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OZET

MEFV GENININ EXON 2 BOLGESINDEKI Arg202GIln POLIMORFiZMININ
BOLGEMIZDEKI SIKLIGI VE EXON 10°’DAKI MUTASYONLAR iLE
ILISKiSi

FMF (Familial Mediterranean Fever) veya Ailesel Akdeniz Atesi (AAA),

tekrarlayan ates, serozal, sinovyal ya da kutan6z inflamasyon sikayetleri ile tesbit edilen

otozomal resesif kalitilan sistemik otoinflamatuar bir hastaliktir.

FMF hastaligina neden olan gen 16. kromozomun kisa kolunda (16p13.3)
haritalanmistir. MEFV geni 15 kb uzunlugunda 3505 niikleotidden olusmaktadir. FMF
genin kodladig1 proteine Pyrin/Marenostrin denilmektedir. Pyrin 781 aminoasitten
olusan bir proteindir ve bu proteinin inflamasyonda regiilatdr olarak gorev yaptigi

diistiniilmektedir.

Pyrin granulosit, monosit, dendritik hiicre ve sinovyal fibroblastlarda eksprese

olur. Ayrica dalak, akciger ve kasta da eksprese edilir.

FMF’in nedeni pyrin proteinini kodlayan MEFV geninde resesif kalitilan
mutasyonlardir. FMF tastyic1 frekanst Dogu Akdeniz populasyonunda ¢ok yaygindir.
Hastalik genel olarak Tiirk, Arap, Askenazi olmayan Yahudi ve Ermenilerde yaygindir

ve tasiyict orani yiiksektir. Hastaligin en ciddi sorunu renal amiloidozdur.

Olgu grubu belirlenirken MEFV geninin ekzon 2 bdlgesinde R202Q degisiminin
oldugu 186 hasta calismaya alindi. Ekzon 2 bolgesinde R202Q gen degisimi bulunan
hastalarda bu degisimin Ekzon 10 bolgesindeki mutasyonlar ile iliskisi arastirildi. Tim
orneklere DNA Dizi Analizi yapildi. Calisma sonucunda R202Q degisimi olan 186

hastada Ekzon 10 bolgesinde yer alan M694V (%71) ile 6nemli bir iliski gosterdigi,
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M680I (%8,6) , VI26A (%8,1) , R761H (%4,3) , A744S (%0,5) mutasyonlart ile iliski

gostermedigi goriildii.

Anahtar Kelimeler: FMF, Arg202GIn Polimorfizmi, MEFV gen mutasyonlar1.
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ABSTRACT

FREQUENCIES OF Arg202Gln POLYMORPHISM AT THE REGION OF
EXON 2 in MEFV GENE AND ITS ASSOCIATION WITH EXON 10

MUTATIONS

Familial Mediterranean Fever (FMF) is an autosomal recessive disease

characterized by recurrent attacks of inflammation of serosal membranes.

The gene, which is related to the FMF, is localised on short arm of chr16
(16p 13.3). It consists of 3505 nucleotid with 15 kb length. The product of FMF gene is
called Pyrin/Marenostrin. Pyrin involves 781 aminoacid and plays a role for

inflammation.

Pyrin protein is expressed in granulocyte, monocytes, dendritic cells and

fibroblasts. Moreover, spleen, lung and muscle cell are also expressed the protein.

The frequency of FMF carriage is high at the population of Eastern
Mediterranean region. The prevalence of the disease is frequently high among Turkish,

Arabs, Jews and Armenians populations.

The study plan was made according to presence of R202Q polymorphism in
patients 186 subjects. In these subjects, exon 2, R202Q polymorphism was compared to
existance of exon 10 mutation. All DNA samples were analyzed by DNA sequence. The
results of the study represented that M694V (%71) mutation was significantly
associated with R202Q polymorphism, less significant other mutations were found as

follow; M68OI (%8,6), V726A (%8,1), R761H (%4,3) and A744S (%0,5).

Key Words: FMF, Arg202GlIn polymorphism, MEFV gene mutations



1. GIRIS ve AMAC

Ailesel Akdeniz Atesi (FMF) resesif kalitim gosteren 6zellikle Yahudi, Erment,
Tiirk ve Arap’larda yaygin goriilen otoimflamatuar bir hastaliktir. FMF kisa stireli ates
ve periton, plevra, eklemler ve deriyi i¢ine alan bolgesel enflamasyon belirtileri gosterir.
FMF enflamasyonun da etkilenen dokuya ¢ok sayida polimorf lokosit, notrofil ve hizli
akut faz yanit elemani gonderilir. FMF, bazi hastalarda ilerleyici sistemik AA
amiloidoz, bobrek yetmezligi ve 6liime yol agabilir. Cogu hastada, hastalik 20 yasindan
once baglar. Atipik ataklar her birkac hafta ya da ay, 12-72 saat arasinda siirer. Ataklarin

e 1,2
aras1 semptomsuzdur fakat enflamasyon devam edebilir. ™

FMF den sorumlu gen 1992 yilinda pozisyonel klonlama yontemi kullanilarak
16p13.3 bolgesinde tanimlanmistir. MEFV, 781 amino asit kodlayan 10 ekzona sahiptir.
Protein {riinii pyrin ya da marenostrin olarak adlandirilir. Su ana kadar 186’dan fazla
FMF ile iliskili mutasyon belirlenmistir. Dogu Akdeniz populasyonlarinda mutant allel
tastyict siklig1 cok yiiksektir. Ekzon 10 daki 3 mutasyon M6801, M694V ve V726A
yaygindir. Populasyondaki yiiksek tasiyici frekansi heterozigot se¢ilimi ile agiklanabilir.
Heniiz tanimlanmamis enfeksiyon ajanlarina karsi artan direncin buna neden oldugu

diisiiniilmektedir.’

Son caligmalar gostermistir ki FMF mutasyonlar1 Ispanyol, Italyan, Yunan,

Kiird, Yahudi olmayan Kafkaslilar, Hindliler ve Cinlilerde gijriilmektedir.4

Cogu FMF iligkili mutasyonun tek aminoasit degisimi ve birkag aminoasit
duplikasyon/delesyon mutasyonlar1 oldugu goriilmiistiir. Sadece iki mutasyon ekzon 2

de cerceve kaymasi ve ekzon 10 da nonsense mutasyon olarak bildirilmistir.



Populasyona bagli olarak FMF hastalarinin %30’u protein kodlanan dizi igerisinde

mutasyon tagir. FMF’in dominant olarak kalitildig1 birka¢ durum rapor edilmistir.’

Bizim ¢alismamizda FMF 0n tanisi ile laboratuarimiza gelmis olan hastalarda
MEFV geninde 2.Ekzonda R202Q degisimi incelenmis ve bu genin 10.Ekzonundaki
mutasyonlar ile siklig1 belirlenmeye ¢alisilmistir. Bu ¢alisma; klinik olarak R202Q’nun
FMF hastaliginin fenotipi iizerine etkisinden ziyade, R202Q degisimini heterozigot
veya homozigot tasiyan bireyler arasinda bu genin 10. ekzondaki mutasyonlar ile

sikligin1 gdsteren istatistiksel bir analiz calismasidir.



2. GENEL BIiLGIiLER

FMF karmn zari, eklem iltihabi, ates ve erizipel benzeri eritem ile
tanimlanabilinen otozomal resesif bir hastaliktir. FMF in en Onemli tahrip edici
etkilerinden biri bobrek ve bobregin disinda diger organlarda da olusabilen
amiloidozdur. Hastalik Akdeniz ¢evresi lilkelerde yaygin olmakla beraber Akdeniz
cevresinde olmayan Birlesik Devletler ve Japonya’da da rapor edilmistir. FMF
hastaliginin biiylik olasilikla prevalensi en yiiksek olan iilke Tiirkiye’dir. Anadolu’da
FMF dagilim orani yaklagik olarak 1:400 diir. Tiirklerde en sik rastlanan mutasyonlar
M694V, M680I, V726A, E148Q dur. FMF’de cinsiyet, SAA (Serum Amiloid A)

polimorfizmi ve ¢evresel faktorler prognozunda etkili olmaktadir.*

2.1. Tarihge

Ailesel Akddeniz Atesi ilk olarak 1900 yillarda rapor edilmistir. Hastalik ilk kez
1908 yilinda Janeway ve Mosenthal tarafindan “degisik bir proksismal sendrom” adu ile
tanimlanmustir.® Bundan sonra hastaligin ayrmtili tanimlanmasi 1945 yilindan itibaren
baslamlstlr.7 FMF’in 6limciil sonuglara neden olan komplikasyonu olan amiloidoz
1952 yilinda tanimlanmustir.® Heller ve ark.? 1958 yilinda ilk kez Ailesel Akdeniz Atesi
tanimin1 kullanmis ve hastaligin otozomal resesif gegtigini gostermistir. Tiirklerde ilk
kez 1946’da rapor edilmis ve 1955’de hastalik olarak Yarkin ve ark. tarafindan
bildirilmistir.°

[lk defa 1972°de Goldfinger’ tarafindan kolsisinin FMF fiizerine etkisi

gosterilmistir.

1992°de Ailesel Akdeniz Atesinden sorumlu olan gen MEFV 16. Kromozomun

kisa kolunda haritalandiktan sonra birbirinden bagimsiz Uluslararasi FMF



Konsorsiyomu ve Fransiz FMF Konsorsiyomu tarafindan bu gen klonlanmis ve bu

genden kodlanan proteine pyrin veya marenostrin adini vermislerdir.'®

MEFV geni ve tasidigi mutasyonlarin ortaya ¢ikmasi iizerine FMF’in yaygin
oldugu pek c¢ok iilkede MEFV mutasyonlar1 ve bu mutasyonlarin fenotipe etkisi
arastirilmistir. Hastaligi meydana getiren molekiiler mekanizma halen tam anlamiyla

¢oziilebilmis degildir."

2.2. Epidemiyoloji ve Patogenez

FMF, otozomal resesif kalitim gosteren, diinya capinda 100000°den fazla insani
etkileyen, kalitsal periyodik hastaliklar arasimda en yaygin olanidir.'> Ailesel Akdeniz
Atesi daha ¢ok Dogu Akdeniz, toplumlarda ozellikle Askenazi olmayan Yahudiler,
Ermeniler, Tiirkler ve Araplar arasinda yaygindir. Hastalik diger toplumlarda da nadir
olarak goriilmektedir. Ulkemizde ise hastalik Akdeniz kiyilarindan ¢ok, aile kdkenleri
Kastamonu, Sinop, Tokat, Sivas, Kayseri, Malatya, Kars, Erzurum, Erzincan ve Agri’ya

dayanan bireylerde daha sik goriilmektedir.’

Tirkiye’de FMF goriilme sikligi %0,1 ve mutasyonu tasiyicilik oram %20

olarak saptanmistir."

Bazi calismalarda hastaligm erkek ve kadinlardaki orani 1,5-2.0:1.0 olarak'®,
erkeklerde daha ¢ok goriildiigii bildirilmis ise de, hastaliktan her iki cinsiyetinde ayni

oranlarda etkilendigi gdsterilmistir."?

Gilintimiizde FMF hastaligiin etyopatogenezi tam olarak kesinlesmemistir. FMF
patogenezi hakkinda birgok goriis mevcuttur. Etyopatogenezi gilincel olarak aciklayan

goriis, inflamasyon yanitinda bir bozukluga dayanan goristiir. Buradaki ilk bozukluk,



defektif notrofil lizozom fonksiyonuna bagl olarak ortaya ¢ikan 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 olustu§unda reseptoriine baglanir ve inflamasyon
olaylarinin meydana gelmesine neden olur. Pyrin proteini ise ASC ye baglanarak ASC-
prokaspaz-1 iligkisini 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 lizerinde
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 diisilk olmasini saglayarak

ataklarin olusmasima 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-1 i¢in diizenleyici
roliine ek olarak pyrinin parcalanmasi 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) mRNAlarinin {iretiminin artigi gésterilmistir.16 Atak



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
calismalarinda FMF geninin mRNAs1 bulunamamustur.'® Pyrin proteinin noétrofillerde
ifade edilmesi bu proteinin inflamasyonlarda regiilator olarak gorev aldigi hipotezini

giiclendirmektedir."’

2.3. FMF Genetigi

FMF hastaligina yol agan MEFV geni 16. kromozomun kisa kolunda
bulunmaktadir(Sekil.1). MEFV geni 10 ekzondan olusmakta ve Pyrin denilen proteini

kodlamaktadir.
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Sekil 1. 16. Kromozomda MEFV Lokalizasyonu NCBI

FMF hastaligi otozomal resesif gecis gosteren bir hastalik olmasma ragmen
dominant gegiside gosterilmistir. Bu 6zel durum daha ¢ok yalanci dominant gegis olarak
adlandirilir 6zellikle ciddi mutasyonlar1 tasiyan esler akraba ve aile ici evliliklerde
yiiksek oranda meydana geldigi agiklanmustir.’” MEFV geni 10 ekzonluk bir gen olup
781 aminoasitlik bir pyrin veya marenostrin ad1 verilen proteini kodlamaktadir. MEFV

de tesbit edilen mutasyonlar ekzon 1, 2, 3, 5, 9 ve 10°da bulunmaktadir. Bu gende



ozellikle ikinci ekzon ve onuncu ekzon mutasyonlarin en ¢ok goriildiigii kisimlar
olmaktadir. MEFV genindeki mutasyonlarin ¢ogu bu proteinin aminoasit dizilimini

degistirmekte ve hastaliga yol acan ataklara neden olmaktadir.”

2009 yil itibariyle FMF veri tabaninda 186 gen degisimi bildirilmistir* (Sekil
2). Mutasyonlarin ¢ogu yanlis anlamli mutasyon seklinde olup, proteinin
(Pyrin/Marenostrin) yapist ve fonksiyonunu degistirmektedir, simdiye kadar tesbit
edilmis mutasyon ve polimorfizmler ve aminoasit degisiklikleri Tablo.1’de verilmistir.
Bu 186 gen degisimi igerisinde ozellikle 5 mutasyon tipi M694V, M680I, V726A,
R761H, E148Q FMF hastaliginda en sik rastlanilan mutasyonlardir. Bu
mutasyonlarimdan M694V, M680I, V726A, R761H ekzon 10°da E148Q ise ekzon 2’de
yer almaktadir. Farkl sikliklarla olmakla beraber M694V mutasyonu daha agir klinik

seyir izlemekte ve amiloidoz gelisimi ile iliskisi oldugu diistiniilmektedir.

Giaglis ve ark.”' Ortadogu ve Akdeniz cevresindeki iilkelerde yapmis olduklari
calismada FMF hastaligin1 olusturan MEFV gen mutasyon sikligini sirasi ile Ekzon
10°da M694V, V726A, M680I Ekzon 2’de E148Q ve yine Ekzon 10°’da M694I olarak

bildirmislerdir.

Son zamanlarda yapilan epidomiyolojik ¢alismalarda ise Yilmaz ve ark.**’lar

Tiirk populasyonundaki FMF yiizdesini 1:1075 olarak gdstermislerdir.

Yilmaz ve ark.* yine Tiirk populasyonunda yapmus olduklar1 calismada ise FMF
hastaligint olusturan bu gende (MEFV) meydana gelen mutasyon sikligini sirasi ile
M694V, M6801, E148Q, V726A olarak tesbit etmisler ve diger yapilan ¢aligmalar gibi

M694V mutasyon sikliginin benzer oldugunu géstermislerdir.



Bernot ve ark,” yapmig olduklar1 bir ¢alismada R202Q degisiminin pyrin

proteinin N-terminalinde meydana gelen bir polimorfizm oldugunu so6ylemektedirler.

Yunanistanl bir grup arastiricinin Yunanistan’da Yunan populasyonu arasinda
yapmis olduklar1 bir ¢calismada R202Q gen degisimine rastladiklarini ve saglikli kisiler

arasinda R202Q heterozigotlugunun (%25) yaygin oldugunu gostemislerdir.’

Ayrica Uluslararas1 FMF Konsorsiyomu da R202Q’nin siklikla rastlanilan bir
polimorfizm oldugunu bildirmektedir.”’ Ulkemizde ve bélgemizde R202Q gen degisimi

ile ilgili epidemiyolojik bir aragtirma yapilmamustir.

2.4. Polimorfizmler (Single Nucleotide Polymorphism, SNP)

Diger genomlar gibi, insan genom DNA's1 da statik degildir, aksine, degisik
tiplerde kalitsal degisikliklere maruz kalmaktadir. Yeni mutasyonlar bir bireyin
germinal veya somatik hiicrelerinde olusur. Eger germinal hiicrelerde gergeklesen bir
mutasyon bireyin iiremesine engel olmuyorsa gelecek nesillere aktarilabilir ve
populasyondaki frekansi artabilir. Allelik dizilerdeki varyasyon, (eger bir varyantin
frekans1 0,01'den biiyiikkse) DNA polimorfizmi olarak tanimlanir. Insan genomik
DNA'sinin ortalama heterozigotluk orani 0,0037 olarak hesaplanmistir. Allelik
dizilerdeki varyasyon, mutasyon orani relatif olarak diisilk oldugundan nadiren yeni
mutasyonlarm bir sonucu olarak meydana gelir. Bu nedenle, bir bireydeki farkli allelik

diziler de novo mutasyonlarla ortaya ¢ikmaz, kalitlanir.**

Genomik DNA {izerinde gozlenen polimorfizmler; populasyon genetigi, ilag
calismalary, adli tip caligmalari, organ nakli, kanser ve genetik hastaliklarin

arastirilmasinda 6nemli bakis acilar1 olusturmaktadir.



MEF VNM 000243.1 (16p13.3)
DNA: 14600bp, mRNA: 3499bp, Protein: 78laa

Positions 2TI2TR LR R 126071261 13536/1357  1587/1588 161071611 1726A72T 17591760 1721793
Codons a3 304 4200421 452/453 S20530 537 570 587 5498

Sekil 2. MEFV Geninin Ekzonlarinda Tesbit Edilen Polimorfizmler ve Mutasyonlar
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Tablo 1. MEFV Geninde Goriilen Mutasyonlar, Polimorfizmler ve Aminoasit
Degisimler

NUKLEOTID KODON DEGISIMI ve
EKZON MUTASYON DEGiSiMi ETKiSiS
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—fsX130
2 P124H c.371C>A 124.Kodon Pro—His
2 390 391insGAGGGGAC ¢.382 390dup 390 391.Kodon
Glu—Asn
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 —GlIn
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—Ile
2 S1791 c.536G>T 179.Kodon Ser—lle
2 P18OR c.539 C>G 180.Kodon Pro—Arg
2 G196W c.586G>T 196.Kodon Glu—Trp
2 R202Q c.605G>A 202.Kodon Arg—GlIn
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
Asn—ArgfsX70
2 T2671 c.800C>T 267.Kodon Thr—lle
2 A268V c.803C>T 268.Kodon Ala—Val




Tablo 1. (devam)
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NUKLEOTID KODON DEGISIMI ve
EKZON MUTASYON DEGISIMI ETKiSiS
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
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 Gln—Lys
3 R408Q c.1223G>A 408.Kodon Arg—GlIn
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 V487 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 Ile—Val
5 I1513T c.1538T>C 513.Kodon Ile—Thr
5 G514E 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
8 MS582L c.1744A>C 582.Kodon Met—Leu
9 1591T c.1772T>C 591.Kodon Ile—Thr
9 AS595V 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
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Tablo 1. (devam)

NUKLEOTID KODON DEGISIMI ve
EKZON MUTASYON DECIsimi ETKiSiS
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 M680IGC c.2040G>C 680.Kodon Met—lle
10 M680IGA c.2040G>A 680.Kodon Met—lle
10 T6811 c.2042C>T 681.Kodon Thr—lle
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
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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2.5. FMF’de genotip ve fenotip iliskisi

FMF’e neden olan genin tanimlanmasindan sonra devam eden molekiiler
calismalar ve klinik bulgular ile bu hastaligin genotip ve fenotip iligkisi ortaya konmaya
baslanmis ve molekiiler tekniklerin gelismesi ile bu ¢alismalar hiz kazanmistir. DNA
dizi analizi 6ncesi donemde FMF’e neden olan mutasyonlarin tam olarak belirlenmesi
saglanamamis, DNA dizi analizleri ile bu mutasyonlar kesin olarak belirlenebilmistir.'®
FMF hastaligina neden olan gen MEF}”de en sik rastlanilan mutasyonlardan biri olan
M694V, bu hastaligin en 6te komplikasyonunu olusturan amiloidoz gelisimi arasinda

baglantmim oldugu ile ilgili birgok calisma yapilmugtir.* >

Halihazirda en fazla fenotip-genotip iliskisi M694V’ye aittir. M694V nin
homozigot yiizdesi fazla olmakla birlikte bazi hastaliklarla ve FMF hastalig1 ataklari ile
iligkili oldugu kanitlanmistir. M694V homozigot hastalarda amiloidoz daha erken
meydana gelmekte, eklem iltihabi olusmakta, ayrica gogiis agrisi, eritem gibi bir seri

hastalik da olugmaktadir.’

FMF hastaliginda MEFV geninde meydana gelen mutasyonlar diginda bazi
modifiye edici faktorlerde vardir. Modifiye edici faktér, bir hastaligin ortaya
cikmasinda zorunlu olmayan ve daha hafif etki edebilecek Ozellik kazandirabilen
genetik  faktorlerdir. Bu modifiye edici faktorlerden birt MICA (Major
Histocompatibility Complex Class-I chain-related gene A) dir. M694V nin homozigot
olmas1 durumunda bu modifiye edici etkilerden olan MICA A9 hastaligin etkisini erken
yaslarda gosterir. Ayrica MICA A4’iin bulunmasi durumunda hastalik daha hafif
siddette oldugu gdosterilmistir. Yine M694V mutasyonunu homozigot tasiyan MICA AS

alleline sahip olanlarda amiloidoz gelisiminde azalma oldugu bildirilmistir.’
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FMF hastaligina etki eden MEFV geni disinda modifiye edici molekiillerden biri
de Serum Amiloid Al o/a lokuslaridir. Akut faz proteinlerinden biri olan SAA 1
proteinin yikilmasi ile amiloidozu olusturan Amiloid Al ve A2 yi meydana getirir. Bu
nedenle SAA 1 geninin o/a genotipi renal amiloidoz oranmi arttrdigr B/f ve P/a

allellerinin ise amiloidoz gelisimine koruyucu etkisi oldugu bildirilmistir.*’

Yapilan bir ¢calismada M694V homozigot mutasyonuna sahip olan hastalarda
amiloidoz olugma olasilig1 yiiksek bulunurken bundan sonra ise ikinci en yiliksek oran

R202Q mutasyonunda saptanmistir.*

Ikinci ekzonda yer alan R202Q mutasyonunun Yunanlilarda homozigot
bulunmas1 FMF hastalig: ile iliskili oldugu gosterilmistir ve hastaligin atak sikligi ve

olusturacagi komplikasyonlarla da baglantili olabilecegi bildirilmistir. *'

FMF mutasyonlari i¢cinde en ¢ok rastlanilan M694V, M6941, M680I, E148Q gibi
mutasyonlar1 belirlemek i¢in bir¢ok molekiiler genetik yontem kullanilmaktadir. Bu
genetik analizler, FMF hastalarina taninin konmasint kolaylagtirmis ve tani sonrasi

kullamilacak ilag dozajinin ayarlanmasinda bir fikir olusturulmasma yardime1 olmustur.’

Amiloidoz olusumunda bu mutasyonlarin disinda cevresel faktorlerinde etkili

olabilecegi konusunda ¢alismalar yapilmustir.'>'

FMF hastaliginda ti¢ farkli fenotipin goriildiigii bildirilmistir. Bunlardan fenotip
I olan karmn agrilar1 olusturan kisa siireli fibril ataklarla kendini gdsteren form; fenotip II
amiloidoz ile iligkili formdur.”* Ugiincii form ise mutasyon olmayan tipik FMF hastalig1

bulgulari tastyan formdur.*
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2.6. FMF’de Klinik Bulgular

Ailesel Akdeniz Atesi hastalarinin %90’ ninda klinik bulgular, cocukluk ¢aginda
ya da ergenlik ddneminde ortaya cikar. Ilk AAA atag: ise %75 hastada yasamin ilk on
yil i¢erisinde goriiliir. Hastaligin daha ¢ok erkeklerde goriilebileciginin bildirilmesine
ragmen iilkemizde kiz ve erkek hasta sayilar1 birbirine esittir. Hastaligin klasik klinik
tablosunu, yenileyen ates ve poliserozit ataklar1 olusturur. Atagin siiresi ¢ogunlukla 3-4
gilin arasinda degismesine karsmn daha uzun ya da daha kisa siiren nobet sekilleride
olabilir. Ataklar, cogunlukla herhangi bir 6n bulgu vermeksizin ani olarak ortaya ¢ikar
ve daha sonra kendiliginden kaybolur. Ataklarda bulunan klinik bulgular cesitli
sekillerde olabilmesine karsin, en sik goriilen ndbet konbinasyonu ates, karin agrisi, ve
eklem bulgularidir. Cocuklarda yorgunluk, basagrist agiz ici yaralar olusabilir ve bu

belirtiler atak diginda da goriilebilir.

FMF hastaligmin baslangi¢ yasi da farklilik gostermektedir. Ozellikle erken
dénemlerde ortaya ¢ikmaktadir.”*

Fenotip I’de erken yaslarda yukarida da belirttigimiz semptomlar atak siiresinde

goriiniirken, fenotip II ise bu ataklar olmadan amiloidozun gozlenmesidir.** ¢

FMF hastaligt PFAPA, TRAPS ve HIDS gibi periyodik ates sendromlar1 ile
benzer belirti gdstermektedir. PFAPA (Periyodik Ates-Aftdz somatik-farenjit Adenopati
Sendrom)’y1 FMF den ayiran en 6nemli bulgusu bogazda tekrarlayici tarzda goriilmesi,
kolsisine cevap vermeme ve immiin siipresor olan steroide cevap vermesine dayanir.
TRAPS (Tiimor Nekrozis Faktor Reseptor Iliskili Periyodik Sendrom) ise otozomal
dominant kalitilan bir hastalik olup FMF’e benzer 6zellikler gostermekte, kas tutulmasi,

siddetli agri, gezici eritem gibi bulgular ile FMF’den ayrilr. HIDS (Hiper IgD
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Sendrom) tekrarlayan ates ataklar1 ile FMF’e benzer fakat IgD diizeyinin devamh
yiiksek olmasi ve servikal lenf nodlarmmn tutulmasi ile FMF hastaligimdan ayrilir.*
CINCA (Kronik Cocukluk Cagi Norolojik Deri ve Eklem Sendromu) otozomal
dominant olarak kalitilir. Kronik menenjit, eklem tutulmasi, ates olusturur, amiloidoz
goriilmektedir. Glukokortisteroidler tedavide kullanilir ve cevap alinir. MWS (Muckle-
Wells Sendrom) ve FCUS (Ailesel Sogukla Uyarilan Urtiker Sendrom) ates, halsizlik,
kas, eklem agrsis1 ve periyodik ates olusturmasi yoniinden FMF hastaligana benzer,

amiloidoz gelisimi vardir, anakirna gibi ilaglara kars1 cevap olusturur.*®

FMF tanisinda Tel-Hoshomer kriterleri uygulanmakta ve iki major veya bir
major, iki mindr kriter; muhtemel tani i¢inde bir major ve bir mindr kriter secici

olmaktadir.*
Tel-Hoshomer Kriterleri
Major Kriterler

e Poliserozit ile giden tekrarlayan ates ataklar1
e Baska bir nedene baglanamayan AA tipi amiloidoz

e Siirekli kolsisin tedavisine 1y1 yanit
Minor Kriterler

e Yenileyen atesli ataklar
e Erizipel benzeri dokiintii

e Birinci derece akrabada FMF hastaligi
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2.6.1. Ates

FMF’nin en sik goriilen klinik bulgularidir. Yalniz ates ile birlikte stiren nadir
ataklar olabilmesine karsin, ¢cogunlukla diger klinik bulgular ile birlikte goriiliir. Ates,
atak boyunca yiiksek kalir. Vucut 1s1s1 40°C diizeyine kadar yiikselebilir. Hatta atesli
donemlerde febril konviilziyon dahi goriilebilir. Baz1 hastalarda ates ¢ok yiikselmedigi
icin gozden kacabilir. Ayni hastanin bazi ndbetlerinde yliksek, bazilarinda diisiik

Slciilebilir.°

2.6.2. Karn agnisi

FMF’in atesden sonra en sik goriilen kinik bulgusudur. Hastalarin ortalama
%95’inde bulunur. Karm agrisi ¢ogunlukla orta karin bolgesine yerlesir. Karmn agrisi
klinikte cogunlukla kronik karin agris1 tablosu ile karistirilabilir. Bu nedenle hastalarin
ortalama %30-40’mnda tan1 atlanmakta ve apendoktomi uygulanmaktadir. Bu yiizden
FMF hastalarina elektif apendektomi yapilmasimi oneren arastirmacilarda vardir. Karin
agrisini ¢cogunlukla bulanti, kusma ve kabizlik eslik eder. Atak sonrasinda belirginlesen
ishal, hastaligin 6nemli klinik bulgularindan birisidir ve bu bulgularin yarisinda bu

dénemde diskida gizli kan bulunmaktadir.’®

2.6.3. Eklem bulgulan

Ates ve karin agrisindan sonra, FMF’in en sik goriilen 3. klinik bulgusudur
(%60-70) ve ates ve karm agris1 olmaksizin da ortaya ¢ikabilir. Eklem tutulmasi %70
olguda artrit, %30 olguda ise atralji seklinde goriiliir. FMF’deki atrit, cogunlukla alt
ekstremiteye yerlesen, sekel birakmayan, gezici olmayan, nonerozif, akut mono artrittir.

Genellikle birkag giin veya 1-2 hafta igerisinde kendiliginden kaybolur. Ailesel Akdeniz
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Atesindeki eklem tutulumunda, en ¢ok ayak bilegi ve dizler etkilenir. Daha sonra ise
strast ile kalca, el bilegi, omuz ve dirsekler hastaliga katilabilir. Tutulan eklem tipik
olarak olduk¢a sis ve kizarik goriinlimlidiir. Ayak bileginde olusan artritlerin
%50’sinde ayak sirtinda eritem gozlenir. Cok nadiren oligo veye poliartikiiler tipde
eklem tutulumu ve uzamis artritler goriilebilir. Birka¢ ay ya da yili bulan, ancak yine
spontan kaybolan bu kronik seyirli artritlerin %3-5 kadarinda geriye doniisiimsiiz
degisikler ortaya cikabilir. Ailesel Akdeniz Atesindeki artrit, baglangigta siklikla yanlis
tan1 alabilmekdedir. En ¢ok konulan yanlis tanilar ise akut romatizmal ates ve juvenil

kronik atrittir.®

2.6.4. Gogiis agnisi

Ailesel Akdeniz Atesindeki gogiis agrist olusan plorite ve perikardite bagh
olarak ortaya ¢ikar. Olusan agri1 cogunlukla tek taraflidir, gégiis alt tarafina ve dis yana
yerlesir. Atak swrasinda c¢ekilen grafide plevral sivi saptanabilir. Gogiis agris1 ates ile
gozlenir. Perikard tutulumu daha c¢ok akut perikardiyal tamponat seklinde olur ve ¢ok

nadirdir.®

2.6.5. Cilt bulgulan

Hastalarin yaklasik %20-25’inde cilt bulgularina rastlanir. En sik rastlanan cilt
bulgusu erizipeli andiran tipde goriilen eritemdir. Bu lezyon ¢cogunlukla ayak sirtinda ve
tibia alt yilizlinde 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 slire durmakta ya da gebelikte ortaya cikabilen nonspesifik purpuradan baska,

nodiilar eritem, makiilopapular dokiintii ve tirtiker ile goriilebilir.°
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2.6.6. Vaskiilit

Ailesel Akdeniz Atesinin seyri swasmnda belirgin olarak artmis 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 swrasinda ortaya ¢ikmaktadir ve FMF’e 6zgii
olan en 6nemli bulgusu, perirenal hematomdur. Cocukluk ve genclik ¢aglarinda ortaya
cikan PAN’da FMF mutlaka sorgulanmalidir. Diger bir vaskiilitik tabloda uzamis febril
miyaljidir. Yiiksek sedimantasyon hizi ve Kkortikostreoidlere belirgin yanitla

karakterizedir.®

2.6.7. Diger sistem tutulumlari

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

Nadirende hastaligin gidisi sirasinda aseptik menenjit goriilebilir.®

2.6.8. Amiloidoz

Ailesel Akdeniz Atesinin en Onemli ve prognozu en c¢ok etkileyen
komplikasyonudur. Ailesel Akdeniz Atesinde olusan sekonder amiloidoz AA tipindedir.
AA tipi amiloidoza yol acan ise, aktif donemde serum i¢inde uzun siireli yiliksek olarak
kalan akut faz reaktantlarmdan serum amiloid A (SAA)’ dir. Bu proteinin karaciger

tarafindan sentezlenen akut faz reaktani, serum amiloid A’nmn yikim {riinii olabilecegi
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diistiniilmektedir. Febril ataklar sirasinda serum amiloid A konsantrasyonu 1000 kat
artabilir. Hastalarin %30’unda ataklar arasinda da konsantrasyonun yiiksek kaldigi
gézlenmistir.37 FMF hastalarinda amiloidozun olusumu hastaligin atak sirasindan ve
siddetinden bagimsiz oldugu diisiiniilmektedir. Amiloidozun olusma siklig1 farkli etnik
gruplar arasinda farklilik gostermektedir. Askenazi olmayan Yahudilerde %80, Anadolu
Tiirklerinde %60 olarak bulunmustur. Yapilan son c¢alismalar ise, Tirk FMF

hastalarinda amiloidoz gelisiminin %7-13 oraninda oldugunu gostermektedir.*®

Akar ve ark.” yaptig1 bir calismada ise SAA o/o genotipinin amiloidoz gelisimi

acisindan 2,5 kat risk getirdigi gésterilmistir.

2.7. FMF Laboratuar Bulgulan

FMF hastaligmin laboratuarda incelenecek 6zel bir belirteci yoktur. FMF
hastalarinda C5a inhibitoriinii inaktive eden enzimin yetersiz olusundan bu enzimin
laboratuvar sartlarinda belirlenmesi zordur. Bunun disinda laboratuar bulgularina
baktigimizda bunlar i¢cinde Serum Amiloid A, fibrinojen ve C-reaktif protein gibi
inflamasyonda goriilen reaktantlarin artis1 s6z konusudur.'?Ayrica IL-2, IL-10, IL-17 ve
IL-18 gibi sitokin miktarlarinin degisimide FMF ‘in tanisinda bir nebze etkili

olmaktadir.*’ Yine IFN-[ diizeyide FMF hastalarinda atak siirecinde degismektedir.*!

2.8. Tedavi

FMF tedavisinde 1972 yilindan beri kolsisin kullanilmaktadir.” Kolsisin FMF
ataklarmi azaltir, dokularda amiloid birikimini engelleyerek amiloidoz gelisimini Onler.
Ayrica l0kositlerin hareketini engeller, 16kositler ve endotel hiicreleri iizerinde

adhezyon molekiiliiniin ekspresyonunu azaltarak inflamasyon bolgesine lokositlerin
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gdeiinii engeller*?, polimorfoniiklear hiicrelerde stokin tiretimini modiile edebilir.*® Yine
kolsisin serozal hiicrelerde C5a arttirdigt ve FMF ataklarin1 ortadan kaldirdig:
gosterilmistir.** Uygun dozda kullamlmadiginda ishal, geri doniisimlii miyopati ve

I6kopeniye neden olmaktadir.

Ayrica amiloidoz gelisen ve amiloidozun sonucu olarak meydana gelen nefrotik
sendromlar ve renal transplantayon yapilmis sekonder amiloidozlu hastalarinda

tedavisinde kullanilmalidir.

2.9. PYRiIN/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 dentritik hiicreler gibi
inflamasyonda gorev alan hiicrelerde daha ¢ok eksprese olmaktadir. FMF hastaligindaki
gorevi daha tam olarak anlasilamamasina ragmen inflamasyon reaksiyonlarinda indirekt
olarak gorev yaptig1 diistiniilmektedir. 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 ¢alismalarinda
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 2). Pyrin proteininin ilk 92 aminoasitlik kismi pyrin bolgesi
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olarak adlandirilmaktadir, mutasyonlar bu kismin gorev yapamamasi sonucu olusan
inflamasyonun devam etmesine sebep olurlar. Sekil 3. Pyrin Proteininin alt birimlerinin

sematik gosterimi.*

Microtubule: CD2BP1/PSTPIP1:
Adhesion, Phagocytosis, PAPA syndrome
Migration, Degranulation Regulates IL-1p secretion

T T

_ |
| || oHelix | | | COOH

NH,

I

/ Caspase-1 cleavage site
lxB-ci: NF-xB inhibition Caspase-1: IL-15 activation
14.3.3;:  P65: NF-xB activation Siva: Apoptosis

Cell signalling
ASC: Apoptosis
Apoptosis
Caspase-1 activation

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 domai

2.10. Molekiiler Teknikler
2.10.1. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR/PCR)

PZR, DNA’nm 6zgiil hedef dizilerinin bolgeye 6zgili primerler kullanilarak in
vitro ¢ogaltilmasidir. PZR islemi denatiirasyon denilen yiiksek sicakliklarda ¢ift zincirli

DNA molekiiliiniin ayrilmasi, hibridizasyon denilen ¢ogaltilmak istenen bolgeye uygun
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sicakliklarda primer denilen sentetik oligoniikleitidlerin baglanmasi ve polimerizasyon

denilen DNA zincirinin olusarak uzamasidir. Bu islem belirli miktarda tekrardan olusur.

2.10.2. DNA dizi analizi

DNA’nm sahip oldugu niikleotidlerin belirlenmesine DNA dizi analizi denir.
Allan Maxam ve Walter Gilbert’in kimyasal yontemi DNA'nin belirli bazlardan
kirilmasina dayanrrken Fred Sanger ve arkadaslarinin gelistirdigi yontem belirli bir

bazda sonlanan DNA zincir sentezidir.*®

a) Maxam-Gilbert yontemi: DNA’nm tek bir zinciri kullanilarak dizi analizi
yapilir. Bu tek zincirli DNA pargasinin 5’ucu poliniikleotid kinaz enzimi kullanilarak
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
parcas1 farkli boyuttadir ve S5’uclarindan radyoaktif olarak isaretlidir. Uriinler

elektroforez sonrasi otoradyografi ile goriintiilenir.*®

b) Sanger DNA dizi analizi yontemi: En ¢ok kullanilan DNA dizi yontemidir.
Dizisi belirlenecek DNA Once 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 (dAATP, dCTP, dGTP, dTTP) eklenir. Ayrica her tiipe didoksiniikleotid (ddATP,
ddCTP, ddGTP, ddTTP) denilen yapis1 degistirilmis deoksiriboniikleotidlerden bir
tanesi eklenir. Dideoksiniikleotidler 3’-OH grubu yerine 3’-H igerirler.
Deoksiribontiikleotidlerden biri daha sonra dizi analizi yapilabilmek i¢in radyoaktivite

ile isaretlenir. Her tiipe DNA Polimeraz konarak primer kalip zincirin komplementerni
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olusturacak bigimde 5°-3’yOniinde zincir uzatilr. DNA sentezi gergeklesirken DNA
polimeraz zincir yerine deoksiribonukleotid yerine ara sira dideoksiniikleotid takar.
Dideoksiniikleotid yapisinda 3’-OH bulunmadigi icin diger niikleotid ile 3’bagi
yapamaz ve DNA sentezi durur. Dort ayr1 niikleotidi igeren tiiplerde reaksiyon A, G, C
ve T ile sonlanacaktir. Her bir reaksiyon tiriinii jel elektroforezinde yan yana yiiklenerek
ayristirilir. Asagidan yukart dogru okunan niikleotid dizisi, kaliba komplementer olan

DNA zincirinin 5°-3’ydniindeki dizisine karsilik gelir.*®

DNA dizi analizi otomatik hale getirilmistir ve bu sistemde giinde yiizbinlerce
niikleotid dizisini belirleyebilen makineler kullanilmaktadir. Bu islemde, dort
dideoksiniikleotid analoglarindan her biri fakli floresan boya ile isaretlenmistir ve
boylece, ornegin, adenozin ile sonlanan zincirler bir renkte iken, sitozin ile sonlanan

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

Bu calisma 2009-2010 yillar1 arasinda Atatiirk Universitesi T1ip Fakiiltesi T1bbi
Biyoloji Anabilim Dalinda gergeklestirildi. Laboratuarimiza ¢esitli kliniklerden rutin
FMF mutasyon analizi i¢in gonderilen FMF 6n tanis1 almig 1700 hastada Ekzon 10, bu
hastalar i¢cinden 500 hastada da Ekzon 2 bolgesinde dizi analizi yapilmistir. Ekzon 10 ve

Ekzon 2 bolgelerinde yaygin olarak goriilen mutasyonlar tesbit edilmistir.

Olgu grubu belirlenirken 6nemli bir nokta olarak tiim 6rneklerde MEFV geninin
ekzon 2 bolgesinde R202Q degisiminin oldugu 186 hasta ¢alismaya alinmis olmasidir.
Hastalarin ¢alismamiza almabilirli§ine dair etik kurul karar1 Erzurum Etik Kurul

Bagkanligindan alind1.

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

kullanmadig1 bilgisi ve aile oykiisii 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 EZ1 Advanced Blood Kit-Qiagen kullanildi. 200-300 pl kan

orneginden 100 pl DNA elde edildi (5-50 ng/pl).
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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 kullanilmistir.

3.3.1.1. MEFV genin icin PZR reaksiyonunun hazirlanmasi

Toplam reaksiyon hacmi 30ul olacak sekilde Tablo 3’deki bilesenler sirasiyla
0,2 ml 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. Karisim iyice homojenize edildi. PZR islemi otomotik
sicaklik dongiisii saglayan cihazda (Bio-Rad MyCycle) yapildi (Tablo 4) . PZR sonunda

512 bp uzunlugunda iiriin elde edildi.

Tablo 2. Ekzon 10 Dizi Analizi I¢in 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 Bolgesinin Cogaltilmasinda PZR nin Bilesenleri ve
Miktarlar1

MEFV Ekzon 10 Miktar
PZR icerigi (1]
Master mix 14

Primer (Forwerd ve ya
Reverse) 3

[herbir primer i¢in SmM]

DNA (50 ng/pl) 3
dH,O 10
Toplam 30

3.3.1.2. PZR sartlan

Tablo 4. MEFV Ekzon 10 Bolgesi PZR 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

MEFV geninin ekzon 10 bdlgesinde heterozigot mutasyon olan ornekler igin
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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tecaaggggattetetetectotgeectgaatettgggecctaaacgtggga cagetteat cattttocatct gett stecttecag AATATTC
CACACAAGAAAACGGCACAGATGATTCCGCAGCGTCCAGCTCCCTGGEGGAGAACAA

GCCCAGGAGCCTGAAGACTCCAGACCACCCCGAGGGGAACGAGGEGAACGGCCCTCG
GCCGTACGGGEGGCGEAGCTGCCAGCCTGCGGTGCAGCCAGCCCGAGGCCGEGAGGEG
GCTGTCGAGGAAGCCCCTGAGCAAACGCAGAGAGAAGGCCTCGGAGGGCCTGGACGC
GCAGGGECAAGCCTCGGACCCGEAGCCCGGECCCTGCCGEGCGEEAGAAGCCCCGGCCC
CTGCAGGGCGCTAGAGGEGGGCCAGGCCGAGGTCCGGCTGUGCAGAAACGCCAGCTC
CECEGEEGEAGGECTGCAGGGGCTGGECGEGEEGCGCCCCGEGECAGAAGGAGTGCAGGC

CTTCGAAGTGTACCTGCCCTCGGGAAAGATGCGACCTAGAAGCCTTGAGGTCACCATT
TCTACAGGGGAGAAGGCGCCCGCAAATCCAGAAATTCTCCTGACTCTAGAGGAAAAG
ACAGCTGCGAATCTGGACTCGGCAACAGAACCCCOGECAAGGCCCACTCCGGATGGA
GGGGCATCTGCGGACCTGAAGGAAGGCCCTGGAAA TCCAGAACAATTCGGTCACCG

Sekil 4. Dizi Analizi I¢in Kullanilan Exon 2 Bélgesi ve Primer Oturma Bolgeleri.
(Kiigiik Harfli Siralanmis Bolge 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. Ekzon 2 icin PZR’1n hazirlanisi

Toplam reaksiyon hacmi 30ul olacak sekilde Tablo 6’daki bilesenler sirasiyla
0,2 ml 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
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homojenize edildi. PZR islemi otomotik sicaklik dongiisii saglayan cihazda (Bio-Rad

MyCycle) yapildi (Tablo 7) . PZR sonunda 650 bp uzunlugunda {iriin elde edildi.

Tablo 6. MEFV Ekzon 2 i¢in 30 ul’lik PZR Reaksiyonunda Kullanilan Bilesenler ve
Miktarlar1

MEFV Ekzon 2 Miktar

PZR icerigi (1]
Master mix 14
Betaine (0.67 M) 4
Primer

3
[herbir primer i¢in SmM]
DNA 3
dH,O 6
Toplam 30

3.3.1.4. PZR sartlan

Tablo 7. MEFV Ekzon 2 Bolgesi PZR Isil Degisiklikleri

Basamak Sicakhk 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 o
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3.3.1.5. Agaroz jelin hazirlanisi

PZR {iriiniin 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.

Hazirlanan jel, mini jel yatag: igerisine dokiildii ve i¢ine yiikleme kuyulari
olusturmak i¢in taraklar yerlestirilip oda sicakliginda donmaya birakildi. Jel donduktan
sonra taraklar dikkatlice c¢ikarilarak Ornek yiiklenmesi i¢in elektroforez tankina

(Protrans, 001) yerlestirildi.

3.3.1.6. PZR iiriinlerinin agaroz jele yiiklenmesi

Tanka yerlestirilen jelin tizerine 1X TBE tamponu ilave edildi. PZR iiriiniinden
Sul, yiikkleme boyasindan (Amresco, E190) 1ul alinarak ayri bir yerde karistirildi.
Karisim jelde olusturulan kuyulara sirasiyla yiiklendi. Jele yliklenen PZR iiriinleri 80 V
sabit gerilim ve 30 mA akim (Biometra, PP3000) kosullarinda 100 bp DNA belirteci ile

birlikte yiiriitiildii (Sekil 5).

Sekil 5. Ekzon 2 PZR Uriinlerinin Agaroz Jelde Goriintiisii
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3.3.1.7. PZR iiriinlerinin temizlenmesi

MEFV geninin ekzon 2 bdlgesi ilk PZR islemi ile ¢ogaltildiktan sonra dizi
analizi yapilacak iiriinlerin temiz olmasi reaksiyon sonunda olusacak arka plandaki

bantlarin 6nlenmesinde 6nemlidir.

1.PZR’dan sonra elde ettigimiz amplikonlar PZR piirifikasyon kiti (Agencourt
AMPure, ABD) kullanilarak temizlendi. 30 pul PZR iirliniiniin tizerine 84 pl Agencourt
AMPure konur iyice pipetaj yapilarak 2-3 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Siire
sonunda 6rnek plag1 magnetik alana konuldu ve 10 dakika inkiibe edildi. Islem sonunda
amplikonlar 6rnek plaginin duvarma yapismis sekilde bulunur, siipernatant pipet ile
plak duvarina degdirilmeden almarak atildi. Uzerine %70’lik 200 pl etanol ile iki kez
yikama yapildi ve 30-40 saniye beklendi. Manyetik alandan kaldirilarak etanol
ortamdan uzaklastirildi, gerektiginde 3-5 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Kurutuldukdan
sonra 40 pl ¢H,O konuldu, homojenize olana kadar pipetaj yapildi. Ornek plag: tekrar
miknatisa konuldu magnetik boncuklar plak duvarma yapisirken PZR firiinleri su i¢inde
kaldi. PZR iirlinleri jele yiiklenerek amplikon kalitesine bakilarak sekans PZR’ma

girecek amplikon miktar1 tayin edildi.

3.3.1.8. MEFV Ekzon 10 ve Ekzon 2 boélgesinin isaretli ddNTP’ler ile cogaltilmasi

MEFYV Ekzon 10 ve Ekzon 2 bolgesinin igaretli ddNTP’ler ile ¢ogaltilmasi i¢in
20’ser ul’lik PZR reaksiyonu karisimi hazirlanmasina gecilir bu reaksiyon igin

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



Tablo 8. MEFV Ekzon 10 Bélgesinin isaretli ddNTP’ler ile Cogaltilmasi Igin 20 pl’lik

PZR Reaksiyonunda Kullanilan Bilesenler ve Miktarlar1

MEFV Ekzon 10

PZR icerigi

DTCS Quick st.mix
Primer (Forward)
[primer i¢in SmM]
dH,O

PZR {iriinii

Toplam

Tablo 9. MEFV Ekzon 10 Bélgesinin Isaretli ddNTP’ler ile Cogaltilmasinda Kullanilan

PZR Isil Degiskenleri
Basamak Sicakhk Zaman Dongii sayisi
1 95 °C 2 dk 1
96 °C 20 sn
? 56 °C 20 sn 30
3 62 °C 4 dk 1
4°C ()
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Tablo 10. MEFV Ekzon 2 Bélgesinin isaretli ddNTP’ler ile Cogaltilmasi Igin 20 pl’lik
PZR Reaksiyonunda Kullanilan Bilesenler ve Miktarlar1

MEFV Ekzon 2

PZR icerigi
DTCS Quick st.mix
Primer (Forward)
[primer i¢in SmM]
dH,O
PZR {iriinii

Toplam

Tablo 11. MEFV Ekzon 2 Bélgesinin Isaretli ddNTP’ler ile Cogaltilmasinda Kullanilan
PZR 1s11 Degiskenleri

Basamak Sicakhk Zaman Déngii
sayis1
1 95 °C 2 dk 1
96 °C 20 sn
? 56 °C 20 sn 30
3 62 °C 4 dk 1
4°C ()

Bu islem tamamlandiktan sonra iiriinler tekrar bir temizleme isleminden

gecirildi.
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3.3.1.9. Dizi analizi yapilacak PZR iiriinlerinin Temizlenmesi

2.PZR olan sekans PZR’mndan sonraki piirifikasyon su sekilde yapildi. PZR
tiiplerindeki amplikonlar spin edildi. Herbir sekans amplikonlarmin tizerine 5 pl DSS
(Dilate Stop Solution) konuldu. DSS 300 pul 4H,O, 120 pl 3M Py= 5,2 Sodyum Asette,
120 pl 100mM Na,EDTA Py= 8, 60 ul 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’liikk izoprapanol konuldu ve iyice
pipetaj yapildi. 13-15 dakika oda 1sisinda bekletilerek amplikonlarin magnetik
boncuklara yapismasi saglandi. Ornek plagi miknatisli alana alindi ve magnetik
boncuklarin  kuyucuklarin duvarmma yapismasit saglandi siipernatant dikkatlice
kuyucuktan cikartilarak atildi. Uzerine 200 pl %73’liik izopropanol konup 3 dakika
inkiibe edildi. Izopropanolun tamamen uzaklasmasi saglandi. Sonrasinda drnek plagmin
her bir kuyucuguna 40 pl formamide konuldu ve PZR firiinleri tekrar kullanilir hale
getirildi. 10-12 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi ve homojen olacak sekilde iyice
coziildii. Plak magnetik alana alind1 ve 5 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. Amplikonlar
magnetik boncuklara dokunulmadan alinarak temiz 6rnek plagimna yerlestirildi iizerlerine

I’er pl mineral oil damlatilarak cihaza yiiklendi.

3.3.1.10. DNA dizi analiz reaksiyonu

DNA dizi reaksiyonu daha 6nce elde edilen PZR iiriinlerinin floresan isaretli
dideoksiniikleotitler kullanilarak isaretlenmesine dayanir. Bu amagcla iriinler “cycle
sequencing” denilen yeni bir PZR dongiisline sokulur. Cycle sequencing isleminde PZR
dirtinleri kalip DNA islevini goriir. DNA polimeraz varliginda tek bir primer yardimi ile

floresan isaretli dideoksiniikleotitler (ddNTP) zincire girer ve reaksiyon normal PZR
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dongiisii gibi devam eder. Aradaki fark primerin uzamasi sirasinda isaretli ddNTP' lerin
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 programina

aktarilir.

3.3.1.11. DNA dizi analizinin degerlendirilmesi

DNA dizi degisimleri, MEFV geninin referans dizisi ile karsilastirilarak
tanimlandi. CEQ8000 dizi analiz cihazindan elde edilen ham veriler CEQ8000 Genetic
Analysis System adli genotipleme yazilim programina aktarilarak karsilastirma
(Alignment) yapildi. Heterozigot ve homozigot baz degisimleri, bu program araciligi ile

analiz edildi. Aminoasid degisimleri

http://fmf.igh.cnrs.fr/ISSAID/infevers/disease_menu.php?n=1 (15.01.2011)  internet

adresi kullanilarak tespit edildi.

R202Q ¢.605 G>A nm wild, heterozigot ve homozigot DNA Dizi Analiz

goriintiileri Sekil 6, 7, 8’de verilmistir.
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300 310 320 330 .34D 350 360 370 380

Reference | gcccct goagggeoctagaggagggecaggecgagyt ccctgcgcagaaacgccagct ccgoggggaggctgeaggggotgge

Sequence | GCCCCT BCAGGECGLTAGAGGEEEECCAGECCGAGGT CCECT GCGCAGAAACGCCAGCT COGCOEEGAGECT GCAGGLGLT GECT

Consensus | GCCCCTGLAGGGCGCTAGAGGEEEGICAGECCGAGET CCECT GCGCAGAAACGCCAGCT COGCEGGGAGECT GCAGGLGCT GECT

{

Error [ ]

- Y

RAuore veenee

67604, 1.03

Analyzed Data
E X L E T ’i-i-:‘ (=] C A G A A A i ?:?‘

o e s B

I I I I I I I
3311 G600 L2511 &700 it} G800 6830 6300 4] Toon Tos0 fall]

Sekil 6. MEFV Geninin 2. Ekzonda R202Q’nun Dizi Analizi

R202Q gen degisiminin olmadigi durum dizi analizi ile gosterilmektedir.(Sekil

6) MEFV Ekzon 2 bolgesinde 605. Niikleotidde (G) Guanin yer almaktadir.

310 320 330 .340 350 360 370 380

Reference | t geagggegctagaggggggocaggecgaggt colBct gegeagasacgecaget cegeggggaggetgeaggggct qoeaggayc

Sequence | TGCAGGGCGCT AGAGGGEGGCCAGGCCGAGET CCCT GCGCAGAAACGCCAGCTCCGLGEEEAGGECTGCAGGGGCTGELEEEEEE

Consensus | TGCAGGGCGCTAGAGGGEEGCCAGGLCGAGGT ClEE

CTGCGCAGARAACGCCAGCT CCGCGEGEEAGGLT GCAGGGEECTGECEEEEEE

0.50
0.23
0.00

Error [ |
4 1 L
99133, 2.9 Analyzed Dala
295 £ ] 330
3 Foo6 | & T & © 6 C A & A A& A T & L
am £
175 £
LK
ﬁ 125 £
5 10 £
T 0mE

GEOD

I l l I I I l l l l
Li:31) &700 B750 6300 B350 300 B350 000 7050 00
Data Poirts

Sekil 7. MEFV Geninin 2. Ekzonunda R202Q’nun Heterozigot Dizi Analizi
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MEFV geninin Ekzon 2 bolgesinde bulunan 202. Kodonda Guanin (G) ile

birlikte Adenin (A) bazi da bulunmaktadir (Sekil 7) .

300 310 320 330 . 340 350 360 370 380
wcoctgocagggogct agaggggggccaggccgaggtccct gogcagaaacgccagctcogoggggaggct gcaggggct ggogge
CCCTGCAGGGCGUT AGAGGEEEECCAGGCCCAGET CC TGCCGECAGAAACCCCAGCT COGCEEEEAGECT GCAGCEGECT GETGEE!
Consmmus!CCCTGCAGGGCGCTAGAGGGGGGCCAGGCCGAGGTCCHECTGCGCAGAAACGCCAGCTCCGCGGGGAGGCTGCAGGGGCTGGCGG

Error E
K1l — o
683589, 153 Analyzed Data

235+ 230 240
G C C G n G G T C C A G C T G C G C A G n

Reference

Sequence

Fluorescence

IIIII}\IIIIIIII}\IIIIIIII}IIIIIIII\}IIIIIIII\IIIIIII
B350 BE00 BBS0 E700 E750 E200 68350 E300 6350 000

Data Poirts

7050

Sekil 8. MEFV Geninin 2. Ekzonunda R202Q’nun Homozigot Dizi Analizi

Kodon 202°de G>A degisimi diziyi GGC—AGC seklinde degistirmistir (Sekil

8).



38

4. BULGULAR

Calismamizda 2009-2010 yillar1 i¢inde laboratuarimiza rutin FMF analizi i¢in
gonderilen FMF 6n tanis1 almig 1700 hasta arasindan, 500 hasta da MEFV geninin
ekzon 2 bolgesinde dizi analizi yapilmis olan ve R202Q (c.605G>A) gen degisimi
tastyan 186 hasta incelendi. Ekzon 2 bdlgesinde bulunan R202Q degisimi ile bu genin
Ekzon 10 bolgesindeki mutasyonlar ile birlikteligi belirlendi. Olgu grubu belirlenirken
onemli bir nokta olarak tiim Orneklerde MEFV geninin ekzon 2 bdlgesinde R202Q

degisimi olan 6rnekler ¢calismaya dahil edildi.

Calisma grubu igerisinde cinsiyet dagilimma bakildiginda erkeklerin orani

%47,6 (n=88) , kadinlarin oran1 %52,4 (n=98) diir.

Bu degisimi tasiyan 186 FMF 6n tanili olgunun 18’1 R202Q yoOniinden

Homozigot genotip, 168’1 Heterozigot genotip olarak bulundu.

MEFV geninin Ekzon 2 bdlgesinde R202Q ile birlikte E148Q mutasyonunu
tastyan toplam 13 hasta bulunmaktadir. Bu hastalardan 10’u R202Q yOniinden

heterozigot genotip olup, 3 hasta da homozigot genotiptir (Tablo 12) .

Tablo 12. MEFV Geninde Ekzon 2 Bélgesinde Mutasyon Tasiyan Hasta Sayisi
R202Q M/W M/M TOPLAM

E148Q 10 3 13
M: Mutant, W: Wild

Calisma grubumuz i¢inde R202Q ile Ekzon 10 bolgesinde yaygin olarak goriilen

M6801, M694V, VT726A, A744S ve R761H mutasyonlar1 ile dagilimi gosterilmistir
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(Tablo 13) . R202Q’nun homozigot genotip oldugu 13 olgu M694V’yi heterozigot
genotip olarak tasimaktadir, her iki mutasyonu homozigot tasiyan ise 3 olgu
belirlenmistir, R202Q’nun heterezigot oldugu durumda ise M694V yi heterezigot
tastyan 112 6rnek, yine R202Q’nun heterezigot oldugu ve M694V’yi homozigot tastyan

4 olgu tesbit edildi.

Tablo 13. Ekzon 2 R202Q (c.605G>A) Gen Degisimi Ekzon 10 daki Mutasyonlar ile
Beraberligi

M6801 M694V V726A A744S R761H
R202Q
MW MM M/W MM MW MM MW MM MW MM
M/W 16 - 112 4 15 - 1 - 8 -
M/M - - 13 3 - - - - - -

M: Mutant W: Wild

Yine tablo 13’de goriildiigli lizere R202Q’nun heterozigot oldugu durumda
Ekzon 10 bolgesinde 156 olgu heterozigot mutasyon tasidigi, R202Q’nun homozigot
oldugu durumda ise 16 hastanin 3’iintin M694V yi homozigot 13’{iniin ise heterozigot
genotip olarak tasidigr goriilmektedir. Toplam heterozigot genotip tasiyan ise 16 olgu
M680I, 112°’si M694V, 15’1 V726A, 1’1 A744S, 8’1 ise R761H genotipi tasidigi

belirlendi.
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Tablo 14. MEFV Ekzon 2’de R202Q (c.605G>A p.Arg202Gln) Gen Degisimi ile
Ekzon 10 Mutasyonlarinin Genotip Dagilimi

n=186 EKZON 2 R202Q
M694V %71
M 6801 %3,6
V726A %8,1
A744S %0,5
R761H %4,3
DIGER %4,5

Calismamizda belirledigimiz olgu grubumuz i¢inde ekzon 10 bolgesindeki

mutayon dagilim sonuglar1 Tablo 14’de verilmistir.

Tablo 15. Ekzon 2°de R202Q degisimi ve Ekzon 10°da Birden Fazla Mutasyonu Olan
Hastalar

R202Q M694V/R761H M694V/V726A M694V/E148Q M694V/M6801

M/W %7,44 %16,74 %14,88 %16,74
M/M 0 0 %S5,58 0

M: Mutant W: Wild

Ekzon 2’de R202Q gen degisimi tasiyip, Ekzon 10 bélgesinde de mutasyon
tastyan birlesik heterozigot genotip Ornekler gosterilmistir (Tablo 15) . R202Q’yu
homozigot olarak tasiyip Ekzon 2 boélgesinde E148Q mutasyonu ve Ekzon 10

bolgesindeki M694V yi heterozigot olarak birlikte tasiyan 3 (%5,58) 6rnek belirlendi.
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Bunun disinda R202Q heterozigotken M694V/R761H tastyan 4 (%7,44) 6rnek,
M694V/VT26A tasiyan 9 (%16,74) ornek, M694V/E148Q heterozigot tasiyan 8
(%14.88) ornek ve M694V/M6801 y1 birlikte heterozigot tastyan 9 (%16,74) 6rnek

tesbit edildi.

Tablo 16. Ekzon 2 R202Q (C.605G>A) nin Diger Mutasyonlar ile Istatistiksel
Degerleri

R202Q n p

E148Q 13 0,090
M6801 16 0,171
M694V 132 0,004
V726A 15 0,186
A7448 1 0,743
R761H 8 0,344

FMF 06n tanist ile merkezimize gelen ve ekzon 2 R202Q (C.605G>A) gen
degisiminin oldugu 186 hastanin tasidigi ekzon 10 bolgesindeki mutasyonlar
karsilagtirilmistir (Tablo 16). Pearson Chi-Kare analizi sonucunda Tiirk populasyonunda
da sik rastlanilan alt1 mutasyon arasindan 6zellikle M694V (%71;p=0,004) ile 6nemli

bir istatistiksel fark oldugu goriildii.
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5. TARTISMA

Calismada 2009-2010 yillar1 arasinda Atatiirk Universitesi Yakutiye Arastirma
Hastanesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Doku Tiplendirme ve Molekiiler Tani
Laboratuarma cesitli kliniklerden gelen FMF 6n tanili hastalarin DNA dizi analiz

sonuclar1 degerlendirildi.

Bu g¢aligmada olgu grubumuz belirlenirken 6zellikle 6nemli bir nokta olarak
MEFYV geninin ekzon 2 bolgesinde R202Q gen degisiminin her bir drnekte bulunmasi

on planda tutulmustur.

DNA dizi analizi gibi molekiiler tan1 teknikleri gelisimine kadar FMF hastaligi
tanisi klinik bulgular, ailesel kdken ve bu hastalik i¢in yaygin olarak kullanilan Kolsisin

olarak isimlendirilen ilaca yanit olarak tan1 konulmakta ve tedavi yapilmaktaydi.

1992°de FMF hastaligina neden olan gen belirlendikten sonra gelisen molekiiler
teknikler i¢inde DNA dizi analizi FMF tanisinin konulmasinda en ileri molekiiler teknik
olmakta ve teshisi tam olarak saglayarak hastaligin tanisini tartismasiz ortaya

koymaktadir.

FMF karin agrisi, ates ve eklem agrilar1 gibi ortaya c¢ikan belirtileride
gostermektedir, Akdeniz ¢evre lilkeleri 6zellikle Dogu Akdeniz Bolgesinde bulunan

iilkelerde yaygin olarak gdzlenen inflamatuar bir hastaliktir.

FMF ile ilgili yapilan dizi analizleri sonucunda 2009 yili itibari ile 186’dan fazla

FMF hastaligmi olusturan MEFV geninde mutasyon ve polimorfizm bildirilmistir.*’

Bu degisimler MEFV geninin eksprese ettigi protein iizerinde, protein yapisini
degistirerek fonksiyonunu bozacak sekilde olusumlara neden olmaktadir. 1997°de bu

proteini olusturan DNA nin 10. ekzonunda degisimler incelenerek ilk olarak M694V,
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V726A ve M680I missens mutasyonlart tanimlanmistir. Bu ¢alismalarin ardindan

1998°de 2.Ekzondaki missens mutasyonlar tanimlanmaistir.

Akdeniz cevresi ve 6zellikle Dogu Akdeniz Bélgesindeki iilkelerde yaygin olan
FMF hastaligi Tirkiye’de de ciddi tasiyicilik oranmna sahiptir. FMF hastaliginin
belirtilen en ciddi yani bobrek yetmezliligine yol acan amiloidozun olugmasidir.
Amiloidoz, klinikte zor tanit koyulan FMF hastaliginin agir bir sonucu olarak ortaya
cikmaktadir. Bu hastalifin meydana gelmesinde etkin olan genetik degisimlerin

belirlenmesi FMF hastaliginin teshisinde ve tedavisinde 6nem arzetmektedir.

FMF hastaligi ve tasiyicihigi Tirkiye’de siklikla goriilebilen yaygin bir
hastaliktir. Karin agrisi, ates, eklem agris1 gibi geng yaslarda goriilen fenotip I olarak da
sOylenebilen klinik bulgularin yani sira, fenotip II denilen daha ge¢ yaslarda ortaya
¢ikan amiloidoz; ciddi durumlarin meydana gelmesine neden olmaktadir. FMF hastalig1
diger periyodik ates sendromlar1 ile karistirilmaktadir. Bu nedenden dolayr FMF

hastaliginin tanisinda molekiiler ¢alismalar 6nemlidir.

Yalcinkaya ve ark.®” 167 hasta iizerinde yapmus olduklar1 calismada MEFV gen
degisimlerinin dagilimini siras1 ile M694V (%41), M6941 (%17), M680I1 (%16), V726A

(%4) bulmuslardir. Bizim ¢alismamizda farkli olarak M6941’ya rastlanmamastir.

Yilmaz ve ark.* yapmis olduklar1 bir ¢alismada Tiirk FMF hastalarinda MEFV
gen degisim oranlarmmi sirast ile M694V (%51,55), M680I (%9,22), E148Q (3,55),

V726A (2,88), M6941 (0,44) ve bilinmeyen (%32.33) seklinde bildirmiglerdir.

Akar ve ark.*” Tiirk FMF hastalari {izerinde yapmus olduklar1 ¢alismada bu gen
degisimlerini  M694V(%43,5), M680I(%12), V726A8 (%l11,1) oldugunu

gostermislerdir.
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Ertekin ve ark.*’ bolgemizde yasayan 52 pediatrik olgu arasinda yapmus
olduklar1 bir calismada MEF)V’de mutasyon dagilimini sirasi ile M694V (%51,3),

V726A (%7,3), M680I (%4,9), E148Q (%4,9), R761H (%2,4) seklinde bildirmislerdir.

Calismaya aliman grup iginde Orneklerin %47,6’sm erkek, %52,4’iinii bayan
olusturmakta olup, Ertekin ve ark. yapmis oldugu calisma ile ¢galisma grubumuz i¢inde

yer alan 6rnekler arasinda cinsiyet dagilimi uyumlu bulunmustur.

Bizim ¢alismamizda da ekzon 10 bolgesinde tesbit ettigimiz mutasyonlar iginde
en yiksek oranda M694V (%71, n=132) mutasyonu tesbit edilmistir. Calisma

Tirkiye’de yapilan diger ¢aligma sonuclar1 ile uyumluluk gostermektedir.

FMF geninde (MEFV) 2.Ekzonda yer alan R202Q gen degisimi ilk olarak
Bernot ve arkadaslar1 tarafindan tesbit edilmistir. Yaptiklar1 ¢alismada R202Q nun
yaygin bir polimorfizm olabilecegini sdylemislerdir. FMF veri tabaninda ise R202Q
(C.605G>A) gen degisiminin M694V mutasyonu ile birlikte kalitilan yaygin bir

polimorfizm oldugu belirtilmistir.*’

R202Q gen degisimi iizerine ¢ok olmamakla birlikte yurtdisinda ve Tiirkiye’de
baz1 ¢alismalar yapilmistir ve birtakim sonuglara ulagilmistir. Daha once belirttigimiz
gibi Bernot ve ark. bu degisimin bir polimorfizm olabilecegini séylemislerdir.> Ancak
Yunanistan’da Ritis ve ark.*® yapmus oldugu bir calismada R202Q degisiminin
polimorfizmden ziyade bir mutasyon olabilecegini gostermislerdir. R202Q’nun fenotip
iizerine etkisi pek fazla calisilmamistir, bu ¢alismanin ileriki asamasinda
diistiniilmektedir. R202Q gen degisiminin proteinin hangi bogesinde oldugu ve hangi

fonksiyonda gorev aldigi belirlendikten sonra klinik degerlendirmelere gegilmelidir.



45

Yine Yunanistan’da Giaglis ve ark.?’ yapmus oldugu bir diger ¢alismada ise
R202Q degisiminin Yunan FMF hastalar1 i¢inde yaygin oldugunu bildirmis ve bazi

durumlarda hastalikla iligkili olabilecegini bildirmislerdir.

Tiirkiye’de yapilan bir caligmada ise R202Q degisiminin tasityicilik durumunda
FMF hastalig1 acisindan herhangi bir etkisi olmadig1 fakat FMF hastaligina neden olan
bu genin ekzon 10 bdlgesindeki mutasyonlar ile hastaligin semptomlarimi etkiledigi
belirtilmistir.*’ Yine Tirkiye’de yapilan bir caligmada R202Q degisiminin 6nemli

oldugu belirtilmistir.”

Tirkiye’de yapilan bir calismada amiloidoz olan hastalarda R202Q
tastyiciliginin fazla oldugu tesbit edilmistir. Diger gen degisimleri arasinda en yiiksek

ikinci degisim olarak tesbit edilmistir.*

Miyoshi ve ark.”' 2008’de yaymlamus olduklar1 bir calismada Ailesel Akdeniz
Atesine neden olan MEFV geninin Ekzon 2 bolgesinde yaptiklari genetik analizde
E148Q/R202Q mutasyonlarini tesbit etmisler ve bunun FMF hastaligma neden

olabilecegini bildirmislerdir.

Yamaguchi ve ark.”® Kawasaki Hastalig1 olan bir grup i¢inde yapmis olduklari
MEFV gen analizi sonucunda R202Q heterozigotlugunu yiiksek miktarda

belirlemislerdir.

Bu c¢alismada Tiirk toplumunda en sik rastlanilan bes mutasyon tipi (M680I,
M694V, V726A, A744S, R761H) saptanmistir. Ayrica ¢calismamizda bu mutasyonlarin
disinda MEFV geninin ekzon 2 bélgesinde yer alan E148Q mutasyonu ve R202Q
polimorfizmine bakilmistir. Bu gendeki degisimler DNA dizi analizi yapilarak tesbit

edilmistir.
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Bizim g¢alismamizda FMF 0n tanisi ile laboratuarimiza gelmis olan hastalarda
MEFV geninde 2.Ekzonda R202Q degisimi incelenmis ve bu genin 10.Ekzonundaki
mutasyonlar ile siklig1 belirlenmeye ¢alisilmistir. Bu ¢alisma; klinik olarak R202Q’nun
FMF hastaliginin fenotipi iizerine etkisinden ziyade, R202Q degisimini heterozigot
veya homozigot tasiyan bireyler arasinda bu genin 10. ekzondaki mutasyonlar ile

sikligin1 gosteren istatistiksel bir analiz ¢alismasidir.

FMF 06n tanisi1 ile merkezimize gelen ve 2. ekzonda R202Q (C.605G>A) gen
degisimi olan 186 hasta ekzon 10 bdlgesinde tasidiklart mutasyonlar ile karsilastirildi.
Tirk populasyonunda da sik rastlanilan bes mutasyon arasindan o6zellikle M694V

(%71;p=0,004) ile dnemli bir istatistiksel fark oldugu gorildi.

Bazi FMF hastalarinda bu hastaligin tanismi kolaylastiran FMF ataklari
goriilmemekte ancak bu kisilerde amiloidoz olusumuna rastlanmaktadir. Dolayis1 ile
FMF tanisinda mevcut kullanilan laboratuar testlerinde FMF ile ilgili olgular gézden
kacabilmektedir. Bunun i¢in hastalara genetik analizler yapilmali ve FMF mutasyonlar1

tesbit edilmelidir.

Bugiine kadar Tiirkiye’de FMF mutasyonlar1 PZR/RFLP, ARMS, FMF
StripAssay, Mikroarray, Real-Time PZR ve son zamanlarda oldukcga giivenli bir yontem
olan DNA Dizi Analizi yontemleri ile tesbit edilmistir. DNA Dizi Analizi sadece tesbit
edilen ve sik rastlanilan mutasyonlar disinda MEFV geninde daha genis olarak

ekzonlarda var olan biitiin degisimler tesbit edilebilirligi saglamaktadir.

Calismamizda kullandigimiz ve son yillarda gelisen DNA Dizi Analizi

teknolojisinin otomasyona adapte edilmesi ile rutin analizlerde kullanma imkani
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dogmustur. Bu teknolojinin modifiye edilmeye elverigsli olmasi nedeni ile yeni

uygulamalarda da kolaylikla kullanima agiktir.

Bizim yaptigimiz ¢alismada FMF 6n tanist almis olan MEFV geninin ekzon 2
bolgesinde R202Q degisimi tasiyan 186 olgunun ekzon 10 bdlgesinde yapilan DNA dizi
analizi sonucunda, en fazla birlikteligi siras1 ile M694V (%71), M680I (%8,6), V726A
(%8,1), R761H (%4,3), A744S (%0,5) ve ekzon 2 bolgesinde bulunan E148Q (%7)

mutasyonlari ile oldugu saptanmustir.
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SONUC

FMF 06n tanis1 ile merkezimize gelmis olan ve ¢alisma grubumuza dahil olan
tim Ornekler MEFV geninin Ekzon 2 bdlgesinde R202Q gen degisimi tasimaktadir.
R202Q gen degisimi sik goriilen Ekzon 10 bolgesi mutasyonlar1 disinda tasima orani

%16 olarak bildirilmis yaygin bir polimorfizm olabilecegi ileri stiriilmiistiir.

Bu veri gbz oniine alinarak laboratuarimizda rutin olarak yapilan MEFV geninin
Ekzon 10 bolgesi haricinde Ekzon 2 bolgesinde R202Q degisimi incelenmistir ve DNA
Dizi Analizi ile taramis oldugumuz sik rastlanilan Ekzon 10 bolgesi mutasyonlari ile

iligkisi arastirilmistr.

Bu verilerden yararlanilarak yaptigimiz person Chi-Kare analizi sonucunda
Ekzon 10 bdlgesindeki mutasyonlar i¢cinde M694V ile 6nemli bir istatistiksel fark

oldugunu diger mutasyonlar arasinda da bir fark olmadigi belirlenmistir.
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