip dosyas1 olusturulmustur.

Bu dosya analizler sonucunda bulunan her varyant ve her bir hastanin da hangi
varyantlar1 gosterdigi tespit edilerek olusturulmustur. Ayrica hastalarin gdsterdigi bu
varyantlar1 homozigot olarak m1 heterezigot olarak mi tagidig: tespit edilmistir.

Bir allelinhomozigot mu heterezigot mu oldugunu anlamak i¢in varyant percentage
denilen varyant ytizdeleri kullanilmistir. Buna gore %75 ve lizeri ylizdeye sahip olanlar
homozigot altinda degere sahip olanlar heterezigot olarak degerlendirilmistir.

Ayrica bazi hastalarda birtakim varyantlarin yiizdeleri ¢ok diisiikk degerler gostermistir.
Caligmanin spesifikligi agisindan %35 ¢ in altinda deger gosteren varyantlar ¢aligmaya

dahil edilmemistir.

Genotip dosyasint tamamlanirken hastalarda gosterilmemis varyantlar referans

allelinhomozigot haliyle tamamlanmuistir.
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3.3.Biyoinformatik Analizler
3.3.1. Varyantlarin siniflandirilmasinda kullanilan veri tabanlari
3.3.1.1.Infevers

Otoinflamatuar hastaliklar bagisiklik sisteminde dogustan gelen hatalar sebebiyle ortaya
cikan hastalik grubudur. Bu grubun en bilinenleri kalitsal tekrarlayan atesler (HRF)’
lerdir. Bu genetik hastaliklari tanimlanmasinda yapilan testlerin yorumlanmasi kimi
zaman zor olabilir. Ciinkii belirli bir varyant iizerinden yapilan tanimlamalar
beklenmeyen varyantlar ortaya ¢iktiginda yetersiz kalir. Bu sekilde meydana gelencok
cesitli varyantlar1 igeren hastalik gruplarinda bulunan ve bilinen tiim varyantlarin
birlestirildigi bir veri tabanlar1 degerlidir. Infevers bu acig1 kapatip diinya ¢apinda
varyantlara bilinirlik kazandirmistir. Sadece varyantlarin toplanmasini degil fenotip
tizerindeki etkilerini lokasyonlarmi, HGVS isimlendirmeleri gibi birgok kapsamli
siiflandirmalart igerir. Bu veri tabaninda halihazirdaMEFV geni agisindan 365varyant
tespit edilmistir. Calisma sonunda elde edilen varyantlar Infeversveritabaniyla
karsilastirilarak bulunan varyantin yaygin bir varyant olup olmadigi arastirilir (Van Gijn
ve ark. 2018)(https://infevers.umai-montpellier.fr/web/)

3.3.1.1SIFT

Bu veri taban1 non-synonymous single nucleotide polymorphism (nsSNP)’ lerin protein
fonksiyonuna etkisini tahmin etmek icin sekans homolojisi kullanan bir veri tabanidir.
Hastaliga sebep olan mutasyonlar iglevsel bolgelerde ortaya c¢ikmaya egilimlidir. Bu
alanlar arasinda polimorfizm béolgeleri de bulunur. Insanlarin birbirinden farkli 14.000
ve 25.000 arasinda aminoasit igerdigi tahmin edilir. Bunlarin i¢inden de birtakim
hastaliklarla iligkili olabilecek mutasyonlarinin meydana gelmesi dogaldir. Bunlarin bu
cercevede degerlendirilerek siniflandirilmasini yapmak her insan igin zor olsa da bu
sekilde tahmin aracigiyla gelistirilmistir Aminoasit degisimlerinin zararli olup
olmadigin1 anlayip fenotipteki etkisini tahmini olarak gostermeye yarar (Ng ve

Henikoff2001).

Bunun icin ¢esitli tanimlamalar kullanir. FASTA sekansinda dizi girisi yapilir. SIFT
ilgili sekanslar i¢in veri tabanlarini arar. Bir dizi hizalamasi olusturur. SIFT her
pozisyon i¢in olasililar1 hesaplar ve tahminlerde bulunur. Sonug¢ olarak Tolerated ve

Deleterious olarak iki varsayim getirir. Ik sonu¢ degisimin fenotipte toleree
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dilebilecegini ikinci sonu¢ ise sonucun tolere edilmeyecegini ve zararli oldugunu

gosterir (Kumar ve ark. 2009)(https://sift.bii.a-star.edu.sg/).

3.3.2. Protein siniflandirmasinda kullanilan veri tabanlarn
3.3.1.2.MutationTaster

Varsome varyantlar1 biriktirerek bunlarin smiflandirilmasint 6zelliklerinin bir arada
bulunacagi biyoinformatikveritabanidir. Varsome icinde varyantlari siniflandirilmasi
birde MutationTasterinsilico tahmin araciyla yapilir. Buna goére varyantlar, evrimsel
korunumlarima, protein ve diizenleyici 6zelliklerine gore siniflandirarak patojen olup
olmadig1 hakkinda tahminlerde bulunulur. Sonugta varyantlar hakkinda 4 olasi sonucu

isaret eder (https://varsome.com/)
e diseasecausing: hastaliga neden olan
e diseasecausingautomatic: Otomatik olarak hastaliga sebep olan
e polymorphism: Muhtemelen zararsiz

e polymorphismautomatic: Otomatik olarak zararsiz

3.3.1.3.Polyphen

Polyphen 2 insilico tahmin sitesi yanlis anlamli mutasyonlarin tehlikeli olup olmadigi
hakkinda bilgi sunar. Bir mutasyonu, 1yi huylu (benign), =zararli olabilir
(possiblydamaging) veya muhtemelen zararli(probablydamaging) olarak siniflandirir
(Adzhubeive ark. 2010). Bu sayede SNP’lerin fonksiyonel etkilerini gostermeye yarar
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/).

Bunun i¢in dnce FASTA formatinda dizi girilir. Daha sonra wild-type aminoasit, mutant
aminoasit ve degisimin hangi pozisyonda oldugu girilir. Buna gore elde edilen sonuglar

tahmini etkilerine gore yukarida bahsedilen 3 etki altinda toplanir (Adzhubei ve ark.
2013).
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3.3.1.4. RegulomeDB

Gen dizilime yapilmaya baslandigindan itibaren hastalikli ve saglikli fenotipler tespit
edilmis bunlarin arasindaki farklar protein kodlayan genlerdeki degisiklerle tespit
edilmeye calisilmistir. Oysa bazi varyasyonlar bunlar1 disinda meydana gelmektedir. Bu
zarar1 gidermek igin genom capinda iliskilendirme calismalari (GWAS) yapilarak bu
bolgelerdeki varyasyonlar tespit edilmektedir. insan genomundaki regiilatérlerintespiti
arastirtlmas1 ve yorumlanmasinda RegulomeDBveri tabani kullanilir. RegulomeDB

tespit ettigi fonksiyonlar1 skorlarla niceliksel hale getirir (http://www.regulomedb.org/).

Toplamda 14 skoru ve bunlarinda kendine gore anlamlar1 mevcuttur.Cizelge 3.1.’de
skorlar ve ifade ettigi anlamlar gosterilmistir. Siniflandirma sisteminde fonksiyonel
biryerde bulundugu ve islevsel olup olmamasmna goére numaralandirma yapilir.

Fonksiyonel olarak belirleme yapmak igin;
e Regiilasyon dahil olmak tizere deneysel olarak karakterize edilmis bolgeler,
e (esitli hiicre tiplerinde dnemli regiilator bolgeler igin ChIP-seq bilgisi,
e 100°den fazla hiicre tipinde kromatin konum bilgisi,

e Distal bolgelerin gen promotorleri ile birlestirilmesine izin veren kantitatif

karakter lokus (eQTL) bilgisinin ifadesi,
e Kesin protein baglama bolgelerini gdstermek icin DNase ayak izi

e Nikleotit varyantlarinin potansiyel baglanma motif degisikliklerinden

faydalanilir.

Cizelge3.1.RegulomeDB skorlari ve karsiligi(Boyle ve ark. 2012)

la eQTL + TF binding + matched TF motif + matchedDNaseFootprint + DNasepeak
(kantitstif karakter lokusu, transkripsiyon baglanma, eslesen transkripsiyon faktorii
motifi, eslesen DNaseayakizi, DNase tepe noktalar)

1b eQTL + TF binding + any motif + DNaseFootprint + DNasepeak
1c eQTL + TF binding + matched TF motif + DNasepeak

1d eQTL + TF binding + any motif + DNasepeak

le eQTL + TF binding + matched TF motif
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Cizelge3.1. RegulomeDB skorlari ve karsiligi (devami)

1f eQTL + TF binding / DNasepeak

2a TF binding + matched TF motif + matchedDNaseFootprint + DNasepeak
2b TF binding + any motif + DNaseFootprint + DNasepeak

2c TF binding + matched TF motif + DNasepeak

3a TF binding + any motif + DNasepeak

3b TF binding + matched TF motif

4 TF binding + DNasepeak

5 TF bindingorDNasepeak

6 Diger

3.3.3. Post-translasyonel modifikasyonlar: tespit etmek icin kullanilan veri
tabanlan

3.3.3.1.NetOGlyc

Glikozilasyon en sik rastlanan post-translasonel modifikasyonlardan biridir. 2 gesit
glikolizasyon mevcuttur: N-bagli glikozilasyon ve O-bagli glikozilasyon. GalNAc-
tipi O -glikosilasyon diger tiire gore daha az ¢alisilmistir. Sonug olarak bu konudaki
bilgiler daha azdir. GalNAc-tipi O —glikosilasyon da serin ve treonin (Ser/Tre)
aminoasitlerine glikoz rezidiilerinin baglanmasi ile ortaya ¢ikan yaygin ve ortak bir
modifikasyonudur(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/). Bu islem GalNAc-
transferaz ile diizenlenir.O- glikan bdlgelerinin protein ¢apinda bulunmast igin
gelistirilen bu veri tabanina aminoasit dizisinde varyantlarin gosterdigi degisimlere gore
wild-type dizide olmayan; mutasyon sonucu degisen Ser, Thr aminoasit degisimleri
varsa bu degisimler gosterilir. Eger bu c¢esit bir glikozilasyon i¢in olumlu sonug ¢ikarsa

sonug¢ POSITIVE olur (Steentoft ve ark. 2013).
3.3.3.2.NetPhos

Protein kinazlar, bir¢ok hiicresel islemin sorunsuzca yerine getirilmesini i¢in
fosforilasyon olaymi katalize eder. Bu islemler arasinda metabolizma, proliferasyon,

farklilasma ve apoptoz gibi hiicre i¢in cok 6nemli gorevler vardir.

Serin, treonin veya tirozin aminoasitlerinin fosforillenmesiyle ¢ok sayida hiicresel islem
ve sinyalleri etkilenir (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/).Bu veri tabani
fosforilasyon bolgelerini %69 ile %96 arasinda bir hassasiyetle ongéren bir ag

kullanilir. Bunun i¢in varyantlar i¢inde mutasyonla bu ii¢c aminoasitten birine doniisenler
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belirlenir ve wild-type aminoasit dizisin de bu degisim gosterilerek elde edilen dizi
FASTA formatinda veritabanina yiiklenir. Bu ii¢ aminoasit i¢in 17 kinaz i¢in tahminler
yapar. Bukinazlar:

ATM, CKI, CKII, CaMlIl, DNAPK, EGFR, GSK3, INSR, PKA, PKB, PKC, PKG, RSK,
SRC, cdc2, cdk5, ve p38MAPK. Islemden sonra sonug pozitifse cevap olarak ‘YES’
karsilig1 alinir (Blom ve ark. 1999).

3.3.3.3.NetSurfP

Bu veri tabani aminositlerin ikincil yapilar1 ve ylizeylerinin erisilebilirligi hakkinda
bilgi verir. Bir dizinin ylizey erisilebilirliginin bulunmasi proteinlerin birbiriyle
etkilesimi, SNP’lerin 6ngoriilmesi, fosforilasyon bolgelerinin bulunmasi dahil bircok
konuda etkili olabilir. Yiizey erisilebilirligi tahmin etmede proteinin ikincil yapisinin
tahmin etmedeki yontemler oncii olmustur. Genelde tahmin i¢in kullanilan araglardan

farkli olarak iki tahmin yapar (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetSurfP/).

Once sekans profilleri ve ikincil yapilar belirlenir daha sonra her aminoasit igin yiizey
maruziyeti tespit edilir. Bu veri taban1 her dizi i¢in ¢esitli sonuglar gosterir; aminoasitin
erisilebilirlik skorlari, Ikincil yapr tahminleri ve Z-fit skoru gibi degerleri ayr
kolonlarda inceleme firsati sunar. Z-fit skoru bir giivenilirlik skorudur ve bu deger
yiiksekse yliksek hata paymi diisiikse de az hatay:1 gosterir yani sonuglarin giivenilirligi

Z-fit skoru ile ters orantilidir (Klausenve ark.2019).
3.3.3.4.SNPs&GO

Insanlar arasindaki degiskenligin ana nedeni olarak gosterilen SNP’ler en yaygin ve
genis kapsamli1 varyant veri tabaninda yaklagik 51,8 milyon olarak gosterilmistir.

SNP’lerinsebep oldugu aminoasit degisiklikleri Single aminoasit Polimorfizm (SAP)
olarak isimlendirilir. Bunlar arasinda notr etki gosterenlerin ve zararli olanlarin
(patojeniklerin) bulunmasi hastaliklarin varyantlarla iligkisini tespit etmeyi kolaylastirir.
SNPs & GO gen ontoljisi terimleri kullanarak bu iligkilendirmeyi kurmaya calisir. GO
terimleri {i¢ ayr1 baslikta bu degerlendirmeyi yapar. Bunlar; molekiiler fonksiyon,
biyolojik proses ve hiicresel bilesenlerdir. Protein dizisi girildikten sonra mutasyona

ugrayan aminoasitin GO terimleriyle tiim iligkisi taranir ve olasilik 0.5'ten biiytiikse,
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degiskenligin hastalikla iligkili oldugu tahmin edilmektedir
(http://snps.biofold.org/snps-and-go/snps-and-go.html). Sonucta sadece kendi iligki
degerlendirmeleri degil ayn1 zamanda PANTHER algoritmasinin skorlar1 da gosterilir.
SNPs & GO veri tabaninin avantaji, SAP'larin etkisinin dogrudan protein sekansindaki
degisimlerle ve bu degisimlerinde dogrudan fonksiyonla iliskisinin gosterilebilmesidir

(Capriotti ve ark.2013).
3.3.3.5.Sulfinator

Tirozinsiilfatlama salgi yolundan gegen proteinler i¢in onemli bir post-translasyonel
modifikasyondur. Sulfinator veri tabani protein dizilerinde tirozina minoasitinin
siilfatlanmasiyla ilgili tahmin gelistirir (web.expasy.org/sulfinator/). Yaklasik %98
dogrulukta tahmin verileri sunar. Sekans i¢indeki konumlarina bagh olarak siilfatlanmis
aminoasitleri tanimlamak i¢in dort farkli HiddenMarkovModels (HMM) gelistirilmistir.
HMM birgok veri tabaninda kullanilir. HMM’ler aminoasitlerin silinme ya da eklenme
gibi degigsimlerini bulmada ¢ok islevseldir. Coklu dizi hizalamalarin1 skorlama sistemine
dontistiirir.  Veri tabanina FASTA formatinda protein sekansi girilir. Sonucta
stilffatlanmasiyla alakali E-value degerleri ve HMM’lerle eslesmesinin olumlu oldugunu

gostermek i¢in “’+” isareti kullanilir (Monigatti ve ark. 2002).
3.3.3.6.SUMOplot

SUMO proteinleri, ubikuitine benzer ancak ubikuitinin aminoasit dizisine sadece
%20homoloji gosterir. Insanlarda dért farkli SUMO geni vardir. SUMO-1ubikuitin ve
ubikuitin benzeri siiper ailesinin bir iiyesidir. SUMO ile modifiye edilmis proteinlerin
cogu, B-K-x-D / E tetrapeptid motifini igerir; burada B, bir hidrofobik kalintidir, K,
SUMO'yakonjuge edilmis lizindir, X, herhangi bir aminoasit (aa), D veya E, bir asidik
kalintidir. SUMOplot dizinin SUMO ile baglanma olasiligin1 tahmin eder. Buna gore
yiksek baglanma, diisik baglanma ve Ortlisen diziler gibi degerlemeler yapar

(https://www.abgent.com/sumoplot).
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3.3.3.7. UbPred

UbPred proteinlerdeki potansiyel ubikitinasyon bolgelerini tahmin eder. Ubikitinasyon
birgok hiicresel siiregte rol oynar. Sivi kromatografi, kiitle spektrometrisi ile yapilan
caligmalarla ubikitinasyon bolgeleri tespit edilebilir. Ancak proteinlerinin deneysel
olarak tanimlanmasi zordur. Bu sebeple simdiye kadar tanimlanan bdlgeler kullanilarak
yeni ubikitinasyon bdlgelerini tahmin etmek i¢in bu veri tabani kullanilir. Simdiye kadar
tanimlanan 266 ubikitin bolgesi bu amagla kullanilir (http://www.ubpred.org/) Dizinin
FASTA formatinda girisi yapilir sonug olarak skor tahminiyle beraber bu tahmine

karsilik diisiik ya da yiiksek baglanma tahminleri sunar (Radivojac ve ark. 2010).

3.3.4.Amerikan  Tibbi  Genetik  Koleji[AmericanCollege  of  Medical

Genetics (ACMG)]kriterlerinegore varyantlarin siniflandirilmasi

Molekiiler diizeyde anlamli veriler elde etmek icin SNP’lerin saglikli sekilde
tanimlanmas1 gerekir. Degisimin delesyon mu insersiyon mu oldugunu tespit etmek
gerekir. Ancak bu degisiklikleri mutasyon ya da polimorfizm diye isimlendirmek
onlarin patojen ya da iyi huylu olarak algilanmasina sebep olur. Bu yiizden ikisine
birden varyant ismini verip degisiklikleri bu baslik altinda siniflandirmak daha
dogrudur. Bu simf iginde varyantlar patojenik ( pathogenic), muhtemel patojenik
(likelypathogenic), etkisi bilinmeyen (uncertainsignificance), muhtemelen iyi huylu
(likelybenign) veya iyi huylu (benign) olarak ayrilir. Bu sayede varyantlar klinik olarak
tanimlanir ve standart olarak tek bir adlandirma saglanmis olur. Varyantlar ¢esitli
caligmalardan ve Kkiiresel ¢apli projelerden elde edilebilir ve bu varyantlarin
yorumlanmasi i¢in yardimer birgok in siliko arag kullanilabilir. ACMG bir varyantin
klinik olarak &nemini birtakim Kriterlerle sunar (https://www.acmg.net/). Bu ayrim
genel olarak patojen-muhtemel patojen ve iyi huylu-muhtemel iyi huylu olarak sunulur.
Her patojenik kriter, ¢cok giiglii (PVS1), giiclii (PS1-4), orta (PM1-6) ve destekleyici
(PP1-5) olarak ayrilirken her iyi huylu kriter, tek basina (BA1), giiclii (BS1-4) veya
destekleyici (BP1-6) olarak tanimlandirilir. Patojenik kriterler yakindan incelenecek
olursa;

1.)Cok Giiclii Patojenite Kaniti
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e PVSl:Fonksiyo kaybmin bilinen bir hastalik sebebi oldugu durumlarda
nonsense, frameshift mutasyonlar1 baslama kodonu ya da bir¢ok ekzonun

delesyonu
2.)Patojeniteye Giiclii Kanitlar
e PSl:Patojenik 6zellik gosteren aminoasite doniisiim
e PS2:Ailesel hikayesi olmadan hastaligi de novo gosterme
e PS3:Zararh etkisi Invivo ve Invitro desteklenen gen iiriiniiniin zararl etkisi
e PS4:Etkilenen bireylerde varyant prevelansinin anlamli derecede artmasi
3.)Patojeniteye Orta Dereceli Kanitlar

e PM1: Bening varyant olmadan hot-spot noktalar ve kritik fonksiyonel alanlarda

degisim

e PM2: ExomeSequencing Project, 1000 Genom veya ExXAC gibi biiyiik

projelerde goriilmeme

e PM3: Resesif bozukluklar i¢in patojenik bir varyantla trans olarak tespit

edilmesi
e PM4: Protein uzunlugunun in-framedelesyon ya da insersiyonla kisalmasi

e PMS5: Farkli bir aminoasit kalintisinda tespit edilen degisim patojen olarak tespit

edilmesi
e PMB6: Ailesel hikaye dgrenilmeden de-novo olarak kabul edilmesi
4.)Patojeniteyi Destekleyen Kanitlar
e PP1: Hastaliga yol actig1 bilinen bir genden etkilenen aile bireylerinde ayrilma

e PP2:Missense varyant patojenik ¢esitlige sahip ve yaygin bir hastalik

mekanizmasina sahip yerdeyse
e PP3: Insiliko analizlerle hesaplamanma

e PP4: Hastanin fenotipi ve aile dykiisii
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Bununla birlikte iyi huylu varyantlar i¢inde detayl1 siniflandirmalar mevcuttur.

1.)Benign etkinin Bagimsiz kaniti

BA1: ExomeSequencing Project, 1000 Genom veya ECAC projelerinde allel

frekanst %5’ in Uzerindedir.

2.)Beningetkinin gii¢lii kaniti

BS1: Allel siklig1 beklenenden daha yiiksek

BS2:Saglikli bir yetiskin bireydeerken yasta tam penetrasyon ile beklenen

resesif, dominant veya X'e bagli bir hastalik
BS3: Invivo Ve invitro ¢alismalarla zararl etkisinin gézlemlenememesi

BS4:Bir ailenin etkilenen iiyelerinde segregasyon eksikligi

4.)Bening etkiyi destekleyen kanitlar toplamda 7 tanedir.

BP1: hastaliga neden oldugu bilinen varyanttamissense mutasyon

BP2: Tam olarak niifuz eden bir baskin gen / bozuklugun patojenik bir varyant

ile transda g6zlemlenmesi

BP3:Bilinen bir islevi olmayan, yinelenen bir boélgedeki In-framedelesyon/

insersiyon islemleri

BP4: Cok sayida hesaplamanin gen veya gen lirlinii iizerinde bir etkisi

olmadigini kanitlamasi

BP5: Varyantin hastalik i¢in alternatif bir molekiiler temele sahip oldugunun

bulunmasi

BP6: Bir¢ok kaynak varyanti bening olarak belirtse de bagimsiz sonuglar i¢in
laboratuar bilgisi yoktur

BP7: Sinonim (sessiz) bir degiskenin splicing etkisi yoksa ve niikleotid konumu

yiiksek oranda korunmuyorsa,
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Bu degerler varyantin klinik durumu hakkinda bilgi edinilmesini saglar. Bunun igin
cesitli varyasyonlarla birlestirilirler ve elde edilen duruma gore patojenik ya da bening
gibi sifatlar1 kazanirlar (Richards ve ark. 2015).

3.3.5.gnomAD ile varyantlarin allel frekanslarinin hesaplanmasi

Genom birlestirme veritaban1 olan The Genome Aggregation Database (gnomAD)
cesitli ve biiyiik kapsamli dizileme ¢aligsmalarindan sonuglari toplar ve daha 6zet halinde
sunar. Bu veri tabanin da hastaliklarla iliskisi olan olmayan bir¢ok veri kullanilmistir.
Birlestirme yapilirken genome ve ekzome dizileme verileri bir arada kullanilmistir
(https://gnomad.broadinstitute.org/). Bu hesaplama o6nemlidir ¢linkii daha Onceden
hesaplamalar sadece ekzom tabanli verilerle incelenerek olusturulur ekzonlarda
olmayan varyantlar hakkinda bilgi edinilemezdi. Varyantin kimligi ile yapilan
sorgulamalarda hem allel frekanst hem farkli populasyonlara goére frekanslarinin

sonuclaria ulasilir.

3.3.6.Haploview programu ile frekans hesaplama

Bu program c¢esitli boyutlardaki veriler i¢in haplotip analizi yapmaya olanak saglar.
Otomatik ya da manuel veri girisini kabul eden programa veri girisi olduktan sonra
yazilim kullaniciya bir dizi marker genotipleme kalitesi metrikleri sunar. Bu bir cesit
kalite kontrol panelidir (https://www.broadinstitute.org/haploview/haploview). Program,
bu testler igin dnceden belirlenmis bir esigin altina diisen isaretleyicileri filtreler. Daha
sonra program verilere uyumlu populasyon frekansi sunar. Bu sayede calisilan gruplar
tizerinde bulunan varyantlarin frekansmin genel frekansla uyumu ve yeni bulunan

varyantlarinda kendilerine ait frekans degerleri bulunur (Barrett ve ark. 2005).
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4. BULGULAR
4.1. Varyantlarin Siiflandirilmasi

673’tkadin, 841’1 erkek olmak tiizere 1514 hasta ile yapilan retrospektif caligma
sonucunda toplam 104 farkli varyant tespit edilmistir. Toplam da 75 varyant ekzonik 29

varyant intronik bolgededir.

Bu varyantlarin 13 tanesi novel varyanttir. Novel varyanttan kasit ilk kez gézlenen daha
once herhangi bir ¢alisma ya da yayinda bahsi gegmeyen varyantlardir. Bu varyantlar
siniflandirilma sistemine dahil olmadigi i¢in bulunan her varyanta verilen kimlik
numarasi 6zelligi tasiyan rsno’lar1 yoktur. Bu 13 varyanttan 7 tanesi intronik bolgede, 6

tanesi ise ekzonik bolgededir.

104 varyantin 101’1 SNV; 3 tanesi ise INDEL’dir. SNV’lerin 73 tanesi ekzonik ve
bunlardan 5 tanesi novelvaryant; 28 tanesi intronik ve bunlardan da 6 tanesi
novelvaryanttir. INDEL varyantlardan ise 2 tanesi ekzonik 1 tanesi introniktir. Bunlarin
da ekzonik olanlardan bir tanesi ve intronik olanlardan bir tanesi novel varyanttir.
Cizelge 4.1.” de varyantlarin yeri, tiirii ve novel olup olmamasina gore siniflandirilmasi

gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Varyantlarn tiplerine ve novel olup olmamasina gore siniflandirilmasi

Ekzonik Intronik
Toplam Say1 Toplam Novel | Toplam Novel
SNV 101 73 28
INDEL | 3 2 1

*NM_000243.2: (NM: bir protein kodlayan RNA'ya (MRNA) dayanan bir referans)
*NC_000016.9 sekansi (NC: bir kromozom temelli bir genomik referans dizisi)
*GRCh 37.p13 (Genome Reference Consortium Human Build)

Ekzonik bolgede bulunan 75 varyantin protein iizerindeki etkileri ise cesitlidir.

Bunlardan 46 tanesi missense mutasyon, 28 tanesi Synonymous mutasyon ve 1 tanesi
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ise frameshift mutasyonudur. Cizelge 4.2.’de bulunan varyantlarin hangi lokasyonda

oldugu protein iizerine etkileri ve varyant tipleri gosterilmistir.

Varyantlarin nasil

tirde mutasyonlara

sebebiyet

fonksiyonlar1 tizerinde etkisini incelemeyi kolaylastirir.

verdigini

anlamak proteinin

Cizelge 4.2: Tespit edilen varyantlarin lokasyonlari, tipleri ve protein tizerindeki etkileri

Varyantlarin Varyant Tipleri Protein Uzerine Etkileri
Lokasyonlari
SNV INDEL | Missense | Synonymous | Nonsense
(Frameshift)
Ekzon 1 5 1 4
Intron 1 1
Ekzon 2 28 2 21 8 1
Intron 2
Ekzon 3 11 8 3
Intron 3 1
Ekzon 4
Intron 4 4
Ekzon 5 9 3 6
Intron 5 2
Ekzon 6
Intron 6 5
Ekzon 7 1 1
Intron 7 4 1
Ekzon 8
Intron 8 3
Ekzon 9 2 1 1
Intron 9 8
Ekzon 10 17 12 5

*NM_000243.2

*GRCh37.p13 *NC_000016.9

Lokasyon bazinda incelenecek olursa en ¢ok varyant 30 tane ile ekzon 2’ dedir. ikinci

sirada ise 17 varyantla ekzon 10 vardir. Grafik 4.1.°de ekzonlara gore varyant

karsilastirilmasi gosterilmistir.

38



https://varsome.com/variant/hg19/NM_000243.2:c.1988C%3EA

Grafik 4.1: Lokasyonlara gore varyant sayilari
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4.1.1. Varyantlarin Infevers veri tabamyla karsilastirilmasi

Infevers veri tabaninda MEFV genine ait 365 varyant bulunur. Calisma boyunca elde
edilen 104 varyantin Infeversveritabanindaki varyantlarla karsilastirilarak bunlarin

yaygin varyant olup olmadig1 hakkinda bilgi edinilebilir. Yapilan ¢alismayla ortak 67

varyant tespit edilmistir.

4.2. Varyantlarin Protein Uzerindeki Etkilerinin Incelenmesi

4.2.1. SIFT veri tabanindan elde edilen sonuclar

Mevcut varyantlarin aminoasit degisikliklerinin protein iizerindeki etkisi gézlemlemeye
calismak i¢in kullanilan veri tabaninin gésterdigi sonuglara gore; 75 ekzonik varyantin
63 tanesinde sonu¢ alinmistir. 63 varyantin 52 tanesi TOLERATED; 11 tanesi
DELETERIOUS’ tur. Ekzonik olan Novel varyantlar arasinda ise 5 sonug elde
edilmistir. Bunlardan 4 tanesi TOLERATED; 1 tanesi DAMAGING’ tir. Bu durumda

yeni buldugumuz varyantlar arasinda fenotipi etkileyecek bir mutasyonun varligindan
bahsedilebilir.
4.2.2MutationTasterveri tabanindan elde edilen sonuclar

Calisma sonucunda elde edilen varyantlar i¢inde proteinin fonksiyonunu degistirecek
potansiyeldeki mutasyon tiirii olan missensevaryantlar secilerek analiz edilmistir. Buna

gore elde edilen sonuclar Cizelge 4.3 te gosterilmistir.
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Cizelge 4.3.MutationTaster veri tabanina gore varyantlarin siniflandirilmasi

Elde Edilebilecek Sonuclar Varyant Sayisi
Diseasecausing (hastaliga sebep olan) 14
Polymorphism (hastalik sebebi olmayan) 59

4.2.3Polyphen veri tabanindan elde edilen sonuglar

Varyantlarin mutasyon ¢esidine gore siniflandirilmasinda toplam 46 missense mutasyon
tespit edildi. Sonuglar Cizelge 4.4.’te gosterildigi gibidir. Bu mutasyonlarin Polyphen
veri tabanindaki karsili§i; 8 varyantta PROBABLY DAMAGING, 25 varyantta
BENIGN ve 13 varyantta ise POSSIBLY DAMAGING tir.

Cizelge 4.4 Missense Mutasyonlarla Polyphen Veri Tabanindan Elde Edilen Sonuglar

Polyphen Veri Tabanindan Elde Edilebilecek
Sonuclar
PROBABLY BENIGN | POSSIBLY
DAMAGING DAMAGING
EldeEdilen 8 25 13
Varyant Sayisi

4.2.4 RegulomeDB veri tabanindan elde edilen sonuclar

RegulomeDByveritabani ile yapilan analiz ¢alismasi neticesinde elde edilen sonuglar

Cizelge 4.5’te gosterilmistir.

Cizelge 4.5. RegulomeDB veri

tabaninda sonug¢ veren varyantlarin rs numaralar1 ve

aldig1 degerler
RegulomeDB | rsno RegulomeDB rsno
Skorlari skorlari
4 rs113314808 5 €.1611-41dupC
4 rs77380520 5 rs569998874
4 ¢.1759+15A>G 5 rs1231123
4 rs558918145 5 1s1231122
4 rs753528872 5 rs11466045
4 rs536557865 5 rs1468410559
5 rs547393490 5 rs104895176
5 rs104895077 5 rs104895213
5 rs104895124 5 rs104895128
5 C.277+57A>C 5 1s2234939
5 rs11466018 5 rs104895201
5 c.361C>A 5 rs28940579
5 rs104895078 6 rs104895081
5 rs777867857 6 rs1294106083
5 rs1471371733 6 rs75977701
5 15224224 6 rs567739580
5 rs104895130 6 rs104895157
5 rs3743930 6 rs1255044091
5 rs104895076 6 €.1988C>A
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Cizelge 4.5. RegulomeDB veri tabaninda sonu¢ veren varyantlarin rs numaralari ve
aldig1 degerler (devami)

RegulomeDB | rs no RegulomeDB | rs no
Skoralari Skorlar

1s104895185 6 1s61752717
[s756975501 6 c.2081T>A
15224223 6 1s28940578
€.495 496delCTinsAC | 6 1s104895094
15104895079 1f 15224205
1s104895179 2b ¢.30G>T
15224222 2b [s774807554
1s104895182 2b 1s104895097
15104895181 3a 15763711859
1s104895080 3a 1s375450800
15104895127 3a 1s61732874
1s11466021
15104895204
15224213
15786205886
c1214A>G
1511466024
1s104895195
15142775938
15224212

¢, 1357-55A>G
15104895151
1s224208
15224207
1s104895083
561732424
1576464258
rs104895099
15200557537
15224206
15146820856
rs001727292
€.1588-130C>T
€.1588-84T>C

Gl 21l 28 ;1 S2) 3] S3)l G2l 21 28 2] ) )l 21 20 S 21 S3) S21 21 G2 2] 2} 1)l N 20 21 &2 3] S3) 21 21 &3] $31 &)

Sonuglarin grafiksel karsiligi Grafik 4.2.°de gosterilmistir.Skor olarak bu degerlerin

yorumlanmasi Cizelge 4.6.” te gosterildigi gibidir.

Cizelge 4.6. Novel Varyantlarin RegulomeDBveritabanindaki skorlarina gore ifade
ettigi anlamlar

Skorlar Ifade Ettigi Anlamlar

1f eQTL + TF binding / DNasepeak

2b TF binding + any motif + DNaseFootprint + DNasepeak
3a TF binding + any motif + DNasepeak

4 TF binding + DNasepeak

5 TF bindingorDNasepeak

6 Other
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Bu durumda en etkili olan varyant 2b skorunu veren varyanttir. Ciinkii transkripsiyon
faktorli baglanma motifinden DNase ayakizine kadar genis bir skalada regiilator gorevi

gorebilir.

Grafik 4.2. Calisma Sonucu Elde Edilen Varyantlarin RegulomeDB skorlari yiizdesi

RegulomeDB

m4
|5
m6
1f
m2b
m3a

W No Data

4.3 Proteinlerin Post-translasyonel Modifikasyonlarinin incelenmesi
4.3.1 NetOGlyc

Yapilan calismada aminoasit degisiklikleri gosteren varyantlar iginde wild-type
aminoasitlerden Ser ve Thr aminoasitlerine doniisiim yapan toplam 8 varyant mevcuttur.
Yukarida belirtilmis olan 8 varyantin 5 adedinde DNA’daki degisim sonucu sentezlenen
yeni aminoasitlerde glikolizasyon ile ilgili pozitif sonu¢ ¢ikmistir. Varyasyon sonucu
aminoasit degisikligi gosteren ve bu degisiklik sebebi ile glikolizasyon motifinde
degisiklik gosteren varyantlardan biri de verilerimizde ilk defa bulunmus olan novel
varyantlardan  biridir(p.Pro121Thr (c.361C>A). Cizelge 4.6.°da bu sonuglar

gosterilmistir.
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Cizelge 4.7. Calismada elde edilen MEFV varyantlar1 arasinda glikozilasyona

ugrayabilecek olanlar ve elde edilen sonug

Rs numarasi Protein Baslangic | Bitis Skor Sonug¢
rs11466023 p.Pro369Ser 369 369 0.652584 #POSITIVE
rs61732874 p.Ala744Ser 744 744 0.00794556
c.361C>A p.Pro121Thr 121 121 0.945803 #POSITIVE
(novel varyant)
rs104895124 p.Ala89Thr 89 89 0.589109 #POSITIVE
rs11466045 p.11e591Thr 591 591 0.145747
rs104895128 p.Gly632Ser 632 632 0.308169
rs1471371733 p.Asn127Ser 127 127 0.804275 #POSITIVE
rs104895185 p.Argl51Ser 151 151 0.860099 #POSITIVE
4.3.2.NetPhos
Varyantlar arasinda wild-type aminoasit dizisini serin, treonin ya da tirosin

aminoasitlerine dontistiirenler seg¢ilir. Bu varyantlar asagidaki siralanan varyantlardir.

Bunlar arasinda fosforilasyona ugrayacagi tahmin edilen varyant sayist 8 tanedir.

Bunlarin  hangi kinazlar araciligiyla fosforile olabilecegi ise Cizelge 4.7°de

gosterilmistir.

Cizelged. 8. MEFV varyantlar1 arasinda fosforilasyona ugrayabilecek varyantlar ve
bunlara aracilik edebilecek kinazlar

Sequence # X Context Score Kinase Answer
MEFV 369 S GSLSSQPLP 0.608 DNAPK YES
GSLSSQPLP 0.549 ATM YES
GSLSSQPLP 0.529 cdc2 YES
MEFV 744 IYTFSSCSF 0.740 PKC YES
MEFV 632 RLPDSPQRF 0.989 Unsp YES
RLPDSPQRF 0.543 p38MAPK YES
RLPDSPQRF 0.534 GSK3 YES
MEFV 127 S HPEGSEGNG 0.910 Unsp YES
HPEGSEGNG 0.579 CKI YES
MEFV 151 S PEAGSGLSR 0.598 cdc2 YES
PEAGSGLSR 0.518 PKC YES
MEFV *121 T SLKTTDHPE 0.586 PKG YES
(Novel SLKTTDHPE 0.516 CKIll YES
MEFV 89 T _ _ _ _
MEFV 591 T VPELTGAQA 0.534 unsp YES
MEFV 288 DGGAYADLK 0.914 unsp YES
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4.3.3.NetSurfP

Ikincil yap1 tahminleri ve yiizey erisilebilirliginin incelendigi veri tabanina missense ve
frameshift mutasyonu sonucunda aminoasit degisikligine maruz kalan varyantlar segilir.
Bunun sebebi ise varyantin etkisinin gozlemlenebilmesi i¢in dnce aminoasit degisiminin
olmasmin gerekmesidir. Mutasyonlar arasinda aminoasit degisimine sebep olanlar

Cizelge 4.8.” te gosterildigi lizere toplam 47 varyantta tespit edilmistir.

Cizelge 4.9. Calisma ile elde edilen varyantlar arasinda sinonim mutasyon gosteren
aminoasitler hari¢ tiim varyantlarin Yiizey erisilebilirligi tahminleri gosteren z-fit skoru

ve ikincil yap1 tahminleri(‘*’ile gdsterilenler novel varyantlardir)

Class aminoacid seguence name Aminoacid z fit score | alfa beta coil

E T MEFV 89 0.925 1 0.923 0.002 0.076
E K MEFV 97 -0.945 1 0.018 0.019 0.964
E P MEFV 110 -1.116 | 0.056 0.142 0.802
E* T MEFV 121 -0.570 1 0.018 0.047 0.935
E S MEFV 127 -1.054 | 0.053 0.043 0.903
E | MEFV 141 -1.644 | 0.052 0.084 0.864
E \V4 MEFV 148 -1.881 | 0.052 0.084 0.864
E Q MEFV 148 -1.251 | 0.052 0.084 0.864
E S MEFV 151 -1.51010.018 0.047 0.935
E P MEFV 154 -1.340 | 0.053 0.043 0.903
B* P MEFV 166 -1.829 [ 0.053 0.043 0.903
E D MEFV 167 -1.103 | 0.052 0.084 0.864
E W MEFV 196 -1.47910.113 0.043 0.844
E Q MEFV 202 -0.932 | 0.052 0.084 0.864
E D MEFV 225 -0.639 [ 0.018 0.047 0.935
E K MEFV 230 -1.258 | 0.020 0.205 0.775
E K MEFV 251 -1.570/0.184 0.043 0.773
B R MEFV 256 -1.92510.018 0.019 0.964
E \Y4 MEFV 259 -1.551/0.115 0.016 0.868
B | MEFV 267 -0.486 | 0.066 0.296 0.638
E R MEFV 283 -1.77010.018 0.047 0.935
E Y MEFV 288 -0.150 | 0.278 0.093 0.628
E R MEFV 304 -0.800 | 0.268 0.043 0.689
B H MEFV 314 -0.592 | 0.056 0.142 0.802
E* R MEFV 322 -0.49310.113 0.087 0.800
B F MEFV 339 -0.864 | 0.622 0.015 0.363
E S MEFV 369 -0.722 10.430 0.016 0.555
E H MEFV 377 0.750 [ 0.879 0.010 0.111
E \V4 MEFV 389 0.233 ] 0.268 0.043 0.689
E* R MEFV 405 -0.344 | 0.053 0.043 0.903
E Q MEFV 408 -1.21510.113 0.087 0.800
E \V4 MEFV 457 0.944 | 0.923 0.002 0.076
E L MEFV 479 0.650 | 0.923 0.002 0.076
E N MEFV 510 -0.61510.717 0.014 0.269
E T MEFV 591 -1.22010.199 0.152 0.649
E S MEFV 632 -0.728 | 0.016 0.005 0.979
E* K MEFV 663 -0.835 | 0.005 0.262 0.733
B | MEFV 680 -1.619 1 0.021 0.451 0.528
B | MEFV 694 -0.067 [ 0.003 0.718 0.279
B K MEFV 694 -0.034 [ 0.003 0.718 0.279
B Vv MEFV 694 0.098 | 0.003 0.718 0.279
E R MEFV 695 -0.619 | 0.004 0.085 0.910
B M MEFV 722 0.585 | 0.002 0.816 0.182
E A MEFV 726 -0.330 | 0.005 0.015 0.979
B S MEFV 744 0.294 | 0.005 0.336 0.660
E H MEFV 761 -1.280 | 0.005 0.015 0.979
E C MEFV 761 -1.16310.018 0.047 0.935
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4.3.4.SNPs&GO

Elde edilen varyantlar arasinda aminoasit degisikligi gdzlenen toplam 47 adet varyantin

SNPs&GO sonuglart Cizelge 4.9°da gosterildigi gibidir.

Cizelge 4.10. Aminosit Degisimi Gosteren Varyantlarin SNPs&GO sonuglari(“*” ile

gosterilenler novel varyantlardir.)

Mutasyon | Tahmin Giivenilirlik Endeksi | Olasiik tahmini
A89T Neutral 4 0.324
Q97K Neutral 4 0.284
L110P Neutral 6 0.193
P121T* Neutral 9 0.042
N127S Neutral 9 0.070
S1411 Neutral 9 0.036
E148V Neutral 6 0.224
E1480Q Neutral 7 0.149
R151S Neutral 8 0.094
S154P Neutral 6 0.179
S166P* Neutral 10 0.019
E167D Neutral 6 0.223
G196W Neutral 6 0.194
R2020 Neutral 9 0.045
E225D Neutral 3 0.327
E230K Neutral 0 0.484
E251K Neutral 4 0.304
N256R Neutral 4 0.312
1259V Neutral 10 0.021
T2671 Neutral 6 0.184
P283R Neutral 1 0.463
S288Y Neutral 2 0.396
G304R Neutral 2 0.399
R314H Neutral 6 0.179
P322R* Disease 1 0.538
S339F Neutral 1 0.438
P369S Neutral 7 0.138
R377H Neutral 7 0.173
D389V Neutral 4 0.301
Q405R* Neutral 9 0.066
R408Q Neutral 6 0.193
A457V Neutral 8 0.100
F479L Neutral 7 0.165
D510N Neutral 7 0.161
1591T Neutral 8 0.084
G632S Neutral 8 0.089
T663K* Neutral 2 0.411
M680I Neutral 7 0.152
M694K Neutral 4 0.292
M694V Neutral 6 0.214
M694I Neutral 4 0.321
K695R Neutral 5 0.228
V722M Neutral 5 0.269
V726A Neutral 8 0.095
A744S Neutral 8 0.113
R761H Neutral 8 0.093
R761C Disease 0 0.516

*Neutral: Notr varyasyon *Disease: Hastalikla iligkili varyasyon
Bu sonuglara gore 47 varyantin 45 tanesinin ndtr 2 tanesinin patojen oldugu goriiliir.

Patojen olanlardan birinovel varyantlarin igindendir.
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4.3.5.Sulfinator

Sulfinator, protein dizilerinde tirozinsiilfatlanma bdélgelerini tahin eder. Calisma
sonucunda aminoasit doniisiimii tirozin olan bir varyant elde edilmistir. RsS387907567
varyantinda gozlemlenen p.Ser288Tyr doniisiimii sonucunda elde edilen sonu¢ wild-
type dizi ile aynidir. Bu sonug Cizelge 4.10.’da gosterilmistir.

Cizelge 4.11.Sufinator ile tirozine doniisen dizinin siilfatlanmadig1 goriilmiistiir. Sonug
wildtype dizi ile aynidir

Protein / sequence | Position E-value Sequence
name
MEFV 573 [45] EKSTKYFSETLRSEMEM

e++Y + +ee+t

4.3.6.SUMOplot

SUMOplotveri tabaninda c¢alismak igin Oncelikle aminoasit dizisini degistiren
varyantlar tespit edilmistir. Lizin doniisiimii saglayan aminoasitlerle yapilan inceleme
sonucu Cizelge 4.11°de gosterilmistir. Sonuglar wild-type dizi ile aynidir yani lizin
dontigimii saglanan dizilerden sadece Met694Lys doniisiimii saglanan dizi sonug
vermistir.

Cizelge4.12.SUMOplot verilerine gore dizilerin SUMO ile baglanma olasiligi(Kirmizi

ile gosterilenler yiiksek baglanma orani gosteren diziler, mavi ile gosterilenler diisiik
baglanma gosterenler)

No. | Lizinin pozisyonu Group
1 K712 PTRLL IKEP PKRVG 0.84
2 K292 GAYAD LKEG PGNPE 0.73
3 K3 M AKTP SDHLL 0.69
4 K563 IQLLH QKSE FVEKS 0.5
5 K465 KQRVQ RKLE QVYYF 0.44
6 K164 LSKRR EKAP DGLDA 0.39
7 K252 TISTG KKAP ARPEV 0.37
8 K362 QDSHE RKSP GSLSS 0.34
9 K435 HLKKL RKSG EEQRS 0.27
10 | K694 YWVVI MKRE NEYQA 0.8 Met694Lys
4.3.7.UbPred

UbPred veri tabani ubikitin bolgelerini tahmin ettigi i¢in lizin aminoasidi ile iligkilidir.
Cizelge 4.12.de UbPred veri tabanindan elde edilen sonuglar gosterilmistir. Varyantlar

arasinda aminoasit degisimi lizin olan bes tanedir.
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Cizelge 4.13.UbPRED veri tabanina gore varyatlarin tahmini skorlar1 ve baglanma

gosterip gostermedigi ve baglaniyorsa gosterecegi eslesme orant

Rs numarasi Aminoasit Rezidii Skore Sonug¢

doniisiimii
rs61752717 p.Met694Lys 97 0.86 Yes High confidence
rs104895080 p.Glu230Lys 230 0.21 No
rs104895111 p.Glu251Lys 251 0.70 Yes MediumConfidence
€.1988C>A p.Thr663Lys 663 0.41 No
rs747515115) p.GIn97Lys 694 0.54 No

4.4. Varyantlarin ACMG Kriterlerine Gore Simiflandirilmasi

Calismada MEFV geninin farkli lokasyonlarinda cesitli varyantlar elde edilmistir. Bu
varyantlarin patojentesi hakkindaki siniflandirmay1r yapmada gelistirilen ACMG

kriterlerinden faydalanilmistir. Burada elde elden sonuclar Cizelge4.13.’te gdsterilmistir.

Cizelge 4.14.Calismada elde edilen 104 varyantin ACMG kriterlerine gore

siniflandirilmasi
Bulunan Varyantlarin ACMG Kiriterlerine Gore Siniflandirilmasi
ACMG Kriterleri Bu Kriterleri Gosteren Varyant Sayisi
UncertainSignificance 77
Benign 11
Pathogenic 5
LikelyPathogenic 5
LikelyBenign 6

Bu sonuglara gore en ¢ok gozlenen ACMG kriteriUncertainSignificance denilen ve

klinik 6nemi heniiz anlagilamamis gruptur.
4.5.gnomADve Haploview Programi Bulunan AllelFrekaslari

Allel frekanslar1 hakkindaki bilgiler iki veri tabani araciligiyla elde edilmisti. Bunlardan
gnomAD bilinen varyantlarin popiilasyondaki frekansini hesaplarken Haploview
programi ¢alismadan elde edilen veriler 1518inda allel frekansi hesaplamasi yapmustir.
Cizelge 4.14° te missensevaryatlarinHaplowiew ile hesaplanan ve gnomAD ile bulunan

degerleri gosterilmistir.
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Cizelge 4.15.Missense varyantlarin gnomAD ve Haploview programina gore elde

edilen sonuclar1**’ ile isaretli olan sonuglar novel varyantlara ait olan degerlerdir.

rsno MAF | gnomAD rsno MAF | gnomAD
rs104895124 0.001 | 0.00001208 rs20055753 | 0.000 | 0.0001352
rs747515115 0.0003 | 0.00005708 rs11466045 | 0.004 | 0.01089
rs11466018 0.003 | 0.006366 rs10489512 | 0.001 | 0.0000363
*c.361C>A 0.0003 *¢.1988C> | 0.000
rs1471371733 0.0003 | 0.000 rs28940580 | 0.024 | 0.0001034
rs104895130 0.0003 | 0.000008411 | rs61752717 | 0.106 | 0.0002722
rs3743930 0.055 | 0.06576 c.2081T>A | 0.000
rs104895076 0.002 | 0.00007154 rs28940578 | 0.005 | 0.0001273
rs104895185 0.0003 | 0.00006901 rs10489509 | 0.007 | 0.005826
rs756975501 0.0003 | 0.00003827 rs10489520 | 0.000 | 0.0000141
*c.495 496delCTinsA | 0.0003 rs28940579 | 0.033 | 0.001983
rs104895079 0.001 | 0.00004693 rs61732874 | 0.008 | 0.001764
rs104895179 0.0003 | 0.001661 rs77480755 | 0.000 | 0.0000477
rs224222 0.263 | 0.2354 rs10489509 | 0.009 | 0.0002051
rs104895181 0.0003 | 0.000008063

rs104895080 0.001 | 0.0006288

rs104895111 0.002 | 0.000003978

rs104895144 0.0003 | 0.00003182

rs104895081 0.001 | 0.0001485

rs104895119 0.0003 | 0.00001989

rs387907567 0.0003 | 0.000007956

rs75977701 0.001 | 0.004685

rs104895204 0.0003 | 0.00008869

*€.965C>G 0.0003

rs104895157 0.001 | 0.0001789

rs11466023 0.013 | 0.0147

rs144998416 0.0003 | 0.00003184

rs786205886 0.0003

*¢.1214A>G 0.001

rs11466024 0.012 | 0.01336

rs104895151 0.001 | 0.0002546

rs104895083 0.001 | 0.00004242

4.6.Novel Varyantlarda Degisimlerin Fenotip Uzerindeki Etkisi

FMF’de hastaligin seyri sahip olunan varyantla siki baglanti icindedir. Fenotipin ortaya

cikmasinda sahip olunan varyantlar 6nemlidir. Bu varyantlara gore hastalik daha siddetli
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ya da daha hafif formda seyredebilir. Calismamizda ilk kez ortaya ¢ikan varyantlarin
fenotipik 6zelliklerini arastirmak bu varyantlarin hastalik seyrindeki etkisini arastirmada
onemlidir. Cizelge 4.15.’te ekzoniklokasyonda olan novel varyantlarinfenotipik

Ozellikleri gosterilmistir.

Cizelge 4.16.Novelvaryantar i¢ine ekzoniklokasyondaolalarinfenotipik 6zellikleri

cDNA Eritem Amiloidoz Atak sirasinda | Atak sirasinda
Eritrosit Lokosit sayis1
sedimantasyon  hiz1 | (x10M9L)
(mm/saat)

€.361C>A yok yok Bilgi Yok Bilgi Yok

€.1988C>A var yok Bilgi Yok Bilgi Yok

€.495_496delCTinsAC yok yok 27 111

€.965C>G yok yok 30 Bilgi Yok

¢.30G>T var yok 30 Bilgi Yok

c.1214A>G yok yok Bilgi Yok Bilgi Yok

c.1214A>G yok yok Bilgi Yok Bilgi Yok

cDNA Yakin Yakin Anne-baba akrabalik | Kolsisin kullanimi

akrabada akrabada derecesi var mi

FMF oykiisii Bobrek

yetmezligi

oykiisii
c.361C>A var Bilgi Yok akraba degil Bilgi Yok
€.1988C>A yok yok yok var
€.495_496delCTinsAC yok yok Bilgi Yok var
€.965C>G var yok akraba degil yok
c.30G>T yok yok Bilgi Yok var
c.1214A>G var yok Bilgi Yok yok
c.1214A>G var yok Bilgi Yok yok
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Cizelge 4.16.Novelvaryantar igine ekzonik lokasyonda

olalarin fenotipik ozellikleri

(devami)
Cinsiyet yas Sikayetlerin Karm agris1 Ates Artralji/
cDNA baslangi¢ Artrit
yasi
€.361C>A E 13 7 var var var
c.1988C>A K 18 8-10y var var yok
c.495_496del | E 4 3 var var yok
CTinsAC
€.965C>G K 8 7 yok yok var
c.30G>T E 35 33 yok yok var
c.1214A>G K 8 Bilgi Yok yok yok yok
c.1214A>G E 41 Bilgi Yok yok yok yok
cDNA Atak sikhigi Atak siiresi | Sirt Gogiis agris1 | Kabizhik Bulanty/
(giin) agrisi /ishal Kusma
€.361C>A 2 hf 1 var yok yok yok
€.1988C>A Bilgi Yok Bilgi Yok var yok yok yok
c.495_496del | Bilgi Yok Bilgi Yok yok yok yok yok
€.965C>G 2ay 1 giin yok yok yok yok
c.30G>T Bilgi Yok Bilgi Yok yok yok yok yok
c.1214A>G Bilgi Yok Bilgi Yok yok yok yok yok
c.1214A>G Bilgi Yok Bilgi Yok yok yok yok yok
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada 1514 hastadan elden edilen 104 varyantin 13’ daha once yapilan
calismalarda tespit edilmemis varyantlardir. Bu yiizden RefSNPID’leri mevcut degildir.
Bu novel varyantlardan missense mutasyona sebep olanlarinda insilico analizleri
hastaliga sebep olup olmama agisindan tanimlayici olabilir. 5 missensevaryantin insilico

analizleri ¢izelge 5. 1’ de gosterilmistir.

Cizelge 5.1.Novel varyantlar i¢inde missense mutasyona sebep olan 5 varyantin insilico
analiz sonuglar1

Kromozom cDNA Aminoasit SIFT | MT | PP2 ACMG
lokasyonu Degisimi

3304707 €.361C>A p.Prol21Thr T P B VUS
3304572 €.495_496delCTinsAC p.Serl66Pro B VUS
3299726 €.965C>G p.Pro322Arg D P PSD VUS
3299477 c.1214A>G p.GIn405Arg T P B VUS
3293499 €.1988C>A p.Thré63Lys T DC PRDD | VUS

*NM_000243.2

*NC_000016.9

*GRCh37.p13

*MT: MutationTaster (P: Polymorphism, DC: Diseasecausing)

*PP2: Polyphen ( B: Bening, PSD: PossibilyDamaging, PR: ProbablyDamaging)
* SIFT: T:Tolerated, D: Damaging

* ACMG: VUS: UncertainSignificance

Bu sonuglardan anlagildigi lizere missense degisimi sahip novel varyantlarin insilico
analiz sonuclar1 degiskendir. 3 veri tabani sonuclar1 icinde ortak olarak patojenite

gosteren novel bir varyant yoktur.

3304707,3293499 lokasyonundaki varyantlar ise 3 veri tabani i¢inde hastalik sebebi

olmayan sonuglar gostermistir. Bu varyantlarin fenotipide bu yonde olabilir.

Ancak bu bes sonu¢ icinde ACMG kriterleri ‘UncertainSignificance’ sonucunu

vermistir. Yani bu varyantlarin klinik 6nemi belirsizdir.
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In silico analiz sitelerinde ortak olarak tehlikeli olabilecek sonuglar veren varyantlar
arasindaki iliski Cizelge 5.2°de gosterilmistir. Bu sonuglara gore 3 in silico veri tabani
icin ortak olarak hastalikla iliskilendirebilecek bir sonug¢ elde edilememistir. Ancak
kiyaslamalar yapildiginda iki veri tabaninda ortak olarak tehlikeli sonug¢ olusturacak
varyantlar tespit edilmistir. Farkli veri tabanlarinda ortak olarak ayni degerlendirmelerin
tespit edilmesi in vivo ¢aligmalarda alan daraltilmasinda biiyiikk 6nem tasir. Clinkii in
vivo caligmalara baslamadan 6nce bu c¢alismayr gerekli kilacak sonuglar elde
edilmelidir. Buna gore ¢alisma sekli ve calisma plan1 ortaya koyulabilir. Bu sonuglar1
degerlendirip ortak olarak tehlikeli varyantlar tespit edilip o varyantlar {izerinde
arastirilmalar derinlestirilebilir.

Cizelge 5.2. In silico analiz sitelerinde ortak olarak tehlikeli olabilecek sonuglar veren

varyantlar
sift/polyphen2 mutation taster/polyphen2 sift/mutation taster
€.965C>G rs104895081
rs104895076 €.1988C>A
rs104895124 rs104895079
rs104895179 rs786205886
rs200557537 rs28940578
rs3743930
rs387907567

Yine novel 13 varyantin Haploview yardimiyla bulunan MAF degerleri ¢izelge 5.2°de

gosterilmistir.

Cizelge 5.3.Novel varyantlarin MAF degerleri

Kromozom Lokasyonu | cDNA MAF
(NC_000016.9)

3306558 €.30G>T 0.0003
3306254 c.277+57A>C 0.0003
3304707 €.361C>A 0.0003
3304572 €.495_496delCTinsAC 0.0003
3299726 €.965C>G 0.0003
3299477 c.1214A>G 0.001
3297301 €.1357-55A>G 0.0003
3296677 €.1588-130C>T 0.0003
3296631 €.1588-84T>C 0.0003
3294628 €.1611-41dupC 0.0003
3294445 €.1726+28G>A 0.0003
3294239 €.1759+15A>G 0.0003
3293499 €.1988C>A 0.0003
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Goriildiigii tizere novel varyantlar popiilasyon i¢inde diisiik frekans sikligina sahiplerdir.
Bu sonu¢ 0.0003 gibi bir degerle kendini gosterir. Ancak 3299477 kromozom
lokasyonun da bulunan varyant novel olsa da frekans degerinin yiiksekligi dikkate

degerdir.

Yapilan caligmalarda Tiirk popiilasyonun da bulunan yaygin varyantlar p.M694YV,
p-M680I, p.V726A, p.E148Q degisimi saglayanlardir. Bu varyantlarin frekanslarinin
gnomAD veri tabani ile karsilagtirilmis hali ¢izelge 5.3°te gosterildigi gibidir.

Cizelge 5.4. Tirk popiilasyonunda yaygin olarak goriilen varyantlarin ¢aligmadaki
frekanslar ile gnomAD veri tabanindaki frekanslarinin karsilagtirilmasi

Kromozom | Rs Aminoasit cDNA MAF | gnomAD
Lokasyonu | Numaras1 | degisimi frekansi
3293407 rs6175271 | p.Met694Val €.2080A>G 0.106 | 0.0002722
3293447 rs2894058 | p.Met680lle €.2040G>C 0.024 | 0.0001034
3293310 rs2894057 | p.Val726Ala c.21777>C 0.033 | 0.001983
3304626 rs3743930 | p.Glu148GIn | c.442G>C 0.055 | 0.06576

Cizelge 5. 3’te goriildiigii iizere Tiirk popiilasyonunda yaygin olarak karsilasilan
varyantlar caligmada da yiiksek frekansla gozlemlenmistir. Bu sonuglara gore

calismamizda elde edilen sonuglar Tiirk popiilasyonuyla uyumludur.

Ayrica g¢aligmada yliksek frekans goOsteren baska varyantlar da vardir. Bunlarin
frekanslart ve gnomAD veri tabaniyla karsilastirilmasi ¢izelge 5. 4’de gosterildigi
gibidir.

Cizelge 5. 5.Yiiksek frekansa sahip diger varyantlarin sonuglari

Kromozom rsno Aminoasit Degisimi | MAF gnomAD Frekansi
Lokasyonu

3304762 15224225 p.Asp102Asp 0.413 0.4477
3304654 15224224 p.Gly138Gly 0.411 0.4443
3304573 1s224223 p.Alal65Ala 0.412 0.4368
3304463 15224222 p.Arg202GIn 0.263 0.2354
3299749 1s224213 p.Arg314Arg 0.483 0.6267
3298865 rs224212 0.493 0.6083
3297181 rs224208 p.Glud74Glu 0.5 0.6018
3297175 rs224207 p.GIn476GIn 0.496 0.6049
3297073 1s224206 p.Asp510Asp 0.494 0.6101
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Cizelge 5. 5.Yiiksek frekansa sahip diger varyantlarin sonuglari (devami)

3296616 rs224205 0.444 0.4718
3294678 rs1231124 0.496 0.4127
3293922 rs1231123 0.487 0.3766
3293888 rs1231122 p.Pro588Pro 0.497 0.3939

Bu sonuglari1 LD (LinkageDisequilibrium)

sonuglar sekil 5. 1’ de gosterilmistir.

sonuglartyla yorumlamak

gerekir.
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Sekil 5. 1. LD (LinkageDisequilibrium)sonuglari

Bu diyagramdan da anlasilacagi iizere yaygin frekans gosteren varyantlar birbiriyle
baglant1 olarak aktarilir. Yani bu varyantlar birbirine yakin gen bolgeleri lizerinde
bulundugu i¢in Mendel kurallarina uymayarak aktarilmistir. Bu sebepten dolay1 varyant

frekanslarinin yiiksek oldugu sonucuna ulasilabilecegi goriilmiistiir.

Ayrica MEFV genindeki kurucu mutasyonalarin en 6nemlileri iki ve onuncu ekzonda
goriilenleridir. Bu ekzonlarda B.30 ve PYD domainleri bulunur ve hastalik sebebi

sayilabilecek mutasyonlarin ¢ogu bu domainlerde olusur. Bu sebeple bu ekzonlarda
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goriilen mutasyonlarin agirlik olarak daha ¢ok olmasi beklenir. Calisma sonucunda da
buna paralel bir sonu¢ ¢ikmistir. Ekzon 2’ de 30; ekzon 10’da ise 17 tane varyant

gozlemlenmistir.

Ekzoniklokasyondakinovel varyantlarin fenotipte gosterdigi etkiler tizerindekisonuglar
ise ayrica bir tartisma konusudur. Bu varyantlarin6 tanesinden 3 tanesi FMF tani
kriterlerine gére FMF hastasidir. 1 tanesi ise olast FMF hastasidir. Bu sonuglar Tel-
Hashomerkriterlerlerine gore elde edilmistir. Bu kriterlere gore hastalik tanisi igin 2
major kriter ya da 1 major ve 2 mindr kriter olmali. Olasi tani igin ise 1 major kriterle
birlikte 1 mindr kriter olmalidir. Major kriterler arasinda; peritonit, plorit veya sinovitin
eslik ettigi atesli epizodlar, yatkinlastirici bir hastalik olmaksizin AA tipi amiloidoz,
devamli kolsisin tedavisine anlamli yanit aranir. Mindr kriterlerler ise tekrarlayan atesli
ataklar, erizipel benzeri eritem, birinci derece akrabalarda FMF oykiisiidiir. Cizelge 5.5

de FMF tanis1 i¢in olumlu sonug veren varyantlar gésterilmistir.

Cizelge 5.6. Tel-Hashomerkriterlerleri dogrultusunda FMF igin tani1 ve olasi
taniolabilecek ekzonik lokasyondaki novel varyantlar

cDNA Karm agris1 | Sirt agrisi Gogiis agrisi Kolsisi  yamiti
var mi
€.361C>A var var yok Bilgi Yok
€.1988C>A var var yok var
€.495_496delCTinsAC var yok yok var
c.30G>T yok yok yok var
cDNA Ates Yakin Amiloidoz Eritem
akrabada
FMF oyKkiisit
€.361C>A var var yok yok
€.1988C>A var yok yok var
€.495_496delCTinsAC var yok yok yok
c.30G>T yok yok var

Pirin proteinin islevi lizerine baz1 ¢alisma modellerinde pirinin fosforile edebilecegi ii¢
serin rezidiisiiniin ekzon 10’ un i¢indeki Ser208, Ser209 ve Ser242 oldugu bulunmustur.
Fosforilasyonda asil etkiyi saglayanin iseSer242 nolu aminoasit oldugu diisiiniilmiistiir.
RhoA, pirinin 208 ve 242'deki aminoasitlerine baglanarak bunlar1 fosforile eder ve
pirininekinaz PKN1 ve PKN2'yi aktive eder. Bazi bakteriyal toksinler RhoAGTPaz’in

switch-1 bolgesini inaktive eder. Sonu¢ olarak RhoAGTPaz’iinaktive olur ve pirin
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fosforillenmez. Bu sekilde fosforilasyona ugramayan pirinlerinenflamasyonakaspaz
bagimli sekilde katilacag ileri siiriilmiistiir. Bu durumda fosforilasyon igeren in-silico
analizler ¢alisma agisindan biiyiik Onen tasir. NetPhos sitesiyle yapilan fosforilasyon
tahminlerine gore; modeldeki Ser208, Ser209 ve Ser242 aminoasitlerinin doniistimiinii
saglayan varyant olmadig1 i¢in bunlar agisindan sonu¢ vermese de novel bir varyant
olan ¢.361C>A‘nin fosforile olabilecegini gostermistir. 121. Aminoasitteki thr; PKG,
CKII olmak tzere ikikinazlafosforile olabilir. Bu varyantin aymi zamanda Tel-
Hashomerkriterlerlerine gérede FMF tanis1 koyulabilecek varyant olmasi onemlidir.
Fosforilasyona ugrayan varyantin aym1 zamanda FMF hastaligina sebep olabilecek
potansiyelinin bulunmasi fosforilasyonun bu hastaligin gelisimi ve yonelimi

konusundaki 6nemini vurgular.

Glikozilasyonendoplazmikretikulum’da proteinlerin katlanip {i¢ boyutlu yapisini
kazanmasi, proteinlerin gerekli hiicre i¢i kompartmanlara tasinmasi ve hiicrelerin
birbirleri ile etkilesiminde taninma noktalar1 olarak rol alir. Pirin proteininin en 6nemli
domaini pyrin/PYD domainidir. Molekiiler diizlemde protein protein etkilesimleri sinyal
yolaklar1 i¢in Onemli gorevler igerir. Spesifik olarak baglandigi domainler onu
inflamasyon siirecinde onemli hale getirir. Bu sebeple protein {izerinde meydana gelen
bir mutasyon olmamasi gerecken yerde glikozilasyon gibi post-translasyonel
modifikasyonlara sebep oluyorsa tanima baglanma gibi 6zellik gerektiren durumlarda
bu spesifikligi azaltabilir. NetOGlyc sitesinden alinan tahminlere gére novel bir varyant
olan ¢.361C>A lokasyonundakip.Pro121Thr doniisiimii glikozilasyona ugrar. Ancak bu
varyantin in-silico analiz sonuglari patojenik olmadigint gdstermistir. Her ne kadar in
silico analizle bu sonuglarin hastalik sebebi olabilecek varyantlar olmadigi sonucu
ortaya ¢iksada bu sonuglar kesin degildir. Patojenik olma ihtimalleri her zaman
mevcuttur. Bunlarin saglamasi iyi kurgulanmis in vivo deneyler yapilarak da ortaya
koyulabilir. ~ Varyantin ~ fenotipik  ozellikleri ~ Tel-Hashomer  kriterlerleri ile
bagdastirildiginda bu lokasyondaki varyanta FMF tanis1 koyulabilecegi goriiliir. Bu

durum glikozilasyonun FMF hastaligindaki roliiniin 6nemini agiga ¢ikarir.

Cizelge 5.7°de iki post-translasyonel veri tabaninda ortak olarak pozitif sonug¢ veren

varyantlar gosterilmistir.
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Cizelge 5.7. Glikozilasyon ve Fosforilasyon tahmin sitelerinde ortak olarak etkilenen

varyantlar
rs11466023 p.Pro369Ser
c.361C=>=A p.Prol21Thr
rs1471371733 p.-Asnl27Ser
rs104895185 p.Argl5l1Ser

Sulfinator  veri tabani1 ile tirozinsiilfatlama bolgeleri tahmin  edilmistir.
Tirozinaminoasitine doniisiim saglayan aminoasit bir varyantta oldugu i¢in bu
dontisiimiin  siilfatlanmaya sebep olup olmayacagi arastirilmisti. Sonu¢ olarak
mutasyonsuz protein dizisi ile Tyr doniisiimii saglanan dizi arasinda siilfatlanmada bir
farklilk olusmadig1 gdzlemlenmistir. iki durumda da siilfatlanan tek yer aminoasit
dizisindeki 573. pozisyondaki tirozin olmustur. Ve siilfinator analiz arac1 sonucuna gore
mutasyonlu dizi ile wild-type aminoasit dizisi arasinda siilfatlanma agisindan bir fark

olugmadig1 gozlemlenmistir.

SUMO, okaryotik hiicrelerde eksprese edilen énemli bir proteindir. SUMO proteinleri
¢ok sayida hiicresel hedefe baglanir. Bdylelikle protein-protein ve protein-DNA
iliskilerini diizenler ve bu sekilde hiicre i¢inde lokalizasyona sebep olur.Sumolasyon ise
SUMO protein ailesinden birinin hedef proteinlerdeki lizin gruplari ile olusturduklari
geri dontlisiimlii kovalent baglari ifade etmektedir. Bu sayede anlik olarak hiicre i¢inde
konumlanmas: saglanabilir. inflamasyon karakteri geregi aniden olusabilir ve anlik
tepkiler bekler. Pirinde inflamasyonda rol aldig: i¢in bu grup proteinle iligkisi dnemli
olabilir.  SUMOplotveritabanindan elde edilen bilgilerle lizin donisimii igeren
varyantlar taranarak sonug elde edilmistir. Ancak MEFV geninin wild-type dizisi ile
dontigiimlerin yapildig1 dizi arasinda SUMO proteinin baglanmasi agisindan bir fark
yoktur. Sadece p.Met694Lys doniisiimiinii saglayan varyant wild-type duruma ek bir
sonu¢ vermistir. Bu varyantin Tiirk popiilasyonunda en sik goriilen varyantlar arasinda

oldugu gozlemlenmistir.

Ubikitinasyon post-translasyonel bir modifikasyondur ve temel amaci proteinlerin
isaretlenerek 26S proteozomlardadegredasyona ugramasidir. Birbirini izleyen iki yoldan

olusur. Bunlar; birden fazla ubikitin molekiili ile substratin isaretlenmesi ve
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isaretlenmis proteinin proteozom kompleksi tarafindan parcalanmasi ve serbest ve
yeniden kullanilabilir ubikitin salinmasidir. Ubikitin sistemine bakildiginda 3 farklh
enzim yardimiyla C-terminalinden substrat proteine veya kendisine kovalent olarak
baglanmaktadir. Bunlar E1, E2 ve E3’ tiir. E3 iginde en biiyiik aile olan RING-finger
iceren tipler aktif olan ubikitini E2’den E3’e bagli olan substrata direkt olarak taginimini
saglar. Burada onemli noktalardan biri bu regiilasyonun protein fosforilasyonuna bagl
olarak gerceklesmesidir. Fosforilasyon E3’iin ligazi tanimasinda veya E3 enzim
aktivitesinin kontroliinde rol oynayabilmektedir (Sen M ve ark. 2017). SPla / Ryanodin
(SPRY) / B30.2 domaini yiiksek 52 yaygin bir motiftir. Ubikitinasyonun Pirin proteini
bakimindan 6nemi; Proteinin domainlerinden SPla / Ryanodin (SPRY) / B30.2 domaini
yiiksek Okaryotlarda yaygin bir motiftir bir kism1 immiin yanitta kullanilmak {izere
insan genomunun 103 SPRY domaini kodladigi bulunmustur. Bu domaini iceren
proteinlerin %45’ i E3 ligazdir. Bu bakimdan UbPred ile yapilan ubikitinasyon
tahminleri 6nemlidir. Lizin doniisiimii saglayan bes aminoasit arasindan olumlu sonug
veren iki tane varyanttir. Bunlardan p.Met694Lys yiiksek baglanma tahmini sunar. Bu
varyant onuncu ekzondadir ve B.30 domaini igerisindedir.

SumoPlot ve UbPRED veri tabaninda oratk olarak

RegulomeDB, SNP'leri, H. sapiens genomunun intergenik bdlgelerinde bilinen ve
ongoriilen diizenleyici elemanlarla agiklayan bir veri tabanidir. Bu analiz neticesinde
skorlara gore fonksiyonel smniflandirma yapilir. Verilerde alinan sonuglara gore 2 skor
diizenleyici elemanlar acisindan 6nemli sonuglar verir. Bunlar 1f, 2b’dir 1f sonucunu
veren varyant rs224205’tir ve intronik bir varyanttir. 2b sonucu veren varyantlardan
varyantlardan 3’4 de ekzoniktir. Kodlanan bdolgeler disindaki alanlarin diizenleyici
etkilerini bulmak 6nemlidir. Bu agidan rs224205 varyantinin frekansinin yiiksek olmasi
sebebiyle oldukga sik rastlanan bir varyant olmasi ayrica LD sonuglaria gore baglantilt
olarak aktarilabiliyor olmasi bu varyantin diizenleyici rolii hakkinda daha fazla

arastirilma yapilmasini zorunlu kilar.

Insan degiskenliginin genetik temeli esas olarak Tek Niikleotid Polimorfizmlerinden
(SNP'ler) kaynaklanmaktadir. En ¢ok arastirllan SNP’ler proteinde hatali doniisiim
saglayan SNP’lerdir. SNPs&GO ile varyantlarin hastalik tahminleri yapilir.
Varyantlarin her biri SNP olusturdugu i¢in missense degisime sebep olan varyantlarin

incelenmesinin sonucunda 2 varyantin sonucu ‘Disease’ olarak tanimlanmistir. Bulunan
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sonuglar agisindan Onemli olan novel varyant olarak isimlendirilen varyantlardan
missense aminoasit doniisiimiine sebep olan bes varyant i¢inde ¢.965C>G (P322R )

doniisiimiinii saglayan varyantin sonug olarak ‘Disease’ yani patojenik olabilecegidir.
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EK-1: Hastalarda belirlenmis olan tiim varyantlarin in silico analiz ve frekans

sonuclari

Lokasyon rsno Amino asid | cDNA
degisimi

3306558 *¢.30G>T p.LeulOLeu c.30G>T
3306546 rs113314808 p.Glul4Glu c.42G>A
3306396 rs547393490 p.Glu64Glu €.192G>A
3306393 rs104895077 p. Tyr65Tyr €.195C>T
3306323 rs104895124 p.Ala89Thr €.265G>A
3306254 *C.277T+57A>C N/A c.277+57A>C
3304779 rs747515115 p.GIn97Lys €.289C>A
3304762 rs224225 p.Aspl102Asp c.306T>C
3304739 rs11466018 p.Leull0Pro €.329T>C
3304707 *C.361C>A p.Pro121Thr c.361C>A
3304696 rs104895078 p.Prol24Pro c.372C>T
3304690 rs777867857 p.Gly126Gly c.378G>T
3304688 rs1471371733 p.Asn127Ser ¢.380A>G
3304654 rs224224 p.Gly138Gly c.414A>G
3304646 rs104895130 p.Serl4llle c.422G>T
3304626 rs3743930 p.Glul48GIn €.442G>C
3304625 rs104895076 p.Glul48val C.443A>T
3304615 rs104895185 p.Argl51Ser €.453G>C
3304608 rs756975501 p.Serl54Pro €.460T>C
3304573 rs224223 p.Alal65Ala C.495C>A
3304572 *c.495_496delCTinsAC | p.Serl66Pro c.495_496delCTinsAC
3304567 rs104895079 p.Glul67Asp ¢.501G>C
3304482 rs104895179 p.Gly196Trp c.586G>T
3304463 1s224222 p.Arg202GIn €.605G>A
3304411 rs104895182 p.Gly219Gly €.657C>T
3304393 rs104895181 p.Glu225Asp €.675G>C
3304380 rs104895080 p.Glu230Lys €.688G>A
3304342 rs104895127 p.Ser242Ser €.726C>T
3304317 rs104895111 p.Glu251Lys C.751G>A
3304303 rs104895138 p.Asn256Argfs*70 | c.761_764dupCCGC
3304293 rs104895144 p.lle259Val c.775A>G
3304268 rs104895081 p.Thr2671le €.800C>T
3304220 rs104895119 p.Pro283Arg €.848C>G
3304205 rs387907567 p.Ser288Tyr €.863C>A
3304165 rs1294106083 p.Ser301Ser €.903G>T
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https://varsome.com/variant/hg19/rs1471371733
https://varsome.com/variant/hg19/rs1294106083

EK-1: Hastalarda belirlenmis olan tiim varyantlarin in silico analiz ve frekans
sonuclari(devami)

Lokasyon SIFT MT PP2 RDB ACMG MAF gnomAD
3306558 T DC N/A 2b VUS 0.0003 N/A
3306546 T DC N/A 4 LB 0.0003 0.001110
3306396 N/A P N/A 5 VUS 0.0003 0.0001627
3306393 T P N/A 5 VUS 0.0003 0.0001592
3306323 D P PRD 5 VUS 0.001 0.00001208
3306254 N/A N/A N/A 5 VUS 0.0003 N/A
3304779 N/A P B N/A LP 0.0003 0.00005708
3304762 T P N/A N/A B 0.413 0.4477
3304739 T P PSD 5 VUS 0.003 0.006366
3304707 T P B 5 VUS 0.0003 N/A
3304696 T P N/A 5 VUS 0.001 0.0003347
3304690 N/A P N/A 5 VUS 0.0003 0.00001801
3304688 N/A P B 5 VUS 0.0003 0.000
3304654 T P N/A 5 VUS 0.411 0.4443
3304646 D P B 5 VUS 0.0003 0.000008411
3304626 D P PRD 5 B 0.055 0.06576
3304625 D P PRD 5 VUS 0.002 0.00007154
3304615 D P B 5 VUS 0.0003 0.00006901
3304608 T P B 5 VUS 0.0003 0.00003827
3304573 T P N/A 5 B 0.412 0.4368
3304572 N/A N/A B 5 VUS 0.0003 N/A
3304567 T DC PSD 5 VUS 0.001 0.00004693
3304482 D P PSD 5 VUS 0.0003 0.001661
3304463 T P B 5 B 0.263 0.2354
3304411 T P N/A 5 VUS 0.001 0.00007870
3304393 T P B 5 VUS 0.0003 0.000008063
3304380 D P B 5 VUS 0.001 0.0006288
3304342 N/A DC N/A 5 VUS 0.001 0.000007960
3304317 D P B N/A P 0.002 0.000003978
3304303 N/A N/A N/A N/A LP 0.0003 0.000007955
3304293 T P B N/A VUS 0.0003 0.00003182
3304268 T DC PSD 6 VUS 0.001 0.0001485
3304220 T P B N/A VUS 0.0003 0.00001989
3304205 D P PSD N/A VUS 0.0003 0.000007956

*MT: MutationTaster(P: Polymorphism, DC: Diseasecausing)
*PP2:Polyphen(B:Bening, PSD:PossibilyDamaging, PR: *ProbablyDamaging)
*SIFT: T:Tolerated, D: Deletirious

*RDB:RegulomeDB

*P:pathogenic

*LP:likelypathogenic

*VUS: uncertainsignificance

*LB:likelybenign

*B:benign olarak ayrilir
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http://www.regulomedb.org/snp/chr16/3304341

EK-1: Hastalarda belirlenmis olan tiim varyantlarin in silico analiz ve frekans

sonuclari(devam

Lokasyon rsno Amino asid degisimi | CDNA
3304158 rs75977701 p.Gly304Arg c.910G>A
3299858 rs11466021 N/A €.911-78T>C
3299750 rs104895204 p.Arg314His €.941G>A
3299749 rs224213 p.Arg314Arg €.942C>T
3299726 *€.965C>G p.Pro322Arg €.965C>G
3299686 rs567739580 p.Pro335Pro c.1005C>T
3299675 rs104895157 p.Ser339Phe c.1016C>T
3299586 rs11466023 p.Pro369Ser c.1105C>T
3299561 rs144998416 p.Arg377His c.1130G>A
3299525 rs786205886 p.Asp389Val C.1166A>T
3299477 *¢.1214A>G p.GIn405Arg €.1214A>G
3299468 rs11466024 p.Arg408GIn €.1223G>A
3299446 rs104895195 p.Val415Val €.1245C>T
3299063 rs1262543397 N/A €.1261-59C>T
3299032 rs104895140 N/A €.1261-28A>G
3298878 rs142775938 N/A €.1356+31G>T
3298865 rs224212 N/A €.1356+44A>G
3297301 *¢.1357-55A>G N/A €.1357-55A>G
3297233 rs104895151 p.Ala457Val c.1370C>T
3297181 rs224208 p.Glu474Glu €.1422G>A
3297175 rs224207 p.GIn476GIn €.1428A>G
3297166 rs104895083 p.Phe479Leu €.1437C>G
3297136 rs61732424 p.GIn489GIn €.1467G>A
3297100 rs76464258 p.Arg501Arg €.1503C>T
3297085 rs104895099 p.lle506lle €.1518C>T
3297075 rs200557537 p.Asp510Asn €.1528G>A
3297073 rs224206 p.Asp510Asn €.1530T>C
3296983 rs146820856 N/A €.1587+33C>G
3296744 rs991727292 N/A €.1588-
3296677 *c.1588-130C>T N/A €.1588-
3296631 *¢.1588-84T>C N/A €.1588-84T>C
3296616 rs224205 N/A €.1588-69G>A
3296478 rs56260135 N/A €.1610+47A>C
3294678 rs1231124 N/A €.1611-90C>T
3294628 *¢.1611-41dupC N/A €.1611-41dupC
3294579 rs569998874 p.Thr540Thr €.1620A>T
3294449 rs151101633 N/A €.1726+24G>A
3294445 *C.1726+28G>A N/A €.1726+28G>A
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https://varsome.com/variant/hg19/rs1262543397
https://varsome.com/variant/hg19/rs991727292

EK-1: Hastalarda belirlenmis olan tiim varyantlarin in silico analiz ve frekans

sonuclari(devam

Lokasyon | SIFT | MT PP2 | RDB | ACMG Haploview | gnomAD
3304158 | T P B 6 VUS 0.001 0.004685
3299858 | N/A N/A N/A |5 VUS 0.006 0.01086
3299750 | T P B 5 VUS 0.0003 0.00008869
3299749 | T P N/A |5 B 0.483 0.6267
3299726 | D P PSD | N/A | VUS 0.0003 N/A
3299686 | N/A P N/A | 6 VUS 0.0003 0.000008067
3299675 | T P PRD | 6 VUS 0.001 0.0001789
3299586 | T P PRD | NJA | VUS 0.013 0.0147
3299561 | T P PSD | N/AA | VUS 0.0003 0.00003184
3299525 | N/A DC PRD |5 VUS 0.0003 N/A
3290477 | T P B 5 VUS 0.001 N/A
3299468 | T P B 5 VUS 0.012 0.01336
3299446 | T P N/A |5 VUS 0.001 0.0004908
3299063 | N/A N/A N/A | N/A | VUS 0.0003 0.00006369
3299032 | N/A N/A N/A | N/A | VUS 0.001 0.007004
3298878 | N/A N/A N/A |5 LB 0.001 0.001446
3298865 | N/A N/A N/A |5 B 0.493 0.6083
3297301 | N/A N/A N/A |5 VUS 0.0003 N/A
3297233 | D P B 5 VUS 0.001 0.0002546
3297181 | T P N/A |5 B 0.5 0.6018
3297175 | T P N/A |5 B 0.496 0.6049
3297166 | T DC B 5 VUS 0.001 0.00004242
3297136 | T P N/A |5 LB 0.001 0.003687
3297100 | T P N/A |5 LB 0.01 0.01202
3297085 | T P N/A |5 VUS 0.001 0.0001520
3297075 | D P PRD | 5 VUS 0.0003 0.0001352
3297073 | T P N/A |5 B 0.494 0.6101
3296983 | N/A N/A N/A |5 VUS 0.001 0.002001
3296744 | N/A N/A N/A |5 VUS 0.002 0.0001594
3296677 | N/A N/A N/A |5 VUS 0.0003 N/A
3296631 | N/A N/A N/A |5 VUS 0.0003 N/A
3296616 | N/A N/A N/A | 1f B 0.444 0.4718
3296478 | N/A N/A N/A | N/A | VUS 0.001 0.002708
3294678 | N/A N/A N/A | N/A B 0.496 0.4127
3294628 | N/A N/A N/A |5 VUS 0.0003 N/A
3294579 | N/A P N/A |5 VUS 0.0003 0.000003978
3294449 | N/A N/A N/A | N/A | VUS 0.0003 N/A
3294445 | N/A N/A N/A | N/A VUS 0.0003 N/A
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EK-1: Hastalarda belirlenmis olan tiim varyantlarin in silico analiz ve frekans

sonuclari(devami)

Lokasyon | Rsno Aminoasit degisimi cDNA
3294436 | rs1255044091 N/A €.1726+37C>T
3294246 | rs77380520 N/A €.1759+8C>T
3294239 | *¢.1759+15A>G | N/A €.1759+15A>G
3294155 | rs763711859 N/A €.1759+99A>C
3294042 | rs558918145 N/A €.1760-150T>C
3294013 | rs753528872 N/A €.1760-121A>G
3293980 | rs536557865 N/A €.1760-88G>T
3293922 | rs1231123 N/A €.1760-30T>A
3293888 | rs1231122 p.Pro588Pro c.1764G>A
3293880 | rs11466045 p.11e591Thr c.1772T>C
3293824 | rs1468410559 N/A €.1792+36G>C
3293821 | rs104895176 N/A €.1792+39G>A
3293797 | rs144900416 N/A €.1792+63C>T
3293796 | rs558656636 N/A €.1792+64G>A
3293669 | rs104895213 p.Thre06Thr c.1818C>T
3293593 | rs104895128 p.Gly632Ser €.1894G>A
3293499 | *c.1988C>A p.Thr663Lys c.1988C>A
3293447 | rs28940580 p.Met680lle €.2040G>C
3293438 | rs104895092 p.Ser683Ser €.2049G>A
3293432 | rs375378545 p.Glu685GIu €.2055G>A
3293407 | rs61752717 p.Met694Val €.2080A>G
3293406 | c.2081T>A p.Met694Lys c.2081T>A
3293405 | rs28940578 p.Met694lle €.2082G>A
3293403 | rs104895094 p.Lys695Arg €.2084A>G
3293369 | rs2234939 p.Pro706Pro c.2118G>A
3293323 | rs104895201 p.Val722Met €.2164G>A
3293310 | rs28940579 p.Val726Ala c.2177T>C
3293282 | rs375450800 p.Thr735Thr €.2205A>G
3293257 | rs61732874 p.Ala744Ser €.2230G>T
3293206 | rs774807554 p.Arg761Cys €.2281C>T
3293205 | rs104895097 p.Arg761His €.2282G>A
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https://varsome.com/variant/hg19/rs1255044091
https://varsome.com/variant/hg19/rs1468410559

EK-1: Hastalarda belirlenmis olan tiim varyantlarin in silico analiz ve frekans
sonuclari(devami)

Lokasyon | SIFT | MT | PP2 | RDB | ACMG | Haploview | gnomAD
3294436 | N/A | N/A | N/A |6 VUS 0.0003 0.000003977
3294246 | N/A | N/A | N/A |4 LB 0.006 0.008931
3294239 | N/A | N/A | N/A |4 VUS 0.0003 N/A
3294155 | N/A | N/A | N/A | 3a VUS 0.0003 0.00001767
3294042 | N/A | N/A | N/A |4 VUS 0.0003 0.00001077
3294013 | N/A | N/A | N/A |4 VUS 0.001 0.0003010
3293980 | N/A | N/A | N/A |4 VUS 0.0003 0.00009859
3293922 | T N/A | N/A |5 VUS 0.487 0.3766
3293888 | T P N/A |5 P 0.497 0.3939
3293880 | T P B 5 VUS 0.004 0.01089
3293824 | N/A | N/A | N/A |5 VUS 0.001 0.000003990
3293821 | N/A | N/A | N/A |5 VUS 0.001 0.001653
3293797 | N/A | N/JA | N/A | N/A | VUS 0.001 0.00003185
3293796 | N/A | N/A | N/A | N/A | VUS 0.001 0.00009561
3293669 | T DC | N/A |5 VUS 0.001 0.00002532
3293593 | T P B 5 LP 0.001 0.00003637
3293499 | T DC |PRD |6 VUS 0.0003 N/A
3293447 | T P B N/A | P 0.024 0.0001034
3293438 | T DC | N/A | N/A | VUS 0.0003 0.00004949
3293432 | T DC | N/A | N/A | VUS 0.001 0.00001591
3293407 | T P PSD | 6 P 0.106 0.0002722
3293406 | T P PSD | 6 LP 0.0003 N/A
3293405 | T DC |PSD |6 P 0.005 0.0001273
3293403 | T P PSD | 6 LP 0.007 0.005826
3293369 | T P N/A |5 LB 0.002 0.004119
3293323 | T P PSD |5 VUS 0.0003 0.00001414
3293310 | T DC |B 5 VUS 0.033 0.001983
3203282 | T P N/A | 3a VUS 0.0003 0.000007953
3293257 | T P B 3a VUS 0.008 0.001764
3293206 | N/A | P PSD | 2b VUS 0.0003 0.00004773
3293205 | T DC |B 2b VUS 0.009 0.0002051
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EK-2: Cahsma sonucundainfevers veri tabam ile ortak olarak bulunan

varyantlar

c.195C>T €.848C>G c.1759+8C>T
C.265G>A c.863C>A €.1760-30T>A
€.289C>T c.910G>A c.1764G>A
c.306T>C c.911-78T>C c.1772T7>C
€.329T>C c.941G>A €.1792+39G>A
c.372C>T €.942C>T c.1818C>T
c.414A>G c.1016C>T €.1894G>A
c.422G>T c.1105C>T €.2040G>C
c.442G>C C.1166A>T €.2049G>A
C.443A>T c.1223G>A €.2080A>G
c.453G>C €.1245C>T c.2081T>A
c.460T>C €.1261-28A>G c.2082G>A
c.495C>A €.1356+44A>G €.2084A>G
c.501G>C c.1370C>T c.2118G>A
€.586G>T €.1422G>A €.2164G>A
c.605G>A c.1428A>G c.2177T7>C
C.657C>T €.1437C>G €.2230G>T
€.675G>C c.1467G>A €.2281C>T
C.688G>A €.1503C>T €.2282G>A
C.726C>T c.1518C>T

C.751G>A €.1528G>A

c.761 764dupCCGC |c.1530T>C

C.775A>G €.1587+33C>G

c.800C>T €.1588-69G>A
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Ek-3: Novel varyantlarin fenotipleri

Cinsiyet Hasta S:)l:;}l’;:llgf;ﬂ Kflrln Ates Artralji/Artri
cDNA (NM_000243) yast yagL | 8t t
Cocugunda
K 28 | FMF sikayeti | yok yok Yok
C.1726+28G>A var
€.1759+15A>G E 5 2-2,5 yok var yok
c.361C>A E 13 7 var var var
c.277+57A>C E 10 8 yok yok yok
c.1988C>A K 18 8-10y var var yok
€.1611-41dupC E 45 44 var var yok
€.1357-55A>G K 5 3 var var var
€.495 496delCTinsAC E 4 3 var var yok
€.1588-84T>C E 13 10 var var var
€.1588-130C>T E 16 14 yok var var
€.965C>G K 8 7 yok yok var
c.30G>T E 35 33 yok yok var
c.1214A>G K 8 ? yok yok yok
c.1214A>G E 41 ? yok ok yok
Atak e
Atak sikhigi | siiresi Swt ) GOBUS |y n/ishal-iBS
cDNA (NM_000243) (iin) agrist | agrisi
€.1726+28G>A yok yok Yok Yok Yok
€.1759+15A>G yilda 1 1 giin yok yok yok
c.361C>A 2 hf 1 var yok yok
c.277+57A>C yok yok yok yok yok
c.1988C>A ? ? var yok yok
€.1611-41dupC ? ? yok yok yok
€.1357-55A>G 1 giin 1 saat yok yok yok
c.495 496delCTinsAC ? ? yok yok yok
€.1588-84T>C yok yok yok yok yok
€.1588-130C>T ? ? yok yok yok
€.965C>G 2ay 1 giin yok yok yok
c.30G>T ? ? yok yok yok
c.1214A>G ? ? yok yok yok
c.1214A>G ? ? yok yok yok
Yakin Anne-
Akut b.atm Yakin akrabada| baba Kolsisin ..
nedeniyle akrabad . Kolsisine
! . Bobrek | akrabali | kullanim
laparotomioykiis | a FMF x yanit var mi
. Svkiisii yetmezlig k | rvarm
cDNA (NM_000243) u oy i dykiisii | derecesi
c.1726+28G>A ? Var ? ? ? ?
c.1759+15A>G ? ? ? akraba ? ?
c.361C>A yok var ? akraba var ?
c.277+57A>C yok yok yok yok yok ?
c.1988C>A ? yok yok yok var var
€.1611-41dupC yok var yok ? ? ?
c.1357-55A>G yok var yok akraba var yok
c.495 496delCTinsAC yok yok yok ? var var
€.1588-84T>C yok var yok yok var var
€.1588-130C>T yok yok yok kuzen yok yok
€.965C>G yok var yok akraba yok yok
c.30G>T yok yok yok ? var var
c.1214A>G yok var yok ? yok yok
c.1214A>G yok var yok ? yok yok
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EK- 4: Calisma Sonucunda Elde Edilen Tiim Varyantlarin SIFT/Mutation Taster
ve Polyphen2 Veri Tabanlaridaki Ortak Sonu¢larinin ACMG Veri Tabani ile

Karsilastirilmasi
Kromozom rs no Aminoasit SIFT Mutation Polyphen ORTAK ACMG
lokasyonu degisimi Taster SONUC
3306558 ¢.30G>T p.= (p.LeulOLeu) TOLERATED disease Uncertain
causing Significance
3306546 rs113314808 p.Glul4Glu TOLERATED disease VUS Likely Benign
causing
3306396 rs547393490 p.Glu64Glu not found polymorphism VUS Uncertain
Significance
3306393 rs104895077 p.Tyr65Tyr TOLERATED polymorphism VUS Uncertain
Significance
3306323 rs104895124 p.Ala89Thr DELETERIOUS polymorphism PROBABLY VUS Uncertain
DAMAGING Significance
3306254 c.277+57A>C VUS Uncertain
Significance
3304779 rs747515115 p.GIn97Lys not found polymorphism BENIGN VUS Likely
Pathogenic
3304762 rs224225 p.Asp102Asp TOLERATED polymorphism VUS Benign
3304739 rs11466018 p.LeullOPro TOLERATED polymorphism POSSIBLY VUS Uncertain
DAMAGING Significance
3304707 c.361C>A p.Pro121Thr TOLERATED Polymorphism BENIGN BENING Uncertain
Significance
3304696 rs104895078 p.Prol24Pro TOLERATED Polymorphism VUS Uncertain
Significance
3304690 rs777867857 p.Gly126Gly not found Polymorphism VUS Uncertain
Significance
3304688 rs1471371733 p.Asn127Ser Polymorphism BENIGN VUS Uncertain
Significance
3304654 rs224224 p.Gly138Gly TOLERATED Polymorphism VUS Uncertain
Significance
3304646 rs104895130 p.Serl4llle DELETERIOUS Polymorphism BENIGN VUS Uncertain
Significance
3304626 rs3743930 p.Glu148GIn DELETERIOUS Polymorphism PROBABLY VUS Benign
DAMAGING
3304625 rs104895076 p.Glul48Vval DELETERIOUS Polymorphism PROBABLY VUsS Uncertain
DAMAGING Significance
3304615 rs104895185 p.Argl51Ser DELETERIOUS Polymorphism BENIGN VUS Uncertain
Significance
3304608 rs756975501 p.Ser154Pro Tolerated Polymorphism BENIGN BENING Uncertain
Significance
3304573 rs224223 p.Alal65Ala TOLERATED Polymorphism VUsS Benign
3304572 €.495_496delCTinsA p.Ser166Pro BENIGN VUsS Uncertain
C Significance
3304567 rs104895079 p.Glul67Asp TOLERATED disease POSSIBLY VUS Uncertain
causing DAMAGING Significance
3304482 rs104895179 p.Gly196Trp DELETERIOUS Polymorphism POSSIBLY VUS Uncertain
DAMAGING Significance
3304463 rs224222 p.Arg202GiIn TOLERATED Polymorphism BENIGN BENING Benign
3304411 rs104895182 p.Gly219Gly TOLERATED Polymorphism VUS Uncertain
Significance
3304393 rs104895181 p.Glu225Asp TOLERATED Polymorphism BENIGN BENING Uncertain
Significance
3304380 rs104895080 p.Glu230Lys DELETERIOUS Polymorphism BENIGN VUS Uncertain
Significance
3304342 rs104895127 p.Ser242Ser not found disease VUs Uncertain
causing Significance
3304317 rs104895111 p.Glu251Lys DELETERIOUS Polymorphism BENIGN VUs Pathogenic
3304303 rs104895138 p.Asn256Argfs*7 not found VUS Likely
0 Pathogenic
3304293 rs104895144 p.1le259Val TOLERATED Polymorphism BENIGN BENING Uncertain
Significance
3304268 rs104895081 p.Thr2671le TOLERATED disease POSSIBLY VUS Uncertain
causing DAMAGING Significance
3304220 rs104895119 p.Pro283Arg TOLERATED Polymorphism BENIGN BENING Uncertain
Significance
3304205 rs387907567 p.Ser288Tyr DELETERIOUS Polymorphism POSSIBLY VUs Uncertain
DAMAGING Significance
3304165 rs1294106083 p.Ser301Ser N/A Polymorphism VUs Uncertain
Significance
3304158 rs75977701 p.Gly304Arg TOLERATED Polymorphism BENIGN BENING Uncertain
Significance
3299858 rs11466021 VUs Uncertain
Significance
3299750 rs104895204 p.Arg314His TOLERATED Polymorphism BENIGN BENING Uncertain
Significance
3299749 rs224213 p.Arg314Arg TOLERATED Polymorphism VUs Benign
3299726 €.965C>G p.Pro322Arg DAMAGING Polymorphism POSSIBLY VUs Uncertain
DAMAGING Significance
3299686 rs567739580 p.Pro335Pro not found Polymorphism VUs Uncertain
Significance
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https://varsome.com/variant/hg19/rs1471371733
https://varsome.com/variant/hg19/rs1294106083

EK- 4: Calisma Sonucunda Elde Edilen Tiim Varyantlarin SIFT/Mutation Taster

ve Polyphen2 Veri Tabanlaridaki Ortak Sonu¢larinin ACMG Veri Tabani ile
Karsilastirilmasi (devam)

3299675 rs104895157 p.Ser339Phe TOLERATED Polymorphism PROBABLY VUS Uncertain
DAMAGING Significance
3299586 rs11466023 p.Pro369Ser TOLERATED Polymorphism PROBABLY VUS Uncertain
DAMAGING Significance
3299561 rs144998416 p.Arg377His TOLERATED Polymorphism POSSIBLY VUS Uncertain
DAMAGING Significance
3299525 rs786205886 p.Asp389Val Not found Disease causing PROBABLY VUS Uncertain
DAMAGING Significance
3299477 c.1214A>G p.GIn405Arg TOLERATED Polymorphism BENIGN BENING Uncertain
Significance
3299468 rs11466024 p.Arg408GIn TOLERATED Polymorphism BENIGN BENING Uncertain
Significance
3299446 rs104895195 p.Val415Vval TOLERATED Polymorphism VUS Uncertain
Significance
3299063 rs1262543397 VUs Uncertain
Significance
3299032 rs104895140 VUs Uncertain
Significance
3298878 rs142775938 VUS Likely Benign
3298865 rs224212 VUS Benign
3297301 ¢.1357-55A>G VUS Uncertain
Significance
3297233 rs104895151 p.Ala457Val DELETERIOUS Polymorphism BENIGN VUS Uncertain
Significance
3297181 rs224208 p.Glu4d74Glu TOLERATED Polymorphism VUS Benign
3297175 rs224207 p.GIn476GIn TOLERATED Polymorphism VUS Benign
3297166 rs104895083 p.Phe479Leu TOLERATED Disease causing BENIGN VUS Uncertain
Significance
3297136 rs61732424 p.GIn489GIn TOLERATED Polymorphism VUS Likely Benign
3297100 rs76464258 p.Arg501Arg TOLERATED Polymorphism VUS Likely Benign
3297085 rs104895099 p.1le5061le TOLERATED Polymorphism VUS Uncertain
Significance
3297075 rs200557537 p.Asp510Asn DELETERIOUS Polymorphism PROBABLY VUS Uncertain
DAMAGING Significance
3297073 rs224206 p.Asp510Asp TOLERATED Polymorphism VUS Benign
3296983 rs146820856 VUS Uncertain
Significance
3296744 rs991727292 VUS Uncertain
Significance
3296677 c.1588- VUS Uncertain
130C>T Significance
3296631 €.1588-84T>C VUs Uncertain
Significance
3296616 rs224205 VUS Benign
3296478 rs56260135 VUs Uncertain
Significance
3294678 rs1231124 VUS Benign
3294628 c.1611- VUs Uncertain
41dupC Significance
3294579 rs569998874 p.Thr540Thr N/A Polymorphism VUs Uncertain
Significance
3294449 rs151101633 VUs Uncertain
Significance
3294445 c.1726+28G>A VUs Uncertain
Significance
3294436 rs1255044091 VUs Uncertain
Significance
3294246 rs77380520 VUS Likely Benign
3294239 €.1759+15A>G VUS Uncertain
Significance
3294155 rs763711859 VUs Uncertain
Significance
3294042 rs558918145 VUs Uncertain
Significance
3294013 rs753528872 VUs Uncertain
Significance
3293980 rs536557865 VUs Uncertain
Significance
3293922 rs1231123 TOLERATED VUS Uncertain
Significance
3293888 rs1231122 p.Pro588Pro TOLERATED Polymorphism VUs Pathogenic
3293880 rs11466045 p.11e591Thr TOLERATED Polymorphism BENIGN BENING Uncertain
Significance
3293824 rs1468410559 VUs Uncertain
Significance
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EK- 4: Calisma Sonucunda Elde Edilen Tiim Varyantlarin SIFT/Mutation Taster
ve Polyphen2 Veri Tabanlaridaki Ortak Sonu¢larinin ACMG Veri Tabani ile

Karsilastirilmasi (devam)

3293821 rs104895176 VUs Uncertain
Significance
3293797 rs144900416 VUs Uncertain
Significance
3293796 rs558656636 VUs Uncertain
Significance
3293669 rs104895213 p.Thré06Thr TOLERATED Disease VUS Uncertain
causing Significance
3293593 rs104895128 p.Gly632Ser TOLERATED Polymorphism BENIGN BENING Likely
Pathogenic
3293499 c.1988C>A p.Thré63Lys TOLERATED Disease PROBABLY VUS Uncertain
causing DAMAGING Significance
3293447 rs28940580 p-Met680lle TOLERATED Polymorphism BENIGN BENING Pathogenic
3293438 rs104895092 p.Ser683Ser TOLERATED Disease VUS Uncertain
causing Significance
3293432 rs375378545 p.Glu685GIu TOLERATED Disease VUS Uncertain
causing Significance
3293407 rs61752717 p.Met694Val TOLERATED Polymorphism POSSIBLY VUS Pathogenic
DAMAGING
3293406 ¢.2081T>A(infeversta | p.Met694Lys TOLERATED Polymorphism POSSIBLY VUS Likely
bulunan DAMAGING Pathogenic
3293405 rs28940578 p.Met6941le TOLERATED Disease POSSIBLY VUS Pathogenic
causing DAMAGING
3293403 rs104895094 p.Lys695Arg TOLERATED Polymorphism POSSIBLY VUS Likely
DAMAGING Pathogenic
3293369 rs2234939 p.Pro706Pro TOLERATED Polymorphism VUS Likely Benign
3293323 rs104895201 p.Val722Met TOLERATED Polymorphism POSSIBLY VUS Uncertain
DAMAGING Significance
3293310 rs28940579 p.Val726Ala TOLERATED Disease BENIGN VUS Uncertain
causing Significance
3293282 rs375450800 p.Thr735Thr TOLERATED Polymorphism VUS Uncertain
Significance
3293257 rs61732874 p.Ala744Ser TOLERATED Polymorphism BENIGN BENING Uncertain
Significance
3293206 rs774807554 p.Arg761Cys not found Polymorphism POSSIBLY VUS Uncertain
DAMAGING Significance
3293205 rs104895097 p.Arg761His TOLERATED Disease BENIGN VUS Uncertain
causing Significance
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