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OZET

DOGU ANADOLU BOLGESI FMF ( AILESEL AKDENIZ ATESI ) HASTALIGI
MEFV GEN MUTASYONLARI DAGILIMLARININ iINCELENMESI

Ailesel Akdeniz atesi(AAA, FMF (Familial Meditarian Fever)) aralikli olarak
tekrar eden ates, peritonit, plevrit ve artrit ile karakterize otozomal resesif gecisli bir
hastaliktir. FMF geni MEFV; 16. Kromozomda 16pl13.3 bolgelenmistir. Gen 10
ekzondan olugsmus olup pozisyonel klonlama yoluyla tanimlanmistir. Suana kadar
diinya genelinde 200 mutasyon ve polimorfizim tespit edilmistir. Mutasyonlarin ¢cogu
ekzon 10 ve ekzon 2 bolgesindedir. Dogu Akdeniz populasyonunda en yaygin 4

mutasyon; M694V, V726 A, M680I ve R761H dir.

Bu calisma 2530 FMF 06n tanili vakayr igermektedir ve DNA Dizi Analizi
teknigiyle MEFV geninin ekzonl0 ve ekzon2 bolgeleri ¢alisilmistir. DNA periferik
kandan izole edildi. PCR ekzonl0 ve ekzon2 primerleriyle yapildi ve ekzon analizleri

Dizi Analizi yontemiyle yapildi.

Yapilan analizler sonucunda biz normal genotipi %58.58 ve mutasyonlu genotipi
ise %41.42 olarak tespit ettik. Dogu Anadolu bdlgesinde FMF 6n tanili 1048 hastada
MEFV gen mutasyonlarinin frekanslar1 sirasiyla ekzon10 da M694V %57,16 (n=599),
V726A %27.19 (n=285), M680I %20.80 (n=218), R761H %8,87 (n=93) ve ekzon2 de
ise E148Q %6,68 tespit edildi. Tespit edilen nadir mutasyonlar ise A744S (n=15) ve
M6941 (n=3), E148V (n=3), T2671 (n=3), E167D (n=2) ve L110P (n=1) olarak

belirlendi.

Sonu¢ olarak calismamizda FMF hastalarinda yaygin olarak tespit edilen

M694V mutasyonu diger mutasyonlardan daha yiiksek olarak bulundu.

Anahtar Kelimeler: Ailesel Akdeniz Atesi, MEFV, Dizi Analizi
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ABSTRACT

DETERMINATIONS OF MEFV GENE MUTATIONS PREVALENCE
IN THE FAMILIAL MEDITARIAN FEVER (FMF) AT THE REGION OF EAST
ANATOLIA
Familial Mediterranean fever (FMF) is an autosomal inflammatory recessive
disease characterized by recurrent episodes of fever accompanied by peritonitis,
pleuritis, or arthritis. The FMF gene, MEFV, is located on chromosome 16p13.3. It has
been identified by positional cloning and comprises 10 exons. Until now with 200
mutations and polimorfisms having been identified in the world. Exon 2 and 10 carry
most mutations. The 4 mutations; M694V, V726A, M680I and R761H are the most

common mutations in East Mediterrian populations.

The study involved in 2530 cases who were clinically pre-diagnosed as FMF
and studied exon 2 and exon 10 of MEFV gene by DNA sequencing techniques.
Peripheral blood taken and DNA was isolated. The PCR was performed with exon 2 and

exon 10 primers and exons analysis were made by the gene alignment sequence.

As the result of the analysis, we established %58.58 wild genotype and %41.42
mutant genotype. In FMF pre-diagnosed 1048 patient with muations MEFV gene
mutations frequency were M694V %57,16 (n=599), V726A %27.19 (n=285), M680I
%20.80 (n=218), R761H %8,87 (n=93) on exon 10 and 2 E148Q %6,68 (n=70) on
exon 2 respectively. The rare mutations were detected as A744S (n=15), M694Il (n=3),

E148V (n=3), T2671 (n=3), E167D (n=2) and L110P (n=1) in the East Anatolian region.

In conclusion, in our patients M694V mutation was found higher than the other

mutations that has been detected commonly in patients with FMF.
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1. GIRIS ve AMAC

Ailesel Akdeniz atesi (AAA) veya FMF (Familial Meditarian Fever) olarak
adlandirilan hastalik, aralikli olarak tekrar eden ates, peritonit, plevrit ve artrit ile
karakterize otozomal resesif gecisli bir hastaliktir.' Hastaligm en agir komplikasyonu
ilerleyen yaslarda ortaya ¢ikan amiliodoz ve bobrek yetmezligidir.> Tirk FMF
hastalarinda amiloid gelisiminin diger etnik gruplara oranla daha sik gorildiigi
belirtilmistir.3 Hastalik siklikla Askenazi olmayan Yahudiler, Araplar, Ermeniler,
Tiirkler de goriilmekte olup' diger Akdeniz kokenli toplumlarda® ve Kiirt, Yahudi
olmayan Kafkaslilar, Hintliler ve Cinlilerde goriilmektedir.® Hastalik belirtileri
cogunlukla 20 yas 6ncesinde ortaya cikar ve atak siiresi 12 ile 72 saat arasinda degisir.

Ataklar aras1 semptomsozdur fakat enflamasyon devam edebilir.’

Simdiye kadar FMF ’le ilgili olarak 200 mutasyon ve polimorfizim
belirlenmistir.° Dogu Akdeniz toplumlarinda mutant allel siklig1 cok yogun olup exonl0

bdlgesinde en sik rastlanan mutasyonlar M694V, V726A, M680I ve R761H dir.’

Calismamizda Atatiick Universitesi Tip Fakiiltesi Arastrma hastanelerine
basvuran FMF 0n tanili hastalarda MEFV geninin exonl0 ve exon2 bolgelerinde DNA
dizi analizi yapilarak Erzurum ve ¢evresindeki FMF mutasyonlar1 ve sikliklar1 tespit

edilmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. AILEViI AKDENIZ ATESI (AAA, FMF)

FMF Dogu Akdeniz toplumlarinda 6zellikle Tirk, Yahudi, Ermeni ve Arap
populasyonlarin da sik goriilen, bununla birlikte Yunan, Italyan, ispanyol ve Japon gibi
diger populasyonlarda da gbzlenmis otozomal resesif gecisli genetik bir hastaliktir.™ °
FMF hastaliginin prevalens: yiiksek olan iilkelerden biri Tiirkiye’dir. Anadolu’da FMF
dagilim orami yaklasik olarak 1:400 diir. Tiirklerde en sik rastlanan mutasyonlar

M694V, M680I, V726A,R761H ve E148Q dur.’

Prevalansi, Askenazi olmayan Yahudilerde'® 1/256-1/500, Tiirklerde 1/1073
olarak bildirilmistir.'"" Tasiyic1 sikligi Kuzey Afrika Yahudilerinde 1/5, Askenazi

Yahudilerinde' 1/11, Ermenilerde'? 1/7 ve Tiirklerde' ise 1/5 olarak bulunmustur.

FMF hastalig1 klinigi aralikli olarak tekrar eden 38-40 dereceye varan ates,
peritonit, plevrit ve 6zellikle diz bilek ve dirsekleri tutan akut sinovit ile 1 ila 3 giin aras1
devam eden ve semptomsuz donemler iceren bir hastaliktir. Ataklar aras1 donemde
hastalarin genel durumlar1 oldukc¢a normaldir. Bununla birlikte ¢ocuklarda bas agris1 ve
yorgunluk sikayetleri gozlenmistir. Ataklar her hafta tekrarlayabilecegi gibi bazen
haftalarca hatta aylarca tekrarlamayabilir. Klinik semptomlar genellikle hastalarin
yaklasik % 25’ inde yasamin ilk 4 yilinda, % 80’inde ise ilk 10 yilinda ortaya cikar.
Hastaligin en agir komplikasyonu amiloid A (AA) tipi amiloidozdur ve bu durum

bobrek yetmezligine neden olabilmektedir.'*



2.2. TARIHCE

Ailesel Akdeniz Atesi semptomlar1 gosteren olgularla ilgili bildiriler, ilk olarak
20. yiizyilin baglarinda goriilmiistiir. 1908°de iki New York’lu hekim Janeway ve
Mosenthal tarafindan, 16 yasinda Yahudi bir gen¢ kiz hastada, yaklasik ayda bir kez
yineleyen karin ve gogiis agrisi ile birlikte 40°C ’ye varan ates esliginde 16kositoz rapor
edilmistir. "Unusual paroxysmal syndrome" olarak tanimlanan hastalik sonralari
"Recurrent polyserositis", Recurrent hereditary polyserositis" gibi c¢esitli adlarla
tanimlanmustir.”” Tk olgudan sonra 1945 yilinda Amerikali arastrmaci Siegal, 10

vakada “Benign Paroksismal Peritonitis”'®

ad1 ile tekrarlayan ates ve karm agrisi
ataklar1 seklinde goriilen hastaligi klinik bir antite olarak tanimlamustir. Oztiirk*iin®
calismasinda belirtildigi gibi 1948 yilinda Reimann “Periyodik hastalik” tanimlamasini,
1952 yilinda Catton ve Mamou ilk kez hastaligin ailevi olduguna dikkat ¢ekmis ve
FMF’li hastalarda amiloid geligsebilecegini  bildirmislerdir. Yine Oztiirk*iin®
calismasinda belirtildigi gibi 1958 yilinda Heller ve Sohar ilk kez “Ailevi Akdeniz
Atesi” tanmuni kullanmus® ve 1961 yilinda hastaligin otozomal resesif kalitildigini
gostermislerdir.!” “Ailevi Akdeniz Atesi” kelimeleri hastaligin 3 &zelligini; otozomal

resesif kalitim modeline sahip oldugunu, Akdeniz’den koken aldigimi ve tekrarlayan

ates Oykiisiinliin oldugunu gostermektedir. Sonrasinda literatiirde, hastalik “Periyodik

9518 s 19 s 20

Peritonit”", “Tekrarlayan Poliserdzit ve “Tekrarlayan Kalitsal Poliserdzit
seklinde de tanimlanmustir.

Tirkiye’de ise ilk olarak 1946 yilinda Abrevaya Marmarali, Siegal’in 1945°deki
yayinina atif yaparak “Garip Bir Karin Sendromu” bashg ile izledigi FMF hastasimi Tip

Cemiyeti Mecmuasi’nda yaymnlamustir.”’



Ilk defa 1972 yilinda Goldfinger tarafindan kolsisinin FMF iizerindeki etkisi

gdsterilmistir ve FMF tedavisinde kullamlmaya baslanmustir.”

FMF den sorumlu gen (Meditarian Fever, MEFV) 1992 yilinda 16. kromozum
kisa kolunda (16p 13.3) bulundugu saptanmis™>, 1997 yilinda da Uluslar arasi FMF
konsorsiyumu ve Fransiz FMF konsorsiyumu tarafindan birbirinden bagimsiz olarak
klonlanmistir. MEFV geni 15kb uzunlugunda, 3505 niikleotid ve 10 exon bdlgesine
sahip 781 amino asitten olusmus olup pyrin veya marenostrin adi verilen bir proteini

23,24

kodlamaktadir. Pyrinin notrofillerde eksprese oldugu ve enflamasyonda gorev aldigi

gosterilmistir.”

2.3. EPIDEMIYOLOJI

FMF daha ¢ok Dogu Akdeniz toplumlarindan o6zellikle Askenazi olmayan
Yahudiler, Tiirkler, Ermeniler ve Araplarda yaygin olarak goriilmektedir.' Ayrica azda
olsa goriilmekte olup Yunanllar, italyanlar, Almanlar, Polonyalilar, Avustralyalilar,
Kiibalilar, Belcikalilar, Brezilyalilar 2% yve Misirhilarda *’ da tanimlanmistir. FMF diinya
genelinde 100.000 den fazla insam etkileyen en yaygin kalitsal periyodik hastaliktir.*®
Ulkemizde ise hastalik Akdeniz kiyillarindan ¢ok, aile kdkenleri Kastamonu, Sinop,
Tokat, Sivas, Kayseri, Malatya, Kars, Erzurum, Erzincan ve Agri’ya dayanan bireylerde
daha sik gdriilmektedir.”

Askenazi olmayan Yahudilerde FMF prevalansinin 1/250 ile 1/500 arasinda
oldugu, Kuzey Afrika Yahudilerinde ise 1/256’dan fazla olabilecegi bildirilmistir."
Liibnan’da yasayan Ermenilerde prevalans 1/500 olarak hesaplanmustir.' *° Oztiirk®
calismasinda belirtigi gibi Tiirklerde FMF prevalansi, 1969 yilinda Ozdemir ve

Sékmen’in yaptiklar1 bir ¢alismada %0.3 olarak bulunmustur. 1998 yilinda Ozen ve



arkadaslarmm'' yaptiklar1 epidemiyolojik bir ¢alismada ise, daha 6nceden FMF tanisi
alan hasta prevalansi1 1/4347, muhtemel FMF tanis1 olan hastalarla beraber bu prevalans
1/1073 olarak saptanmustir. Bununla birlikte Orta Anadolu’daki hastalik prevalansi
1/395 olarak bildirilmistir.”’

Tastyict  sikliklart  Tiirklerde” ve Kuzey Afrika Yahudilerinde'® 1/5,
Ermenilerde'? 1/7, Askenazi Yahudilerinde'® ise 1/11 olarak bildirilmistir.

Bazi calismalarda hastaligm erkek ve kadnlardaki orani 1.5-2.0/1.0 olarak'®,
erkeklerde daha ¢ok goriildiigii seklinde bildirilse de ', hastaliktan iki cinsiyetin de

benzer oranlarda etkilendigi gosterilmistir.*>

2.4. PATOGENEZ

FMF hastaliginin etyopatogenezi heniiz tam olarak kesinlesmemis olup
patogenezi hakkinda bir¢cok goriis mevcuttur. Giincel olarak etyopatogenezi agiklayan
goriis enflamasyon yanitta bir bozukluk oldugu diisiiniilen gortstiir. Buradaki ilk
bozukluk, defektif noétrofil lizozom fonksiyonuna bagli olarak olusan yalanci

inflamatuar uyarilardir.”

Inflamasyon Pyrin proteinin karboksil ucunda bulunan CARD (Caspase
Recruitment Domain) apoptoza giden hiicrelerde zerre (speck like) denen olusumlari bir
araya getiren ASC (Apoptosiz associated speck like protein with CARD) proteini ile
iligkilidir. IL-B1’in fonksiyonel hale gelmesinde gorev yapan prokaspaz-1’in meydana
gelmesinde oOnemlidir. IL- B1 olustugunda reseptoriine baglanir ve inflamasyon
olaylarinin meydana gelmesine neden olur. Pyrin proteini ise ASC ye baglanarak ASC-
prokaspaz-1 iliskisini engeller ve inflamasyonun olusumunu durdurur. Mutant pyrin

proteini bu gorevi yerine getirememekte ve kontrol edilemeyen inflamasyona neden



olmaktadir.”® Mutant MEFV gen iiriinii olan pyrinin bozulmus fonksiyonu, azalmis
MEFYV gen ekspresyonu C5a inhibitdriiniin yetersizligi ve enfeksiyonlarin rolii izerinde
de durulmaktadir. Mutant olmayan MEFV geninden sentezlenen pyrin proteini C5a
inhibitor seviyesini yiiksek tutarak bazi inflamatuar yanitlar1 baskilamaktadir, aksi
takdirde mutasyonlara bagli olarak C5a seviyesi aktivitesinin diisiik kalmasindan dolay1

ataklarin olusmasia neden olmaktadir.

Pyrin kaspaz-1 aktivasyonunu da diizenler, pyrin kaspaz-1 ile parcalanir ve
parcalanan N terminal fragment ¢ekirdege gider ve p65 NF-KB ve IKB-alfa ile iliski
kurarak ASC bagimsiz NF-KB aktivasyonunu artirir. Pyrinin kaspaz-I i¢in diizenleyici
roliine ek olarak pyrinin par¢alanmasi hem FMF’in molekiiler patogenezini anlamada

hem de FMF i¢in yeni tedavilerin gelistirilebilmesinde 6nemli bir ipucu saglar.

FMF hastalarinin serozal ve sinoviyal yiizeylerde polimorf niiveli 16kositlerinin
baskin oldugu ve migrasyonunun artig1 ve ataksiz donemde de bazi sitokin (IFN-gama,
TNF-alfa, IL-1, IL-6 ve IL-8) mRNAlarmin {iretiminin artig1 gésterilmi§tir.34Atak
donemlerinde ise TNF-alfa CRP, IL-6, soluble TNF reseptor siiper ailesi [A ve IB, sIL-

2R’niin arttig1 gosterilmistir.*

Lokositler disinda diger dokularda yapilan MEFV gen ekspresyon analiz
¢alismalarinda pyrin geninin mRNAs1 bulunamamustir.® Pyrin proteinin nétrofillerde
ifade edilmesi bu proteinin inflamasyonlarda regiilator olarak gorev aldig1 hipotezini

giiglendirmektedir.** **

FMF ’in en agir belirtisi, amiloid A proteinin ¢okmesinden ileri gelir. Bu
proteinin karaciger tarafindan sentezlenen akut-faz reaktani, serum amiloid A

(SAA)’nin yikim irilinii olabilecegi diisiiniilmektedir. Febril ataklar sirasinda serum



amiloid A konsantrasyonu 1000 kat artabilir. Hastalarin %30’unda ataklar arasinda da
konsantrasyonun yiiksek kaldigi g(’)zlenmistir.36 Insan SAA akut-faz izotipleri SAAI,
SAA2 ve SAA3 olmak tlizere 3 farkli lokus tarafindan kodlanmaktadir. Plazmada
SAA’nin yiiksek seviyede uzun siire seyretmesi, dokularda AA proteinlerinin
birikmesine yol acabilmesine ragmen, amiloidoz gelisimi igin SAA’nin yliksek
konsantrasyonlar1 yeterli degildir.>” Son calismalar, amiloidogenezin genetik zeminini
ortaya ¢ikarmak i¢in SAA polimorfizmleri iizerine yogunlasmistir. Cazeneuve ve
arkadaslarr’®, Ermeni FMF hastalarinda SAAla/o genotipinin renal amiloidozu 7 kat
artirdigin1 gostermistir. Benzer sonuglar Tiirk FMF hastalarinda da bulunmustur.” Akar
ve arkadaslarinin, Tiirk FMF hastalariyla yaptiklari caligmalarda, SAAlo/o. genotipinin
amiloidoz gelisimi agisindan 2,5 kat risk getirdig'gini”, ayrica SAA1 -13T/C gen

degisiminin amiloidoz olusumunda etkisi oldugunu gdstermistir.*’



2.5. KLINIiK BULGULAR

FMF hastalarinin ¢ogunda (yaklasik %90) klinik bulgular 20 yasin altinda
ortaya ¢ikar. Kisa siireli tekrarlayan ataklarda bulunan klinik bulgular ¢esitli sekillerde
olabilmesine karsin, en sik goriilen nobet kombinasyonu ates, karin agrisi, ve eklem
bulgularidir. Ileri asamalarda amiloidoz ve bdbrek yetmezliginin gelistigi otozomal
resesif bir hastaliktir. Hastalarda ates 38,5 ile 40 dereceye kadar c¢ikabilmektedir.
Ataklar genelde 1-3 giin siirer ve ataklar arasinda semptomsuz donem gozlenir. Bu
donemde hastalarmm genel durumu cogunlukla normaldir. Saatlerden gilinlere kadar
siirebilen ataklarin baslangicini, stres ve alt klinik enfeksiyonlar olusturabilir. Ataklarin
sikli1 ve siddeti yas ile azalir.*' Cocuklarda bazen yorgunluk ve bas agrisi goriilebilir.
Tekrarlayan agiz yaralar1 ve yorgunluk hissi gibi nadir semptomlar atak dig1 donemlerde
de olusabilir. Ataklar aras1 donem 1-2 hafta siirebilecegi gibi haftalarca hatta aylarca da
siirebilir. Semptomlar, vakalarin yaklasik %350’sinde hayatin ilk on yilinda ortaya
cikmakla birlikte, nadiren 30 yasindan sonra da goriilmeye baslayabilir ve genelde
vakalarin %80-90’inda hastaligin tanis1 20 yasindan 6nce konulur.*> **

FMF’ e yonelik tedaviler 1973 yilma kadar agriyr hafifletmek veya kesmek
yoniinde yapilan girisimlerden ibaretti. 1972 yilinda Goldﬁnger9 tarafindan kolsisinle
tedavi onerilmis ve 1974 yilinda Zemer ve arkadaslarinin® ¢alismalariyla bu tedavi
gilinlimiize kadar en yaygin kullanilan yontem olmustur.

Hastalik klinik olarak 2 fenotipe ayrilir Fenotip I de yukaridaki bulgular
gozlenirken Fenotip II diye adlandirilan bazi hastalarda da ataklar olmadan amiloidoz
birikimi gdzlenir.'**

FMF, klinik tani kriterlerine ve molekiiler yontemlere bakilarak tedaviye

baslanan bir genetik hastaliktir. Klinik taniy1 koyma yoniinde gelistirilmis olan ti¢ farkli



kriterler grubu vardir. Bunlardan en gegerli ve kullanishh olan Tel-Hashomer tani
kriterleridir.*’ Hastalik tanisinda Tel-Hashomer kriterleri kullanilarak kesin tan1 i¢in iki
major yada bir major ve iki mindr kriter gerekirken muhtemel tani i¢inse bir major ve
bir mindr kriter secicidir.'*

Major kriterler

e Poliserozit ile giden tekrarlayan ates ataklar
e Bagka bir nedene baglanamayan AA tipi amiloidoz
e Siirekli kolsisin tedavisine 1y1 yanit

Minor kriterlerler

¢ Yineleyen atesli ataklar
e Erizipel benzeri dokiintii

e Birinci derece akrabada FMF varlig1
2.5.1. Ates

FMF’in en sik goriilen klinik bulgularidir. Yalniz ates ile birlikte siiren nadir
ataklar olabilmesine karsin, ¢cogunlukla diger klinik bulgular ile birlikte goriiliir. Ates,
atak boyunca yiiksek kalir. Viicut 1sis1 40°C diizeyine kadar ytikselebilir. Hatta atesli
donemlerde febril konviilziyon dahi goriilebilir. Baz1 hastalarda ates ¢ok yiikselmedigi
icin gozden kacabilir. Ayni hastanin bazi ndbetlerinde yliksek, bazilarinda diisiik

Slciilebilir.”

2.5.2. Karn agnisi
FMF’in atesden sonra en sik goriilen kinik bulgusudur. Hastalarin ortalama
%95’ inde goriiliir. Karmn agrist klinikte ¢ogunlukla kronik karin agrisi tablosu ile

karstirilabilir. Bu nedenle hastalarin ortalama %30-40’inda tan1 atlanmakta ve
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apendoktomi uygulanmaktadir. Bu ylizden FMF hastalarina elektif apendektomi
yapilmasini dneren arastirmacilarda vardir. Karin agrisin1 cogunlukla bulanti, kusma ve
kabizlik eslik eder. Atak sonrasinda belirginlesen ishal, hastaligin 6nemli klinik
bulgularindan birisidir ve bu bulgularm yarisinda bu dénemde diskida gizli kan

bulunmaktadir.”’

2.5.3. Eklem Bulgulan

Ates ve karin agrisindan sonra, FMF’ in en sik goriilen klinik bulgusudur (%60-
70) ates ve karin agris1 olmaksizin da ortaya ¢ikabilir. Eklem tutulmasi %70 olguda
artrit, %30 olguda ise atralji seklinde goriilir. FMF’deki atrit, ¢ogunlukla alt
ekstremiteye yerlesen, sekel birakmayan, gezici olmayan, nonerozif, akut mono artrittir.
Genellikle birkag giin veya 1-2 hafta igerisinde kendiliginden kaybolur. Ailesel Akdeniz
Atesindeki eklem tutulumunda, en ¢ok ayak bilegi ve dizler etkilenir. Daha sonra ise
strasi ile kalca, el bilegi, omuz ve dirsekler hastaliga katilabilir. Ayak bileginde olusan
artritlerin  %50’sinde ayak sirtinda eritem gozlenebilir. Cok nadiren oligo veya
poliartikiiler tipde eklem tutulumu ve uzamis atritler goriilebilir. Birkag ay ya da yili
bulan, ancak yine spontan kaybolan bu kronik seyirli artritlerin %3-5 kadarinda geriye
dontistimsiiz degisikler ortaya ¢ikabilir. Ailesel Akdeniz Atesindeki artrit, baslangicta
siklikla yanlis tan1 alabilmektedir. Basta gelen yanlis tanilar ise akut romatizmal ates ve

juvenil kronik atrittir.*®

2.5.4. Gogiis agrisi
Ailesel Akdeniz Atesindeki gdglis agrist olusan plorite ve perikardite bagli
olarak ortaya ¢ikar. Olusan agr1 cogunlukla tek taraflidir, gogiis alt tarafina ve dis yana

yerlesir. Atak sirasinda cekilen grafite plevral sivi saptanabilir. G6glis agrisi ates ile
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gozlenir. Perikard tutulumu daha cok akut perikardiyal tamponat seklinde olur ve ¢ok

nadirdir.”’

2.5.5. Cilt bulgulan

Hastalarin yaklasik %20-25’inde cilt bulgularina rastlanir. En sik rastlanan cilt
bulgusu erizipeli andiran tipte goriilen eritemdir. Bu lezyon ¢ogunlukla ayak sirtinda ve
tibia alt ylizlinde yer alan kizarik, sis ve agrili bir lezyondur. Dokiintii agrili donemlerde
ve artritle birlikte ¢ikar. En 6nemli olan diger bir cilt bulgusu ise vaskulitlerdir. Ayakta
uzun siire durmakta ya da gebelikte ortaya c¢ikabilen non-spesifik purpuradan baska,

nodiilar eritem, makiilopapular dokiintii ve tirtiker ile goriilebilir.”

2.5.6. Kas bulgulan

FMF’ de ¢esitli sebeplere bagli olarak adale tutulumu ortaya ¢ikabilir. Kisa veya
uzamig febril adale ataklari, egzersize bagli baldir agrisi, fibromiyaloji, kolsisin
mitopatisi baslica sebeplerdir. Ates bulunmaz ve hastanin subjektif sikayetlerini
destekleyecek fiziksel veya laboratuar bulgusu yoktur. Kas tutulumuna ait bulgular

hastalarin % 30-40’1nda ortaya ¢ikabilir.*

2.5.7. Vaskiilit

Ailesel Akdeniz Atesinin seyri sirasinda belirgin olarak artmig siklikla
vaskiilitlere rastlandigi, yapilan arastirmalar ile gosterilmistir. FMF ’de en sik goriilen
vaskiilit, Henoch-Schonlein Purpurasidir (HSP) .Burada ilging olan noktalardan birisi,
hastalarin ¢oguna once HSP daha sonra FMF tanisinin konulmasidir. Normal
populasyona gore artmis siklikla goriilen diger bir vaskiilit tablosu poliarteritis

nodozadir. Cogunlukla hastaligin seyri sirasinda ortaya ¢ikmaktadir ve FMF ’e 6zgii
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olan en 6nemli bulgusu, perirenal hematomdur. Cocukluk ve gencglik ¢aglarinda ortaya
¢ikan polyarteritis nodosa (PAN) ’da FMF mutlaka sorgulanmalidir. Diger bir

vaskiilitik tabloda wuzamis febril miyaljidir. Yiiksek sedimantasyon hizi ve

kortikostreoidlere belirgin yanitla karakterizedir.*®

2.5.8. Diger sistem tutulumlar

FMF’nin seyri swrasinda, skrotal, tiroid ve ndrolojik sistem tutulumu
gozlenebilir. Skrotal tutulum cogunlukla ¢ocuklarda, atesli atagin bir komponenti olarak
akut skrotum seklinde olur. Norolojik tutumda ise en sik goriilen bulgu bas agrisidir.

Nadiren de hastaligin seyri sirasinda aseptik menenjit goriilebilir.*’

2.5.9. Amiloidoz

Hastaligin en 6nemli komplikasyonu, genellikle bobrekleri etkileyen ve kronik
bobrek yetmezligine neden olan amiloidozdur. En yaygmn klinik belirtisi olan nefrotik
sendrom gelisimi disinda amiloidoz ayrica, bobrek {istii bezi, gastrointestinal sistem,
karaciger, dalak ve ileri evrelerde ise kalp, akciger ve tiroid bezini etkileyebilmektedir.*®

Albliminiiri, renal amiloidoz olusumunun erken evrelerinde goriilmektedir. Bu
yiizden rutin idrar analizleri FMF hastalar1 i¢in zorunludur. Teshisin dogrulanmasi ise
renal veya rektal biyopsiyi gerektirmektedir.**

FMF hastalar1 arasinda amiloidoz prevalansinin, hastaligin alevlenme sikligi,
devam siiresi ve siddetinden bagimsiz oldugu diisiiniilmektedir. Bu bakis acisi, ilk ates
ve inflamasyon atagindan O6nce amiloid nefropatisi bulunan Fenotip II hastalarmin
gdzlenmesi ile olusmustur.’

- Amiloidoz siklig1 ¢esitli etnik gruplar arasinda farklilik gostermektedir. Askenazi

olmayan Yahudilerde %80 ve Anadolu Tirklerinde %60 olarak bildirilmistir.'”
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Yapilan son c¢alismalar ise, Tirk FMF hastalarinda amiloidoz gelisiminin %7-13

oraninda oldugunu gostermektedir.*’

Amiloidoz, Iraklilar, Askenazi Yahudileri ve
Araplarda daha az goriilmektedir.*’

- Ailesinde amiloidoz Oykiisii bulunan hastalar bulunmayanlarla karsilastirildiginda ise,
amiloidoz gelisimi agisindan 6 katlik bir riske sahip olduklar1 bulunmustur.*’

- Amiloid patofizyolojisi lizerinde cevresel bir etkinin olabilecegi kanisi, kolsisin
kullannmindan o6nce, amiloidoz olus sikliginin Ermenistan’da yasayan Ermenilerde

Amerika’da yasayan Ermenilere oranla daha yiiksek oldugu gozlemi ile

desteklenmektedir.'

2.6. FMF LABORATUAR BULGULARI

FMF ’li hastalar icin kesin tan1 koydurucu bir laboratuar testi yoktur. FMF
ataklar1 esnasinda nonspesifik bir akut faz yanit1 olur ve CRP, fibrinojen, serum amiloid
A, a2-globulin, B-globulin diizeyleri ve eritrosit sedimantasyon hizi artar. Lokositoz
olur. Bu testlerin tiimii genel olarak ndbetler arasinda normaldir. Baz1 hastalardaki akut
faz yanit1 daha silik olarak ataklar arasinda da goriilebilir. Ataklar sirasinda gegici

albuminiiri ve mikroskopik hematiiri goriilebilmektedir.*®
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2.7. KOLSISIN

Kolsisin yiiksek konsantrasyonda bulundugu nétrofil mikrotiibiillerini tespit
ederek yeni mikrotiibiillere polimerizasyonu, hiicre i¢i tasmimi, mitozu, yangi araci
salimimmi ve kemotaksisi onler. inflamasyon bolgesine 1dkosit transferini engeller.
Ayrica membran lizerindeki adezyon molekiillerinin (endotel hiicrelerinde E-selektin,
notrofillerde L-selektin) ifadesini azaltarak noétrofillerin hedef serozal dokulara
baglanmasmi engeller.”> *

Kolsisin tedavisine yanittaki bireysel farkliliklarin genetik yatkinlik ve ¢evresel
faktorlere bagl oldugu bildirilmistir.*” Ancak temel olarak kolsisinin etkinligi 3 faktore
baghdwr. Bunlardan ilki tedaviye baslanma anindaki bobrek hastaligimin diizeyidir.
Ikinci faktér uygulanan ilag dozudur. Uciincii faktor ise tedaviye baslanildig:i andaki
histopatolojik bulgulardir.*”*

Kolsisin, 1972 yilindan bu yana FMF tedavisinde kullanilmaktadir.” ** > FMF

ataklarmm siklig1 ve siddetini azalttig1 gibi® >

, ¢esitli dokularda amiloid fiberlerinin
diizenlenmesi ve birikimini engelleyerek amiloidoz gelisimini de Onledigi
gésterilmistir.53 Kolsisin, renal fonksiyon gerilemesini hafifleterek, amiloidozdan
kaynakli bobrek yetmezligi olan hastalarda proteiniiriyi azaltabilir.”

Kolsisinin, kanda SAA diizeyini azaltmak suretiyle FMF ataklarinin kontroliinde
dolayli, amiloid fiberlerinin organizasyonu ve birikimi tizerindeki direkt etki ile
amiloidoz gelisimini Onledigi ileri siiriilmektedir.” Kolsisin, 16kosit kemotaksisini
dogrudan inhibe eder. Ayrica, beyaz kan hiicreleri ve endotelyal hiicreler {izerinde
adezyon molekiillerini azaltmak suretiyle, inflamasyon bdlgesine 16kosit transferini

engeller.”® Bunlara ek olarak, kolsisinin serozal hiicrelerde C5a aktivitesini artirabildigi

ve boylece akut FMF ataklarini ortadan kaldirabildigi gosterilmistir.”’
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2.8. PYRIN/Marenostrin
FMF geninin kodladig1 proteini Fransiz grup Akdeniz’in Latince isminden gelen
Marenostrin olarak isimlendirmektedirler. Uluslararasi Konsorsiyum ise Yunanca’da

ates anlamina gelen Pyrin olarak isimlendirmektedir.’®

Pyrin proteini ozellikle monosit, graniilosit ve dentrik hiicreler gibi
inflamasyonda gorev alan hiicrelerde daha ¢ok eksprese olmaktadir. FMF hastaligindaki
gorevi daha tam olarak anlagilamamasina ragmen inflamatik reaksiyonlarda direkt ve ya
indirekt olarak gorev yaptigi distiniilmektedir. Marenostrin/Pyrin bir transkrip faktorii
olduguda tahmin edilmektedir. Ciinkii Cinko-Parmak DNA Baglama protein grubu
proteinleri ile benzer giiclii bir homolojiye sahiptir. Ancak yapilan imminofloresans
calismalarinda beklenmedik bir sekilde bu proteinin sitoplazmada ve mikrotiibiillerde
lokalize oldugu goriilmiistiir. Bu veriler dogrultusunda bir transkrip faktorii olabilecegi
bilgisini degistirmektedir. **

Pyrin/Marenostrin 86 kd molekiil agirliginda olan ve 781 aminoasitten meydana
gelen bir proteindir (Sekil 1). Pyrin proteininin ilk 92 aminoasitlik kismi pyrin bolgesi
olarak adlandirilmaktadir, mutasyonlar bu kismin gérev yapamamas: sonucu olusan

inflamasyonun devam etmesine sebep olurlar.>
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Coiled coil domaini

| | |

Pyrin domaini B box zinc finger domaini Karboksi ucu
B30.2 domaini

Sekil 1. Pyrin Proteininin alt birimlerinin sematik gosterimi.

1. Amino (N) ucu PYRIN domaini (PAD, PyD veya DAPIN)
2. B box zinc finger domain (BB-ZF)

3. Coiled coil domain (CC),

4. Karboksi (C) ucu B30.2 domain
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2.9. FMF GENETIGIi

Ailesel Akdeniz Atesi hastaligma yol acan MEFV geni 16. kromozomun kisa

kolunda bulunmaktadir (Sekil.2). MEFV geni 10 ekzondan olugsmakta ve Pyrin denilen

proteini kodlamaktadir.
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Sekil 2. 16. Kromozomda MEFV Lokalizasyonu NCBI

FMF hastalig1 otozomal resesif gecis gosteren bir hastalik olmasina ragmen dominant
gecisi de gosterilmistir. Bu 6zel durum daha c¢ok yalanci dominant gecis olarak
adlandirilir 6zellikle ciddi mutasyonlar1 tasiyan esler akraba ve aile i¢i evliliklerde
yiiksek oranda meydana geldigi agiklanmustir.”® MEFV geni 10 ekzonluk bir gen olup
781 aminoasitlik bir pyrin/marenostrin adi verilen proteini kodlamaktadir. MEFV de
tespit edilen mutasyonlar ekzon 1, 2, 3, 5, 9 ve 10°da bulunmaktadir. Bu gende 6zellikle
ikinci ekzon ve onuncu ekzon mutasyonlarin en ¢ok goriildiigii kisimlar olmaktadir.
MEFYV genindeki mutasyonlarin ¢ogu bu proteinin aminoasit dizilimini degistirmekte ve
hastaliga yol acan ataklara neden olmaktadir.’

2011 yili itibariyle FMF veri tabaninda 200 gen degisimi bildirilmistir® (Sekil 3).
Mutasyonlarin ¢ogu yanlis anlamli mutasyon olup, proteinin (Pyrin/Marenostrin) yapisi
ve fonksiyonunu degistirmektedir.  Simdiye kadar tespit edilmis mutasyon ve

polimorfizmler ve aminoasit degisiklikleri Tablo.1’de verilmistir. Bu 200 gen degisimi
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icerisinde Ozellikle 5 mutasyon tipi M694V, M680I, V726A, R761H, E148Q FMF
hastaliginda en sik rastlanilan mutasyonlardir. Bunlardan M694V, M6801, V726A,
R761H ekzonl0’da E148Q ise ekzon2’de yer almaktadir. Farkli sikliklarla olmakla
beraber M694V mutasyonu daha agir klinik seyir izlemekte ve amiloidoz gelisimi ile

iliskisi oldugu diisiiniilmektedir.”’

MEF VM _000243.1 (16p133)
DNA: 14600bp, mRNA: 3499bp, Protein: 781aa
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This graph shows the variant usual name {i.¢. as first published). March 10, ?0”
Please refer to the variant detail by clicking on its name for possible edited nomenclafure. N Sequence variants: 199

Sekil 3. MEFV Geninin Ekzonlarinda Tesbit Edilen Polimorfizmler ve Mutasyonlar.



Tablo 1. MEFV Geninde
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Goriilen Mutasyonlar, Polimorfizmler ve Aminoasit

Degisimleri.
NUKLEOTID KODON DEGISIMI ve
EKZON MUTASYON oL L.
DEGISIMI ETKISI
1 R42W c.124 C>T 42. Kodon Arg—Trp
1 A89T c.265 G>A 89. Kodon Ala—Thr
2 S108R c.322A>C 108. Kodon Ser—Arg
2 L110P c.329T>C 110. Kodon Leu—Pro
2 334 335insG c.334 335insG 334 335. Kodon Glu—1fsX130
2 P124H c.371C>A 124. Kodon Pro—His
2 390 391insGAGG | ¢.382 390dup 390 391. Kodon Glu—Asn
GGAC
2 S1411 c.422G>T 141. Kodon Ser —lle
2 R143P c.428G>C 143. Kodon Arg— Pro
2 E148Q c.442G>C 148. Kodon Glu —Gln
2 E148V c.443A>T 148. Kodon Glu—Val
2 A149T c.445G>A 149. Kodon Glu—Val
2 R151S c.453G>C 151. Kodon Arg—Ser
2 E163A c.488A>C 163. Kodon Glu—Ala
2 E167D c.501G>C 167. Kodon Glu—Asp
2 Al171T c.511G>A 171. Kodon Ala—Thr
2 P175H c.524C>A 175. Kodon Pro—His
2 T1771 c.530C>T 177. Kodon Thr—lle
2 S1791 c.536G>T 179. Kodon Ser—lle
2 P18OR c.539 C>G 180. Kodon Pro—Arg
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NUKLEOTID KODON DEGISIMI ve
EKZON MUTASYON oL .
DEGISIMI ETKISI
2 G196W c.586G>T 196. Kodon Glu—Trp
2 R202Q c.605G>A 202. Kodon Arg—Gln
2 606 _621dup c.606_621dup 606 621. Kodon Ser—AlafsX39
2 E225D c.675G>C 225. Kodon Glu—Asp
2 E230K c.688G>A 230. Kodon Glu—Lys
2 G236V c.707G>T 236. Kodon Gly—Val
2 S242R C>G c.726C>G 242. Kodon Ser—Arg
2 S242R C>A c.726C>A 242. Kodon Ser—Arg
2 E251K c.751G>A 251. Kodon Glu—Lys
2 761 764dup 761 _764dupCG>A 761 _764. Kodon sn—ArgfsX70
2 T2671 c.800C>T 267. Kodon Thr—lle
2 A268V c.803C>T 268. Kodon Ala—Val
2 R278P c.833G>C 278. Kodon Arg—Pro
2 P283R c.848C>G 283. Kodon Pro—Arg
2 P283L c.848C>T 283. Kodon Pro—Leu
2 A289V c.866C>T 289. Kodon Ala—Val
2 E299G c.896A>G 299. Kodon Glu—Gly
3 G304R c.910G>A 304. Kodon Gly—Arg
3 T309M c.926 C>T 309. Kodon Thr—Met
3 R314H c.941G>A 314. Kodon Arg—His
3 E319K c.955G>A 319. Kodon Glu—Lys
3 V328A c.983T>C 328. Kodon Val—Ala
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NUKLEOTID KODON DEGISIMI ve
EKZON MUTASYON oL .
DEGISIMI ETKISI

3 R329H c.986G>A 329. Kodon Arg—His
3 S339F c.1016C>T 339. Kodon Ser—Phe
3 R348H c.1043G>A 346. Kodon Arg—His
3 R354W c.1060C>T 354. Kodon Arg—Trp
3 P369S c.1105C>T 369. Kodon Pro—Ser
3 Q383K c.1147C>A 383. Kodon GlIn—Lys
3 R408Q c.1223G>A 408. Kodon Arg—Gln
4 1423V c.1267A>G 423. Kodonlle—Val

4 Q440E c.1318C>G 440. Kodon GIn—Glu
5 A457V c.1370C>T 457. Kodon Ala—Val
5 V469L c.1405G>T 469. KodonVal—Leu
5 E474K c.1420G>A 474. Kodon Glu—Lys
5 H478Y c.1432C>T 478. Kodon His—Tyr
5 F479L c.1437C>G 479. Kodon Phe—Leu
5 V48T c.1459G>A 487. Kodon Val—-Met
5 R501G c.1501C>G 501. Kodon Arg—Gly
5 R501H c.1502G>A 501. Kodon Arg—His
5 1506V c.1516A>G 506. Kodon lle—Val
5 I513T c.1538T>C 513. Kodon lle—Thr
5 G5S14E c.1541G>A 514. Kodon Gly—Glu
7 L559F c.1675C>T 559. Kodon Leu—Phe
8 T577S c.1729A>T 577. Kodon Thr—Ser
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NUKLEOTID KODON DEGISIMI ve

EKZON MUTASYON oL .

DEGISIMI ETKISI
8 MS582L c.1744A>C 582. Kodon Met—Leu
9 I591T c.1772T>C 591. Kodon Ile—Thr
9 A595V c.1784C>T 595. Kodon Ala—Val
10 G632S c.1894G>A 632. Kodon Gly—Ser
10 1640M c.1920C>G 640. Kodon Ile—Met
10 1641F c.1921A>T 641. Kodon Ile—Phe
10 P646L c.1937C>T 646. Kodon Pro—Leu
10 L649P c.1946T>C 649. Kodon. Leu—Pro
10 R653H c.1958G>A 653. Kodon Arg—His
10 E656A c.1967A>C 656. Kodon Glu—Ala
10 D661N c.1981G>A 661. Kodon Asp—Asn
10 S675N c.2024G>A 675. Kodon Ser—Asn
10 G678E c.2033G>T 678. Kodon Gly—Glu
10 M680L c.2038A>C 680. Kodon Met—Leu
10 M6801IGC c.2040G>C 680. Kodon Met—1le
10 M680IGA c.2040G>A 680. Kodon Met—lle
10 T6811 c.2042C>T 681. Kodon Thr—lIle
10 Y688C c.2063A>G 688. Kodon Tyr—Cys
10 Y688X c.2064C>G 688. Kodon Tyr—X
10 1692DEL c.2076_2078del 692. Kodon Ile—del
10 M694V c.2080A>G 694. Kodon Met—Val
10 M694L c.2080A>T 694. Kodon Met—Leu
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NUKLEOTID KODON DEGISIMI ve
EKZON MUTASYON oL .
DEGISIMI ETKISI

10 M694DEL c.2081 2083del 694. Kodon Met—del
10 M6941 c.2082G>A 694. Kodon Met—lle
10 K695R c.2084A>G 695. Kodon Lys—Arg
10 K695M c.2084A>T 695. Kodon Lys—Met
10 S702C c.2105C>G 702. Kodon Ser—Cys
10 V7041 c.2110G>A 704. Kodon Val—lle
10 P705S c.2113C>T 705. Kodon Pro—Ser
10 R708C c.2122C>T 708. Kodon Arg—Cys
10 L709R c.2126T>G 709. Kodon Leu—Arg
10 R717S c.2149C>A 717. Kodon Arg— Ser
10 1720M c.2160C>G 720. Kodon Ile—Met
10 V726A c.2177T>C 726. Kodon Val—Ala
10 F743L c.2229C>G 743. Kodon Phe—Leu
10 A744S c.2230G>T 744. Kodon Ala—Ser
10 S749C c.2246C>G 749. Kodon Ser—Cys
10 1755V c.2263A>G 755. Kodon Ile—Val
10 P758S c.2272C>T 758. Kodon Pro—Ser
10 R761H c.2282G>A 761. Kodon Arg—His
10 1772V c.2314A>G 772. Kodon Ile—Val
10 P780T c.2338C>A 780. Kodon Pro—Thr
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2.10. FMF ’de genotip ve fenotip iliskisi

Ailesel Akdeniz Atesi hastaliginin nedeni olan MEFV geninin tespit
edilmesinden sonra molekiiler diizeyde analizlerin gelismesiyle birlikte bu hastaliga ait
fenotip-genotip iliskileri arastirilmasi hiz kazanmistir. DNA dizi analizlerinden 6nceki
donemlerde FMF neden olan mutasyonlar tam olarak tespit edilemiyordu. DNA dizi
analizleri yapilmasindan sonra bu genetiksel degisimlerin kesin olarak belirlenmesi
miimkiin olmaya basland1.** Yaygm olarak gériilen dért MEFV mutasyonunun, Fenotip
I (M694V %38, M680I %8, V726A %4, E148Q %4) ve Fenotip 11 (M694V %51.5,
M680I %9, V726A %2.9, E148Q %3.5) hastalarindaki dagilimlar1 karsilastirildiginda

anlaml1 bir fark bulunmamustir.'>*

Diizenli olarak kolsisin tedavisi gormeyen M694V homozigot genotipine sahip
hastalarda, hastaligin erken yasta ortaya ¢ikmasi, plorezinin daha yaygin olmasi, artritin

daha sik goriilmesi ve yiiksek siklikta amiloidoz olusumu seklinde hastaligin daha

60, 61

siddetli formuyla iliskilendirilmistir. E148Q mutasyonu ise hastaligin daha hafif

formuyla iliskilendirilmistir.%* ®

Ayrica amiloidoz birikimi ile diger genetiksel ve ¢evresel faktorlerin olabilecegi

tartistlmistir.” *® Bunlardan SAA1, SAA2 ve Apo E iizerine yapilan bir ¢alismada SAAL

allelik varyasyonlari ile amiloidoz arasinda iliski saptanmustir.*® **
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2.11. Molekiiler Teknikler
2.11.1. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR/PZR)

PCR, DNA’nin spesifik hedef dizilerinin bdlgeye spesifik primerler kullanilarak

in vitro olarak ¢ogaltilmasidir. PCR islemi

I-denatiirasyon denilen ytiksek sicakliklarda cift zincirli DNA molekiiliiniin

ayrilmasi,

2-hibridizasyon denilen ¢ogaltilmak istenen bolgeye uygun sicakliklarda primer

denilen sentetik oligoniikleitidlerin baglanmasi ve

3-polimerizasyon denilen DNA zincirinin olusturularak uzamasidir. Bu islem

belirli miktarda tekrardan olusur.

2.11.2. DNA dizi analizi

DNA’nm sahip oldugu niikleotidlerin sirasiyla belirlenmesine DNA dizi analizi
denir. Klug ve arkadaslarmin® ¢alismalarinda belirttigi gibi Allan Maxam ve Walter
Gilbert’in kimyasal yontemi DNA'min belirli bazlardan kirilmasma dayanirken Fred
Sanger ve arkadaglarinin gelistirdigi yontem belirli bir bazda sonlanan DNA zincir

sentezidir.
a) Maxam-Gilbert yontemi:

DNA’nin tek bir zinciri kullanilarak dizi analizi yapilir. Bu tek zincirli DNA
parcasmim 5’ucu poliniikleotid kinaz enzimi kullanilmasi1 yoluyla radyoaktif olarak
isaretlenir. Daha sonra dort ayri tiipte bulunan DNA’ya niikleotid zincirlerini belirli

yerlerden kiran kimyasallar eklenir ve DNA lar kirilir her bir DNA pargas1 farklh
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boyuttadir ve 5’uclarindan radyoaktif olarak isaretlidir. Uriinler elektroforez sonrasi

otoradyografi ile gorintiilenir.**

b) Sanger DNA dizi analizi yontemi: Cok sik kullanilan DNA dizi analiz
yontemidir. Dizisi belirlenecek DNA oncelikle tek zincir haline donistiiriiliir. Tek
zincirli DNA 3’ucuyla birlesecek olan primer ile karistirilir. Primer bagh tek zincirli
DNA dort ayri tiipe paylastirilir. Daha sonra tiiplere DNA polimeraz ve dort tip
deoksiriboniikleotid trifosfat (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) eklenir. Ayrica her tiipe
dideoksiniikleotid (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) denilen yapisi degistirilmis
deoksiriboniikleotidlerden bir tanesi eklenir. Dideoksiniikleotidler 3’-OH grubu yerine
3’-H igerirler. Deoksiriboniikleotidlerden biri daha sonra dizi analizi yapilabilmek icin
radyoaktivite ile isaretlenir. Her tiipe DNA Polimeraz konarak primer kalip zincirin
tamamlayicisin1 olusturacak bigimde 5°-3’yOniinde zincir uzatilir. DNA sentezi
gergeklesirken DNA polimeraz zincir yerine deoksiribonukleotid yerine ara sira
dideoksiniikleotid takar. Dideoksiniikleotid yapisinda 3’-OH bulunmadig: i¢in diger
niikleotid ile 3’bag1 yapamaz ve DNA sentezi durur. Dort ayr1 niikleotidi igeren tiiplerde
reaksiyon A, G, C ve T ile sonlanacaktir. Her bir reaksiyon iiriinii jel elektroforezinde
yan yana yiiklenerek ayristirilir. Asagidan yukar1 dogru okunan niikleotid dizisi, kaliba

komplementer olan DNA zincirinin 5°-3’yoniindeki dizisine karsilik gelir.®*

DNA dizi analizi otomatik hale getirilmistir ve bu sistemde giinde yiiz binlerce
niikleotid dizisini belirleyebilen makineler kullanilmaktadwr. Bu islemde, dort
dideoksiniikleotid analoglarindan her biri fakli floresan boya ile isaretlenmistir ve
bdylece, 6rnegin, adenozin ile sonlanan zincirler bir renkde iken, sitozin ile sonlanan

zincirler baska bir renkdedir ve boylece her bir baz i¢in ayr1 renkler mevcuttur.®*
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3. MATERYAL ve METOD
3.1. Incelenecek Orneklerin Toplanmasi

Bu calisma 2008-2011 yillar1 arasinda Atatiirk Universitesi T1ip Fakiiltesi T1bbi
Biyoloji Anabilim Dalinda gerceklestirildi. Laboratuarimiza c¢esitli kliniklerden rutin
FMF mutasyon analizi i¢in gonderilen FMF 6n tanis1 almis 2530 hastada Ekzon 10, bu
hastalar icerisinden Heterozigot mutasyon bulunan hastalar da ise ayrica Ekzon 2
bolgesinde de dizi analizi yapildi. Ekzon 10 ve Ekzon 2 bolgelerinde yaygin olarak
goriilen mutasyonlar tespit edildi. Hastalarin ¢alismamiza alinabilirligine dair etik kurul

karar1 Atatiirk Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Etik Kurul komitesinden alind1.

Bu hastalar icin protokol numarasi, ad-soyad, yas, memleket bilgileri,
laboratuarimiza gelis tarihi, testi isteyen klinik bilgisi, hastalik belirtileri, ila¢ kullanip

kullanmadig1 bilgisi ve aile dykiisii gibi bilgiler kaydedildi.

Molekiiler test i¢in her bir hastadan EDTA’l1 tiipe 2 ml kan alindi.

3.2. Kan Orneklerinden DNA izolasyonu

DNA izolasyonu otomatik DNA izolasyon cihazinda yapildi. MagNA Pure
Compact-Roche ve EZ 1 Advanced Blood Kit-Qiagen kullanildi. 200-300 pl kan

orneginden 100 pul DNA elde edildi.
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3.3. DNA Dizi Analizi Cahsmasi
3.3.1. DNA dizi analizi ve hazirhk asamalar

Calismamizda Sanger DNA dizi analizi yontemine dayali olan CEQ/8000

SEQUANCE (Beckman Coulter-ABD) cihazi kullanildi.

3.3.1.1. MEFYV genin icin PCR reaksiyonunun hazirlanmasi

Toplam reaksiyon hacmi 30ul olacak sekilde Tablo 3’deki bilesenler sirasiyla
0.2 pl steril tiiplere eklendi. Kullanilan master mix (Promega, M7502) nukleazlardan
armdirilmis dH,O, 50 U/ml Tag DNA polimeraz ve enzimin tamponu, 400 uM dNTP
ve 3 mM MgCl, igermektedir. Karisim iyice homojenize edildi. PCR islemi otomotik

sicaklik dongiisii saglayan cihazda (Bio-Rad MyCycle) yapildi (Tablo 4) .

Tablo 2 . Ekzon 10 Dizi Analizi Igin Kullanilan Forward (ileri) ve Revers (Geri) Primer
Dizileri

Primer ad1 Primer Dizileri

F 5’-GAC TTG GAA ACA AGT GGG AGA G-¥

R 5’-CAG GAA GAG AGA TGC AGT GTT G-3
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Tablo 3 . MEFV Geninin Ekzon 10 Bélgesinin Cogaltilmasinda PCR nin Bilesenleri ve
Miktarlar1

MEFYV Ekzon 10 Miktar
PCR icerigi (]
Master mix 14
Primer Forwerd 1.5
Primer Reverse 1.5
dH,O 10
DNA (50 ng/pl) 3
Toplam 30

3.3.1.2. PCR sartlan

Tablo 4 . MEFV Ekzon10 Bolgesi PCR Isil Degisiklikleri

Basamak Sicakhik Zaman Dongii sayisi
1 95 °C 7 dk 1
94 °C 45 sn
2 54 °C 30 sn 30
72°C 30 sn
3 72 °C 7 dk 1
4°C 00

MEFYV geninin ekzon 10 bdlgesinde heterozigot mutasyon olan 6rnekler i¢in
2.ekzonda DNA dizi analizi yapilmistir (Sekil 4). Alt1 ¢izili olan dizi primerleri
gostermektedir. Bu bolge 10. Ekzondan farkli primerler kullanilarak cogaltilmistir

(Tablo 5) .
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tecaaggggattetetetectatgecctgaatettegeeectaaac ptegra cagettcatcatittocatct gottstectticcagAATATIC
CACACAAGAAAACGGCACAGATGATTCCGCAGCGTCCAGCTCCCTGGGGGAGAACAA

GCCCAGGAGCCTGAAGACTCCAGACCACCCCGAGGGGAACGAGGGGAACGGCCCTCG
GCCGTACGGGGGCGEAGCTGCCAGCCTGCGGTGCAGCCAGCCCGAGGCCGGGAGGGG
GCTGTCGAGGAAGCCCCTGAGCAAACGCAGAGAGAAGGCCTCGGAGGGCCTGGACGC
GCAGGGCAAGCCTCGGACCCGGAGCCCGLCCCTGCCGGGLGEEAGAAGCCCCGGLEC
CTGCAGGGCGCTAGAGGGGGGCCAGGCCGAGGTCCGGCTGCGCAGAAACGCCAGCTC
CGCGGGGAGGCTGCAGGGGCTGGCGGGEEECGCCCCGEEECAGAAGGAGTGCAGGC

CTTCGAAGTGTACCTGCCCTCGGGAAAGATGCGACCTAGAAGCCTTGAGGTCACCATT
TCTACAGGGGAGAAGGCGCCCGCAAATCCAGAAATTCTCCTGACTCTAGAGGAAAAG
ACAGCTGCGAATCTGGACTCGGCAACAGAACCCCGGGCAAGGCCCACTCCGGATGGA
GGGGCATCTGCGGACCTGAAGGAAGGCCCTGHAAA TCCAGAACAATTCGGTCACCG

Sekil 4. Dizi Analizi I¢in Kullanilan Exon 2 Bélgesi ve Primer Oturma Bolgeleri.
(Kiigiik Harfli Siralanmis Bélge Intronu Géstermektedir.(http://genome.ucsc.edu/cgi-
bin/) .

Tablo 5. Ekzon 2 Dizi Analizi i¢in Kullanilan Forward (ileri) ve Revers (geri) Primer
Dizileri

Primer ad1 Primer Dizileri
F 5°-CTA AAC GTG GGA CAG CTT CAT C-3
R 5°- CTT CCT TCA GGT CCG CAG AT-3

3.3.1.3. Ekzon2 i¢in PCR ’1n hazirlams1

Toplam reaksiyon hacmi 30ul olacak sekilde Tablo 6’daki bilesenler sirasiyla
0.2 pl steril tiiplere eklendi. Kullanilan master mix (Promega, M7502) nukleazlardan
armdirilmis dH,O, 50 U/ml Tag DNA polimeraz ve enzimin tamponu, 400 uM dNTP
ve 3 mM MgCl, icermektedir. Ayrica GC bdlgelerinin sebep oldugu ikincil yapilarin

azalmasini saglayan sivi betaine 5 M (Sigma, B 0300-5 VL) kullanildi. Karisim iyice



homojenize edildi. PCR islemi otomotik sicaklik dongiisii saglayan cihazda (Bio-Rad

MyCycle) yapildi (Tablo 7) .

Tablo 6. MEFV Ekzon 2 Igin 30 pl’lik PCR Reaksiyonunda Kullanilan Bilesenler ve

Miktarlar1

MEFV Ekzon 2 Miktar
PCR icerigi (]
Master mix 14
Betaine 4
Primer Forward 1.5
Primer Revers 1.5
dH,O 6
DNA 3
Toplam 30

Tablo 7. MEFV Ekzon 2 Bolgesi PCR Is1 Degisiklikleri

Basamak Sicakhik Zaman Dongii sayisi
1 95 °C 7 dk 1
94 °C 45 sn
2 54°C 30 sn 30
72°C 30 sn
3 72 °C 7 dk 1
4°C 00
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3.3.1.4. PCR iiriinlerinin temizlenmesi

MEFV geni ilk PZR islemi ile g¢ogaltildiktan sonra dizi analizi yapilacak
irlinlerin temiz olmasi reaksiyon sonunda olusacak arka plandaki bantlarin

Onlenmesinde 6nemlidir.

1.PCR’dan sonra elde ettigimiz amplikonlar PCR piirifikasyon kiti (Agencourt
AMPure, ABD) kullanilarak temizlendi. 30 pl PCR {iriiniiniin {izerine 84 pl Agencourt
AMPure konularak iyice pipetaj yapildi ve oda sicakliginda 2-3 dakika inkiibe edildi.
Siire sonunda &rnek plagr manyetik alana konuldu ve 10 dakika inkiibe edildi. Islem
sonunda amplikonlar 6rnek plaginin duvarina yapismis sekilde bulunur, siipernatant
pipet ile plak duvarma degdirilmeden almarak atildi. Uzerine %70’lik 200 pl etanol ile
iki kez yikama yapild1 ve 30-40 saniye beklendi. Manyetik alandan kaldirilarak etanol
ortamdan uzaklastirildi, gerektiginde 3-5 dakika 37°C ’de inkiibe edildi. Kurutulduktan
sonra 40 pl ¢H,O konuldu, homojenize olana kadar pipetaj yapildi. Ornek plag: tekrar
miknatisa konuldu manyetik boncuklar plak duvarma yapisirken PCR {iriinleri su i¢inde
kalir. PCR triinleri jele yliklenerek amplikon kalitesine bakilarak sekans PCR ’ma

girecek amplikon miktar1 tayin edildi.

3.3.1.5. Agaroz jelin hazirlanisi

PCR iiriiniin boyutuna gore %?2,5’luk jel i¢in 1,25 g agaroz (Sigma, A5093-
5006) tartilarak 200 ml ’lik erlen igerisine eklendi. Uzerine son hacim 50 ml olacak
sekilde 1X TBE (Dr. Zeydanli, 090557) tamponu ilave edilerek mikrodalga firinda

(Beko, Md 1500) kaynatilarak ¢oziildii. 3 pl ethidium bromide ilave edilerek karistirildi.
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Hazirlanan jel, mini jel yatag: igerisine dokiildii ve icine yiikleme kuyulari
olusturmak i¢in taraklar yerlestirilip oda sicakliginda katilasmaya birakildi Jel
katilastiktan sonra taraklar cikartilarak ornek yiiklenmesi i¢in elektroforez tankina

(Protrans, 001) yerlestirildi.
3.3.1.6. PCRiiriinlerinin agaroz jele yiiklenmesi

Jel tankina yerlestirilen jelin iizerine 1X TBE tamponu eklendi. PCR {iriiniinden
Sul, yiikleme boyasindan (Amresco, E190) ise 1ul almarak ayr1 bir yerde karistirildi.
Karisim jelde olusturulan kuyulara sirasiyla yiiklendi. Jele yiiklenen PCR {iriinleri 80 V
sabit gerilim ve 30 mA akim (Biometra, PP3000) ortaminda 100 bp DNA belirteci ile

birlikte yiiriitiildii (Sekil 5).

Sekil 5 . Ekzon 10 PCR Uriinlerinin Agaroz Jelde Goriintiisii
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MEFYV Ekzon 10 ve Ekzon 2 bolgesinin igaretli ddNTP’ler ile ¢ogaltilmasi i¢in
20’ser ul’lik PCR reaksiyonu karistmi hazirlanmasma gegilir bu reaksiyon igin

kullanilan bilesenler ve miktarlar1 Tablo 8 ve Tablo 10°daki gibi sirasi ile eklenir.

Tablo 8 . MEFV geni Ekzon 10 Bolgesinin Isaretli ddANTP’ler ile Cogaltilimasi Igin 20
ul’lik PCR Reaksiyonunda Kullanilan Bilesenler ve Miktarlar1

MEFYV Ekzon 10 Miktar
PCR icerigi (1]
DTCS Quick st.mix 10
Primer (Forward) 0,7
dH,O 6,3
PCR f{irtinii (amplikon) 3
Toplam 20

Tablo 9. MEFV geni Ekzon 10 Bélgesinin Isaretli ddNTP ’ler ile Cogaltilmasinda
Kullanilan PCR Isil Degiskenleri

Basamak Sicakhik Zaman Dongii sayisi
1 95°C 2 dk 1
96 °C 20 sn
2 55°C 30 sn 30
60°C 4 dk

3 4°C 00
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Tablo 10 MEFV geni Ekzon 2 Bélgesinin Isaretli ddNTP’ler ile Cogaltilmasi I¢in 20
ul’lik PCR Reaksiyonunda Kullanilan Bilesenler ve Miktarlar1

MEFV Ekzon 2

PCR icerigi

DTCS Quick st.mix
Primer (Forward)
dH,O

PCR firtinii(amplikon)

Toplam

3.3.1.7. Sekans PCR sartlari

Tablo 11. MEFV geni Ekzon 2 Bolgesinin Isaretli ddNTP’ler ile Cogaltilmasinda
Kullanilan PCR 1s1l Degiskenleri

Basamak Sicakhk Zaman Dongii sayisi
1 95 °C 2 dk 1
96 °C 20 sn
2 56 °C 30 sn 30
62°C 4 dk
3 4°C ()

Bu islem tamamlandiktan sonra firiinler tekrar bir temizleme isleminden

gecirildi.
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2. PCR olan sekans PCR’indan (Tablo 9 ve 11) sonraki piirifikasyon su sekilde
yapildi. PCR tiiplerindeki amplikonlar spin edildi. Herbir sekans amplikonlarinin
iizerine 5 pl DSS (Dilate Stop Solution) konuldu. DSS 300 ul 4H,O, 120 pl 3M Py= 5,2
Sodyum Asette, 120 pl 100mM Na,EDTA Py= 8, 60 pl 20mg/ml Glikojen koyularak
hazirlandi. Sekans amplikonlar1 yeni bir 6rnek plagina aktarildi. 25 pl Agencourt
CleanSEQ (ABD) her bir kuyuya konularak pipetaj yapildi. Uzerine 110 ul %73 liik
izoprapanol konuldu ve iyice pipetaj yapildi. 13-15 dakika oda 1sisinda bekletilerek
amplikonlarm magnetik boncuklara yapismasi saglandi. Ornek plagi miknatish alana
almd1 ve magnetik boncuklarin kuyucuklarin duvarina yapismasi saglandi siipernatant
dikkatlice kuyucuktan ¢ikartilarak atildi. Uzerine 200 pl %73’liik izopropanol konup 3
dakika inkiibe edildi. Izopropanolun tamamen uzaklasmasi saglandi. Sonrasinda 6rnek
plagmnin her bir kuyucuguna 40 pl formamide konuldu ve PCR fiiriinleri tekrar kullanilir
hale getirildi. 10-12 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi ve homojen olacak sekilde
lyice ¢Oziildii. Plak magnetik alana alindi ve 5 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.
Amplikonlar magnetik boncuklara dokunulmadan almarak temiz O©rnek plagina

yerlestirildi izerlerine 1’er pl mineral yag damlatilarak cihaza ytiklendi.

3.3.1.8. DNA dizi analiz reaksiyonu

DNA dizi reaksiyonu daha once elde edilen PCR iiriinlerinin floresan isaretli
dideoksiniikleotitler kullanilarak isaretlenmesine dayanir. Bu amagla iirlinler “cycle
sequencing” denilen yeni bir PCR dongiisiine sokulur. Cycle sequencing isleminde PCR
dirtinleri kalip DNA islevini goriir. DNA polimeraz varliginda tek bir primer yardima ile
floresan isaretli dideoksiniikleotitler (ddNTP) zincire girer ve reaksiyon normal PCR

dongiisii gibi devam eder. Aradaki fark primerin uzamasi sirasinda isaretli ddNTP' lerin
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baglanmas1 ile zincirin sonlanmasidir. Reaksiyon sonucunda olusan renkli DNA
fragmentleri, kapiller tiip i¢ine doldurulan polimerde ayristirilir. Yiirlime sonucunda
ortaya cikan renkli pikler, lazer okuyucu tarafindan saptanarak analiz programma

aktarilir.

3.3.1.9. DNA dizi analizinin degerlendirilmesi

DNA dizi analizlerinde degisimler, MEFV geninin referans dizisi ile
karsilagtirilarak tespit edildi. CEQ8000 dizi analiz cihazindan elde edilen ham dizi
verileri CEQ8000 Genetic Analysis System adli genotipleme yazilim programina
aktarilarak karsilastirma (Alignment) yapildi. Sonrasinda Heterozigot ve homozigot baz
degisimleri, bu yazilim araciligi ile analiz degerlendirmeleri yapildi. Aminoasid

degisimleri http://fmf.igh.cnrs.fr/ISSAID/infevers/disease_menu.php?n=1(27.03.2011)

internet adresi kullanilarak tespit edildi.

Yapmis oldugumuz DNA dizi analizlerine ait normal mutasyon bulunmayan
analiz goriintiisii, heterozigot mutasyon bulunan c¢alisma 6rnegi ve homozigot sonug

elde edilen analizlere ait birer 6rnek verilmektedir (Sekil 6, 7, 8).
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ial 370 380 390 DD 410 420 E
Hﬂtmnce;ctctgggccccttcaacctatcttcagccctgggacacﬂﬂgatggagggaagaacacagctcctctgact
Sequence ?CTCTGGGCCCCTTCMCCTATCTTCAGOCCTGGGACACGATGGAGGGAAGAACACAGCTCCTCTGACT
Consensus ?CTCTGGGCCCCTTCMCCTATCTTCAGOCCTGGGACACGATGGAGGGAAGAACACAGCTCCTCTGACT

Error B
4
74010, 273 Analyzed Data
4 £ 330 40
SIS_ECAGCCCTGGGACACGTGATGGAGGG
30
d o
o
LTS
. 1.0
05 &
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Sekil 6. MEFV geni ne ait normal (wild) tip de DNA dizi analiz goriintiist.

Reference

gggcggagctgccagcctgcggtgcagccagcccGIAggccgggagggggctgtcgaggaagcccctg

Sequence

GEGCGEAGCTGCCAGCCTGCGLT GCAGCCAGCCC GﬂAGGC COLEAGGLEECT GTCRAGGAAGLCCCTG

Consensus

GEGCGEAGCTGCCAGCCTGCGGT GCAGCCAGCCC GHAGGC COEGAGGLEECT CTCRAGGAAGLCCCTG

Error

Kl

E
-

1342, 184

Analyzed Data

154

wi

Auore scenoe

(e

00
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Sekil 7. MEFV genine ait Heterozigot tip de DNA dizi analiz goriintiisii.
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Reference |t agcaggcgggtcgggggaacgetggacgectggtactcattttecttMeattat caccacee

Sequence | TAGCAGGCGEET CGGGGEAACGCTGEACGCCTGETACTCATTTTCCT TS CATTATCACCACCE,

Consensus | TAGCAGGLGGET CEGGGEAACGCTGGACGCCTGATACT CATT T TCCT TMGCAT TAT CACCACCE,

Error
4 |
19140723 Analzed Data
L§ '; T G 4 :;.::l T T T G c 1) T G 5?3 c i T T 4 T c
3:
Bt
& -
xe
£ g
3 E
c 03
e
0

[
4550 4300 4350 o0 5050

100

IIIIIIIIIIIIIII
150 00 150

Sekil 8. MEFV genine ait homozigot tip de DNA dizi analiz goriintiisii.
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4. BULGULAR

Calismamizda 2008-2011 yillar1 aras1 laboratuarimiza rutin FMF analizi i¢in
gelen 2530 FMF 0n tanili hasta alinmistir. Calisma grubumuzu olusturan hastalar Dogu
Anadolu Bolgesinde yasayan ya da niifus kiitiigli bu bolgedeki illerde olan kisilerden
olugsmaktadir. Hastalarin niifus kiitiikkleri basta Erzurum olmak iizere Agri, Kars,
Erzincan, I1gdir, Ardahan, Bing6l, Mus, Van ve Erzurum un smir komsusu olan Bayburt
ve Artvin illerini kapsamaktadir. Calismamizda 2530 hastada MEFV geninin ekzonl0
ve ekzon2 bolgelerinde DNA dizi analizi yapilmistir. Hasta grubumuzda normal
genotibe sahip kisilerin oran1 %58.58 (n=1482) iken mutasyon bulunan hastalari orani

da % 41.42 (n=1048) olarak hesap edilmistir.

Calisilan hasta grubuna bakildiginda hastalarda erkeklerin orami %47,80

(n=1210) iken kadinlarin orani da % 52.20 (n=1320) olarak goriilmiistiir (Tablo 12).

Tablo 12. Cinsiyete gore Genotip dagilimi Wild :Normal mutasyon bulunmayan
genotip, Heterozigot: Tek bir mutasyon degisim goriilmesi, Homozigot: Ayni
mutasyonun iki allelde goriilmesi, Birlesik heterozigot: Iki farkli mutasyonun

bulunmasi, Kompleks heterozigot: U¢ mutasyonun bulunmas: seklinde ifade edebiliriz.

Erkek Kadin Toplam
Mutasyon
Say1  Yiizde(%) Say1  Yiizde(%) Say1
Wild 716 59.2 766 58 1482
Heterozigot 327 27 337 25.5 664
Homozigot 67 5.5 72 5.5 139
Birlesik heterozigot 99 8.2 143 10.8 242
Kompleks 1 2 3
. 0.1 0.2
Heterozigot

Toplam 1210 47.8 1320 52.2 2530
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Ayrica laboratuarimiza FMF analizleri i¢cin basvuruda bulunan hastalarm
basvuru tarihi itibariyle 1-20 yas arasi oran %62,7 iken 21 ve iizeri hastalarin orani da

%37,3 olarak goriilmektedir.

Calisma grubumuzdaki mutasyon dagilimina baktigimizda ise heterozigot,
homozigot, birlesik (kompant) heterozigot ve kompleks heterozigot mutasyon goriilen
1048 FMF 06n tanili hasta arasinda mutasyonlardan; M694V nin %57,16 (n=599) orani1
ile ilk sirada oldugunu, ve onu swrasiyla %27.19 (n=285) orani ile V726A , %20.80
(n=218) oran1 ile M680I, %8,87 (n=93) oram ile R761H, ekzonl0 mutasyonlar1 ve
%6,68 (n=70) oran1 ile E148Q ekzon2 bolgesi mutasyonunun bulundugunu
gormekteyiz. Hasta grubumuzda nadir goriilen mutasyonlar ise ekzonlO bdlgesinde
A744S (n=15) ve M6941 (n=3) goriiliirken, ekzon2 bolgesinde de E148V (n=3), T2671
(n=3), E167D (n=2) ve L110P (n=1) goriilmiistiir. (Tablo 13)

Tablo 13. MEFV geni Ekzon 10 ve Ekzon 2 bélgeleri mutasyonlarin sadece mutasyon

tastyan bireyler arasindaki dagilimlar1.

Mutasyonlar Heterozigot Homozigot Toplam

(n:1048) N % N % N %
M694V 494 47,14 105 10,02 599 57,25
V726A 275 26,24 10 0,95 285 27,29
M680I1 196 18,70 22 2,10 218 20,99
R761H 92 9,06 2 0,19 94 9,25
E148Q 68 6,49 2 0,19 70 6,77
A744S 15 1,43 0 0 15 1,43
M694I1 3 0,29 0 0 3 0,29
E148V 3 0,29 0 0 3 0,29
T2671 3 0,29 0 0 3 0,29
E167D 2 0,19 0 0 2 0,19
L110P 1 0,10 0 0 1 0,10
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Calismis oldugumuz 2530 kisilik FMF 6n tanili hasta grubunda, nokta
mutasyonlarin dagilimlarina baktigimizda; mutasyonlarm goriilme siklig1 sirasiyla
M694V %23.68, V726A %11.74, M680I %8.15, R761H %3.68, E148Q %2.73, A744S
%0.59, M6941, E148V, T2671 mutasyonlarmi %0.12, E167D %0.08 ve L110P

mutasyonunu da %0.04 olarak goriilmiistiir.

Tablo 14. MEFV geni Ekzon 10 ve Ekzon 2 bdlgeleri mutasyonlarin genel c¢alisma

grubundaki dagilimlar.

Mutasyonlar Heterozigot Homozigot Toplam

(n:2530) N % N % N %
M694V 494 19,53 105 4,15 599 23,68
V726A 275 10,87 10 0,87 285 11,74
M680I 196 7,75 22 0,40 218 8,15
R761H 92 3,64 2 0,04 94 3,68
E148Q 68 2,69 2 0,04 70 2,73
A744S 15 0,59 0 0 15 0,59
M6941 3 0,12 0 0 3 0,12
E148V 3 0,12 0 0 3 0,12
T2671 3 0,12 0 0 3 0,12
E167D 2 0,08 0 0 2 0,08
L110P 1 0,04 0 0 1 0,04

Yaptigimiz analizler sonucunda 1048 hastada heterozigot genotip orani
%63.33 (n=665), homozigot genotip oran1 %13.14 (n=138), birlesik heterozigot genotip
orani %23.24 (n=244) ve kompleks genotip orani1 da %0.30 (n=3) olarak goriilmektedir

(Tablo 15).
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Tablo 15. Calisilan hasta grubuna ait MEFV geni genotip sonuglar1.

Mutasyon (n=1048) Genotip Say1 %
M694V 309 29,43
V726A 164 15,62
Heterozigot M680I (G/C) 97 9,24
(n=665) R761H 53 5.06
%63,33 E148Q 27 2,57
A744S 10 0,95
M6941 3 0,29
T2671 1 0,10
M694V 105 10,00
Homozigot M680I (G/C) 22 2,10
(n=138) V726A 9 0,86
%13.14 R761H 1 0,10
E148Q 1 0,10
M694V/M680I (G/C) 58 5,52
M694V/VT726A 68 6,48
M694V/R761H 28 2,67
Birlesik (kompant) heterozigot
M694V/E148Q 26 2,48
(n=242)
M694V/A744S 2 0,19
%23,24
M694V/E167D 2 0,19
M694V/T2671 2 0,19
M680I (G/C)/VT26A 29 2,76
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M680I (G/C)/R761H 4 0,38
M680I (G/C)/E148Q 5 0,48
M680I (G/C)/A744S 2 0,19
M680I (G/C)/E148V 2 0,19
V726A/R761H 6 0,57
V726A/E148Q 7 0,67
V726A/A744S 1 0,10
V726A/E148V 1 0,10
E148Q/E148V 1 0,10
E148Q/L110P 1 0,10
E148Q/R761H/R761H 1 0,10
Kompleks Heterozigot (n=3)
M694V/VT726A/E148Q 1 0,10
%0.30
M694V/E148Q/E148Q 1 0,10

FMF hastaliginin otozomal resesif gecisli olmasi nedeniyle; calismamizda
birlesik heterozigot, kompleks heterozigot ve homozigot genotipler hasta, heterozigotlar
tastyic1 olarak degerlendirildigi zaman 2530 kisi icinde hastalik oraninin %15.14,

tastyicilik oraninin ise %26.28 oldugu gorildi.
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5. TARTISMA

Yapmis oldugumuz calismada 2008-2011 yillar1 arasinda  Atatiirk
Universitesi T1p Fakiiltesine ait Arastirma hastanelerinin, pediatri, dahiliye, fizik tedavi
servisleri basta olmak iizere cesitli kliniklerinden, FMF 6n tanili olarak Tibbi Biyoloji
A.D Molekiiler tan1 ve Doku Tiplendirme laboratuarimiza gonderilen ve aile kokeni
Dogu Anadolu Bolgesi (¢ogunlugu Erzurum) olan 2530 hastaya ait MEFV geninin
ekzonl0 ve ekzon2 bolgelerine ait DNA dizi analiz sonuglar1 yapilarak

degerlendirilmistir.

Molekiiler analizlerin gelisimine kadar FMF hastalig1 tanisy; klinik bulgular,
aile kokeni ve FMF hastaligmin tedavisinde kullanilan kolsisin isimli ilaca hastanin

vermis oldugu yanita gore tan1 konulup tedavi uygulanmaktaydi.

Ailesel Akdeniz Atesi 6zellikle karin agrisi, ates ve eklem agrilari gibi
belirtileri gostermektedir. Agirlikli olarak Dogu Akdeniz ve cevresindeki iilkelerde

yaygin olarak goriilen inflamatuar bir hastaliktir.

MEFYV geniyle ilgili yapilan dizi analizleri sonucunda 2011 yili itibariyle FMF
hastaligmin nedeni olan 200 farkli mutasyon ve polimorfizim tespit edilmistir.'® Bu
degisimler MEFV geninin eksprese ettigi protein iizerinde, protein yapisini degistirerek
fonksiyonunu bozacak sekilde olusumlara neden olmaktadir. 1997°de bu proteini
olusturan DNA’nim 10. ekzonunda degisimler incelenerek ilk olarak M694V, V726A ve
M680I missens mutasyonlar1 tanimlanmistir. Bu ¢alismalarin ardindan ise 1998’de 2.

ekzondaki missens mutasyonlar tanimlanmaistir.

FMF; basta Dogu Akdeniz iilkeleri olmak lizere Akdeniz ¢evresinde yaygin olan

bir hastaliktir. Ulkemizde de ciddi oranda tastyiciliga sahiptir. En ciddi komplikasyonu
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bobrek yetmezligine neden amiloidozdur. Karm agrisi, ates, eklem agrilar1 gibi
bulgularla gen¢ yasta kendini gdsteren fenotip I veya ilerleyen yaslarla amiloidozla
kendini gdsteren Fenotip Il de ¢ok ciddi durumlar ortaya cikabilir. FMF hastalig1 diger
periyodik ates sendromlari ile karistirilabilmektedir. Bundan dolayr FMF hastaliginin
tanisinda molekiiler calismalar daha onemli olmaktadir. Molekiiler ¢aligmalar bir¢ok
yontemle yapilabilir ama bunlarin igerisinde en saglikli sonuglarin alindigi sekans DNA
dizi analiz yontemidir ve molekiiler analiz teknikleri arasinda altin standart olarak kabul

edilmektedir.

Ulkemizde farkl bolgelerde MEFV geni FMF hastahigi ile ilgili olarak yapilmis
olan calismalara baktigimizda bizim caligmamizdaki bilgilerle ortiisen ve Ortiismeyen
bulgular1 farkhliklar1 ¢ok rahat olarak gorebilmekteyiz. Yapilan ¢alismalarin

degerlendirmelerini yaptigimizda ise;

Ozalkaya ve arkadaslar1® izmir’de yapmis olduklari calismada 308 kisiden
olusan hasta ve 164 saglikli bireyden olusan calisma gruplarinda MEFV gen
mutasyonlarmin dagilim oranlar1 sirasiyla; M694V % 46, M680I %15.6, E148Q 9%12.8
ve V726A %]1 olarak goriilmiistir. M694V bizim calismamizda da en sik goriilen
mutasyonken M680I 3. swrada ve E148Q nokta mutasyonu da 5. swrada goriilen

mutasyon olmaktaydi.

Akm ve arkadaslarmnm® Ege bolgesinde 1201 hastadan olusan caligmalarinda
mutasyon oranlart M694V %47.60, E148Q %10.76, M680I %11.94, V726A %12.95
olarak goriilmiistiir. Bu grubun g¢alismasinda en sik goriilen ilk ii¢ mutasyon bizim
calismamizdaki mutasyon siralamasiyla ayni olarak goriilmektedir. R761H siralamada
goriilmezken E148Q da bizim calismamizdan farkli olarak daha yiliksek bir siklikta

goriilmektedir.
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Ozdemir ve arkadaslarinin® Sivas civarmda 3340 hastadan olusan
calismalarinda mutasyon oranlar1 sirasiyla M694V %43.12, E148Q %20.18, M680I1
%15, V726A %11.32 olarak goriilmiistiir. Bu calisma da 6n plana ¢ikan mutasyon ise
diger bolgelere gore E148Q nokta mutasyon oranmin ¢ok daha fazla siklikla
goriilmesidir. Bu calisma Dogu Anadolu bdlgesinde yapilan bir ¢alisma olmasina

ragmen bizim ¢aligmamizdaki bulgular arasinda farkliliklar goriilmektedir.

Ozcan ve arkadaslar® Kirikkale civarinda 126 hastadan olusan ¢alismalarinda
ise nokta mutasyon prevalanslari;; M694V %31.80, E148Q %13.60, M6801 %13.60,
V726A %9.10 olarak gériilmiistiir. Bu ¢alisma Ozdemir ve arkadaslarmin ¢alismasiyla
ortismektedir. Fakat bizim c¢alismamiza gore farkhiliklar vardwr. E148Q nokta
mutasyonu bizim calismamizda 5. siradayken Kirikkale civarindaki ¢alismada en sik
rastlanan 2. mutasyon oldugu goriilmektedir. Ve yine diger bir farkhilik ise V726A
nokta mutasyonunda goriilmektedir bizim c¢alismamizda en sik goriilen ikinci

mutasyonken Ozcan ve grubunun yaptig1 ¢alismada 4. sirada goriilmektedir.

Tunca ve arkadaslarmin® 1090 hastadan olusan ¢alismalarinda M694V %51.40,
M680I %14.40 ve V726A nokta mutasyonu %38.60 olarak goriilmiistiir. Bu ¢alismada
yine ¢alismamizdan farkliligt M680I ile V726A mutasyonlarmmin dagilim sikliklarinda

gormekteyiz.

Demirkaya ve arkadaglarmm® 330 hastadan olusan caligmalarinda M694V %350,
M680I %14.10, V726A 9%9.70 ve E148Q nokta mutasyonu da %1.37 olarak
goriilmiistiir. Yine bu calismada da mutasyonlarin prevalans siralamasi bizim

calismamizdakinden farkli ¢iktig1 gortiilmektedir.



48

Yigit ve arkadaslarmin’® Karadeniz bolgesinde 625 hastadan olusan
calismalarinda mutasyon prevalanslari swrasiyla M694V %33.90, M680I %15.80,
V726A %4.90, E148Q %3.50 olarak goriilmiistiir. Bu ¢alismada, c¢alismamizdan farkl
olarak R761H nokta mutasyonu sik goriilen mutasyonlar arasinda goriilmemektedir.
V726A nokta mutasyonu bizim g¢alismamizda ikinci sirada goriiliirken bu calismada
ticlincii sirada ve goriilme sikligi da %4.90 olarak bizim buldugumuz sonuglardan diisiik

oranda bulunmustur.

Evliyaoglu ve arkadaslar’’' Diyarbakir da FMF siiphesi tastyan 332 ¢ocuk
hastada yapmis olduklar1 analizler sonucunda sirasiyla mutasyonlar1 E148Q %30.8,
M694V %18.3, P369S %10.6, V726A %8.6, A744S %2.9, R761H %2.9, M6941 %]1.9,
K695R %1.9 ve 1692del %1.0 siklikta gozlemlemislerdir. Bu ¢alismada E148Q en sik
goriilen nokta mutasyonuyken bizim calismamizda bu mutasyonun besinci sirada

oldugu goriilmektedir.

Diindar ve arkadaslar1’> Kayseri civarinda 2067 hastadan olusan ¢alismalarinda
bulgular sirasiyla M694V %50.50, M680I %21.26 , E148Q %19.86 , V726A %15.34 ,
R761H %4.4 olarak goriilmiistiir. Bizim ¢alismamizin Diindar ve arkadaslarinin yapmis
oldugu c¢alismadan farki M680I mutasyonunun bizim c¢alismamizda {i¢iinclii en sik

goriilen mutasyon E148Q degisiminin ise besinci siklikta goriilen mutasyon olmasidir.

Etem’in” Elazig da 1100 hastadan olusan ¢alisma grubunda ise M694V %?21.6,
E148Q %19.1, V726A 9%9.7 ve M680I %9.5 oraninda goriilmektedir. Yine bu
calismada ¢alismamizdan farkli olarak E48Q prevalansi en sik goriilen ikinci mutasyon

M680I da dordiincii mutasyon olarak goriilmektedir.



49

Yine Dogu Anadolu bdlgesinde yapilan diger bir calismada, Yesilada ve
arkadaslarinin’® Malatya da FMF 6n tanili 197 hastada yaptiklar1 calismada ki bulgular
sirasiyla; M694V %31, M680I %12, E148Q %9, A744S %4 ve V726A %3 olarak
saptanmistir. Bolgemizde yapilan bir ¢calisma olmasina ragmen bizim c¢alismamizda
ikinci siklikta goriilen V726 A mutasyonu Malatya ve civarini kapsayan bu calismada
besinci siklikta goriilen bir mutasyon olarak goriilmektedir. Bu farkliligin nedeni ise
bizim calisma grubundaki 6n tanili hastalarin ¢ogunlugunun Erzurum ve civarinda

yasayan hastalardan olugsmasidan kaynaklanmaktadir.

Bonyadi ve arkadaslari’” iran’da 524 hastada yapmus olduklar1 ¢alismada
goriilme siklig1 en ¢ok olan mutasyon M694V %42,4 oraninda iken bu mutasyonu
sirasiyla V726A %17, E148Q %16.2 , M680I %15,2 ve R761H %4.7 takip etmektedir.
Iran da yapilan bu cahyma grubundaki hastalarin tamammi Azeri Tiirkleri
olusturmaktadir. Bu ¢alismayla bizim ¢aligma arasinda ki farklilik E148Q mutasyonun

ticlincii siklik da olmasi bizim ¢alismamizda ise besinci sik goriilen mutasyondu.

Sarkisian ve arkadaglar1’® Ermenistan Erivan da 3000 hastada yapmis olduklari
calismada nokta mutasyonlar1 sirastyla M694V %50.6, V726A %?22.3, M680I %18.7,
R761H %3.2, M6941 %0.4, E148Q %2.2, F479L %1.3 mutasyonlar1 goriilmiistiir.
Ayrica bu calismada 250 kisiden olusan saglikli bireyler de kontrol grubu ig¢in
kullanilmis ve mutasyonlarm siklig1 sirastyla; MEFV geni ekzon 10 da M694V %4.7,
V726A %4.6, M680I %1.8, R761H %0.2; ekzon5 de F479L %0.4; ekzon3 de P369S
%4.9 ve ekzon2 bolgesinde de E148Q 9%3.4 olarak goriilmiistiir. Bu yaptiklar:
calismada hasta ve saglikli bireyler arasinda mutasyonlarm goriilme sikliklar:
siralandiginda E148Q mutasyonunda farklilik goriilmektedir. Hastalar da besinci sirada

ve %2.2 olarak goriiliirken, saglikli bireylerde iiglincii sirada ve % 3.4 olarak hasta
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bireylerden daha fazla oranda goriilmektedir. Ermenistan da yapilan bu caligmayla
bizim dogu Anadolu bdlgesinde yaptigimiz ¢alisma ekzonl0 ve ekzon2 deki mutasyon

siralamas1 yoniinden birbirine benzemektedir.

El Gezery ve arkadaslar’’”” Misir iskenderiye de 316 hasta iizerinde yapmus
olduklar1 aragtirmada ki bulgular ise M6941 %34, E148Q %22.7, V726A %15.6, M6801
%12.1, ve M694V %7.8 olarak gosterilmistir. Bizim yapmis oldugumuz analizlerde
M6941 sadece 3 hastada %0.12 siklikta goriiliirken Misirda ki bu c¢alismada en sik
goriilen mutasyon olarak goriilmektedir. Bizim ¢alismamizda ve iilkemizde yapilan tim
calismalarda M694V mutasyonu en sik goriilen mutasyonken Misirda yapilan bu

calisma da en az siklik da goriilen mutasyon olarak goriilmektedir.

Jalkh ve arkadaslarmm’ Liibnan Beyrut da 376 hastadan olusan calisma
grubunda yapmis olduklar1 analizler sonucunda; M694V %28.98, M6941 %12.10,
V726A 9%19.28, M680I %5.72 ve E148Q 9%10.10 olarak goriilmektedir. Bizim
calismalarimizda 9%0.12 oraninda goriilen M6941 mutasyonu Liibnan toplumunda en sik
goriilen tglincii mutasyon olarak goriilmekte bizim c¢alismamizda tigiincii en cok
goriilen ve iilkemizdeki yapilan diger ¢alismalarda genellikle ikinci en sik goriilen
M6801 mutasyonu besinci sirada goriilmektedir. R761H mutasyonu da en sik goriilen

bes mutasyon arasinda gdsterilmemektedir.

Mattit ve arkadaglarmmn’ Suriye de 83 hasta ve 246 saglikh bireyden olusan
calismalarinda bulgular soyledir. Hasta bireylerdeki mutasyon dagilimi sirasiyla;
M694V %45.8, VT26A %13.9, M6801 %9.6, E148Q %6, M6941 % 4.8, A744S %]1.2 ve
R761H %0.6 olarak goriilmektedir. Saglikli bireylerden olusan kontrol gruplarinda ise
dagilim yiizdeleri swrasiyla; E148Q %6.6 , V726A %2.3, M694V %0.83 olarak

goriilmiistiir. Bizim calismamizla karsilastirdigimizda goriilme sikligr yiiksek olan ilk
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iic mutasyon siralama olarak bizim bulgularimizla ortiismektedir. Bizim calismamizda
R761H mutasyonu goriilme siralamasinda 4. E148Q mutasyonu da 5 siklikta goriilen
mutasyondur. Ayrica M694] mutasyonunun bizim c¢alismamizda goriilme sikligi

diisiikken Suriye de yapilan ¢alismada 5. sirada goriilen mutasyondur.

Giaglis ve arkadaslarmin®® Yunanistan da 156 hastadan olusan calismalarinda ki
bulgular su sekildedir; M694V %38.1, M680I %19.7, V726A %12.2, E148Q %10.9 ve
E230K 9%6.1. Bu calismadaki bulgular1 degerlendirdigimizde M694V mutasyonu hem
iilkemizde yapilan hem de bizim ¢alismamizdaki bulgularla ortiismekte en sik goriilen
mutasyon olmaktadir. Bizim calismamizda R761H mutasyonu en sik goriilen 5
mutasyon arasindayken bu calismada goériilmemekte ve yunanlilarin ¢alismalarindaki

E230K bizim ¢aligma grubunda hi¢ goriilmemistir.

Filistin de Ayesh ve arkadaslarmm®' 511 hastadan olusan calismalarinda ise
mutasyon dagilimlart M694V 49%, V726A 16.7%, M6941 11.9% ve E148Q 8.5%,
M680I 4.4% olarak belirlenmis olup bu calismada en sik goriilen ilk iki mutasyon
calismamizla ayni olup bizim calismamizda M6941 goriilme sikligi diisikken M680I
mutasyonu ise bizim ¢alismamizda en sik goriilen {iclincli mutasyon olmustur. Ayrica
bu calisma da bizim ¢alismamizda 2 hastada goriilen ekzon2 mutasyonlarindan E167D

1 hastada goriilmiistiir.

Calismamizda 3 hasta da gozlemlemis oldugumuz E148V mutasyonu da Medlej-
Hashim ve arkadaslarmm® RFLP yontemiyle yaptiklar calismada 1 liibnanl hastada

belirlemislerdir.

Calismamizda 2 FMF 6n tanili hasta da M694V mutasyonuyla birlesik

heterozigot olarak goriilen E167D mutasyonu ise ilk olarak Bernot ve arkadaslarmm®
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yaptiklari ¢alismada tek bir ermeni asilli bireyde gostermislerdir. Ayrica ¢alismamizda 3
hastanin ikisinde M694V ile birlesik heterozigot digerinde heterozigot olarak analiz
ettigimiz T267] mutasyonu da ilk olarak yine Bernot ve arkadaslarmm® bu
calismasinda tespit edilmistir. 1299 FMF 6n tanili hastadan olusan baska bir calisma
grubunda ise ciddi klinige sahip tek bir hastada T2671 heterozigot olarak goriildiigii

belirtilmistir.**

Calismamizda 15 hastada heterozigot yada birlesik heterozigot olarak
gdzlemledigimiz A744S ise daha ¢ok arap toplumlarinda goriilmektedir.”” *° ilk olarak

83

da Bernot ve arkadaslarmm® calismasinda s6z edilmektedir. Ulkemizde de Ankara,

Malatya ve Diyarbakir da yapilan ¢alismalarda goriilme sikliklar1 hakkinda bilgiler

. . . T71.74
verilmistir.”" 7* 8¢

Yaptigimiz analizler sonucunda tek bir hastada gozlemledigimiz L110P ilk
olarak 2000 de Ispanya Mallarko adalarinda yasayan Yahudi kokenli olan Chuetas’lar
da calisilan ve 26 kisiden olusan calismada belirlenmistir.®’ Japonlarin yapmis oldugu
birka¢ calismada da bu mutasyondan bahsedilmektedir. Migita ve arkadaslarinm®®
rheumatoid arthritisli 126 hastada ve 86 hasta olmayan kontrol grubundan olusan
calismalarinda L110P mutasyon dagilimini hasta grubunda %9.5 kontrol grubunda ise
%9.2 olarak gostermislerdir. Yine diger bir ¢alisma grubu olan Tsuchiya-Suzuki ve
arkadaslar’®™ 80  kisilik FMF  hasta gruplarmda L110P  mutasyonunu

L110P/E148Q/M6941 kompleks heterozigot olarak %17.5 olarak tespit ettiklerini

belirtmislerdir.

Yapmis oldugumuz bu calismada iilkemizde en sik goriilen 5 mutasyon M694V,
M680I, V726A, R761H ve E148Q mutasyonlar1 tespit edilmistir. Ayrica A744S ve

iilkemizde yapilan calismalarda az veya hi¢ rastlanmayan M6941, E148V, T267I,
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E167D ve L110P mutasyonlarmma da rastlanmistir. Ulke genelinde yapilan ¢alismalara
baktigimizda en sik goriilen mutasyon M694V olmaktadir. Ardindan en sik goriilen
M680I iken bizim calismamizda V726A ikinci sirada yer almaktadir. Ulke genelinde
yapilan ¢alismalara baktigimiz da M694V mutasyonu haricinde diger mutasyonlar i¢in
genel bir siralama yapmamiz miimkiin goriilmemektedir. Bolgelere hatta sehirlere gore
bile bu mutasyonlarm siralamasi degisiklik gostermektedir. Sadece su genellemeyi
yapabiliriz lilkemizde en sik goriilen mutasyonlar M694V, M680I, V726A ve E148Q

mutasyonlaridir diyebiliriz.

Calismamizda FMF 06n tanili olarak laboratuarimiza 2008-2011 yillar1 arasinda
miiracaat eden 2530 hastaya ait MEFV geni ekzonl0 ve ekzon2 boélgelerine ait analiz
sonuclar1 kullanilmistir. Biz ¢calismamiz1 klinik olarak mutasyonlarin FMF hastaliginin
fenotipe etkisinden ziyade genotipteki degisimlerin ve bolgemizde MEFV geninde
goriilen mutasyonlarla bu mutasyonlarin  goriilme  sikliklarmnin  istatistiksel

degerlendirmesidir.

Gilintimiize kadar Tiirkiye’de FMF mutasyonlar1 PCR/RFLP, ARMS, FMF
StripAssay, Mikroarray, Real-Time PCR ve son yillarda oldukg¢a giivenli bir yontem
olan DNA Dizi Analizi yontemleri ile tespit edilmistir. DNA Dizi Analizi sadece tespit
edilen ve sik goriilen mutasyonlar1 degil bunlarin haricinde MEFV geninde daha genis

olarak ekzonlarda var olan tiim degisimlerin tespitini saglamaktadir.

Calismamizda kullandigimiz ve son yillarda gelisen DNA Dizi Analizi (sekans)
teknolojisinin otomasyona adapte edilmesiyle rutin analizlerde kullanma imkani
dogmustur. Bu teknolojinin modifiye edilebilir olmasindan dolay1 yeni uygulamalarda

da kolaylikla kullanilabilmektedir.



54

Calismamizda yapilan DNA dizi analizleri sonucunda M694V  9%57.25
mutasyonlar aras1 %23,72 siklikla da genel hasta grubunda gorilmiistiir. V726A
mutasyonlar bazinda %27,29 olarak goriiliirken genel gruptaki dagilimi da %11,3 olarak
tespit edilmistir. M6801 mutasyonlar bazinda %20,99 iken genel gruptaki siklig1 %8,66
olarak goriilmiistir. R761H %8,68 ve genel dagilimda %3.60 olarak belirlenmistir.
E148Q 1se %6.77 ve genel dagilimda da %2.77 siklikta goriilmiistiir. A744S %1.43 ve
genel dagilimda %0.59 olarak goriilmiistiir. Ayrica lilkemizde ender goriilen veya hig
goriilmeyen ekzonl0 mutasyonlarindan M6941 ekzon2 mutasyonlarindan ise L110P,

E148V, E167D ve T2671 mutasyonlarma rastlanmaistir.

Bizim ¢aligmamiz Hasta sayisinin ¢oklugu ile bir¢cok calismaya gore oldukca
genelleyici bir ¢alisma olmustur. Incelemis oldugumuz yurtici ve yurtdis1 makalelerle
bir genelleme yaparsak diinyada goriilen FMF mutasyonlarmin yaklagik %90-95 i1
calistigimiz ekzon2 ve ekzonlO bolgelerinde bulunmaktadir. Ayni zamanda bir¢ok
calismada gosterilen ve tespit edilen ekzon3 ve ekzon5S mutasyonlarina da bakmak
gerekir. Bu mutasyonlarin frekanslarmim azlig1 ve her bir hasta i¢in ayr1 ayr1 DNA dizi

analizi (sekans ¢aligmasi) gerektirdiginden bizim ¢alismamizda uygulanmamastir.

Calisilan MEFV geni ekzon bolgelerinde mutasyon varliginda %100 e yakin net
sonuglar verilir. Dolayisiyla bakilan ekzonlarda mutasyonun varligi énemli bir teshis
arac1 olarak kullanilmaktadwr. Fakat c¢alisilmayan MEFV geni ekzon bdlgelerinde
mutasyonun olmadig: iddia edilemez. Hastaligin klinigine ve teshis kriterlerine gore
exon2 ve ekzonl0 da mutasyon bulunamadiginda daha ileri bir tetkik olarak diger ekzon

bolgelerine de bakilmasi gerekir.
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SONUC

FMF 0n tanili olarak laboratuarimiza miiracaat eden tiim hastalarda MEFV geni
ekzonl0 ve ekzon2 bolgeleri DNA Dizi Analizi (sekans) yontemiyle analiz edilmistir.
Ulkemizde sik goriilen mutasyonlarm yani sira diger baz degisimleri de tespit edilmistir.
Toplanan verilerin (1s1ginda) istatistiki analizleri yapilarak mutasyonlarin hem
mutasyon tastyan hastalar hem de mutasyon bulundurmayan genel FMF 6n tanili

hastalar arasindaki dagilimlar1 hesaplanmustir.

Ayrica hasta grubundaki bireylerin cinsiyet dagilimlar1 ve hastaligin

belirtilerinin genel olarak hangi yaslar arasinda daha sik goriildiigii de belirlenmistir.

Mutasyon tastyan 6n tanili hastalar Heterozigot, Homozigot, Birlesik (kompant)
heterozigot ve kompleks heterozigot olarak gruplandirilmistir. Calismamizda en sik
goriilen ilk bes mutasyon sirasiyla M694V %57.25, V726A %27.29, M680I %0.99,
R761H %8.68 ve E148Q ise %6.77 olarak goériilmiistiir. Bu yilizdeler mutasyon bulunan
1048 hasta icerisindeki dagilim1 gostermektedir. Genel ¢alisma grubundaki (2530 FMF
on tanil1 hasta) mutasyon sikliklar1 da sirasiyla M694V %23.72, V726A %11.30, M6801
%8.66, R761H %3.60 ve E148Q %?2.77 olarak belirlenmistir. MEFV geni ekzonl0
mutasyonlarindan A744S 1.43% ve M6941 0.29% olarak tespit edilmistir. Ayrica
toplumuzda az veya hi¢ goriilmeyen ekzon2 mutasyonlarindan E148V ve T2671 %0.29
(n=3) olarak goriiliirken E167D %0.19 (n=2), L110P ise %0.01 (n=1) siklikla tespit

edilmistir.
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