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OZET

MEFV Geninin Secilmis Bolgelerinde Heterozigot ve
Homozigot Mutasyonlarin Fragman Analiz Yontemiyle

Arastirilmasi.

Mahsun OZDEMIR

Molekiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Programi

Yiksek Lisans Tezi

Danisman: Prof. Dr. M. Hamza Miisliimanoglu

MEFV geni insanda yaklagik 25.000 genden birisi olup 23 kromozom gifti

arasinda 16. Kromozomda yer almaktadir.

Bu ¢alisgmada MEFV geninde belirlemis oldugumuz 16 bolgeyi Fragman Analiz
yontemiyle inceledik. Ankara Etlik Sehir Hastanesi’nin etik kurulundan alinan
onayla birlikte hastaneye gelen hastalar ilgili polikliniklerden belirli endikasyonla
uzman  hekimler tarafindan muayene edilip, icerisinde  bulunan
etilendiamintetraasetik asit (EDTA)’li kan tupleri ile Molekller Genetik
Laboratuvarina gonderilmistir. Tez ¢alismamiza Ailevi Akdeniz Atesi (AAA)
sliphesiyle muayene edilen hastalarin cinsiyet, yas, bolge ve poliklinik bilgileri ile
1388 hasta almis olup, hastalar1 1 Mayis 2023 tarihi ile 20 Aralik 2023 tarih
araliginda gelenler olarak sectik. Gelen hastalarin kanlarin1 otomatik Deoksiribo
Nikleik Asit (DNA) izolasyon cihaziyla ekstrakte edip i¢ basamakli Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemiyle c¢alisttk. MEFV geninde belirlemis

oldugumuz 16 bolgenin Fragman Analiz yontemiyle inceledik.  Caligma
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sonuglarina gore hastalarin istatistik olarak, gonderildigi poliklinik, cinsiyet, yas

ve hastalarin yasadiklari bolgelere gore siniflandirip inceledik.

Sonug¢ olarak mutasyon mekanizmalarin1 inceleyip, tespit edilen mutasyon
bolgeleri ile cinsiyet, yas, gonderildigi poliklinik ve yasadigi bolge verilerini
kullanarak SPSS istatistik programinda Ki-kare testini uyguladik. Hastalarin
mutasyon ¢esitlerinin yizdelik oranlar1 ve ortalama degerlerini belirledik. Elde
edilen sonuglarda en sik rastlanan mutasyon ¢esidinin zigosite olarak heterozigot
mutasyonlar oldugunu ve mutasyon bolgesi olarak ise M694V bdlgesi oldugunu
belirledik. Klinik korelasyon ile birlikte sonug elde edebilmek i¢in hastalarin aile
soy agaglari, klinik bilgileri ve hasta dosyalarindaki diger bilgilerinde ele alinmasi

gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: MEFV, M694V, FMF, Ankara Etlik Sehir Hastanesi

YILDIZ TEKNIiK UNiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Investigation of Heterosygotic and Homozygotic
Mutations In Selected Regions of the MEFV Gene By
Fragment Analysis Method.

Mahsun OZDEMIR

Department of Molekuler Biology and Genetics

Master of Science

Supervisor: Prof. Dr. M. Hamza Misliimanoglu

The MEFV gene is one of approximately 25,000 genes in humans and is located

on chromosome 16 among 23 chromosome pairs.

In our thesis study, we examined the 16 regions we identified in the MEFV gene
using the Fragment Analysis method. With the approval received from the ethics
committee of Ankara Etlik City Hospital, the patients who came to the hospital
were examined by specialist physicians from the relevant polyclinics with certain
indications and sent to the Molecular Genetics Laboratory with blood tubes
containing ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA). We included 1388 patients in
our thesis study with gender, age, region and outpatient clinic information of
patients who were examined with suspicion of Familial Mediterranean Fever
(FMF), and we selected the patients as those who came between May 1, 2023 and
December 20, 2023. We extracted the blood of the incoming patients with an
automatic Deoxyribo Nucleic Acid (DNA) isolation device and worked with the
three-step Polymerase Chain Reaction (PCR) method. We examined the 16
regions we identified in the MEFV gene using the Fragment Analysis method.

According to the study results, we statistically classified and examined the
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patients according to the outpatient clinic to which they were sent, gender, age

and the region where the patients lived.

As a result, we examined the mutation mechanisms and applied the Chi-square
test in the SPSS statistical program using the detected mutation regions and
gender, age, outpatient clinic to which the patient was sent and the region where
he lived. We determined the percentage rates and average values of the patients'
mutation types. In the results obtained, we saw that the most common type of
mutation was heterozygous mutations in zygosity and the M694V region was the
mutation site. In order to obtain results with clinical correlation, patients' family
trees, clinical information and other information in the patient files must also be

considered.

Keywords: MEFV, M694V, FMF, Ankara Etlik City Hospital

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF SCIENCE AND ENGINEERING
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1

GIRIS

MEFV geni lokasyon veya konum olarak 16. Kromozomda bulunmaktadir. . Pirin,
Yunanca lisanina gore "alev"
"deniz" manasina gelir [18]. MEFV genindeki FMF hastalig ile iliskili 16 bolge
incelemesinde arastirdigimiz boélgeler M694V, V726A, M680I, R761H, F479L,
E148Q, P369S, M694L, V726Ala, V726Asp, A744S, A744T, K695R, , K695M

ve R408Q bolgeleridir. Otozomal resesif kalitimla gegen Ailevi Akdeniz Atesi’ne

manasina gelmektedir. Ayrica Latince’ de ise

neden olan gen Familial Mediterranean Fever Gene; MEFV [1,2]. 16.
kromozomun kisa kolunda (16p13,3) oldugu belirlenmis olan MEFV geni 781
amino asid iceren Pirin (Pyrin= Marenostrin) adli bir proteini kodlar [3, 4].
Granlositlerde eksprese olan bu proteinin, inflamatuar cevapta negatif regulator
rol oynadigi belirtilmektedir. Mutasyona ugramis Pirin yapisal degisiklige ugrar
ve inhibisyon yeterli olmadigi icin fazla lokosit migrasyonu ile inflamasyon
olusur. Pirin proteininin inflamasyon baskilama 6zelligi oldugu ve her dokuda
degil ozellikle noétrofillerde bulundugu ortaya c¢ikmistir. Pirin proteini ndtrofil

aktivasyonunu baskilar ve inflamasyonu durdurur. [5].

Ankara Etlik Sehir Hastanesine gelen hastalarin, polikliniklerde belirli bir
endikasyon ile hekim muayenesinden gectikten sonra MEFV  genindeki
mutasyonlar1, gesitli illerden gelen ve Tirkiye’ nin farkli bolgelerine, yasa,
cinsiyete, sevk edildikleri poliklinigine gore inceledik. Calismamiza 1388 hasta
katilmistir. Ankara Etlik Sehir Hastanesi etik kurulundan etik izin onay1 aldiktan
sonra, Mayis 2023 ile Aralik 2023 tarihleri arasinda gelen hastalar1 ¢alismamiza
aldik.

MEFV geninde iki belirgin mutasyon noktasindan biri ekson 2'de digeri ekson
10'da bulunmaktadir. Ekzon 10'da kodon 680 ve kodon 694 olmak iizere iki
onemli mutasyon noktasi bulunur. En sik goriilen mutasyonlar (M680I, M694V,
V726A, M694l ve E148Q) vakalarin lgte ikisinden fazlasinda gorildigi
bilinmektedir [9].



Hastalarin yaklasik %74’linde rastlanan mutasyonlar sirasiyla; M694V, V726A,
M6801, M6941 (Ekzon 10) ve E148Q (Ekzon 2) olarak bildirilmistir. [6, 7].

Ailevi Akdeniz Atesi tanis1 alan 332 hastanin gen mutasyonlar1 siklik sirasina
gore; E148Q (%30.8), M694V (%18.3), P369S (%10.6), V726A (%8.6), A744S
(%2.9), R761H (%2.9), M694l (%1.9), K695R (%1.9) ve 1692del (%1.0). Ailevi
Akdeniz Atesi tanisi konan hastalarin  15’inde (%14.4) hicbir mutasyon
saptanmazken, 13’tinde (%12.5) iki farkli mutasyon ayni anda belirlenerek bilesik

heterezigot olarak tanimlandig1 bilinmektedir [8].

Hastalarin %60,2’sinde mutasyonlarin 10 yasindan once bagladigi ve ortalama

hastalik baglama yas1 8,58 + 3,74 yil (2-16) y1l oldugu bilinmektedir [10].

Cinsiyetler agisindan mutasyonlar incelendiginde % 45,2’si erkek , % 54.,8°1 kiz
ve Erkek / Kiz orani 0,82 bulundugu, bu oran Tiirk AAA ¢alisma grubunun 1,2:1
orani ile karsilagtirildiginda kiz cinsiyetin baskinligi goériilmekte olup Majeed ve
arkadaslar1 tarafindan 476 Arap kokenli AAA hastasi ¢ocukta bulunan %54 kiz,
%46 erkek orani ile uyumlu oldugu bilinmektedir [11,12].

MEFV geninin iliskili oldugu genetik hastalik olan Ailevi Akdeniz Atesi
otozomal resesif ve yiiksek ates ve enflamasyon endikasyonunda agr1 ataklari ile
devam eden Ozellikle Arap, Musevi, Ermeni ve Tirk toplumlarinda yaygin

goriilen genetik hastaliktir [19].

MEFV genindeki mutasyonlarin sayist ve ¢esidi toplumlar arasinda degisiklik
gostermektedir [13, 14, 15]. M694V mutasyonu %46,26 ile en fazla rastlanirken
bunu sirast ile E148Q (% 16,41), V726A (% 13,439), M680I (G/C) (% 5,97)
izlendigi bilinmektedir [16]. Tiirklerde en sik goriilen mutasyonlar siklik sirasina

gbre M694V (%51), M680I (%14), ve V726A (%8) dir [17].

Bu calismanin amaci, MEFV genindeki 16 bdlgenin heterozigot ve homozigot
mutasyonlarin yasa, cinsiyete, polikliniklere ve yasadiklar1 bdlgelere gore

fargman analiz yontemiyle incelenmesidir.



2

GENEL BiLGILER

2.1 MEFV geni mutasyon bélgeleri

2.1.1 A744S-AT744T

AT744S ekzonik konum olarak 10. Ekzon olup ¢.2230G>A niikleotid degisimine
sahiptir. Protein degisimi olarak ise s.Ala744Thr sahiptir. A744T ise ayn1 sekilde
ekzonik konum olarak 10. Ekzon’ dur. ¢.2230G>T niikleotid degisimine sahiptir.
Protein degsimi olarak ise s.Ala744Ser’ dir. Kromozom lokasyonu olarak ise
chrl6-3293257°dir. A744S ve A744T mutasyonlarini fragman analizi yontemiyle
incelemis olup PCR asamalarindan ve DNA izolasyonundan primer 6zelliklerine
kadar bu calismada yer verilecek. A744S mutasyonu eger G niikleotidi A
niikleotidine doniisiirse gergeklesir bunun sonucu olarak ise amino asit degigsimi
gergeklesir. A744T mutasyonu ise G niikleotidi T niikleotidine doniistiigii zaman

ortaya ¢ikar.
2.1.2 M694V - M694L

M694V ekzonik konum olarak 10. Ekzon’ da olup ¢.2080 A>G nikleotid
degisimine sahiptir. Protein degisimi olarak ise p.Met694Val sahiptir. M694L de
ayn sekilde 10. Ekzon’ da olup farkli olarak A niikleotidi yerine T niikleotidinin
gelmesiyle ortaya c¢ikmaktadir. Protein degisimi ise p.Met694Leu’ dir. M694L
mutasyonunun M694V mutasyonuna gore daha az rastalandigim1 tezimizde
inceledigimiz hasta gruplarinda tespit ettik. M694V ve M694L mutasyonlari
chrl6-3293407 lokasyonunda gergeklesmektedir.

2.1.3V726Ala - V726Asp

V726Ala ekzonik konum olarak 10. Ekzon’ dadir. c¢.2177 T>C niikleotid
degisimine sahip olmakla beraber protein degisimi olarak ise s.Val726Ala
sahiptir. V726Asp de ayn1 sekilde 10. Ekzon’ da olup farkli olarak T niikleotidi
yerine A niikleotidinin gelmesiyle ortaya c¢ikmaktadir. Protein degisimi ise
p.Val726Asp’ dir. V726Ala ve V726Asp mutasyonlar1 kromozom lokasyonu
olarak ise chr16-3293310° dir.



2.1.4 E148Q
E148Q mutasyonu ekzonik konum olarak 2. Ekzon’ da yer almaktadir.

E148Q mutasyonu U¢ farkli degisime sahiptir ancak bu calismada en sik
karsilastigimiz mutasyon c¢esidi €.442G>A niikleotid degisimine sahip olan
mutasyondur. Diger iki degisim ise €.442G>T ve ¢.442G>C degisimleridir.
€.442G>A niikleotid degisimi, protein degisimi olarak ise p.Glul48Lys
dontismektedir. €.442G>T niikleotid degisiminin sonucu olarak ise s.Glul48*
protein degisimi gerceklesmektedir. €.442G>C niikleotid degisiminin sonucu
olarak ise p.Glul48GIn protein degisimi ger¢eklesmektedir. Bu ¢alismada en sik

rastlanan mutasyonlardan bir tanesi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
2.1.5 F479L

F479L ekzonik konum olarak 5. Ekzon’ dadir. ¢.1437C>G niikleotid degisimine
sahip olmakla beraber  s.Phe479Leu protein degisimine sahiptir. FA479L
mutasyonu fragman analiz yontemiyle ele alindiginda Adenin, Timin, Guanin ve
Sitozin niikleotidlerine atanan renklere 6zel analiz gerceklesmektedir. Molekiil

agirliklarina ve gecis hizlarina gore analizde lokasyonlar1 degismektedir.

E148Q P3695

PAD

1 92 266 280 370 412 420 440 597 776

Sekil 2.1 Pirin Proteini

2.1.6 P369S

P369S ekzonik konum olarak 3. Ekzon’ dadir. ¢.1105C>A niikleotid degisimine

sahip olmakla beraber s.Pro369Thr protein degisimine sahiptir.



2.1.7 R408Q

R408Q ekzonik konum olarak 3. Ekzon’ dadir. ¢.1223G>T nukleotid degisimine
sahip olmakla beraber p.Arg408Leu protein degisimine sahiptir. R408Q MEFV
fragman analiz yOnteminde genellikle bilesik yani diger adiyla compound
heterozigotluk durumuna gore degiskenlik gostermektedir. Birden fazla
birbirinden farkli mutasyonlar ile beraber goriilmektedir. Ele aldigimiz hasta

gruplarinda bunu daha net bir sekilde gérmiis olacagiz.
2.1.8 M680I

M680I mutasyonu ekzonik konum olarak 10. Ekzon’ da yer almaktadir.M680I
mutasyonlart yaygin olarak iki farkli varyasyona sahiptir. Bunlar M680IG>A ve
M680IG>C dir. M680IG>A mutasyonun niikleotid degisimi ¢.2040G>A dur.
Protein degisimi olarak ise p.Met680Ile durumundadir. M680IG>C ise nukleotid
degisimi olarak ¢.2040G>C, protein degisimi olarak p.Met680Ile durumundadir.
Bu c¢alismada daha ¢ok ikinci varyasyonun daha sik gorildigli ortaya
¢ikmaktadir.

2.1.9 M694I

M6941 ekzonik konum olarak 10. Ekzon’ dadir. ¢.2082G>A niikleotid degisimine
sahip olmakla beraber  p.Met694lle protein degisimine sahiptir. M694I1
mutasyonu fragman analiz yontemiyle ele alindiginda Adenin, Timin, Guanin ve

Sitozin niikleotidlerine atanan renklere 6zel analiz ger¢eklesmektedir.
2.1.10 K695R — K695M

K695 mutasyonununda iki farkli ¢esidi olmakla beraber en fazla goriilen ¢esidi
K695R mutasyonudur. ¢.2084A>G niikleotid degisimine sahip olan K695R
mutasyonu protein degisimi olarak ise p.Lys695Arg durumundadir. Ekzonik

konum olarak ise 10. Ekzonda bulunmaktadir.
2.1.11 R761H

¢.2282G>A dontisltimiine sahip R761H mutasyonu ele aldigimiz hasta gruplarinda
diger 15 ¢esit mutasyona gore daha az rastlanan bir mutasyon ¢esididir. Bu da
genellikle bilesik heterozigotluk durumlarinda ortaya ¢ikmaktadir. Ekzonik
konum olarak 10. Ekzonda bulunmaktadir. Protein degisimi olarak ise
p-Arg761His’ dir.



2.2 MEFV Geni Calisma Yontemleri

MEFV, enflamasyonun olusumunu baslamasini riske edebilen ve enfeksiyon
halinde enflamatuvar aracilarin sentezine izin veren dogustan gelen bir bagisiklik

sensorii olarak islev goren pirini kodlamaktadir [20].

Uluslararas1 FMF Konsorsiyumu, konumsal klonlamayla 16p kromozomunda
MEFV genini tanimladi. Fare MEFV genini kromozom 16, A3-B1l bdlgesine
lokalize ederek insan 16p13.3 ile sentenik homoloji bolgesini genisletti [21,19].

2.2.1 Real Time Pcr

MEFV hedef bolge mutasyonlarini tespit etmek icin birka¢ farkli molekdler
genetik teknigi vardir. Biz bunlardan yaygin olan bir kagini1 6rnek verecegiz ve

kendi bu ¢alismada kullandigimiz yontemi detayl bir sekilde paylasacagiz.

[k yontem olarak Real- Time PCR yéntemidir. Bilindigi {izere Real-Time PCR
calismasi, elde edecegimiz sonuclarin veya datalarin durumunu calisma devam
ederken es zamanli olarak bize sunmasi1 ve kendi kopya sayisini ¢esitli yazilimsal
programlar yardimiyla bize gostermesidir. PCR ¢ogaltimini goriiniir hale getiren
ve monitorize edebilen floresan isaretli prob ve boyalarin kullanildigi, floresanin
olusan DNA ile dogru orantili olarak arttig1 bir ¢ogaltma yontemidir. Real-Time
PCR teknigi kullanilan PCR kiti ile degiskenlik gostermekle birlikte, temel
basamaklar1 genel olarak aynidir. Real-Time PCR tekniginin diger PCR
tekniklerinden ayrilan belirgin 6zelliklerinden bir taneside primerlerin daha hassas
ve calisma esnasinda kullanilan ¢aligsma plate veya tiipiiniin 15181 daha gegirgen
halde olmasidir. Real- Time PCR tekniginde DNA nin ¢alisilacaksa hangi
yontemle ekstrakte edildigi, mikrolitre/nanogram orani gibi bir ¢ok degisken
caligmay1 etkilemektedir. Bunu kit iireticileri belirli optimizasyona getirip, rutin

test ¢calisan laboratuvarlara hazir olarak teslim etmektedir.

Test genel olarak, Taq DNA polimerazin 5’-3° exonuclease aktivitesine
dayanmaktadir. Probun 5’ ucunda bir reporter boya ve 3° ucunda da bir quencer
boya bulunmaktadir. Quencer boya reporter boyanin 1simasint baskilamakta ayni
zamanda da probun primer gibi davranarak uzamasina engel olmaktadir. PCR
esnasinda enzim aktivitesi ile birlikte reporter ve quencer arasinda bulunan prob
parcalanarak ayrilir ve baskilanmanin ortadan kalkmasiyla floresan 1s1ma

meydana gelir. Bu islem sadece hedef bolge lizerinde hibridize olmus problarda
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gerceklesir. Amplifikasyon miktar1 arttikga, reporter boyanin aciga ¢ikmasiyla
birlikte floresan 1s1ma dogrusal olarak artmakta ve bu artig cihaz tarafindan

eszamanli olarak tespit edilmektedir.

Bugiin bir¢ok arastirma ve tanmi laboratuvarlarinda kullanilan real-time PCR
cihazlart mevcuttur. Bu cihazlar birbirlerinden reaksiyon sayisi kapasiteleri,
eksitasyon-emisyon dalga boylarindaki farkliliklari, hizlar1 ve kanal sayilari ile
ayrilirlar. Ticari olarak satilanlar; “Stratagene M x 3000p, M x 3005p ve M x
40007, “Applied Biosystems 7300 ve 75007, “Chromo4”, “Smart Cycler”,
“RotorGene”, “LightCycler” en fazla kullanilanlardir [22].

2.2.2 Multipleks PCR

Bir diger yontem ise Multipleks PCR yodntemi olarak isimlendirilen PCR
teknigidir. ki veya daha fazla farkli PCR amplifikasyonunun ayni reaksiyonda
gergeklestirilmesi islemine dayanmaktadir. Klasik PCR ile ayni basamaklarda
gerceklesir ancak ¢oklu primer setleri kullanilmaktadir. Bu setler amplikon denen
amplifikasyon triinlerini olustururlar. PCR ¢alismasin1 yaptigimiz kit ard arda 3
PCR asamadan meydana gelmektedir. Birinci asamada PCR ampflikasyonu
hedeflenmektedir ve 25-30 cycle donguye sahip 6zgiin olmayan urunlerin
olusumuyla sonucglanir. PCR da kullanilan nanogram ve mix miktarlari kit iiretici
firma tarafinfan belirlenmistir. PCR Mix (MgCIl,ddNTP,su,NacCl,vs.), Primer Mix,
PCR optimizer ve PCR Grade Water kullanilarak ilk asama gergeklesir. ilk PCR
yapilan ¢aligmanin ikinci kisminda Enzymatic Clean-Up dedigimiz bir temizleme
kiti ile analiz ederken fazladan ¢ikacak pikleri ve kirlilikleri ortadan
kaldirmaktadir. Son asama olarak ise ilk PCR sonucu cogaltilmis DNA’nin i¢
kisimlarina ait dizileri igeren ‘’nested’’ primerleri ile yapilmaktadir. Ik PCR
driinleri 3. PCR icin kalip olarak kullanilmaktadir ve istenilen hedef bolge
cogaltilarak 6zgiin iiriinler elde edilmektedir. Bu sayede Ozgil olmayan
amplifikasyonlar Onlenmis olmaktadir. Problarin hedef bolgeye baglanarak
cogalmast ve PCR 1 bitmesinin ardindan 1s1ma yapmak {izere Sanger Sekans
Kapiller Elektroforez cihazinda yiirlitmesi yapilir. Belirlenen Voltaj araliklarinda
gerceklestirilen bu olay problarin baglandigi ve cogaltildigi bdlgelerin
agirliklarina gore gegis hizlar1 belirlenir ve ekranda kirmizi, yesil, sar1 ve mavi

renk olarak karsimiza ¢ikmaktadir.



2.2.3 Sekans PCR ( Dizileme) Yontemi

Bir diger yontem olan Sanger sekans dizilemede, temel olarak 3 basamakli PCR
kullanilir. Ilk PCR asamasinda kullanilan materyaller Taq Polimeraz enzimi,
gormek istegimiz hedef DNA bolgesine es olan Primer, Su, PCR mix ve PCR
optimizer ile gerceklesir. ikinci PCR asamasinda exosap veya enzimatik Clean UP
kiti kullanilarak 45 dakika siiren bir protokol izlenir. Son asamada ise varsa 6zel
primer bolgesi yok ise Common Sequencing primer dedigimiz primerleri
kullanarak Forward ve Reverse olarak iki yonlii gérebilmemiz i¢in bir 6rnege iki
ayrt PCR yapmis oluyoruz. Kullanilan diger materyaller ise Quantum Dye
Terminator, 5X sequencing buffer ve sudur. Dizileme yontemiyle nokta
nutasyonlart yani SNP, niikleotid baz degisimlerini ve delesyonlar1 tespit etmek

i¢in kullanilir.

Kullanilan diger yontemlerden birisi ise Yeni Nesil Dizileme dedigimiz
Molekiiler Biyolojide son teknolojilerden birisi olan NGS yontemi ile caligmaktir.
Ancak bir NGS ¢alismasinda Run verildigi zaman ¢alismalarda genellikle tek gen
bolgesinden daha fazla boélgeler incelenmektedir. Ayrica sunu da belirtmek
gerekir ki bazt durumlarda NGS calismasi dogrulamasi olarak sekans dizileme
yontemide tercih edilir bunun sebebi Sanger sekans dizileme yénteminde analiz

ekrani bize daha manuel yonden inceleme imkan1 saglamaktadir.



2.3 Molekiiler Tanida Kullanilan Cihazlar

2.3.1 Termal Donguleyiciler

Gunimuzde termal dongiileyiciler, PCR protokollerinin kolay programlanmasi
icin tasarlanmistir. PCR protokolleri genellikle DNA hedeflerine, primer
dizilerine, kullanilan DNA polimerazlarina ve deneysel hedeflere gore degisir. Bu
nedenle, dokunmatik ekranlar ve kolay programlama 6zellikleri gibi kullanici ara
yiizleriyle donatilmis termal dongiileyiciler, hizli ve verimli protokol kurulumu
saglar. Son zamanlarda bir mobil cihaz veya masaiistli bilgisayar kullanarak her
zaman ve her yerden termal dongiileyicilere kolay erisim saglanmaktadir. Buluta
baglanti, parmaklarimizin ucunda gelismis erisilebilirlik ve protokoller olusturma
ve paylagsmanin yani sira PCR ¢alistirmalarin1 planlama, baslatma/durdurma ve

izleme 6zgiirligii sunar.

Gliniimiizde kullanilan bazi Termal Dongiileyiciler sunlardir; Applied
Biosystems, AlphaHelix AB, Agilent, Analytik Jela, Ahram Biosystems, Bioer
technology, Bio-Rad, Bulldog Bio, Cole-Parmer, Edvotek, Eppendorf, Esco, Falc

Instruments, Labnet international, MIDSCI, Qiagen.

n Gradient temperature control n VeriFlex temporature control

Ono singlo block Three separate independent blocks

Hoating and cooling elements at sach end Heating and cooling eloments for each block

Sekil 2.2 Termal dongiileyici bloklari; A, gradient temperature control B,
Applied Biosystems VeriFlex " better than gradient "temperature control.



2.3.1.1 Applied Biosystems SimpliAmp Termal Donguleyici

Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific sirketinin Life Technologies

markasi altindaki c¢esitli markalardan biridir.

PCR cihazi ("1s11 dongiileyici", "termal dongiileyici" olarak da bilinir), DNA ve
RNA pargalarini polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yoluyla amplifiye etmek igin
kullanilan bir aragtir. PCR cihazi, birbirinden ayr1 daha oncesinden planlanmis
asamalarda bir blok icerisinde bulunan 6rneklerin sicakligini hassas ve hizli bir
sekilde arttirarak ve azaltarak, numunelerin denattirasyonunu ve belirli reaktiflerle
tekrar baglanmasiiglemini Saglar. Amplifiye edilmis materyaller, dizileme,
klonlama, ekspresyon analizi ve genotipleme gibi bircok alt uygulamada
kullanilabilir. Termal dongiileyiciler, ayrica restriksiyon enzim kesimi veya hizli
teshisde olmak {lizere diger sicakliga duyarli reaksiyonlara olanak saglamak i¢in

de laboratuvarlarda kullanilmaktadir.

93.4°C

01:21:31

Sekil 2.3 Applied Biosystems SimpliAmp Termal Dongiileyici
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2.3.2 Lab-Aid 824s Nucleic Acid Extraction System

Lab-Aid 824s Nucleic Acid Extraction System otomatik DNA ekstraksiyon cihazi
da kulanilan kit olan Lab-Aid 824s DNA Ekstraksiyon Kiti, manyetik parcacik
teknolojisi ile tam kan, tiikiiriik, doku, kan lekeleri, amniyotik sivi, bakteri, kan
pihtist vb. DNA'nin otomatik izolasyonu ve saflastirilmasi igin tasarlanmistir.
Uriin, Lab-Aid 824s/808 Niikleik Asit Ekstraksiyon Sistemi ile birlikte
amplifikasyon veya diger enzimatik reaksiyonlar gibi asagi yonlii uygulamalar
igin yiiksek kaliteli DNA saglar. Lab-Aid 824s Nukleik Asit Ekstraksiyon Sistemi,
tek seferde 24'e kadar numune ¢ikarabilen numune hazirlamanin tiim adimlarini

gerceklestirir.

o E

Sekil 2.4 Lab-Aid 824s Nucleic Acid Extraction System
2.3.3 NanoDrop™ 2000 Spektrofotometresi

Nanodrop cihazi, cihaz numunesinin kalitesini ve miktar tayinlerini belirlemek

icin kullanilir. Spektrofotometreler 0,5-2 ul numuneleri yiiksek dogrulukla dlger.
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Sekil 2.5 NanoDrop™ 2000 Spektrofotometresi

2.3.4 Kapiller Elektroforez Cihazi

Proteinler, peptidler, amino asitler, ntkleik asitler, inorganik iyonlar, organik
bazlar, ve organik asitlerin ayirma islemini yapma goérevindedir ve bunu gercekten
basarili bir sekilde gerceklestirir. Cabuk ve verimli ayristirmaya olanak tanimasi
diisiik miktarda o6rnek miktarinin gayet makul olarak yeterli olmasi ve yiiksek
se¢ici olmasi, otomosyon, miktar belirlemesi, tekrar edilebilirlik olmasi cthazi
oldukca kullanish hale getirmektedir. Kapiller Elektroforez, 6zetle ifade edecek
olursak elektroforez ve kromotografinin bilesimi olarak ifade edebilecegimiz bir
tekniktir. Elektroforetik davranis yetenegi, faz ayrisimi ¢ok kiigiik molekiiler
diizeydeki farkliliklara veya bunlar gibi bir kagiyla alakali elektroforetik
ayristirma yapabilen bir tekniktir. Kapiller elektroforez tekniginin 6nemli bir yani
ise bir bagska yoniiyle norokimyasal analiz ve DNA dizilemesinde de
kullanilabilmesidir. Kromatografik olan yontemlerle kiyas edildiginde daha
giincel ve yenidir. Ayrica kisa zamanda yapabildigi analiz siiresi ile ¢ok daha

kolay ve rahat bir sekilde gerceklestirilebilir.
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2.3.4.1 Applied Biosistemleri 3500xL Genetik Analizor

Calismada kullandigimiz Applied Biosistemleri 3500xL Genetik analizorleri, 24
kapilerli, kapiler elektroforesis teknolojisini kullanan florasan tabanli DNA analizi
aygitidir. Bir ¢alisma esnasinda, sistem Katod Buffer Konteynir1 (CBC) icindeki
pozisyonu yikamak ic¢in polimer gonderme pompasindan yiiksek basing altinda
taze polimer solusyonu pompalayarak kapileri hazirlar. Birka¢ saniyeligine diigiik
voltaj kullanarak numuneyi kaprilerin icine elektro Kinetik olarak injekte eder.
CBC’nin durulama pozisyonu i¢inde kapiler uglarini yikar, sonra CBC’nin buffer
pozisyonuna kapileri dondurir. Voltaji, stirekli bir voltaja yiikseltir. Yiiksek bir
voltaj alani, Anot Buffer Konteynir1 (ABC) bitimi arasinda olusturulur ve negatif
voltaj, kapiler sirasinin yiiklii bashigmma uygulanir. Bu alan, ayirma polimeri
araciligiyla negatif sarj edilen DNA’y1 c¢eker. Daha kiiclik fragmanlar,
biiyiiklerden daha hizli hareket ederler ve detektore ilk varirlar. Optimal ayrimi
garanti altina almak i¢in ve DNA’nin bozulumunu siirdirmek icin, kapilerler
deteksiyon hiicresinde ve firinda termal olarak kontrol edililer. Firin, Peltier 1sitma
tinitesine ve fan sirkiilasyonlu havaya sahiptir. Peltier, firn1, SSCP gibi dogallig1

bozmayan uygulamalar i¢in yararli olan sub-ambient sicakliklarini stirdiirmek i¢in
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Sekil 2.6 Applied Biosistemleri 3500xL

firi 1s1tir ve sogutur. Deteksiyon hiicresinde, DNA’ya ilistirilen boyalar, ince bir
lazer 15181 demetiyle harekete gecirilirler. Lazer 15181, kapilerin en {ist ve altindan
kapilerin kanadina yonlendirilirler. Az miktar lazer 15181, boyalar tarafindan
emilirler ve tiim yoOnlerdeki dalgaboyu 1s18inca yayilirlar. Lazer 15181 bloke
ederken, aygit optikleri iizerindeki florasan 15181 yakalar. Isik, 15181 disar1 yayan
bir transmisyon parmakligi araciligiyla geger. Isik, sogutulmus bilimsel-diizey
CCD dizini lizerine imajlanir. Her kapiler i¢in, CCD’deki 20 bdolge, her kapiler
icin 20-renk saglamak icin toplanir. 20-renk datayi, tam bir ¢alisma i¢in, ¢oklu-
boya datasina doniistiiriir. Sekanslama uygulamalari 4 farkli boya, 4 tabana (A, G,
C, ve T) karar vermek igin kullanilir. Fragman ve HID analysis dye sets (HID)
analizi uygulamalar i¢in, 6 boyaya kadar, daha yliksek ham madde miktar1 i¢in

tek bir ¢alismada kullanilir.



Finn Kapisi

Kapiler Dizini
gergevest

Tanima hiicrest
Isitict blogu

Finn

yogunlasma

rezervuart

Plate

Katod Buffer
Konteynir1 (CBC)

Oto-sampler

Sekil 2.7 Aygit Dahili Komponentleri

Dizin-basligs kilit mekanizmasi

Polimer génderme pompasi (PDP)

Su tutma, zayiflatma konteynin

| Kurma kolu ve polimer posu kaldirma

Polimer posu

Valf uyumunu (CV) Kontrol
Damlama Tepsist
Anot Buffer Konteynir1 (ABC)

Buffer-Pin Valfi

Sekil 2.8 Aygit I¢ Komponentleri
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Tablo 2.1 Kapiller Elektroforez Aygit pargalar1 ve fonksiyonlari

Parca Fonksiyon

Oto-Sampler Numune plate’lerini ve Katod Buffer
Konteynirini1 (CBC) tutar ve plate’leri ve
CBC’yi kapilerlerle hizalamak i¢in hareket eder.

Firin Birlesik kapiler sira sicakligini korur.

Firin yogunlasma rezervuari

Firindan yogunlagmay1 toplar

Pompa Blogu

Kaldirma pompa odasini, polimer odalarini,
piston su miihiiriinli, sira ilistirme noktasina
uyan siringa (dizin portu), alt polimer blogu, ve
CV/Uyma (Valf posu ilistirme uyumunu kontrol
ediniz) icerir.

Tanimlama hiicresi 1sitic1 blogu

Laser deteksiyonu i¢in yerde tanima hiicresini
tutar ve 50 °C’lik tanma hiicresi sicakligin
korur.

Polimer génderme pompasi (PDP)

Polimeri siraya pompalar ve otomatiklestirilmig
koruma prosediiriine izin verir.

Alt polimer blogu

Buffer valfini, anot elektrodunu, buffer
gasketini i¢erir ve anot buffer konteynirinitutar.

Radyo frekansi tanimlamasi
(RFID)

Birincil aygit kullanilabilirleri i¢in asagidaki
bilgiyi okumak lizere RFID sekmesi:
* Par¢a numaralar1

* Seri numaralari

* Tarihler (sona erme)

* Kapasite (kullanim)

Birincil kullanilabilirler:

* Kapiler Sirasi

* Katod Buffer Konteynirt (CBC)

* POP™ Polimer

* Anot Buffer Konteynir1 (ABC)

Kapiler Sirasi

Elektroforesis ile  florasan-etiketli ~ DNA
fragmaninin ayrimini etkinlestirir. O, 8 veya 24
kapilerlerden olusan degistirilebilen bir iinitedir.
(50 cm ve 36 cm uzunluk).

Not: Sadece HID uygulamalari i¢in 36 cm
kapiler.

Anot Buffer Konteynir1 (ABC)

Anot Buffer Konteynir1 (ABC) aygit tizerindeki
tim elektroforesis uygulamalarini desteklemek
icin 1x caligmasi igerir. O, siirekli sivi boyunu
korumak i¢in yapili oda akigina sahiptir.

Katod Buffer Konteynir1 (CBC)

Katod Buffer Konteynin (CBC) aygit
iizerindeki tiim elektroforesis uygulamalarini
desteklemek icin 1x caligmasi igerir.

Polimer posu

Polimer gdnderme pompasina polimer saglar.

Sartlandirma belirteci

Pos polimer pompasini hazirlamak, polimer tipi
degisiklikleri arasmda polimer pompasin
yikama ve aygitin kapatilmasi esnasinda
kullanilir. Bir kerelik kullanimi igin yeterli
voliimii vardur.
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Kapiller ya da daha basit tabirle boru igerisinde gerceklesen bir elektroforezdir.
Elektroforez demek aslinda bir elektrik alan iyonlarinin mobilitesine bagl ayirma
teknigi demektir. Bir yiritmede ki hizi, biylkligine baghdir. Kapiller
elektroforez, yukli olan taneciklerin elektirik alanda daha farkl: hizlarda hareket
edebilmelerinden yararlanilarak ayristirilmasini yapan yontemdir. Daha detayli
yapisini inceleyecek olursak yiiksek voltaj gii¢ destegi, erimis silika kapiller, iki
adet tampon rezarvuari, iki adet elektrot ve bir adet dedektor bulunmaktadir.
Ayrica ek olarak otomatik numune verici, enjeksiyon aparati, dedektor gesitleri ve

11 kontrolii saglayici boliimler ilave edilebilmektedir.

Temelde inceleyecek olursak elektroforetik hareket edebilme yetenegi faz ayirimi
ve molekdiler boyuttaki farkliliklara veya bunlara bagli olarak elektrokinetik ayrim
yapabilen bir yontemdir. Gen teknolojisi icinde 6nemli yontemlerden biridir.
Kapiller elektroforez, DNA dizileme ve fragment analizi i¢in kullanilir, bir DNA
belgesinde ki baz dizisinin tespit edilip analiz edilmesi konusunda oldukca 6nem

tasimaktadir.
2.3.4.2 Kapiler Elektroforez Calisma Prensibi

Kapiller elektroforez cihazinin ¢alisma prensibine bakacak olursak kapiler boru
belirli diizeyde PH’da iletken bir sivi ile doldurulur. Ornek verecek olursak
ayrilacagi tampon c¢ozeltidir. Enjeksiyon ile kapillere uygulanmaktadir ve bu
durum kapiller lizerindeki voltaj1 ¢ok yiiksek bir hale getirmektedir. Bu yilizden
yuriyecek olan drneklerin kapiller dedigimiz ince borular hattinda farkli hizlarda
hareket etmektedir. Pozitif bilesenler negatif elektroda, negatif bilesenler pozitif
elektroda hareket ederler. Bu durum cihazdan 6nce hizli gegen bilesikler
gecerken yavas gegen bilesikler daha sonra gegmektedirler. Kapiller
elektroforezde ise ayirt edici olay, iyon biiyiikliigline karsi yiiklerin oranidir.
Akigla degil elektriksel alan ile ayrilma saglanmaktadir. Yiksek elektrik
alanlarinin kullanimina imkan saglayan sey ise kiiciik ¢apli kapillerin olmasidir.
Bu ayirma yontemi ise etkili ve ¢ok verimli bir ayirma ve stresinin ¢gok énemli

diizeyde kisalmasini saglar.

Kapiller Elektroforez cihazinin Molekiiler Genetik tekniklerinde ve tayinlerinde

blyuk bir avantaj sagladigi onemli bir gercektir. Avanatajlarini su sekilde
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ozetleyebiliriz. Oncelikle Hizli ve oldukga verimli ayirma saglamasidir, az
miktarda numunenin yeterli olmasidir, segiciliginin ¢ok iyi olmasi ve miktar

belirlenmesinde biiyiik bir avantaj saglamaktadir.
2.4 Fragman Analiz Programi: GeneMapper

GeneMapper Yazilimi, tim Thermo Fisher Scientific elektroforez tabanli
genotipleme sistemleri icin DNA boyutlandirmas1 ve kaliteli alel c¢agrilar
saglayan esnek bir genotipleme yazilim paketidir. Bu yazilim, gii¢lendirilmis
par¢a uzunlugu polimorfizmi (AFLP), heterozigotluk kayb1 (LOH), mikrosatellit
ve SNP genotipleme analizi dahil olmak iizere ¢oklu uygulama iglevselliginde
uzmanlagsmistir. Dideoksi zincir sonlanmasi olarak bilinen Sanger sekanslama, en
onemli gen dizileme yontemlerinin ilki konumundadir.Gen boélgesindeki
degisimlerin tespit edilmesinde ve molekiiler tanida kullanilan bir yontem olup,
3’-OH ucu kopartilan ve dideoksi niikleotitler olarak isimlendirilen ddNTP’ler ile
DNA’da replike olan dizinin sonlandirilmasidir. Aslina bakacak olursak teknigin
temel kurali ve amaci ana DNA zincirinde ki sec¢ilmis hedef bir noktanin
niikleotid dizisini belirleyebilmektir. Sangerin tekniginin temel kurali zincir
sonlandirict niikleotit olarak ddNTP’lerin kullaniliyor olmasidir. DNA dizi
analizlerinin artmasinda ki temel sebebi ise bu prensibin jel temelli sistemler
yerine kullanilmasidir. Bu yontemler giiniimiiz diinyasinda hala hizla gelisim
gostermektedir ve bodylece proteomik ve genomik dallarinda bize yardimci

olmaktadir.

MEFV geninde 16. Kromozom’ da bulunan 16 bdlgenin analizi temelde
Homozigot, Heterozigot ve Wilde Type yani normal olarak incelenmektedir.
Heterozigot mutasyon sonucunun bize verdigi sonug iki allelden birisi farklilasma
yasamasi sonucu ekranda ¢ift pik goriintiisii elde ederiz. Bu renkler kirmizi, siyah,
yesil ve mavi olmak {lizere dort cesittir. Analiz yaptiZimiz Gene Mapper
programinda tanimlanan FMF Snapshot analiz programimizda piklerle ayni
hizada ve hemen arkasinda duran renkli paneller vardir, bu renkli panallerin hangi
renk oldugu ise ¢ikan farkli renkli piklere gore degismektedir. Ornegin mavi
renkli pik, mavi renkli panelin iistiinde ¢ikmaktadir. Yesil renkli pik, yesil renkli
panelin istiinde c¢ikmaktadir. Sar1 renkli pik, siyah renkli panelin {stiinde

cikmaktadir. Kirmizi renkli pik ise kirmizi renkli panelin istiinde ¢ikmaktadir.
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Heterozigot bir mutasyonda pikler ¢ift renkli ¢gikmaktadir. Mutant pik ve normal

pik yan yana ¢ikmaktadir.
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Sekil 2.9 Bitun bolgeleri normal data goriintsu.

Homozigot olarak adlandirilan mutant analiz goriintiisiinde ise tanimlanmis
mutant bolgelerinde tek pik gorintu elde ederiz. Homozigot, birisi anneden digeri
babadan gelen iki allin ikisininde ayni doniisiime sahip olmasi anlamina

gelmektedir. Pik rengi tek renk olup ayni siitiinda goriilmektedir.

Wild Type dedigimiz normal olarak siniflandirilan hastalarin ise tek pik goriintiisii
vardir. Herhangi farkli bir déniisiime sahip degildirler.Iki allelinde gériintiisii ve

genotipi normaldir.

2.4.1 MEFYV geni 16 Mutasyon boélgesinin GeneMapper Programi ile Analiz

Incelemesi
2.4.1.1 M694V Mutasyonlari

M694V ekzonik konum olarak 10. Ekzon’ da olup ¢.2080 A>G niikleotid
degisimine sahiptir. M694V mutasyonu molekiiler agirlik olarak orta siralarda yer
almaktadir. Bunu kapiller elektroforez cihazinda, kapillerden gecen ve
dedektorden gegerken 1s1ma yapan problarin gecis siras1 belirlemektedir. Once

1$1ma yapan yani once gec¢is yapan daha once pik goriintiisii vermektedir. Normal
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pik gorlntiisiinde sadece yesil siitunun Ustlinde, yesil renkte pik gotlntusi
vermektedir. Heterozigot olarak adlandirdigimiz allellerin biri farkli bir doniisiime
sahip olup analiz ekraninda ¢ift pik goriintiisii ortaya ¢ikmaktadir.Mutant pik sol

tarafta mavi renkteyken normal pik sagtarafta yesil renk olarakgdriilmektedir.

AL ML

J % \
L S — 7 ‘
e yy ry T ry ry ry ry e ry re w—— "y = T
[RI61H-WT] (MEO41-WT| [E48Q-WT| (P3695-WT| MEO4V-MUT m [F479L-WT) Wiﬁ}\-E-WT. (MEBOGC-GAWT) [A7445-T-WT)

ry rW s me
KE9SR-M-WTR408Q-WT)

Sekil 2.10 M694V bdlgesi Heterozigot goruntisu.

M694V homozigot olan mutasyonda iki allelde ayni farklilikta doniisiime sahip
olup elde edilen data goruntlisiinde ise sadece tek pik goriintiisii vardir. Ve bu pik

mutant piki olup Mavi renkte sol tarafta gorilmektedir.
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Sekil 2.11 M694V Bolgesi Homozigot géruntusa.
2.4.1.2 A744S Mutasyonlari

AT744S Mutasyon bolgesi ekzonik konum olarak 10. Ekzon olup ¢.2230G>A
nikleotid degisimine sahiptir. Analiz ekraninda bakacak olursak bu mutasyonu iki
farkli renk temsil etmektedir. Eger baktigimiz bdlge normal olarak ¢ikarsa analiz
ekraninda pik rengimiz siyah olup, sar1 siitun iizerinde yer almaktadir. Heterozigot
c¢ikmast halinde ise yesil siitun lizerinde yesil pik goriintiisii elde ederiz.
Homozigot mutant goriintlisiinde ise sadece yesil slitun iizerinde yesil pik rengi
goruriz. M694V mutasyonunun aksine A744S mutasyonunun mutant piki normal

pikten once degil sonra gelmektedir.
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Sekil 2.12 A744S bolgesi Heterozigot analiz gorintusu.

2.4.1.3 V726A Mutasyonlari

V726Ala ekzonik konum olarak 10. Ekzon’ dadir. ¢.2177 T>C niikleotid
degisimine sahiptir. V726A mutasyonunda normal bolge pik rengi yesil olup,
mutant bolgenin pik rengi ise mavidir. M694V mutasyonunda oldugu gibi bu
mutasyon analizinde de mutant pik normal pikin gerisindedir. Bunun sebebeni
daha onceden agiklamistik. Diger mutasyonlarin analizinde de oldugu gibi
heterozigot mutasyonda yesil ve mavi olmak iizere c¢ift pik, homozigot

mutasyonlarda ise sadece mutant pik olan mavi pik gorulmektedir.
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Sekil 2.13 V726A bdélgesi Homozigot mutasyon gorintusu.
2.4.1.4 E148Q Mutasyonlari

E148Q mutasyonu ekzonik konum olarak 2. Ekzon’ da yer almaktadir. E148Q
mutasyonunda en sik Kkargilastigimiz mutasyon ¢esidi €.442G>A nikleotid
degisimine sahip olan mutasyondur. Diger iki degisim ise ¢.442G>T ve ¢.442G>C
degisimleridir. E148Q mutasyonu analiz goriintisunde normal pik rengi mavi
situn lizerinde mavi iken mutant pik rengi ise sar1 siitun Uzerinde siyah pik

goriintiisii ile ortaya ¢ikmaktadir.

Sekil 2.14 E148Q bdlgesi Heterozigot mutasyon gorintisu.
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2.4.1.5 F479L Mutasyonlari

F479L ekzonik konum olarak 5. Ekzon’ dadir. ¢.1437C>G niikleotid degisimine
sahiptir. F479L mutasyonunda normal pik goruntlisu mavi stitun stinde mavi pik
rengindedir. Mutant piki sari siitun {izerinde siyah renkte goriilmektedir.
Stitunlarin belirlenmesi ise tanimlanan mutasyon daha dogrusu beklenen ve kitin
problarini igeren bolgeleri isaretlemek amaciyla yerlestirilmistir. Analiz
programinda bu tanimli bolgelerin lokasyonunu belirleyen siitunlari, pik ciktigi

zaman uyar1 verme amactyla kit iireticileri tarafindan tanimlanmustir.

5 - SSVaWw = A A LA
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Sekil 2.15 F479L ve M6801G>C bdlgesi Heterozigot mutasyon goruntiisu.
2.4.1.6 P369S Mutasyonlari

P369S ekzonik konum olarak 3. Ekzon’ dadir. ¢.1105C>A niikleotid degisimine
sahiptir. Diger mutasyonlar gibi normal, heterozigot ve homozigot olarak
adlandirilan analiz goriintiilerine sahiptir. Normal olarak adlandirdigimiz yani bir
degisimin olmadiginmi1 gosteren analiz ekraninda siyah renkte pik goriilmektedir.
Heterozigot mutasyon gdriintiisiinde ise ¢ift pik goriilmektedir. Siyah ve kirmizi
renge sahip olan bu piklerden kirmizi olani mutant yani degisimin oldugunu
gosteren piktir. Homozigot mutant degisimine sahip analiz goriintiisiinde ise

sadece mutant yani de8isimi gosteren kirmizi pik karsimiza ¢ikmaktadir.
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Sekil 2.16 P369S, M680IG>C ve R408Q bolgesi.bilesik heterozigot analiz

gorantusu.
2.4.1.7 R408Q Mutasyonlari

R408Q ekzonik konum olarak 3. Ekzon’ dadir. ¢.1223G>T niikleotid degisimine
sahiptir. Degisimin olmadigi normal pik rengi mavi renktedir. Mutant yani
degisime ugramis pik rengi ise yesildir. Heterozigot mutasyon goriintiisiinde mavi

olan pik ile yesil renkte olan mutant piki yan yana ¢ikmaktadirlar.

2.4.1.8 M680I Mutasyonlari

M680I mutasyonu ekzonik konum olarak 10. Ekzon olarak konumlandirilmistir.
M680IG>C niikleotid degisimi olarak ¢.2040G>C dir. Adenin niikletoidine de
doniisebilmektedir. Ug farkli durumda da analiz ekraninda ¢ikacak olan pikler yan
yana yer aldigi gorilmektedir. ¢.2040G>C doniisiimiiniin incelendigi analiz
ekraninda normal pik rengimiz sar1 siitun {izerinde siyah renktedir. ¢.2040G>A
doniistimiinde ayni sekilde normal pik rengi siyahtir ancak mutant pik rengi

yesildir.

25



\ g |

\

/ A
/o \§ . ,— 88 - 3
FraiEwT ] gL pceamTUT

Sekil 2.17 F479L ve M680IG>C bdlgesi Heterozigot mutasyon gorintusu.
2.4.1.9 M6941 Mutasyonlari

M6941 ekzonik konum olarak 10. Ekzon’ dadir. ¢.2082G>A niikleotid degisimine
sahiptir. M6941 mutayonunu inceledigimizde normal yani degisime sahip degilse
saiyah renkte pik goriiriiz. Mutant pik rengi ise kirmizidir. Heterozigot degisime
sahip ise siyah ve kirmizi renkte pikleri diger analizlerde de oldugu gibi yan yana
goriirtiriiz. Homozigotta ise kirmizi olan mutant pikini tek basina goriiriiz.
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Sekil 2.18 M694I1 ve E148Q mutasyona sahip bilesik heterozigot giirlintiisii.
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3

MATERYAL METOT

3.1 Calisma Grubunun Olusturulmasi

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, Ankara Etlik Sehir Hastanesine gelen hastalarin kan
ornekleri Genetik Polikliniginde toplanmistir. Tez kapsaminda yapilacak
calismalar icin, Ankara Etlik Sehir Hastanesi Bilimsel Arastirmalar
Degerlendirme ve Etik Kurulu onayr alinmistir. (Tarih: 06.09.2023, Karar no:
AESH-EK1-2023-515), (Bkz. Ek-1) Kontrol gruplart hastaneye gelen ve Genetik
Poliklinigine ait laboratuvarlara testi gonderilen bireylerden segilmistir. Yas,
cinsiyet, ikamet ettigi bolge ve yonlendiren poliklinik i¢in ayri ¢alisma gruplari
olusturulmustur. Yas gruplart icin 0-12, 13-25, 26-45, 46-65 ve >65 yas
araligindaki, cinsiyet gruplart igin kadin ve erkek Dbireyler kullanilmistir.
Yonlendiren poliklinik grubu igin Algoloji, Cocuk Alerjisi, Cocuk Enfeksiyon,
Cocuk Gastroenteroloji, Cocuk Genetik, Cocuk Immunoloji, Cocuk Noroloji,
Cocuk Ortopedi, Cocuk Romatoloji, Cocuk Uroloji, Dermatoloji, Enfeksiyon
Hastaliklari, Ftr, Gastroenteroloji, Genel Cerrahi, Genetik, Gogiis Hastaliklart,
Hematoloji, I¢ Hastaliklar, Kardiyoloji, Kulak Burun Bogaz, Nefroloji, Noroloji,
Ortopedi, Perinatoloji, Romatoloji, Uroloji Poliklinkleri ve diger poliklinikler
olarak olusturulmustur. Yasadigi bolge grubu igin I¢ Anadolu, Marmara,
Akdeniz, Ege, Karadeniz, Giineydogu Anadolu ve Dogu Anadolu boélgesi olarak
olusturulmustur. Olusturulan gruplar ile MEFV geni inceledi§imiz mutasyon
bolgeleri ki kare testi ile karsilastirilip anlamlilik sonuglari incelenmistir. Calisma
ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamlilik degeri p<0,01 olarak

kabul edilmistir.
3.2 Materyal

Tez c¢alismasinda MEFV geninin 16 bdlgesini incelerken kullandigimiz EYS
Medikal ve Laboratuvar Projeleri Ins. Tic. Ltd. Sti. tarafindan iiretilen Segline
FMF Fragman Analiz Kitidir. Kit igerigi sirasiyla asagidaki gibidir;
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* 2X PCR Master Mix

* Multiplex PCR Optimizer

* Seqline FMF FRG Primer Mix
* Seqline FMF FRG Probe Mix-1
* Seqline FMF FRG Probe Mix-2
* SNP Genotyping Multiplex

* PCR Grade water

* Seqline 110 Size Standard

MEFV genine bakarken kullandigimiz yontem fragman PCR yontemidir. Bu

yontemde ii¢ ayr1 PCR asamasindan olusur.

Calismamda kullanmis oldugum analiz program olan GeneMapper, bir ¢ok
fragment PCR yontemiyle calisilan analizleri agmaktadir. Ornek verecek olursak
CALR ekzon 9 Fragment testi, Y-Mikro Delesyonu Testi, Amniyotik sividan
trizomi testleri, kimerizm testleri ve CVD genine bagli Trombofili Snapshot

Multipleks testi gibi bir cok 6rnek verebiliriz.

MEFV genine bagli FMF (Ailevi Akdeniz Atesi) Fragman testi de bunlardan bir
tanesidir. Calismamda MEFV geninin 16. Kromozomunda yer alan ekzon 2,
ekzon 3, ekzon 5, ekzon 10 bdlgelerinde bulunan belirli 16 bdlgesini inceledik
belirlenen bu bolgelerine secilmis veya hedef bolge olarak da isimlendirebiliriz
bunun sebebi ise siiphelendigimiz bdlgeleri dogrudan inceliyor olmamizdir.
Calistigim kitin adi EYS Medikal Sirketine ait Seqline FMF Fragman Analiz
Kitidir. PCR c¢aligmas1 3 asamali gerceklesmektedir. Kit igeriginde ise 2X PCR
Master Mix, Multiplex PCR Optimizer, Segline FMF Fragman Primer Mix,
Segline FMF FRG Probe Mix-1, Segline FMF FRG Probe Mix-2, SNP
Genotyping Multiplex, PCR Grade water, Seqline 110 Size Standard ve Enzimatik
Clean-Up bulunmaktadir. Birinci PCR asamasinda, PCR Mix, Primer Mix, PCR
Optimizer ve PCR grade water dir. DNA 6rnegini ise mikrolitre bagina 30-60 ng

olmak {izere ayarlanmistir.
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Calisilan 1388 hasta igerisinde yaklasik degerler bu sekildedir. PCR ¢aligmasini
etkileyen en 6nemli faktorler olarak sunlar tespit edilmistir, ortam 1sis1,ortamdaki
151k siddeti, calisma hizi, biitiin kullanilan materyallerin birbiri ile homojen olarak
karistirilmas1 ve PCR cihazmnin gecis sicaklik gegis performansidir. Ozellikle
Probe ve SnapShot mixlerin ortam 1s1¢inda uzun sure aydinlikta kalmalari

calismanin verimini diistirmektedir.

Ilk PCR da kullandigim protokol denaturasyon asamasi olarak 95 C derecede 10
dakika ve 1 dongt, ikinci asama primerlerin baglanmasi asamasidir ve sirastyla 95
C derecede 10 saniye, 50 C derecede 5 saniye, 72 derecede 30 saniyedir. En son

asama olarak baglanan primerlerin uzamasidir ve 72 C derecede 7 dakikadir.

Ikinci PCR asamasinda ise ayr1 tiiplere 2 ul dagitilmak iizere Enzimatik CleanUp
kullanilir. 2 ul Enzimatik CleanUp’a karsilik 7ul ilk PCR {iriinii kullanilir. PCR
program ise 37 C derecede 30 dk, 80 C derecede ise 15 dk dir. Ugiincii PCR
asamasinda ise her bir 6rnek Probe 1 ve Probe 2 olmak tizere iki ayr1 kuyucuga
ayrilmaktadir. Ugiincii PCR asamasindan sonra arttk PCR asamamiz bitirmis olup
Formamide ve Size 110 karisimi ile drneklerimizi Kapiller Elektroforez cihazina
yiiklemek i¢in hazirladik. Aslinda Kapiller Elektroforez cihazinda yiiriitmek igin
96 kuyucuklu yiikleme plate ine koyulup cihaza yerlestirilir.

3.2.1 DNA Ekstraksiyonu

Endikasyonlara Calismada iki farkli DNA izolasyon cihaz1 kullanilmistir.
Bunlardan bir tanesi Zeesan Biotech sirketine ait Lab-Aid 824s Nucleic Acid
Extraction System otomatik DNA ekstraksiyon cihazidir. Digercihaz ise Tambed
otomatik DNA izolasyon cihazidir. DNA gore farkli polikliniklerden
yonlendirilen hastalardan Oncelikle en az 200 ml edtali kan tiiplerine kanlar
alindi. Kan haricinde viicudun herhangi bir yerinden canli hiicre alindig: stirece
DNA ekstraksiyonu yapilirdi ancak nanogram olarak diisiik ¢ikacagindan ve bu
durumda calismay1 olumsuz etkileyeceginden dolay1 kan 6rnegi uygun goriildii.
Diger sebep ise izolasyon cihazinin kan &rneginden hizli ve verimli DNA

izolasyonu yapmasindan kaynaklidir.
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3.2.1.1 Numune 6n islemi

EDTA ile muamele edilmis tam kan numuneleri kullanildi. Dondurulmus
numuneler ise isleme baslamadan Once hafif galkalanarak 15-30 C'de ¢ozulda.
Saflastirilmis DNA'nin verimi ve kalitesi kanin saklama kosullarina baglidir. Daha

taze kan drnekleri daha iyi sonuclar vermektedir.

10 giine kadar kisa siireli saklama icin kan1 EDTA igeren tiiplerde topladik ve 2-8
C'de sakladik. Uzun siireli depolama i¢in (10 giinden fazla). Kan, standart bir
antikoagiilan (yiiksek molekiiler agirlikli DNA gerekiyorsa tercihen EDTA) iceren

tiiplere alinir ve -70 C'de saklanir.
3.2.1.2 Prosedur Prensibi

Niikleik asitlerin otomatik saflastirilmasi, manyetik pargaciklarin manyetik
pargacik teknolojisine dayanmaktadir. Saflagtirma prosediirii 4 adimdan olusur:

lizis, baglanma, yikama ve eliisyon.

Lizis: Nukleik asitleri serbest birakmak i¢in numuneler ilk once lizis tamponu ile

parcalanir.

Baglanma: Baglanma kosullarin1 ayarlamak igin lizis Orneklerine baglanma
tamponu eklenir. Lizatlar, Nukleik asitlerin silika ylizeyine optimal
adsorpsiyonunu saglamak i¢in manyetik pargaciklarla iyice karistirilir. Tuz ve pH
kosullari, PCR'yi ve diger asagi yonlii enzimatik reaksiyonlar1 engelleyebilen
protein ve diger kirletici maddelerin manyetik pargaciklara baglanmamasini

saglar.

Yikama: Niikleik asitler manyetik parcaciklara bagl kalirken, bir dizi yikama

adimi sirasinda kirletici maddeler verimli bir sekilde yikanarak uzaklastirilir.
Eltsyon: Yiksek derecede saf Nikleik asitler ellisyon tamponunda eltte edilir.
3.2.1.3 NanoDrop™ 2000 Spektrofotometresi ile dlcimu

Elde edilen DNA o6rneklerinin nanogrami MEFV geni ¢aligmasi i¢in nanodropta
Olclilmiistiir. Ortalama olarak 30-60 nanogram/mikrolitre oraninda sonuglar elde

ettik.

1 - 2 uL numuneyi pipetledikten sonra Nanodrop kiivetine koyduktan sonra 6l¢iim

degerlerini DNA tiiplerine yazdik. Ve calisma sirasina gore kutulara yerlestirdik.
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3.2.2 PCR Reaksiyonu

Seqline FMF Fragman Analiz Kiti ile tek kapiler elektroforez isleminde 11 farkl
gen lokusunun 16 mutasyon icin amplifikasyonu ve PCR primer ciftleri ilgili
bolgeleri amplifiye ederken, mutasyon problar1 ayn1 PCR iirliniinii kullanarak

tabloda gosterilen mutasyon noktalarina karsilik gelen tek bazi baglar ve uzatir;

Tablo 3.1 MEFV geni mutasyon bolgeleri

Target Mutation | Size-WT | Size-MUT-1 | Size-MUT-2

rs104895097-R761H | 39bp 40bp

rs28940578-M6941 45bp 46bp

rs3743930-E148Q 51bp 52bp

rs11466023-P369S 57bp 58bp
rs61752717-M694V, | 62,5bp 61,5bp 63bp
M694L

rs104895083-F479L | 66bp 67bp

rs28940579- 71,5bp 70,5bp 72,5bp

V726Ala, V726Asp

rs28940580- 75bp 76bp 77bp
M680IGC,

M680IGA

rs61732874-A744S, | 82bp 83bp 84bp
AT44T

rs104895094- 88bp 87bp 88,5bp

K695R, K695M

rs11466024-R408Q | 90bp 91bp
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Test daha dnceden de belirttigim gibi ii¢ farkli PCR asamasindan gegmektedir. Ilk
asamada gergeklestirdigimiz PCR yontemi ise thermal cycler program olarak ii¢
asamada gerceklesmektedir. PCR a baglamadan once hazirlik olarak hazirlik
olarak Tim PCR reaktiflerini buz lzerinde ¢dzeriz. PCR reaktiflerini vorteksledik
ve kapaktaki tim kalintilar1 ¢ikarmak i¢in kisaca dondiirdiik. Dis ylizeyde ve
kapakta birseykalmadigindan emin olduktan sonra, pipetleri ve pipet uglarini hazir
hale getirdik. Her drnek icin 0,2 ml PCR tipine 13,5ul reaksiyon karisimini
aktardik.13,5 ul reaksiyon karistmini ekledigimiz PCR tiiplerine 1.5 ul DNA
ekleriz. Ekledigimiz DNA nin nanogram degeri ise pul basina 20-60 ng araliginda
olmalidir. Artik hazir olan PCR tiiplerini vorteksleyip ve dondiirdiik. Tiip
duvarinda veya kapaginda damla kalmadigindan emin olduktan sonra tiipleri

termal dongiileyiciye yerlestiririz.

Amplifikasyon i¢in agagidaki PCR programini kullandik.

Tablo 3.2 PCR protokol thermal programu.

Stage | Stage Temp. Time
Description Time
1 Activation 95°C 2 minutes
2 Amplification 95°C 40 seconds
35 cycle 62 °C 1 minute 30 seconds
72°C 1 minute
3 Extension 72°C 10 minutes
4 Hold 4°C Hold

[lk PCR agamanuz bittikten sonra termal dongiileyiciden iiriinlerimizi aldik ve bir

sonraki PCR asamamiz1 gergeklestirmek {izere buzlu plate iizerine yerlestirdik.
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Her bir hasta igin 6rnekten 5,25ul PCR Grlnd ve Segline PCR Clean-Up kitten ise
1,5 pl 0,2 ml hacmine sahip tiiplerde karisimi1 gerceklestirdik. Bu asamaya PCR
Clean-Up asamasida deriz yani tiirkge karsilik olarak PCR temizleme reaksiyonu
olarak ifade edilir. Tekrardan her PCR urununt iceren tupleri vorteksledik ve
dondiirdiik. Tiip duvarinda veya kapaginda damla kalmadigindan emin olduk.
Tipleri termal dongiileyiciye yerlestirdik. Reaksiyon ig¢in asagidaki PCR

programini kullandik.

Tablo 3.3 Enzimatik Clean-Up PCR thermal programi.

Stage Description | Temp. Time
1 Activation 37°C 30 minutes
2 Inactivation | 80°C 15 minutes
3 Hold 4°C Hold

Program sonrasi irlinleri bir sonraki PCR asamasinda kadar bu sefer -20 °C

1s1sinda beklettik.

Mini Sequencing (Snapshot Reaction) Instructions asamasinda ise elde ettigimiz
Clean-Up PCR drlnlerinden 2,25 pl yeni hazirlayacagimiz PCR karigimina
ekledik. Her bir hasta i¢in yeni hazirladigimiz tiiplere 1,125 ul SNP Genotyping
Multiplex karisimindan, Seqline FMF FRG Probe Mix 1 ve 2 karisimindan ayri
tlplere olmak tizere 1,5 ul, PCR Grade Water karigimindan ise 2,625 pl ekledik.
Tupleri termal dongiileyiciye yerlestirdik ve asagidaki PCR programini kullandik.
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Tablo 3.4 Snapshot PCR thermal programi.

Stage Description Temp. Time
Time
2 Elongation 96 °C 10 seconds
35 cycle 53°C 5 seconds
60 °C 30 seconds
4 Hold 4°C Hold

Termal dongiileyiciyi 2°C/sn rampa hizina getirdik. Yani artis hizin1 diisiirdiik.
3.2.3 Kapiller Elektroforez Cihazina Numuneleri Yiikleme

PCR protokoliinii tamamladiktan sonra PCR {iriinlerimizi buzlu plate iizerine
koyduk. Her birgalisma ve yiirlitme i¢in 6zel olarak ayarlanmis, analizin standart
piklerini belirleyen ve analizde referans olarak piklerin yerinin tayin edilmesinde
belirleyici olan size standartimiz olan Eys size-110 standart1 +4°C buzdolabindan
cikarttik. Ve Metanamid olarak da bilinen , formik asitin amidi olan, su ile
karisabilen ve amonyak benzeri bir kokuya sahip berrak bir sivi olan formamidi -

20°C buzdolabindan ¢ikarttik ve ¢oziinmeye biraktik.

Kapiller Elektroforez cihazina ait olan yiiriitme yapmak i¢in kullandigimiz plate
kuyucuklarinin her birine, 1 pL Eys-110 size, 10 pL. formamide ve ayri olarak
PCR yapilan Probe-1 ve Probe-2 iirinlerini birlestirerek 2 pL kuyucuklara
koyduk. Vorteks ve spin yaptiktan sonra hava kabarciginin kalmadiginda emin
olduktan sonra cihaza dikkatli bir sekilde yerlestirip program baglattik. Her 24

hasta i¢in yiiriitme program siiresi 30 dakikadir.
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3.3 GeneMapper Program ile Analiz

Bir plate 96 hasta kapasitesine sahiptir. Yaptigimiz her ¢alismaya 96 hasta ekledik
ve toplamda 15 c¢aligmada hastalarimizin sonuglarini ¢ikarttik. Analiz programi
olarak ise GeneMapper analiz programini kullandik. Cihazda yiiriiyen 6rnekler,

fsa uzantili dosyalar olarak programa kaydedilmektedir.

Programi agarken kullandigimiz ayarlar kit {ireticileri tarafindan diizenlenmis olup

secilen ayarlar degismemektedir.

MEFV genine ait bolgeleri iceren ve Heterozigot, Homozigot ve Normal bolgeleri
iceren bolgeler ekranda belirli siraya gore yerlestirilmis ve analizimizde

kullandigimiz duruma getirilmistir.

Sekil 3.1 GeneMapper ile agilmis analiz ekrani.

Analiz ekraninda goriinen ve sirasiyla temsil edilen bolgeler sunlar olmustur:
R761H, M6941, E148Q, P369S, M694V, M694L, F479L, V726Ala, V726Asp,
M680IGC, M680IGA, A744S, A744T, K695R, K695M, R408Q.
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A

BULGULAR

4.1 SPSS istatistik programm Ki-kare testi uygulamasi ve verilerin

incelenmesi

1388 hastanin PCR ¢alismas1 yapildiktan sonra SPSS analiz programinda Ki-kare

testi ve verilerin incelenmesi yapilmistir.

Tablo 4.1 Saptanan mutasyonlarda alel frekansi

Mutasyon Tipi Saptanan Alel Sayisi Alel % si
M694V 213 41,9
E148Q 133 26,2
FA79L 6 1,20
M680IG>C/A 67 13,16
K695R 5 11
V726A 62 12,2
R761H 7 14
A744S 15 2,95
M6941 1 0,20
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mutasyonlarin frekans ve yiizdelik degerleri.

Tablo 4.2 SPSS veri istatistik programinda elde edilen kisi sayisina gore goriilen

MUTASYONLAR
Location Frequency Percent Valid Cumulativ
Percent e Percent
M694V HET 173 12,5 12,5 12,5
M694V HOM 40 2,9 2,9 15,3
E148QHET 125 9,0 9,0 24,4
E148QHOM 8 0,6 0,6 24,9
FA79LHET 5 0,4 0,4 25,3
F479LHOM 1 0,1 0,1 254
M680IG>CHET 56 4,0 4,0 29,4
M680IG>CHOM 10 0,7 0,7 30,1
M6941G>AHOM 1 0,1 0,1 30,2
K695RHET 5 0,4 0,4 30,5
V726AHET 57 41 41 34,7
V726AHOM 5 0,4 0,4 35,0
NORMAL 674 48,6 48,6 83,6
BILESIKMUTANT | 206 14,8 14,8 98,4
R761HHET 6 0,4 0,4 98,8
R761HHOM 1 0,1 0,1 98,9
AT44SHET 14 1,0 1,0 99,9
A744SHOM 1 0,1 0,1 100,0
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Tabloda MEFV mutasyonlarmin 1388 hastada yiizdelik oranlar1 ve kisi sayilarina
oranlart goriilmektedir. En sik rastalanan mutasyon c¢esidi ¢oktan aza dogru
sirasityla M694V Heterozigot olmakla beraber onu takip eden, E148Q heterozigot,
V726A heterozigot, M680IG>C heterozigot, M694V homozigot, A744S
heterozigot, M6801G>C homozigot, E148Q Homozigot, R761H heterozigot,
V726A homozigot, K695R heterozigot, F479L heterozigot, F479L Homozigot,
M680IG>A homozigot, R761H homozigot ve A744S homozigot olarak devam

etmektedir.

Tablo 4.3 incelenen hastalarda kadin ve erkek yiizdelik ve sayisal oranlari.

CINSIYET Frequency Percent Valid Percent | Cumulative
Percent

ERKEK 560 40,3 40,3 40,3

KADIN 828 59,7 59,7 100,0

Total 1388 100,0 100,0

Inceledegimiz 560 erkek ve 828 kadm olmak iizere toplam 1388 hasta
bulunmaktadir. Yizdelik olarak ise %40,3 erkek, %59,7 ise kadin hastalardan

olusmaktadir.

Tablo 4.4 Incelenen hastalarin poliklinik bilgilerine ait frekans ve yiizdelik

degerleri.

POLIKLINIiK | Frequency Percent Valid Percent | Cumulative
Percent

ALGOLOJI 1 0,1 0,1 0,1
COCUK 2 0,1 0,1 0,2
ALERJISI
COCUK 8 0,6 0,6 0,8
ENFEKSIiYON
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Tablo 4.4 Incelenen hastalarin poliklinik bilgilerine ait frekans ve yiizdelik

degerleri (devami)

COCUK 4 0,3 0,3 1,1
GASTROENTEROLOJI

COCUK GENETIK 78 5,6 5,6 6,7
COCUK NOROLOJI 2 0,1 0,1 6,8
COCUK ORTOPEDI 1 0,1 0,1 6,9
COCUK 460 33,1 33,1 40,1
ROMATOLOJI

COCUK UROLOJI 1 0,1 0,1 40,1
DERMATOLOJI 2 0,1 0,1 40,3
ENFEKSIYON 2 0,1 0,1 40,4
HASTALIKLARI

FTR 7 0,5 0,5 40,9
GASTROENTEROLOJI | 9 0,6 0,6 41,6
GENEL CERRAHI 4 0,3 0,3 41,9
GENETIK 484 34,9 34,9 76,7
GOGUS 3 0,2 0,2 76,9
HASTALIKLARI

HEMATOLOJI 3 0,2 0,2 77,2
IC HASTALIKLARI 37 2,7 2,7 79,8
KARDIYOLOJI 8 0,6 0,6 80,4
KULAK BURUN | 1 0,1 0,1 80,5
BOGAZ
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Tablo 4.4 Incelenen hastalarin poliklinik bilgilerine ait frekans ve yiizdelik

degerleri (devami)

NEFROLOJI 7 0,5 0,5 81,0
NOROLOJI 1 0,1 0,1 81,1
ORTOPEDI 1 0,1 0,1 81,1
PERINATOLOJI | 1 0,1 0,1 81,2
ROMATOLOJI | 189 13,6 13,6 94,8
COCUK ACIL 59 4,3 4,3 99,1
DIGER 13 0,9 0,9 100,0
Total 1388 100,0 100,0

MEFV genleri c¢aligilan hastlarin  hangi  poliklinikten geldigi tabloda
gorulmektedir. 1388 hastanin ¢esitli endikasyonlarla beraber Molekiiler Genetik
Laboratuvarinda ¢alisilmak {izere en fazla yonlendiren ilk 5 poliklinik sirastyla
Genetik Poliklinigi 480, Cocuk Romatoloji 460, Romatoloji 189, Cocuk Genetik
78 ve Cocuk Acil 59 hasta gondermistir. En az hasta gonderen poliklinik ise
Noéroloji  poliklinigi, Ortopedi poliklinigi ve Uroloji poliklinigi olarak
siralayabiliriz.
Tablo 4.5 Tirkiye’nin yedi bolgesinden gelen hastalarin frekans ve yiizdelik

olarak siniflandiriimasi.

BOLGE Frequency Percent Valid Percent | Cumulative
Percent
ICANADOLLU | 1181 85,1 85,1 85,1
MARMARA | 51 3,7 3,7 88,8
AKDENIZ 14 1,0 1,0 89,8
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Tablo 4.5 Tirkiye’nin yedi bolgesinden gelen hastalarin frekans ve yiizdelik

olarak siniflandirilmasi.(devami)

EGE 14 1,0 1,0 90,8
KARADENIZ | 89 6,4 6,4 97,2
GUNEYDOGU | 23 1,7 1,7 98,8
ANADOLU

DOGU 16 1,2 1,2 100,0
ANADOLU

Total 1388 100,0 100,0

MEFV geninin 16 bdlgesini inceledigimigiz hasta gruplarmin ,I¢ Anadolu

%1,3 ve Dogu Anadolu Bolgesi ise %]1,2 olarak gorilmustiir.

bolgesinden gelenlerin oran1 %85,1 ,Marmara bolgesi %3,7 , Akdeniz Bolgesi

%1, Ege Bolgesi %1, Karadeniz Bolgesi %6,4 , Giiney Dogu Anadolu bolgesi

Tablo 4.6 Calisilan hastalarin yasa gore SPSS frekans ve ylizdelik degerleri.

YAS Frequency Percent Valid Percent | Cumulative
Percent
0-12 253 18,2 18,2 18,2
13-18 218 15,7 15,7 33,9
19-25 173 12,5 12,5 46,4
26-45 410 29,5 29,5 75,9
46-65 252 18,2 18,2 94,1
>65 82 59 59 100,0
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MEFV geni incelenen 1388 hastadan % 18,2’ si 253 kisi ile 0-12 yas grubundadir.
%15,7 ile 218 kisi 13-18 yas grubunda, %12,5 ile 179 kisi 19-25 yas grubunda,




%29,5 ile 410 kisi 26-45 yas grubunda, %18,2 ile 252 kisi 46-65 yas grubunda ve

en son olarak ise %5,9 ile 82 kisi 65 yas listii grubunda bulunmaktadir.

Tablo 4.7 Hastalarin cinsiyete gore SPSS frekans ve ylizdelik degerleri.

CINSIYET NORMAL | MUTANT Total
264 296 560
ERKEK 47,1% 52,9% 100,0%
410 418 828
KADIN 49,5% 50,5% 100,0%
TOTAL 674 714 1388
48,6% 51,4% 100,0%

Inceledigimiz hasta gruplarindan toplam gelen hasta sayis1 1388 kisidir. Bu kisiler
once poliklinikte endikasyonla muayene oldular sonra kan 6rnegi verip bu kan
ornekleri istenilen MEFV testi calisilmak iizere laboratuvara gelmistir. Gelen
1388 hastanin normal ve mutasyonlu olarak istatistik sonuglarina baktigimiz
zaman, erkek hastlarin 264 kisi ile %47,1° 1 normal olarak sonuglanirken, kadin
hastlarin 410 kisi ile %49,5° u normal olarak sonu¢lanmistir. Erkek ve kadin

normal sonuglanan hastalarin orani ise 674 kisi ile %48,6 olarak sonuglanmustir.

Mutasyonlu olarak sonuglanan erkek hastalarm 296 kisi ile %52,9, mutasyonlu
olarak sonuglanan kadin hastalarin 418 kisi ile %50,5’ 1 oraninda ¢iktigini
gormekteyiz. Erkek ve kadin mutasyonlu sonuglanan hastalarin oran1 ise 714 kisi

ile %51,4 olarak sonu¢lanmistir.

Tablo 4.8 Ki Kare testi sonucunda istatiksel olarak anlamli bir fark

goriilmemistir. (p>0,01)

Value df Asymptotic
Significance
PearsonChiSquare | ,7542 1 0,385
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Tablo 4.9 Bolgelere gore dagilimi yapilmis mutasyonlu ve normal hastalar

frekans ve ylizdelik sonuglari.

BOLGE NORMAL MUTASYONLU Total
IC ANADOLU | 572 609 1181
48,4% 51,6% 100,0%
MARMARA | 25 26 51
49,0% 51,0% 100,0%
AKDENIZ 8 6 14
57,1% 42,9% 100,0%
EGE 7 7 14
50,0% 50,0% 100,0%
KARADENIZ | 46 43 89
51,7% 48,3% 100,0%
GUNEYDOGU | 8 15 23
ANADOLU
34,8% 65,2% 100,0%
DOGU 8 8 16
ANADOLU
50,0% 50,0% 100,0%

1388 hastadan 1181 kisi I¢ Anadolu bdlgesinden, 51 kisi Marmara bdlgesinden,
14 kisi Ege bolgesinden, 14 kisi Akdeniz bolgesinden, 89 kisi Karadeniz
bolgesinden, 23 kisi Gliney Dogu Anadolu boélgesinden ve 16 kisi Dogu Anadolu

bolgesinden gelmistir.

Elde edilen sonuglara bakarsak i¢ Anadolu bélgesinden gelen 1181 kisiden 572
kisi ile %48,4 oraninda normal olarak sonuclandirilirken, 609 kisi ile %51,6

oraninda mutasyonlu sonug verilmistir. Marmara bolgesinden gelen 51 kisiden 25
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kisi ile %49 oraninda normal olarak sonuglandirilirken, 26 kisi ile %51 oraninda
mutasyonlu sonug verilmistir. Akdeniz bolgesinden gelen 14 kisiden 8 kisi ile
%157,1 oraninda normal olarak sonuclandirilirken, 6 kisi ile %42,9 oraninda
mutasyonlu sonug¢ verilmistir. Ege bolgesinden gelen 14 kisiden 7 kisi ile %50
oraninda normal olarak sonuglandirilirken, 7 kisi ile %50 oraninda mutasyonlu
sonu¢ verilmistir. Karadeniz bolgesinden gelen 89 kisiden 46 kisi ile %51,7
oraninda normal olarak sonuglandirilirken, 43 kisi ile %48,3 oraninda mutasyonlu
sonug verilmistir. Gliney Dogu Anadolu bdlgesinden gelen 23 kisiden 8 kisi ile
%34,8 oraninda normal olarak sonuc¢landirilirken, 15 kisi ile %65,2 oraninda
mutasyonlu sonu¢ verilmistir. Dogu Anadolu bolgesinden gelen 16 kisiden 8 kisi
ile %50 oraninda normal olarak sonuglandirilirken, 8 kisi ile %50 oraninda
mutasyonlu sonu¢ verilmistir. Gelen hastalarin total olarak %48,6 oraninda

normal, %51,4 oraninda ise mutasyonlu olarak sonu¢lanmaistir.

Tablo 4.10 Ki Kare testi sonucunda istatiksel olarak anlamli bir fark

goriilmemistir. (p>0,01)

Value df Asymptotic
Significance
PearsonChiSquare | 2,5452 6 0,863

Tablo 4.11 Normal ve Mutasyonlu hastalarin yasa gore degerlendirilmesi.

YAS NORMAL MUTASYONLU Total
0-12 126 127 253

49,8% 50,2% 100,0%
13-18 120 98 218

55,0% 45,0% 100,0%
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Tablo 4.11 Normal ve Mutasyonlu hastalarin yasa gore degerlendirilmesi

(devami)
19-25 72 101 173
41,6% 58,4% 100,0%
26-45 190 220 410
46,3% 53,7% 100,0%
46-65 129 123 252
51,2% 48,8% 100,0%
>65 37 45 82
45,1% 54,9% 100,0%
Total 674 714 1388
48,6% 51,4% 100,0%

Yas grubuyla mutasyonlu ve normal hastalar1 inceledigimizde, 0-12 yas grubunda
gelen hastalarin sayis1 253 kisi, 13-18 yas grubunda ki hastalarin 218 kisi, 19-25
yas grubunda ki hastalarin 173 kisi, 26-45 yas grubunda ki hastalarin 410 kisi, 46-
65 yas grubunda ki hastlarin 252 kisi ve 65 yas {stii hastalarin sayist 45 kisi olup
bunlarin mutasyonlu ve normal ¢ikan oranlar1 incelendi. SPSS wveri istatistik
programinda analiz edildigi zaman gelen yas gruplarinin totalinde 714 kisi yani
%51,4 oraninda mutasyonlu bulunmustur. Sonucu normal ¢ikan hastlarin ise 674

kisi ile % 48,6 oraninda ¢iktig1 goriilmektedir.

0-12 yas grubunda mutasyonlu hasta 126 kisi ile %49,8, normal hasta 127 kisi ile
%50,2 oraninda ¢ikmistir. 13-18 yas grubunda mutasyonlu hasta 120 kisi ile %55,
normal hasta 98 kisi ile %45 oraninda ¢ikmistir. 19-25 yas grubunda mutasyonlu
hasta 72 kisi ile %41,6, normal hasta 101 kisi ile %58.,4 oraninda ¢ikmistir. 26-45
yas grubunda mutasyonlu hasta 190 kisi ile %46,3, normal hasta 220 kisi ile
%353,7 oraninda ¢ikmistir. 46-65 yas grubunda mutasyonlu hasta 129 kisi ile
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%51,2 , normal hasta 123 kisi ile %48,8 oraninda ¢ikmistir. 65 yas isti yas
grubunda mutasyonlu hasta 37 kisi ile %45,1, normal hasta 45 kisi ile %54,9
oraninda ¢ikmistir. Sonuglara baktigimiz zaman en fazla gelen yas grubu 26-45
yas grubu olup, gelen kisi sayisina oranla en fazla mutasyonun yakalandigi yas

grubu ise %58,4 ile 19-25 yas grubu oldugu goriillmektedir.

Tablo 4.12 Ki Kare testi sonucunda istatiksel olarak anlaml: bir fark

goriilmemistir. (p>0,01)

Value df Asymptotic
Significance
PearsonChiSquare | 9,0592 5 0,107

Tablo 4.13 Yasa gore Heterozigot Homozigot ve Normal Karsilastirilmasi.

CINSIYET | HETEROZIGOT | HOMOZIGOT | NORMAL | Bilesik
ERKEK | 179 30 264 87 560
32,0% 5,4% 47,1% 15,5% | 100,
0%
KADIN | 262 37 410 119 828
31,6% 4,5% 49,5% 14,4% | 100,
0%
Total 441 67 674 206 1388
31,8% 4,8% 48,6% 14,8% | 100,
0%

Calisilan erkek hastalarin mutasyonlu sonug alanlarin heterozigot ¢ikma yiizdesi
179 kisi ile %32 oraninda, homozigot ¢ikma ylizdesi 30 kisi ile %5,4 oraninda,
bilesik mutasyon ¢ikma yiizdesi 87 kisi ile %15,5 oraninda ve normal yiizdesi

daha once belirttigim gibi 264 kisi ile %47,1 oraninda sonug elde edilmistir.
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Kadin hastalarin ise mutasyonlu sonug¢ alanlarin heterozigot ¢ikma yiizdesi 262
kisi ile %31,6 oraninda, homozigot ¢ikma yiizdesi 37 kisi ile %4,5 oraninda,
bilesik mutasyon ¢ikma yiizdesi 119 kisi ile %14,4 oraninda ve normal ytizdesi

daha 6nce belirttigim gibi 410 kisi ile %49,1 oraninda sonug elde edilmistir.

Tablo 4.14 Ki Kare testi sonucunda anlamli bir fark goriilmemistir. (p>0,01)

Value df Asymptotic
Significance
PearsonChiSquare | 1,2502 3 0,741

Tablo 4.15 Mutasyon ¢esitlerinin bolgelere gore karsilastirilmasi.

BOLGE HETERO | HOMO NORMAL | BILESIK
ZiGOT ZiGOT
iC 378 54 572 177
ANADOLU 1 55 504 4,6% 48,4% 15,0%
MARMARA | 17 3 25 6
33,3% 5,9% 49,0% 11,8%
AKDENIZ |4 1 8 1
28,6%6 7,1% 57,1% 7,1%
EGE 6 0 7 1
42,9% 0,0% 50,0% 7,1%
KARADENIZ | 21 7 46 15
23,6% 7,9% 51,7% 16,9%
GUNEYDOGU | 12 1 8 2
ANADOLU
52,2% 4,3% 34,8% 8,7%
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Tablo 4.15 Mutasyon ¢esitlerinin bolgelere gore karsilastirilmasi (devami)

DOGU 3 1 8 4
ANADOLU
18,8% 6,3% 50,0% 25,0%
Total 441 67 674 206
31,8% 4,8% 48,6% 14,8%

Mutasyonlu ve normal c¢ikan hastalarin daha Onceden istatistigini yapmistik,
tabloda goriilen incelemede ise mutasyonlu ¢ikan hastlarin ylizdelik degerlerini
kisi bazl1 olarak ele aldik. I¢ Anadolu bdlgesinden gelen 1181 hastadan %32 oran
ile 378 kisi heterozigot mutasyona, %4,6 oran ile 54 kisi homozigot mutasyona ve
%17 oran ile 177 kisi ise bilesik mutasyona sahiptir. Bilesik mutasyon birden
fazla bolgede mutasyon tespit edilmesi seklinde ifade edilebilir. Marmara
bolgesinden gelen 51 hastadan %33,3 oran ile 17 kisi heterozigot mutasyona,
%b5,9 oran ile 3 kisi homozigot mutasyona ve %11,8 oran ile 6 kisi ise bilesik
mutasyona sahiptir. Akdeniz bolgesinden gelen 14 hastadan %28,6 oran ile 4 kisi
heterozigot mutasyona, %?7,1 oran ile 1 kisi homozigot mutasyona ve %7,1 oran
ile 1 kisi ise bilesik mutasyona sahiptir. Ege bolgesinden gelen 14 hastadan %42,9
oran ile 6 kisi heterozigot mutasyona sahipken homozigot mutasyona sahip hasta
cikmamistir. %7,1 oran ile 1 kisi ise bilesik mutasyona sahiptir. Karadeniz
bolgesinden gelen 89 hastadan %23,6 oran ile 21 kisi heterozigot mutasyona,
%7,9 oran ile 7 kisi homozigot mutasyona ve %16,9 oran ile 15 kisi ise bilesik
mutasyona sahiptir. Gliney Dogu Anadolu bolgesinden gelen 23 hastadan %52,2
oran ile 12 kisi heterozigot mutasyona, %4,3 oran ile 1 kisi homozigot mutasyona
ve %38,7 oran ile 2 kisi ise bilesik mutasyona sahiptir. Dogu Anadolu bdlgesinden
gelen 16 hastadan %18,8 oran ile 3 kisi heterozigot mutasyona, %6,3 oran ile 1

kisi homozigot mutasyona ve %25 oran ile 4 kisi ise bilesik mutasyona sahiptir.
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Tablo 4.16 Ki Kare testi sonucunda istatiksel olarak anlamli bir fark

goriilmemistir. (p>0,01)

Value df Asymptotic
Significance
PearsonChiSquare | 13,9842 18 0,730

Tablo 4.17 Mutasyon ¢esitlerinin yasa gore karsilastiriimasi.

YAS | HETEROZIGOT | HOMOZIGOT | NORMAL BILESIK
1-12 | 60 8 126 59

23,7% 3,2% 49,8% 23,3%
13- |69 8 120 21
18

31,7% 3,7% 55,0% 9,6%
19- |64 8 72 29
25

37,0% 4,6% 41,6% 16,8%
26- | 133 30 190 57
45

32,4% 7,3% 46,3% 13,9%
46- | 80 10 129 33
65

31,7% 4,0% 51,2% 13,1%
>65 |35 3 37 7

42,7% 3,7% 45,1% 8,5%
Total | 441 67 674 206

31,8% 4,8% 48,6% 14,8%
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0-12 yas grubuna ait gelen 253 hastanin 60 kisi ile %27 oraninda heterozigot, 8
kisi ile %3,2 oraninda homozigot, 53 kisi ile %23,3 oraninda bilesik mutasyon
olarak sonuglanmistir. 13-18 yas grubuna ait gelen 218 hastanin 69 kisi ile %31,7
oraninda heterozigot, 8 kisi ile %3,7 oraninda homozigot, 21 kisi ile %9,6
oraninda bilesik mutasyon olarak sonu¢lanmistir. 19-25 yas grubuna ait gelen 173
hastanin 64 kisi ile %37 oraninda heterozigot, 8 kisi ile %4,6 oraninda homozigot,
29 kisi ile %16,8 oraninda bilesik mutasyon olarak sonug¢lanmistir. 26-45 yas
grubuna ait gelen 410 hastanin 133 kisi ile %32,4 oraninda heterozigot, 30 kisi ile
%7,3 oraninda homozigot, 57 kisi ile %13,9 oraninda bilesik mutasyon olarak
sonuclanmistir. 46-65 yas grubuna ait gelen 252 hastanin 80 kisi ile %31,7
oraninda heterozigot, 10 kisi ile %4 oraninda homozigot, 33 kisi ile %13,1
oraninda bilesik mutasyon olarak sonuclanmistir. 65 yas {istli yas grubuna ait
gelen 82 hastanin 35 kisi ile %42,7 oraninda heterozigot, 3 kisi ile %3,7 oraninda

homozigot, 7 kisi ile %8,5 oraninda bilesik mutasyon olarak sonug¢lanmuistir.

Tablo 4.18 Ki Kare testi sonucunda istatiksel olarak anlamli bir fark goriilmiistiir.

(p<0,01)
Value df Asymptotic
Significance
PearsonChiSquare | 42,0282 15 0,000
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5

SONUC

Ankara Etlik Sehir Hastanesine gelen ve FMF test istegi ile yonlendirilen hastalar,
EDTA’ 11 kan tiipleriyle numuneleri Genetik Laboratuvarma gonderilmektedir.
Ankara etlik sehir hastanesi etik kurulundan aldigimiz onayla Mayis 2023 —
Aralik 2023 tarihleri arasinda gelmis olan 1388 hastay1 ¢alismamiza aldik.

DNA ekstraksiyonu yaptik ve mikrogram/nanogram tespit edildi. DNA safliklar
belirlendi. Elde edilen DNA lar PCR reaksiyonu i¢in buzdolaplarina kaldirildi. 3
basamakli PCR reaksiyonunu ¢aligtiktan sonra, elde ettigimiz reaksiyon tirlinlerini
ABI 3500xL Sanger Sekans kapiller ektroforez cihazinda yiiriittiik. GeneMapper
analiz programinda agtigimiz verilerin sonuglarini Fragman analiz yontemiyle

analiz ettik.

Analiz sonuclarimiz; M694V Heterozigot ¢ikan hasta sayis1 173, M694V
Homozigot ¢ikan hasta sayis1t 40, E148Q Heterozigot ¢ikan hasta sayis1 125,
E148Q Homozigot ¢ikan hasta sayisi 8, F479L Heterozigot ¢ikan hasta sayisi 5,
F479L Homozigot ¢ikan hasta sayis1 1, M680IG>C Heterozigot ¢ikan hasta sayisi
56, M680IG>C Homozigot ¢ikan hasta sayis1 10, K695R Heterozigot ¢ikan hasta
sayis1 5, K695R Homozigot ¢ikan hasta sayisi1 0, V726A Heterozigot ¢ikan hasta
sayis1 57, V726 A Homozigot ¢ikan hasta sayist 5, R761H Heterozigot ¢ikan hasta
sayis1 6, R761H Homozigot ¢ikan hasta sayisi 1, A744S Heterozigot ¢ikan hasta
sayis1 14, A744S Homozigot ¢ikan hasta sayis1 1 olarak tespit edilmistir.

Bilesik Heterozigot ¢ikan hasta sayisi ise 206 olarak tespit edilmistir. Higbir

mutasyonu bulunmayan hasta sayisi ise 674 olarak bulunmustur.

Elde ettigimiz sonuglara gore, en sik rastlanan mutasyonun 173 hasta ile M694V
Heterozigot mutasyonudur. Toplam hastalarin % 12,5 ¢ ni olusturmaktadir. En az
rastlanan mutasyonlar ise 1 hasta ile R761H Homozigot, A744S Homozigot

mutasyonlaridir. K695R Homozigot mutasyonu ise hi¢ tespit edilmemistir.

Elde ettigimiz sonuglar1 yasa, cinsiyete ve yasadiklar1 bolgelere gore

karsilastirdik.

Caligmaya aldigimiz 1388 hastanin 560’1 erkek, 828’1 kadin hastadir.
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Yonlendirildigi poliklinik olarak inceledigimiz zaman, en fazla hasta gonderilen
poliklinik 484 hasta ile Genetik Poliklinigi olmustur. Bunu takip eden
poliklinikler ise 460 hasta ile Cocuk Romatoloji ve 189 hasta ile Yetiskin
Romatoloji poliklinigi olmustur. En az génderilen poliklinik ise 1 hasta ile Kulak

Burun Bogaz Poliklinigi olmustur.

Bolgelere baktigimiz zaman ise en fazla 1189 hasta ile I¢ Anadolu Bolgesinden

gelmistir. En az geldigi bolge 14 hasta ile Ege Bolgesi ve Akdeniz Bolgesidir.

Yas gruplarn olarak inceledik ve 0-12 yas araligindan 253 hasta, 13-18 yas
araligindan 218 hasta, 19-25 yas araligindan 173 hasta, 26-45 yas araligindan 410
hasta, 46-65 yas araligindan 252 hasta ve 65 yas ilizeri hasta grubundan ise 82

hasta gelmistir.

Hastalarin tespit edilen mutasyonlariin cinsiyete gore SPSS frekans ve yizdelik
degerlerini karsilastirdigimizda 560 Erkek hastadan 296’s1 mutant, 296 hastadan
ise 179’u Heterozigot, 30’u Homozigot, 87’ si Bilesik Heterozigot mutasyona
sahiptir. Mutant ve Normal sonuglara Ki-kare testi yaptigimizda anlaml bir fark
goriilmemistir (p>0,01). Heterozigot, Homozigot, Bilesik Heterozigot ve Normal

sonuclara Ki-kare testi uyguladigimizda anlamli bir fark goriillmemistir.

828 Kadin hastadan 418’1 mutant, 418 hastadan ise 267 hasta Heterozigot, 37
hasta Homozigot, 119 hasta Bilesik Heterozigot mutasyona sahip oldugu
goriilmiistiir. Normal ve Mutant hasta gruplarina Ki-kare testi yaptik ve anlaml
bir fark gorulmedi (p>0,01). Heterozigot, Homozigot, Bilesik Heterozigot ve
Normal sonuglara Ki-kare testi uyguladigimizda anlamli bir fark goriilmedi
(p>0,01).

I¢ Anadolu bolgesinden gelen 1181 hastadan 609°u mutant, Marmara bolgesinden
gelen 51 hastadan 26’s1 mutant, Akdeniz bdlgesinden gelen 14 hastadan 6’s1
mutant, Ege boélgesinden gelen 14 hastadan 7’si mutant, Karadeniz bélgesinden
gelen 89 hastadan 43’1 mutant, Giiney Dogu Anadolu bdlgesinden gelen 23
hastadan 15’1 mutant ve Dogu Anadolu bdlgesinden gelen 16 hastadan 8’1 mutant
olarak tespit edilmistir. Bulgulara Ki-kare testi yaptik ve anlamli bir fark
goriilmemistir(p>0,01). Bolgelerden gelen mutasyonlu hastalarin totalde 441°i

Heterozigot, 67°si Homozigot, 206’°s1 Bilesik Heterozigot ve 674’ii Normal olarak
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tespit edilistir. Sonuglara Ki-kare testi yapildiginda anlamli bir fark goriilmemistir
(p>0,01).

0-12 yas grubu 253 hastadan 60’1 Heterozigot, 8’i Homozigot, 59’u Bilesik
Heterozigot ve 126’s1 Normal olarak tespit edildi. 13-18 yas grubu 218 hastadan
69’u Heterozigot, 8’i Homozigot, 21’1 Bilesik Heterozigot ve 120’si Normal
olarak tespit edildi. 19-25 yas grubu 173 hastadan 64’ Heterozigot, 8’i
Homozigot, 29°u Bilesik Heterozigot ve 72’si Normal olarak tespit edildi. 26-45
yas grubu 410 hastadan 133’ Heterozigot, 30’u Homozigot, 57’si Bilesik
Heterozigot ve 190’1 Normal olarak tespit edildi. 46-65 yas grubu 252 hastadan
80’1 Heterozigot, 10’u Homozigot, 33’ii Bilesik Heterozigot ve 129’u Normal
olarak tespit edildi. 65 yas {isti grubu 82 hastadan 35’1 Heterozigot, 3’i
Homozigot, 7’si Bilesik Heterozigot ve 37’si Normal olarak tespit edildi.
Bulgulara Ki-kare testi yapildi ve anlamli bir fark goriilmistiir (p<0,01).

Hizli sekilde ilerlemekte olan molekuler genetik teknikler ile FMF’in genetiginin
anlasilabilmesi ile kayda deger ilerlemeler gerceklesmistir. Daha yakin zamana
kadar ¢ok sayidaki olgunun mutasyononun tespit edilemedigi i¢in herhangi bir
tan1 konulamadigi bildirilmektedir [21]. MEFV genindeki mutasyon bolgelerinin
sayist ve ¢esidi insanlar arasinda farklilik gostermektedir [23,32,33]. Ailesel
Akdeniz atesinde, klinik isaretler de irklar arasinda, degisiklik gosterebilmektedir
[35]. Ailesel Akdeniz Atesi; Akdeniz bolgesinde yasamini siirdiiren Tiirk
toplumlari, Ermeni toplumlari, Arap toplumlar1 ve Yahudi toplumarinda diger
toplumlara gore sik goriilmektedir [17]. Ailesel Akdeniz atesi, tekrarlayan ates ile
birlikte otozomal resesif gecisli hastaliktir. Hastalik daha ¢ok Orta dogu ve
Akdeniz bolgesi iilkelerinde sik olmakla birlikte, diger bolgelerde de artan siklikla
rapor edilmektedir [20]. Tiirkiye’de 14 yil once yapilmis arastirmada yayginligi
90,006 olarak tespit edilmistir [24]. Cogu yas grubunda goriilmektedir ve siklikla
4-16 yas araliginda olan c¢ocuklarda belirtilerin yeni yeni ortaya c¢iktigi
belirtilmektedir [17]. Gegtigimiz senelerde yapilmis olan bir ¢ok ¢aligmada
hastaligin tanisinin koyuldugu yas ortalamasinin kiigiildiigii belirtilmistir [25,26].
Kiz ve erkek cinsiyetlerinin ayni derecede etkileniyor oldugu gosterilse de,
yapilan bazi ¢aligmalarda erkek veya kiz cinsiyetin birbirlerinden farkli oranda
baskin olabildigi belirtilmistir [17,27]. Bizim ¢alismamizda da kiz cinsiyetin daha

fazla oldugunu gordiik ancak cografi konum ve siiflara gore farkliliklara bagh
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olarak degismektedir. Hastaligin, cinsiyetler arasinda farkli sikliklarda
goriildiigiinii bildiren ve sonuclari birbirleri ile g¢eligkili c¢esitli calismalar
bulunmaktadir. Bu ¢alismalarin ¢ogunlugunda erkeklerde biraz daha sik oldugu
bildirilse de, kadin/erkek oraninin esit, hatta kadinlarda daha sik oldugunu
gosteren ¢aligmalar da vardir [37]. AAA arastirma ekibi 2005-2006 yilinda 2840
hasta olarak kabul edilen kisilerde, cinsiyet agisindan, 1/1,2 yani 0.8333 olarak
bulmuslar ve erkeklerin kizlara gore baskinligini belirtmislerdir [17]. Hastaligin,
Akdeniz bdlgesinde ve civar boélgelerde bulunan Turk toplumlarinda yaygin
olarak ortaya ¢iktig1 belirtilmistir [17]. AAA arastirma ekibi 2840 hastada yapmis
oldugu bilimsel calismada, hastalarin %86’sinin izmir, Ankara ve Istanbul;
%52’sinin Orta Anadolu Bolgesi, %8’inin ise Ege Bolgesi dogumlu olduklarini
gostermislerdir [17]. Bu calismada hastalarda %86 oraninda Izmir, Istanbul ve
Ankara; %52 oraninda Anadolu Bolgesi ve %8 oraninda Ege Bolgesi’nde dogmus
olduklarin belirtmislerdir. Yaptigimiz ¢alismada hastalarin %85,1°nin i¢ Anadolu
Bolgesi’nden geldigi, Ege Bolgesi'nden ise %1’inin geldigi goriilmiistiir.
Hastaligin daha fazla Akdeniz Bolgesi’nde yaygin oldugu bilinmektedir ancak;
yaptigimiz calismada I¢ Anadlu Boélgesi’nden gelen hastalarin sayist daha
fazladir, nedeni ise hastanenin I¢ Anadolu Bélgesi smurlari igerisinde yer
almasidir. Fakat ¢alismamiz bolge dagilimini belirlemek maksatiyla belirlenmis

bir ¢aligma degildir.

Hastalarda genel olarak endikasyonlarin belirti verdigi yas ile beraber belirli bir
zaman gectigi ve bu durumda hastaligin tanisinin koyulmasinda gecikme oldugu
belirtilmistir [17]. Bu gecikme zamanini; bir ¢alisma ekibi 2005-2006 yillarinda,
ortalamalarinin 6,88 yil, Yalginkaya ile caligma arkadaglar1 2009-2010 yillarinda
ortalama 3 y1l oldugunu belirtmiglerdir [17,25]. Bizim ¢alismada, 0-12 ve 13-18
yas gruplar arasinda polikliniklerden gelen hasta yiizdesi totalin %33,1 olarak
tespit ettik. Klinik korelasyon detaylar1 ele alinirsa bulgular degisecektir. Son
zamanlarda test siirelerinin gecikmelerde ki kisa olmasinin sebebi; hastalik
acisindan halkin bilgilendirilmesine ve doktorlarin hastalikla alakali bilgilerini
arttirarak 1y1 bir sekilde hakim olmalarindan kaynaklandig: diistiniilmektedir. Test
isteme siiresindeki uzun aralik, hastalik komplikasyonlar1 agisindan gok kritiktir.
MEFV geninde bulunan tiim mutasyonlar arasinda M680I, M694V, V726A ve

E148Q’nin en yaym mutasyonlar oldugu rapor edilmektedir. Ayrica bunlar
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arasinda ilk {giliniin ekson 10°da bulundugu ve FMF mutasyonu tasiyan

kromozomlarda %85 siklikla rastlandigi rapor edilmektedir [34].

Bu ¢aligmada M694V mutasyonu %12,5’lik oran ile en sik goriilen mutasyondur.
Arastirmalarinda, Inal ve calisma arkadaslari en az bir adet mutant bélge
oldugunu belirtmigler ve M694V bolgesinde bulunan mutasyonun karsilagsma
degerini %46 olarak belirlemislerdir [28]. Mutant yiizdelerini; Yal¢inkaya ile
caligma ekibi M694V mutasyonu igin yaklasik %52, M680l mutasyonu igin
yaklagik %16, V726A mutasyonu i¢in yaklasik %15, M6941 mutasyonu igin
yaklasik %3; Topaloglu ile ¢alisma ekibi M694V mutasyonu icin yaklasik %51,
M6801 mutasyonu i¢in yaklasik %10, V726A mutasyonu ig¢in yaklasik %3,
E148Q mutasyonu i¢in yaklasik %4, M6941 mutasyonu i¢in yaklasik %0,05; Akar
ve calisma ekibi ise M694V mutasyonu i¢in yaklasik %44, M680I mutasyonu igin
yaklasik %12, V726A mutasyonu i¢in yaklasik %12, M6941 mutasyonu icin
yaklagik %3 oraninda bulundugunu bildirmislerdir [29, 30,31]. Tiirk AAA ¢alisma
grubunun ¢aligmasinda M694V %51,4, M6801 %14.,4, V726A %8,6 bulunurken;
Canpolat ve arkadaslarinin ¢aligmasinda en sik {i¢ mutasyon M694V %578,
V726A %10,5, M680I %10,5 oraninda gosterilmistir. Ulkemizde yapilan diger
calismalarda da AAA’l hastalarda M694V mutasyonu en sik goriilen mutasyon
olup, mutasyon siklig1 %41-70 arasinda degismektedir [17,18,19]. Bu ¢alismada,
M694V mutasyon orani Topaloglu ve arkadaslari ile Tirk AAA ¢aligma grubunun
tespit ettigi orandan daha disiiktii [17,30]. Bu ¢alismada ise E148Q mutasyon
bolgesi %9,0 ile ikinci sirada, M680I mutasyon bolgesi %4 oran ile en sik tiglinci
gorilen mutasyonlar olarak tespit edildi.K695R Homozigot ise bazi toplumlarin
aksine bu ¢alismada tespit edilmedi. Calismada homozigotlar %5 oraninda tespit

edilirken, M694V homozigot bolgesi ise %60 oraninda bulunmustur.

Ulkemizde mutasyon tastyict oranlarinmn  yiiksek oldugundan  hasta
akrabalarininda mutlaka tespit edilen mutasyon agisindan taranmasi
gerekmektedir. Tiirkiye, hastaligin prevalansinin en yiiksek oldugu iilkelerdendir.
Tirkiye’de AAA prevalansinin  1/1000, tasiyicilik oranmin ise  %20-25
diizeylerinde oldugu birgok c¢alisma ile gosterilmistir [36]. Tasiyici olanlarimn,
evlenecekleri kisiler ile de MEFV mutasyonu tastyicisi olmast agisindan

arastirilmasi ¢ok Onemlidir. Genetik test calismalarinin bir ¢ogunun yasamda
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sadece bir kez yapildigi, ve elde edilen sonuglarin diger yakin olan akrabalari

acisindan 6nemliligi unutulmamalidir.

Bu c¢alismada, Tirkiye’de en sik gorilen 16 mutasyonun sonuglart da
sunulmustur. Bu mutasyonlardan en sik goriileni M694V idi, ki bu bulgu daha

once Tiirkiye’den yapilan diger ¢alismalarin sonuglari ile uyumludur [38].

Bu ¢alismada, AAA ile iligskili MEFV gen mutasyonu incelenmek iizere genis bir
hasta grubunda MEFV gen mutasyon sikliklarin1 Fragman analizi yontemiyle
bildirdik. Ancak c¢alismanin yapildig1 hastanenin, daha ¢ok I¢ Anadolu
Bolgesi’'nde yasayan topluluga hizmet vermesi nedeniyle bu oranin toplum

genelini yansitmayacagi goz oniinde bulundurulmalidir.

Sonug olarak c¢alismamiz literatire; AAA hastaliginda gorilen MEFV
mutasyonlarmin genotipik farkliliklarini aciklayabilmemize olanak saglayan,
mutasyon bolgelerinin belirlenmesinde ve toplum c¢alismalarin da analitik katkilar
saglayabilecektir. Elde edilen bulgular ayrica benzer genotiplerin tespit edildigi
bagka otoinflamatuvar hastaliklar degerinden de yonlendirici olabilecek, yeni

caligmalar icin destek saglayabilecektir.
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