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OZET

Cukurova Yoresindeki Ailevi Akdeniz Atesi Hastalarinda MEFV Geni 10.
Ekzon Major Nokta Mutasyonlar1 Sikliginin Incelenmesinde ARMS ve PCR-
RFLP Yoéntemlerinin Karsilastirilmasy

Ailevi Akdeniz atesi (AAA) tekrarlayan ates, abdominal agri, artrit ve
plorit ile karakterize, otozomal resesif gecisli genetik bir hastaliktir. Hastahk
Akdeniz havzasi populasyonlarinda oldukea sik goriilmektedir. Son yillarda AAA
hastahgindan sorumlu olan gen (MEFV geni) klonlanmis ve giiniimiize kadar 29
MEFY gen mutasyonu tanimlanmistir. Bu mutasyonlar i¢cinde en sik goriilenler 10.
ekzon major nokta mutasyonlar: -olan M694V, M6941, M680I ve V726A
mutasyonlarinin MEFYV allellerinin %85’inde bulundugu bildirilmistir. :

Bu ¢alismada Cukurova Yoresinde yasayan ve aralarinda akrabalik iligkisi
bulunmayan 50 AAA hastasinda MEFV geni 10. ekzon major nokta mutasyonlar
olan M694V, M6941, M680I ve V726A mutasyonlarinin siklign ARMS ve PCR-
RFLP yontemleriyle incelendi ve mutasyonlarin belirlenmesinde kullanilan bu iki
yontem giivenilirlik, zaman ve ekonomik acidan karsilastirilda.

Caliymaya alman 50 hastanin bagimsiz allellerinin %75’inde mutasyon
bulundu ve hastalarmmzin 12 farkh genotipe sahip olduklar1 gozlendi. Hastalarin
31’inde (%62) her iki allelde de mutasyon saptandi. Ayn1 mutasyon ydniinden
homozigot mutant hasta sayis1 13 (%26), mutasyonlarin farkli kombinasyonlarini
bir arada bulunduran (birlesik heterozigot) hasta sayist 18 (%36), biri mutant
digeri bilinmeyen heterozigot hasta sayist ise 13 (%26) olarak belirlendi. Alti
hastada (%12) ise inceledigimiz mutasyonlardan herhangi biri saptanamadi. En
sik goriilen mutasyonlar sirasiyla M694V %43, M680I %20, V726A %9 ve M6941
%3 olarak belirlendi. Mutasyonlarin arastirilmasinda kullanilan ARMS ve PCR-
RFLP yontemlerinin her ikisinin de giivenilir olduklari, bununla birlikte ARMS
yonteminin PCR-RFLP’ye gore daha hizlh, pratik ve ekonomik oldugu belirlendi.

Anahtar sézciikler: Ailevi Akdeniz Atesi , ARMS, MEFV, Mutasyon, PCR-RFLP




ABSTRACT

Comparison of ARMS and PCR-RFLP Techniques used for the Investigation of
MEFYV Gene Exon 10 Point Mutations in Familial Mediterranean Fever Patients
Living in Cukurova Region

Familial Mediterranean fever (FMF) is an autosomal recessive inherited
disease characterized by recurrent fever, abdominal pain, arthritis and pleurisy.
The disease is highly prevalent in the Mediterranean basin populations. Recently,
the gene responsible for FMF (MEFV) was cloned and 29 MEFV gene mutations
have been identified up to now. The most frequently observed mutations in the
MEFYV gene are M694V, M6941, M680I and V726A mutatioris which occur within
the exon 10 of the gene, and account for 85% of the MEFYV alleles.

In this study, we analyzed frequencies of the M694V, M6941, M680I and
V726A major point mutations within the exon 10 of the MEFV gene of the 50
unrelated FMF patients living in Cukurova region using ARMS and PCR-RFLP
techniques, and these two techniques were compared for their reliability, timing
and economical view points.

The ratio of independent alleles of S0 patients carrying one of the tested
mutations was 75% and patients are consisted of 12 different genotypes. In 31 of
50 patients (62%) the mutations were observed in both alleles. It was determined
that 13 patients (26%) were homozygous for the same mutation, 18 (36%) were
compound heterozygous for different combinations of the mutations. Thirteen
patients (26%) were heterozygous for one allele with one of the tested mutations
but the other allele unknown. In six patients (%12) none of the searched mutations
could be detected. The most frequently observed mutation was M694V as 43%,
followed by M680I as 20%, V726A as 9% and M694I1 as 3%. It was also observed
that both of the ARMS and PCR-RFLP techniques were reliable to detect the
mutations. However, the ARMS technique was found to be more rapid, practical
and economical than the PCR-RFLP.

Key words: Familial Mediterranean Fever, ARMS, MEFV, Mutation, PCR-RFLP
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1. GIRIS VE AMAC

Ailevi Akdeniz atesi (AAA) Tiirk, Yahudi, Ermeni ve Arap populasyonlarinda
sik gorlilen, ates, abdominal agn, artrit ve plorit ataklar ile karakterize otozomal resesif
gecisli genetik bir hastaliktir'”. AAA hastaligi geninin (MEFV) 1992 yilinda 16.
kromozomun kisa kolu tizerinde (16p13.3) lokalize oldugu saptandiktan sonra bu gen
1997 wilinda Uluslararasi AAA Konsorsiyamu ve Fransiz AAA Konsorsiyumu
tarafindan es zamanli ve birbirlerinden bagimsiz olarak klonlanm1$t1r3’4’5 . Her iki
arastirma grubu bu ilk ¢aligmalarinda AAA hastalarinda M694V, M6941, M6801 ve
V726A nokta mutasyonlarinin hastalarin %85’inde mevcut oldilgunu gostermislerdir.
MEFV geni 781 amino asitten ibaret olan ve pyrin ya da marenostrin ad1 verilen bir
proteini kodlamaktadir. Notrofiller tarafindan eksprese edilen bu proteinin fonksiyonu
tam olarak bilinmemekle beraber inflamasyon olaymin kontroliinde rol oynadig: ileri
stiriilmektedir™”.

Bu tez c¢alismasinda, Cukurova yoresindeki AAA hastalarinda hem
Amplification Refractory Mutation System=“ARMS” hem de Polymerase Chain
Reaction-Restriction Fragment Lenght Polymorphism= ¢“PCR-RFLP” molekiiler
yontemlerini kullanarak MEFV geni 10. ekzon major nokta mutasyonlarindan M694V,
M6941, M680I ve V726A sikligimin arastirilmast ve bu mutasyonlart belirlemekte
kullanilan iki yontemin givenilirlik, zaman ve ekonomik agidan kargilastiriimasi

amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ailevi Akdeniz Atesi (AAA)

2.1.1. Tanim: AAA Yahudi, Turk, Ermeni ve Arap populasyonlarinda sik
goriilen, etyolojisi tam olarak bilinmeyen, tekrarlayan ve kendini sinirlayan ates,
peritonit, sinovit ve plorit ataklar1 ile karakterize olan ve tam bir penetrans gsteren

otozomal resesif gegisli genetik bir hastaliktir™2.

2.1.2. Tarihce: Genetik verilere gére AAA’nin miladin t;a$1nda.n beri varolmasi
beklendigi halde, kesin olmamaklla birlikte ilk olgu bildirimi 1908 yilinda Janeway ve
Mosenthal tarafindan tekrarlayan ates, 16kositoz ve agn sikayetleri olan 16 yasindaki bir
¢ocugun bildirilmesiyle tanimlandig: kabul edilmektedir. Bunun yeni bir klinik antite
oldugu 1945 yihnda Siegel tarafindan 10 olgunun tartigilmasiyla gergeklesmis ve
“Benign Paroksismal Peritonit” adi altinda yaymnlanmigtir. Daha sonra Sohar ve
Heller’in tanimlamalar1 hastaligin birgok klinik yéniinii agiga kavusturmustur. Onceleri
bu hastalik igin periyodik hastalik, periyodik ates, periyodik peritonit, familyal
paroksismal poliserozit, La maladie periodique, Ermeni hastaligi, benign paroksismal
peritonit gibi ¢ok cesitli isimler kullamilmistir. Giintimiizde bu hastalik i¢in ailevi
Akdeniz atesi (familial Mediterranean fever) deyimi kullaniimaktadir®.

Ik kusak AAA hastalii arastiricilant klinik 6zelliklerin karakterizasyonu ve
tammlanmasiyla ilgilenmisler, ikinci kugak 1972 yilindan itibaren AAA tedavisinde
kolsisinin etki mekanizmasi iizerinde ¢alismislardir’. Ugiincii kugak ise bu hastaliktan
sorumlu olan genin belirlenmesi tizerine yogunlasmistir®. Arastiricilar bu amagla
baslangigta inflamasyon mediatérleri ya da defektli proteinler iizerinde ¢alismiglardir.
Daha sonra baglanti (linkaj) analizi ile hastaliktan sorumlu genin 17. kromozom
tizerinde lokalize oldugu ileri siiriilmiistiir’. Ancak 1992 yilinda Amerikan Ulusal Saglik
Enstitiisiinde (NIH) AAA geninin haritas1 ¢ikarilarak 16. kromozomun kisa kolu
tizerinde oldugu (16p13.3) tespit edilmistir’. Daha sonra Amerika Birlesik Devletler,
Israil ve Avustralya’dan birkag grup birlikte Uluslararasi AAA Konsorsiyumu’nu,
Israilli klinisyenler ve birka¢ Fransiz laboratuvan bir araya gelerek ikinci birliktelik

olan Fransiz AAA Konsorsiyumu’nu kurmuglardir.



Her iki konsorsiyum eszamanli ve birbirlerinden bagimsiz olarak Pozisyonel
klonlama yo6ntemi ile AAA hastalifi genini (MEFV; MEditerranean FeVer) izole
etmislerdir*’. MEFV geninin belirlenmesiyle AAA hastaliginda 1997 yilindan itibaren

yeni bir ¢ag agilmistir.

2.1.3. Genetik: Monozigotik ikizlerinin AAA hastalig1 églsmdan uyumlu oldugu
Shohat et al'®min 10 monozigotik ikiz kardesler iizerinde yaptiklan galismada
gosterilmistir. Bu ¢alismada 10 monozigotik ikizlerin tamaminda, 11 dizigotik ikizlerin
ise sadece iigiinde konkordans (uyum) bulunmustur. Bununla birlikte monozigotik
ikizlerde hastaligin siddeti ve klinik gorunumu farklilik gosterebilmektedir. Rogers et
al.'! AAA kaliiminin otozomal resesif oldugunu teyid etmislerdir. AAA da erkek: kadin
oraminin 1’den fazla olmasi, kadinlarda penetransin muhtemelen tam olmadigina isaret
etmektedir'?.

Etkilenen ailelerde hastaliin genelde bir nesilde goriilmesi genetk gecisin
resesif oldugunu destekler. Bununla birlikte, akraba evliligi olan ailelerde AAA birbirini
takip eden iki veya daha fazla nesilde goriilebilir (psododominant kalitim). Bir
calismada, i¢lerinde 240 AAA hastast bulunan 77 ailede hastalik farkli nésilllerde
goriilmils ve gegisin psédominant oldugu ileri stirlilmiistiir. Ancak biri Askenaz Yahudi
digeri Irak orijinli iki ailede birbirini takip eden dort nesilde AAA hastalar1 bulunmusg ve
genetik gecisin otozomal dominat kalitim seklinde olabilecegi aciklanmistir’®. Bu
ailelerdeki bozuklugun ayri bir lokustaki mutasyon nedeniyle mi yoksa 16.
kromozomdaki AAA lokusunda varyant allelin yer degisimiyle mi olduguna molekiiler
genetik calismalar agiklik getirmigtir. Aksentijevich et al.'* dort nesilde de AAA
hastalar1 bulunan Askenaz Yahudi ailede yaptiklari molekiiler g¢alismada E148Q
mutasyonunun penetranst artirdifii yani E148Q mutasyonunu tasiyan allelin
ebeveynden ¢ocuga gegisinin daha sik oldugunu, dolayisiyla allellerdeki bu penetrans
farkindan dolay1 genetik gegisin sanki otozomal dominantmis gibi oldugunu
gbstermislerdir.

AAA hastalif1 geninin 16. kromozomun kisa kolu tizerinde (16p13.3) lokalize
oldugu saptandiktan sonra bu gen iki ayn galisma grubu tarafindan eszamanli olarak

klonlanmistir*>>!%17 Onaltinc1 kromozomda yaklasik 15 kb’lik bir bélge isgal eden



MEFV geni 10 ekzondan ibarettir. Bu genin 3.7 kb’lik transkripti polimorfoniikleer
lokositlerde eksprese edilerek, iki ayn caligma grubu tarafindan iki farkli isimle
adlandirilan marenostrin (Fransiz AAA Konsorsiyumu) ya da pyrin (Uluslararast AAA
Konsorsiyumu) proteininin sentezlenmesini saglamaktadir. Yediytizseksenbir amino
asitten ibaret olan 86kD’luk bu proteinin fonksiyonu tam olarak bilinmemekle birlikte
inflamasyon olaymun kontroliinde rol oynadigi diigiiniilmektedir. Bu proteine atesle
iliskisini ifade etmek i¢in pyrin ya da Akdeniz’in Latince ifadesi olan Mare nostrum
(bizim deniz) ile iliskilendirmek iizere marenostrin adi verilmistir. Bugline kadar
terminolojide heniiz bir uzlagma saglanamamlsflrlz.

Pyrin DNA’ya baglanma aktivitesi bulunan bazi proteinlerle benzerlik
gostermektedir. Bunlar arasinda Ro/SSA ribontikleoprotein, interferon indiikleyici
transkripsiyonel regtilatér Staf 50, interlokin 2 reseptdriiniin “down” regiilasyonunu
saglayan rpt-1 (regiilator protein T lenfosit 1), kurbagada mitotik kromozomlara
baglanan bir faktdr olan Xnf7 (Xenopus niikleer faktor 7) ve butirofilini de kapsayan
birkag peptit sayilabilir. Ayrica pyrin sekans motiflerinin bilgisayar analizi iki
varsayimsal niikleer lokalizasyon sinyali ile birlikte bir bZIP transkripsiyon faktor
domeini (DNA’ya baglanabilen domein) ortaya koymakta olup bu bulgular pyrinin bir
transkripsiyon faktorii oldugunu diisiindiirmektedir. Pyrinin karboksi terminal kismi
(300-781 amino asitler) bir “B-box zinc finger” (375-407. amino asitler) ve bir alfa
helikal bolge (408-594. amino asitler) igermektedir. “B-box™ ve alfa helikal bélge diger
proteinlerde bulunduklari zaman protein-protein interaksiyonuna yol agarlar, fakat
intraseliiler, transmembran ve salgilanan proteinlerde bulunabilen B30.2 par¢asimin
fonksiyonu anlasllamammtlrm’lg’zo.

Pyrin proteininin amino terminal bslgesi (1-300. amino asitler) diger proteinlerle
benzerlik gdstermemekle birlikte son yillarda bu bolge ile benzerlik gésteren birkag
protein bulunmus ve bunlara pyriﬁ domeini (PyD) adi verilmistir.?! PyD, 95 amino
asitten ibaret olup 6liim domeinleri (death domains=DD), oliim efektér domeinleri
(deaht effector domains=DED) ve kaspaz ¢alistiric1 domeinleri de (caspase recruitment
domains=CARD) kapsayan olim domeini stiperailesinin tyesidir. Oliim domeini
stiperailesinin {iyeleri apoptosis ve inflamasyon proteinlerinin birgogunda bulunmakta
ve protein-protein interaksiyonunu satglamaktadlrlar.22 PyD ve CARD proteinleri

birleserek proapoptotik bir molekiil olan apoptosis speck proteini (ASC) olusturur. ASC
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notrofillerde pyrin ile baglanarak ASC ile indiklenmis apoptozisi module eder.?’
Siddetli inflamasyonun bulundugu alanlarda, nétrofillerde ASC ekspresyonunun arttig:
gosterilmistir. Proinflamatuvar mediatorler nétrofillerde ASC ekspresyonunu in-vitro
olarak artirmaktadir. ASC’nin anti-Fas antikoru ya da eriyebilir Fas ligand: ile arttigy,
bununla birlikte Fas aracili indiiksiyonun kaspaz inhibit6rleriyle inhibe edildigi
saptanmugtir. Bu bulgular ASC’nin nétrofil inflamasyonu ve apoptozisi ile yakm iligki
icinde oldugunu gdstermektedir. Nétrofiller inflamasyon alamindaki fonksiyonlarini
tamamladiktan sonra apoptozise girerler, fakat nétrofillerin apoptozisini diizenleyen
kesin mekanizma bilinmemektedir.?? Pyﬁn proteininin  biyolojik fonksiyonu
muhtemelen inflamasyon mediatdrlerinin “down” regiilasyonu ve nétrofillerin
apoptozisidir. Mutant pyrin proteininin bu fonksiyonu yerine getirmede daha az etkili
olabilecegi diigiiniilmektedir.**

MEFV geninin 10. ekzonunda (pyrin’in karboksi terminal kismim kodlayan
ekzon) birkag konservatif missens mutasyon belirlenmistir. M694V, M680I ve V726
mutasyonlar1 her iki konsorsiyum tarafindan da kesfedilmistir. Fransiz AAA
Konsorsiyumu ayrica doérdiincdi bir mutasyon (M694I) daha belirlemistir. Bu g
mutasyondan en az birisi tastyicit kromozomlarin %85’inde bulunmus, ancak 15’inde
hentiz gdsterilememistir*®. Giintimiize kadar MEFV gen bolgesinde en az 29 mutasyon
saptanmus, bunlarin ¢ogunun missens mutasyon oldugu gdzlenmigtir. Bilinen 29 gen
mutasyonundan 26’s1 missens mutasyonlar, 2’si kiiclik delesyonlar ve 1 tanesi de
nonsens mutasyon seklinde olup bu mutasyonlar i¢inde en sik goriilen 5 mutasyon
(M694V, M6941, M680I, V726A, E148Q) %74, diger 24 mutasyon %1 ve heniliz
bilinmeyen mutasyonlar ise %25 oramindadir®.

M694V mutasyonu MEFV geninin 2080. pozisyondaki adenin niikleotidi yerine
guanin niikleotidinin gegmesiyle olusan nokta mutasyonu ile (2080 A—G) pyrin
proteininde 694. pozisyonda bulunan metionin yerine valin amino asiti girmektedir.’
M6941 mutasyonunda MEFV geninin 2082. pozisyondaki guanin yerine adenin gegerek
(2082 G—A) sentezlenen proteinin 694. pozisyonundaki metionin yerine izolésin
girmektedir *. M680I mutasyonunda, genin 2040. pozisyonundaki niikleotid normalde
guanin iken buradaki bir nokta mutasyonu sonucu bunun yerine sitozin gegmekte (2040
G—C) ve bu kodonun kodladigi amino asit degigerek, proteinin 680. pozisyonundaki

1.14

metionin yerine izol6sin girmektedir.* Aksentijevich et al.'* ise yine 2040. pozisyondaki



guanin niikleotidinin adeninle yer degistirmesiyle (2040 G—A) M680I mutasyonunun
ortaya ciktigini gostermiglerdir. V726A mutasyonu MEFV geninin 10. eksonunda
meydana gelmekte ve burada da genin 2177. pozisyonundaki timin, sitozinle yer
degistirmekte (2177 T—C) dolayisi ile sentezlenen pyrin proteininin  726.

pozisyonundaki valin yerine alanin girmektedir’.

2.1.4. Epidemiyoloji: AAA hastalify tartisilmaz bir etnik dagilim
gOstermektedir. Hastalik Tiirk, Yahudi, Erméni ve Araplarda sik goriiliir. Ozellikle
kuzey Afrikali Sefardik (Endiiliis-Ispanya) Yahudiler bildirilen olgularin %60’1m
olustururlar, aym: zamanda hastalifin en siddetli seyrettidi ve amiloidozun en ¢ok
goriildiigli etnik gruptur. AAA hastalarinin %30’unu Ermeniler, %10’unu da diger
Akdeniz (ilke popuIasyonIan olusturur. Almanya, Polonya, Avustralya ve Brezilya’dan
da AAA hastalann rapor edilmis fakat bu hastalarin etnik kokenleri tam olarak
agiklanmamugtir. %%

Israil’de yaklasik 5000 AAA hastast meveut olup, prevalans yaklagik olarak
1:500°diir. Ancak hastalik ¢esitli non-Askenaz Yahudi alt gruplan arasinda esit olarak
dagilmamistir. Ornegin Kuzey Afrika Yahudilerinde prevalans 1:256°dir*’. Liibnan’da
yasayan 150 Ermeni AAA hastasinda prevalans 1:500°d{lir. Ermeni AAA hastalarindaki
bir ¢ok bilgi Ermenistan disindaki (Los Angeles, Liibnan) Ermeni topluluklarindan elde
edilmistir' "%, Tiirkiye’de tilke ¢apinda yaygin olmakla birlikte, AAA hastalarmin gogu
Orta Anadolu kokenlidir.”

Tasiyicilik frekanst populasyonlar arasinda farklilik gostermekte olup Kuzey
Afrika Yahudilerinde 1:6.4, Irak Yahudilerinde 1:13.3’diir’’. Bir bagka ¢alismada,
tasiyicilik frekanst Kuzey Afrika Yahudilerinde 1:6-1:8, Israil’de 1:11 olarak
hesaplanmwt1r27, Ermenilerde 1:7, Tiirklerde ise 1:5°dir 1131 Gersoni-Baruch et al.> ise
tastyicilik frekansimi Agkenaz Yahudiler, Fashilar, Irak Yahudileri ve Miisliiman
Araplarda sirasiyla 1:4.5, 1:4.7, 1:3.5 ve 1:4.3 olarak bildirmislerdir.

MEFV geninin izolasyonu ve gesitli etnik gruplardaki mutasyonlarin prevalans:
AAA’nin etnik koken incelenmesi lizerinde bazi hipotezlerin kurulmasma imkan
vermistir. M694V mutasyonu Kuzey Afrika Yahudileri ve Ermenilerde oldugu kadar
Irak Yahudilerinde de mevcuttur. Halbuki V726A mutasyonu Irakli ve non-Askenaz



Yahudiler, Diirziler ve Ermenilerde sik bulunmaktadir. Bu bulgular géstermektedir ki,
her iki mutasyon da (M694V, V726A) ¢ok eskidir ve muhtemelen 2500 y1l énce Orta

Dogu’da ortaya ¢ikip, oradan Avrupa, Kuzey Afrika ve Ermenistan’a yayilmigtir®.

2.1.5. Patogenez: AAA’da inflamatuvar reaksiyon sonucu plevra, periton ve
sinovyum gibi serozal dokular etkilenmektedir. Atak sirasinda polimorfoniikleer
lskositlerin kemotaktik aktivitesi artarak graniilositler serozal dokulara yonelir.>
Fiziksel ve psikolojik stres, menstruasyon ve asir1 yagh diyet atag tetikleyebilir®’.

Birka¢ hipotez mevcut olmakla birlikte son zamanlara kadar AAA’nmn
biyokimyasal ve molekiiler temeli bilinmemekteydi. AAA’min, inflamasyon
mediatdrlerinin biyosentezinde gérevli bir protein olan lipokortin bozukluguna bagl
olarak gelistigi ya da C1 esteraz inhibit6r defekti ile ortaya ¢ikan kalitimsal anjio-6deme
benzer inflamasyon yanitini diizenleyen bir inhibit6rii kodlayan genin defekti sonucu
ortaya ¢ikt1g1 iddia edilmistir *’. Matzner et al.>* AAA’nin peritoneal siv1 ve eklemlerde
C5a inhibitor aktivitesinin yetersizligi sonucu ortaya ¢iktigini bildirmislerdir. Bu
aragtiricilar graniilositler i¢in oldukea giiclii bir kemoatraktan olan C5a’y1 inhibe edecek
olan inhibit6r eksikliginin akut inflamatuvar ataga neden olabilecegini bildirmislerdir.
Bazi aragtiricilar ise metaraminol inflizyonunun akut atag: provoke ettigini, dolayisiyla
AAA hastaliginin  katekolamin metabolizmasiyla iligkili olabilecegini iddia
etmislerdir’”. Bu hipotezlerin higbirisi heniiz dogrulanmamustir. AAA klinik olarak
otoimmiin bir hastalik olan sistemik lupus eritematozusa benzemekle birlikte steroid ve
diger immunostipresif ajanlara cevap vermemektedir, ayrica AAA’da otoantikorlar
géisterilememistir3 637

MEFV gen iriinii olan pyrin fonksiyonunun anlagilmasiyla sadece AAA
patogenezi degil aym zamanda genel olarak inflamasyon dongisii de
aydinlatilabilecektir. Kemik iligi hiicrelerinde MEFV mRNA’s1 belirlenememistir’.
Pyrinin yaygin olarak olgun nétrofillerde eksprese edilmesi bu proteinin muhtemelen
inflamasyon mediatérlerinin “down” regiilasyonunu sagladigim diistindiirmektedir®’.
Notrofiller akut inflamasyonun major hiicreleri oldugundan, pyrinin bu hiicrelerdeki
rolii 6nemli olabilir. Burada diger 6nemli bir nokta ise sinovyal ve peritoneal

hiicrelerdeki pyrin ekspresyonunun yetersizligi bu proteinin doku spesifik tarzda etkili



olmadigini gdstermektedir’”’. AAA hastalarinda MEFV mRNA ekspresyonu saglikli
kigilere gore diisik dilizeyde bulunmustur’®. Mutasyon nedeniyle pyrinin gorev
yapamamasi, kontrolsiiz nétrofil aktivasyonuna ve bu hiicrelerin serozal dokulara
gogiine neden olabilir. Bununla birlikte hedefin ni¢in serozal dokular oldugu agiklik

kazanmam1$t1r27.

2.1.6. Genotip-Fenotip Iliskisi: MEFV geninin tanimlanmasi, hastaligin klinik
bulgulart ile 6zgiil genotipler arasindaki ilskinin aragtirilmasina olanak saglamistir.
M694V homozigotlugu ile amiloidoz arasindaki iligkiyi gOsteren ¢ok sayida veri
mevcuttur. Bu mutasyonun amiloid riskinin yiiksek oldugu Kuzey Afrika Yahudi
populasyonunda ¢ok sik rastlanan mutasyon olmasi dikkatleri ¢ekmis ve boyle bir
birlikteligin nedeni bu populasyonda muhtemel ikinci bir polimorfizmin varligina bagh
olabilir diye diigiintilmiigse de daha sonra diger etnik gruplarda yapilan galigmalar
M694V ile amiloidoz arasindaki iligkiyi desteklemigtir. Diger MEFV gen
mutasyonlarini tagiyan hastalarda da amiloidoz gelisebilmektedir. Veriler yeterince
giiclii olmamakla birlikte M694V homozigot AAA hastalarinda muhtemelen artrit atag1
riski de artmis olabilir'®. M694V homozigotlarda hastalik erken yaslarda baslamakta,
daha sik atak ve daha fazla sayida eklem tutulmakta ve ytiksek doz kolsisin tedavisi
gerekmektedir27. V726A mutasyonu ve diger mutasyonlara sahip olan hastalarda da

amiloidoz goriilebilmektedir.

2.1.7. Laboratuvar Testleri: AAA i¢in spesifik bir laboratuvar testi heniiz
mevcut degildir. Atak esnasinda C-reaktif protein, fibrinojen ve serum amiloid A gibi
akut faz reaktanlarinin konsantrasyonu artmakla birlikte eritrosit sedimantasyon hizi ve
16kosit sayist da yiikselmektedir. Bu bulgularin tamamu ataklar arasi dénemde (inaktif
donem) genellikle normal seviyelerdedir®. Akut atak doneminde interlskin-1 ve timor
nekroz faktor gibi inflamasyon mediatérlerinin saliniminin artmasina karsin, interferon

94041 Ayrica akut atak déneminde eriyebilir

aktivitesinin azaldig1 gozlenmistir
interlokin-2 reseptor (sIL-2R) diizeylerinin arttig1 ve AAA’da sIL-2R nin aktivite kriteri

olabilecegi ileri stiriilmistiir*?. Serozal sivilarda C5a inhibitér aktivitesinde azalma



saptanmugstir’®, Idrar analizi genellikle normaldir. Renal amiloidozlu AAA hastalarinda
proteinuri ylikselebilir. Metaraminol provokasyon testi ve dopamin beta-hidroksilaz
Olglimleri hasta agisindan riskli ya da tamiya yardimer olamadifindan dolay: genis
kullamm alam bulamamustir®’.

MEFV geninin klonlanmasi tani1 amagli yeni ve kullanisli molekiiler testlerin
gelismesine imkan vermistir. Bu teslerde hastaliktan sorumlu mutasyonlarin
gosterilmesinde PCR primer setleri kullanilmaktadir. Bilinen 3 major mutasyon
(M694V, M680I, V726A) AAA tasiyict kromozomlarinin %85’inde meveuttur®™. Eger
bir populasyonda tasiyici gen frekansi 1:8 ise AAA hastalarinin %98’ bu
mutasyonlardan birini ya da her ikisini kalan® %2’lik kisminin heniiz bilinmeyen
mutasyonlar: tagryacagi, dolayisiyla %94’ M694V mutasyonuna sahip olan Kuzey
Afrikali Yahudi AAA hastalar i¢in bu testin olduk¢a hassas oldugu bildirilmistir®’.

2.2. MEFV Gen Mutasyonlarinin Belirlenmesinde Kullanilan Bazi
Molekiiler Yontemler

2.2.1. ARMS-PCR (Ampification Refractory Mutation System-Polymerase
Chain Reaction): ARMS-PCR yontemi genomik DNA’daki nokta mutasyonlar ve
kiiciik delesyonlar veya insersiyonlarin tanimlanmas: amaciyla kullanilmaktadir. 1989
yilinda tanimlanmis olan bu yontem, birbirini tamamlayan iki reaksiyon basamaginda
gergeklestirilmektedir. Bu basamaklarindan biri mutasyona, digeri normal diziye
spesifik primerler icerdigi i¢in bu ydntemle kiside mutasyon olup olmadifi ortaya
kondugu gibi homozigot/heterozigot ayriminin yapilmas: da saglanmaktadir®. ARMS-
PCR yontemi iki reaksiyon tiipiinde gergeklestirilmektedir. Tiiplerden birinde (A tiipil)
normal diziye, digerinde ise (B tiipii) mutant diziye 6zgtin primerler kullanilmaktadir.
Ikinci primerler ortaktir (common primer) ve her iki tiipe de konulur. Bu primerlerle bir
mutasyon i¢in iki ayn tiipte (A ve B tiipleri) genomik DNA amplifikasyonu yapildiktan
sonra PCR {irinlerine agaroz jel elektroforezi uygulanir. Amplifikasyon sadece A
tiipiinde gerceklesmis ise kisi aragtirilan mutasyon yoniinden normal, sadece B tiipiinde
gerceklesmis ise homozigot mutant, her iki tiipte de ger¢eklesmis ise heterozigottur

(tastyicy) denir.



2.2.2. PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment
Lenght Polymorphism: PCR-RFLP molekiiler yontemi, MEFV geni mutasyonlarinin
tanisinda yaygin olarak kullamlan bir yontemdir.****%4"* By yontemle mutasyonun
aragtirilacagi gen bolgesinin belirli bir kismi, mutasyonlu bélgeyi de i¢ine alacak
sekilde PCR teknigi ile ¢cogaltilir. Elde edilen belirli uzunluktaki genomik DNA pargasi,
aragtirilacak mutasyona 6zgii olan restriksiyon endoniikleaz enzimi ile muamele
edilerek kesilir ve kesim triinleri, DNA pargasinin biiyiikligline gore belirli bir
konsantrasyondaki agaroz ya da poliakrilamid jelde elektroforez islemine tabii tutulur
ve jel etdyum bromid ile boyanip UV isikta resimlenerek mutasyonun
varlifma/yokluguna karar verilir. Burada ilgili gen bdlgesindeki bir nokta mutasyonu,
ya restriksiyon enzimi tamma bdlgeéi yaratarak amplifiye DNA’nin o noktadan
kesilmesine veya bunun tersine restriksiyon enziminin kesim noktasinin kaybina neden

olur.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arac ve Geregler
3.1.1. Cihazlar
e Sogutmal: santrifiij (Jouan MR 18 12, Fransa)
o Sogutmali mikrosantrifiij (Kubota, Japonya)
¢ Pastor finni (Heraus, Almanya)
o pH metre (Hanna, Almanya)
o Hassas terazi (Mettler AJ 100, Almanya)
o UV spektrofotometre (Shimadzu, Japonya)
o PCR cihazi (Thermal Cycler, Biometra, Almanya)
o Elektroforez gii¢ kaynag: (Pharmacia ECPS 3000/150, Norveg)
¢ Horizontal (yatay) elektroforez sistemi (EC 360M, ABD)
e Mini Vertikal (dikey) elektroforez sistemi (EC 120, ABD)
o UV transillumunator (Vilber Laurmat, Fransa)
o UV jel goriintiileme sistemi (UVIdoc, Ingiltere)
* Hatplate (1sitic1 tabla, Almanya)
o Otomatik pipetler (Scorex, Finnepette, Biohit)

3.1.2. Kimyasal Maddeler
e Agaroz (Sigma)
e Acrilamid (Sigma)
o Bisacrilamid (Sigma)
* Amonyum persiilfat (Sigma)
e Tetrametil etilen diamin, TEMED (Sigma)
e Tris-baz (Sigma)
o Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA), sodium salt (Sigma)
e Borik asit (Sigma)
e Hidroklorik asit, HCI (Sigma)

1"




¢ Sodyum dodesil stlfat, SDS (Sigma)

o Cloroform (Sigma)

e Etil alkol (Sigma)

e Izoamil alkol (Sigma)

e Stikroz (Sigma)

e Sodyum hidroksit, NaOH (Sigma)

o Magnezyum kloriir, MgCl, (Sigma)

* Sodyum kloriir, NaCl (Sigma)

e 10 X PCR tamponu (lontek ve Fermentas)

o Taq DNA polimeraz enzimi (Iohtek ve Fermentaz)
. : dNTPs ( dATP, dTTP, dGTP, dCTP) (Promega)
e PCR Primerleri (Iontek ve Fermentaz)

e Restriksiyon enzimleri (Fermentaz)

e Proteinaz-K (Stratagene)

e Etidiyum bromid (Sigma)

o Krezol kirmizisi: “cresol red” (Sigma)

e Triton X-100 (Sigma)

3.2. Kan Orneklerinin Saglanmasi

Calismaya C.U. Tip Fakiiltesi, I¢ Hastaliklani Anabilim Dali Romatoloji-
Immiinoloji Bilim Dali tarafindan Tel Hashomer kriterlerine gore® ailevi Akdeniz atesi
hastaligi tanis1 konmus, aralarinda akrabalik bulunmayan 50 hasta dahil edildi.
Hastalardan EDTA’l1 tiiplere alinan kanlar hemen alt-tist edilerek pihtilagma Snlendi ve

bu érnekler DNA eldesi igin kullanildi.
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3.3. Yontemler

3.3.1. Deneylerde Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi
3.3.1.1. Stok Soliisyonlar
a) IM MgCl, .6H,0

10.16 g MgCl, .6H,O

40 ml bidistile H,O iginde ¢6ziildi

Voliim bidistile H,O ile 50 m!’ye tamamlandi
Otoklavda steril edildi

Oda 1s1nda sakland:

b) 6M NaCl

35.06 g NaCl

80 ml bidistile H,O i¢inde ¢oziildi

Voliim bidistile H,O ile 100 ml’ye tamamland:
Otoklavda steril edildi

Oda 1s1sinda sakland:

¢) IM Tris-HCl, pH 7.5

12.11 g Tris-base

80 ml bidistile H,O iginde ¢6ziildii

pH’lar HCl ile 7.5; 8.3; 8.6’ ya ayarlandi
Voliimler bidistile H,O ile 100 ml’ye tamamland1
Otoklavda steril edildi

Oda 1s1s1nda sakland:
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d) 0.5M EDTA (Etilen diamin tetraasetik asit), pH 8.0
e 18.61 g disodyum EDTA
o 80 ml bidistile H,O iginde ¢6ziildi
e Icine 2 g NaOH tableti atarak eritildi

PH 8 yapild: (2 g NaOH pH’y1 8 yapmaya yeterli)

Voliim bidistile H,O ile 100 ml’ye tamamland1
Otoklavda steril edildi
Oda 1s1s1nda saklandi

e) Krezol kirmizis1 (cresol red)
o 10 mg krezol kirmizisi
e 1 ml bidistile H,O iginde ¢6ziildii
¢ Buzdolabinda sakland:

3.3.1.2. DNA Eldesi Soliisyonlar:
a) 5 X Red Cell Lysis Buffer ( Eritrosit lizis tamponu)
e 54.8 g siikroz (final konsantrasyon 1.6 M)
e 5 ml Triton X-100 (final kons. %S v/v)
e 2.5 ml 1M MgCl, .6H,0 (final kons. 25 mM)
e 6 ml 1M Tris-HCI, PH 7.5 (final kons. 60 mM)
e Siikroz 50 ml bidistile H,O i¢inde ¢oztildii
¢ Bidistile H;O Triton X-100, MgCl, ve Tris-HCI ilave edildi
e Voliim bidistile H,O ile 100 ml’ye tamamlandi

e Buzdolabinda muhafaza edildi.
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b) Proteinaz-K (20 mg/ml)
e 100 mg proteinaz-K
¢ 5 ml bidistile H,O ilave edildi
e 0.5 ml’lik porsiyonlara ayrildi

¢ -20°C’de muhafaza edildi

¢) %10 SDS (sodyum dodesil siilfat)
o 2gSDS '
o 16 ml bidistile H,0 i¢inde ¢oziildii
¢ bidistile H,O ile voliim 20 ml’ye tamamlandi

e (da 1si1sinda saklandi

d) Krezol kirmizisi ¢galisma soliisyonu (elektroforez yiikleme boyasi)

o 400 pl bidistile H,0

0.5 ml gliserol
100 pl, 10 mg/ml’lik krezol kirmizisi

iyice vortexlenerek homojen hale getirildi

Buzdolabinda saklandi

e) %70 Etil alkol
e 70 ml %99.5 etil alkol’e
e 30 ml bidistile H,O eklendi
e -20 °C’de muhafaza edildi

f) 24:1 Kloroform: Izoamil alkol
¢ 24 ml kloroform + 1 ml izoamil alkol

¢ Buzdoladinda muhafaza edildi
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3.3.1.3. Elektroforetik Analiz Soliisyonlar:

a) 10X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) Stok Soliisyonu
o 108 g Tris-base (0.9M)
e 55 g Boric acid (0.9M)
e 40 ml0.5M EDTA, pH 8.0 (20 mM)
e Tris-base ve borik asit 700 ml bidistile H;O iginde ¢oziildii
e EDTA eklendi
e Voliim bidistile H,O ile ‘1000 ml’ye tamamlandi

e (Oda 1sisinda, plastik bir sise iginde muhafaza edildi

b) 0.5X TBE (¢alisma soliisyon)
e 50ml 10X TBE
e 950 ml bidistile H,O eklendi
¢ Elektroforez tankina konularak kullanild:

¢) Etidiyum bromid soliisyonu (10 mg/ml)
e (.1g etidiyum bromid
¢ 10 ml bidistile H,O i¢inde ¢6ztildu

e Isik almayan bir cam sige i¢inde buzdolabinda muhafaza edildi

d) %40 Akrilamid
e 39 g akrilamid
e 1 gN,N’ metilen bisakrilamid
e 80 ml bidistile H,O i¢inde ¢oziildii
¢ Voliim bidistile H,O ile 100 m!’ye tamamland:
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e) %25 Amonyum persiilfat
e (.25 g Amonyum persiilfat
e 0.5 ml bidistile H,O iginde ¢oziildi
e Volium bidistile H,O ile 1 ml’ye tamamlandi
o Buzdolabinda saklandi

e 2 hafta kullanildiktan sonra atild:

3.3.2. DNA Eldesi
DNA eldesi i¢in Miller et al.”® n salting out (tuz ¢6ktiirme) yontemi modifiye

edilerek uygulandu.

1- 10 ml’lik steril bir tiipe 1ml 5X lizis tamponu, {izerine 3 ml bidistile H,O konup

pipetle homojen hale getirildikten sonra bu karigima 1ml EDTA’l1 tam kan ilave

edilerek tiiplin kapag1 kapatildi ve tiip alt-iist edilerek homojen karigim saglandi.
2- Buzi¢inde 10 dk inkiibe edildi.
3- +4 °C’de 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi ve {ist s1v1 uzaklastirildi.

4- Dipte kalan ¢okelti tizerine 2 ml bidistile H;O ve 0.5 ml 5X lizis tamponu konulup,

pipetleme yapilarak tlipiin dibindeki ¢okelti tamamen dagitilarak homojen hale

getirildi.
5- +4 °C’de 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi ve {ist siv1 uzaklagtirild.

6- Cokelti tizerine 1 ml %10 SDS ve 20 mg/ml’lik proteinaz-K’dan 2.5 pl konulup

koptik olusturmadan iyice pipetleme yapilarak ¢dkelti tamamen dagztilda.
7- 65 °C ye ayarh etlivde, arada bir hafifce karistirarak 15 dk inkiibe edildi.

8- Kangim 10 ml’lik tiipten 2 ml’lik ependorf tlipe aktarilarak buz icinde 5 dk inkiibe

edildi.

9- Bu siire sonunda 300 pl sature (6 N) NaCl ilave ettikten sonra tiip bir vorteks

yardimiyla iyice ¢alkalanarak beyaz gériiniimlii igerik homojen hale getirildi.
10- Buz iginde 5 dk bekletildi.
11- +4 °C’de 13.000 rpm’de 10 dk santriflij edildi.
12- Ust stv1 2 ml’lik steril bir ependorf tiipe aktarildi.
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13-Bu tipe 0.5 ml, 24:1 kloroform/izoamil alkol karigimi kondu ve tiip iyice
calkalanarak karisim homojen hale getirildi.

14- +4 °C°de 13.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi.

15- Ust siv1 dikkatli bir sekilde 2 ml’lik steril bir ependorf tiipe aktarildu.

16- Tiipe 1 ml %99.5°lik etil alkol konularak tip 8-10 kez yavasca bas-asag1 gevrilerek
DNA’nin presipite olmasi saglandi. Bu asmada DNA yumak seklinde goriildii.

17- +4 °C’de 13.000 rpm’de 10 dk santriflij edilerek presipite olmus DNA ¢oktiiriildii.

18- Tiip ters ¢evrilerek alkol uzaklastirildi.

19- Tiipe 1 ml %70 etil alkol konulup, tiip alt-iist edildi.

20- +4 °C’de 13.000 rpm’de 5 dk santrifijj edildikten sonra tiip ters ¢evrilerek alkol
uzaklastirild: ve tiipiin agz1 bas asagi gelecek sekilde bir kurutma kagid: iizerine
konularak alkoliin tamamen uzaklagsmasi i¢in 15 dk bekletildi.

21-Tiipe 200 pl steril bidistile H,O konuldu ve DNA’nin tamamen ¢6ziinmesi ve DNaz
aktivitesinin ortadan kaldirilmasi i¢in 75 °C’de 10 dk bekletildi.

3.3.2.1. DNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi »
Konsantrasyon ol¢timii i¢in 1 ml hacimli iki adet quartz tiip alindi. Bunlardan
blank olarak kullanilacak olan 1. tlipe 1000 pl, ikinci tiipe ise 990 pl steril bidistile H,O
konuldu. Ikinci tiipe elde edilen genomik DNA’dan 10 pl konulup iyice pipetlenerek
homojen hale getirildi. Her iki tlip spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boyunda
ayr1 ayri okunduktan sonra DNA konsantrasyonu ve DNA’nin saflig1 asagidaki formiile
gére hesaplandi.
DNA Konsantrasyonu = Absorbans (ABS)s0 X Sulandirma katsayis: X 50/1000
Omegin ABS’m 0.09 okundugunu farzedelim. Bu durumda konsantrasyon soyle
olacaktir:
DNA Konsantrasyonu= 0.09 X 100 X 50/1000 = 0.45 pg/ul (450 ng/ul)

Elde edilen DNA’mn saflig1 ise su sekilde bulunur: ABS;60/ ABSzs0
ABSz60/ ABS»30=1.8- 2.0 araliginda olmalidir. Bu oran 2.0’1n iizerindeyse RNA, 1.8’in
altindaysa protein fazlalig1 var demektir. Bu oran 1.5’in altindaysa protein fazlaligindan

oturl PCR ¢aligmasinda problemler ortaya ¢ikabilir.
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Yukarida izah edildigi sekilde ol¢ttiglimtiz DNA’larin konsantrasyonlart 0.05
pg/pl (50 ng/ul) olacak sekilde ayarlandiktan sonra 3 ependorf tiipe béliinerek, ¢aligma

giinline kadar -20°C’de muhafaza edildi.

3.3.3. MEFV Geninin 10. Ekzonunda Meydana Gelen M694V, M694Il,
M680I ve V726A Mutasyonlarinin ARMS Teknigi ile Saptanmasinda Kullanilan
Primer Dizileri

M694V, M680I ve V726A mutasyonlénmn tespiti icin gerekli primer dizileri
Eisenberg et al.’"’in, M694I primerleri ise Medlej-Hashim_ et al.*'n yaptiklart
calismalarda kullandiklar1 primerlerden segilmistir. M680I ve V726A mutasyonlarinin
PCR-RFLP ile belirlenmesinde kullanilan primerler ayn1 zamanda ARMS’da internal
kontrol primerleri olarak kullamlmistir. ARMS’da kullanilan biitiin primerler HPLC
(High Pressure Liquid Chromatography) plirifikasyonuyla birlikte Iontek firmasina
(Bursa, Tiirkiye) yaptirilmustir. Eisenberg et al’' M694V, M680I ve V726A
mutasyonlarini belirlemek igin kullandiklar: normal ve mutant primerleri belirlerlerken,
spesifiteyi artirmak i¢in her iki primerin 3’ ucundaki son niikleotidden bir &nceki
niikleotidi genomik DNA ile hibridize olmayacak sekilde degistirmislerdir. Boylece
genomik DNA’da normal primerin mutasyonlu, mutant primerin ise normal diziyle

hibridizasyonunu tamamen ekarte etmislerdir.
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Cizelge 3.1. M694V, M6941, M6801 ve V726A ARMS ve internal kontrol primer dizileri

M694V primerleri
Common: 5°-TGA CAG CTG TAT CAT TGT TCT GGG CTC TCC G-3’
Normal :5-TCG GGG GAA CGC TGG ACG CCT GGT ACT CAT TTT CCT TCC T-3’
Mutant :5’-TCG GGG GAA CGC TGG ACG CCT GGT ACT CAT TTT CCT TCC C-3°

M6941 primerleri
Common: 5°-TAT CAT TGT TCT GGG CTC-3’
Normal :5°-CTG GTA CTC ATT TTC CTT C-3’
Mutant : 5°-CTG GTA CTC ATT TTC CTT T-3’

M6801 primerleri
Common: 5’-TTA GAC TTG GAA ACA AGT GGG AGA GGC TGC-3’
Normal :5°-ATT ATC ACC ACC CAG TAG CCA TTC TCT GGC GAC AGA GCC-3’
Mutant :5°-ATT ATC ACC ACC CAG TAG CCA TTC TCT GGC GAC AGA GCG-3’

V726A primerleri
Common: 5’-TGG AGG TTG GAG ACA AGA CAG CAT GGA TCC-3’
Normal :5-TGG GAT CTG GCT GTC ACA TTG TAA AAG GAG ATG CTT CCT A-3’
Mutant :5-TGG GAT CTG GCT GTC ACA TTG TAA AAG GAG ATG CTT CCT G-3°

Internal kontrol primer cifti
Forward : 5°-TGT ATC ATT GTT CTG GGC TCT-3’
Reverse : 5°-AGG GCT GAA GAT AGG TTG AA-3’

3.3.3.1. ARMS Yontemi ile MEFV Geni 10. Ekzon Mutasyonlarinin
(M694V, M6941, M6801, V726A) Belirlenmesi.

Yukarida verilen ARMS primerleri ve elde edilen genomik DNA kullanilarak,
incelenen 4 mutasyon i¢in optimum reaksiyon karisimlar ve konsantrasyonlar1 Cizelge

3.2°de, amplifikasyon sicakliklari ise Cizelge 3.3 ve 3.4’de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Optimum amplifikasyonun gergeklestigi PCR reaksiyonu karigimi

Reaksiyon Karigim

Kullanilan Miktar (ul)

Final Konsantrasyon

PCR tamponu (10 X)
Krezol kirmizis1 yiikleme tamponu

1
1

(%50 glyserol + 100 pg/ml krezol kirmizist)

1X
0.1 pg krezol kirmizisi,
%S gliserol

Common primer (5 pmol/pl) 1 5 pmol
Normal/Mutant primer (5 pmol/pl) 1 5 pmol
Internal kontrol primer! (5 pmol/pul) 0.5 2.5 pmol
Internal kontrol primer2 (5 pmol/ul) 0.5 2.5 pmol
Deoksi NTPs (12.5 mM) 0.16 0.2 mM
Genomik DNA (50 ng/pl) 1. 50 ng
Taq DNA polimeraz (5U/ul) 0.2 1U
Steril bidistile su 3.64

Total Hacim 10 pl

Cizelge 3.3. M694V, M680I ve V726A mutasyonlar: i¢in uygulanan amplifikasyon sicaklik ve

siireleri (PCR programi)
Reaksiyon Asamasi Sicaklik °C |Siire |Dongii Sayisi
ilk (Initial) denatiirasyon) 94 9dk 1
Denatlirasyon 94 10 sn.
Primer baglanmas: (Annealing) 60 10 sn. 35
Zincir uzamasi (Extension) 72 30 sn.
Son uzatma (Final extension) 72 10 dk 1

Cizelge 3.4. M694] mutasyonu igin uygulanan amplifikasyon sicaklik ve siireleri

Reaksiyon Asamasi Sicaklik °C |Siire | Dongii Sayisi
I1k (Initial) denatiirasyon 94 5dk 1
Denatiirasyon 94 1 dk

Primer baglanmasi (Annealing) 60 1dk 35
Zincir uzamasi (Extension) 72 2 dk

Son uzatma (Final extension) 72 7 dk 1
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3.3.3.2. Agaroz Jel Elektroforezi
Agaroz jel elektroforezi Maniatis et al.?'m yOntemine gore yapildi.

1- 0.9 g agaroz tartilarak 100 ml’lik bir Erlenmayere kondu ve 60 ml 0.5X TBE
tamponu eklendi (%1.5°]ik agaroz) ve 10 mg/m!’lik etidiyum bromid’den 4 pl ilave
edildi.

2- Isitict (hotplate) {izerinde kaynatildi.

3- Elektroforez taraklar1 jel d6kme kabina, tabanda 1mm bosluk kalacak sekilde
ayarlanarak yerlestirildi.

4- Yaklagik 60 °C’ye kadar sogutulan agaroz jeli, jel kabina dokiildii ve donmast igin
oda sicakliginda 30 dk bekletildi. )

S- Taraklar dikkatlice ¢ikartilarak jel kébl elektroforez tankina yerlestirildi.

6- Jeldeki agilmis olan kuyucuklara 10°ar pl miktarlarda sirasiyla DNA marker
(pUC18/Hae III) ve PCR iiriinleri aplike edildi.

7- Jele elektrik akimi (15Volt/cm) verilerek 15 dk elektroforez yapildi.

8- Olusan bantlar UV altinda okunarak (UVIdoc, UK) bir diskete alind:.

3.3.4. MEFY Geninin 10. Ekzonunda Meydana Gelen M694V, M6941,
M680I ve V726A Mutasyonlarmin PCR-RFLP Teknigi ile Saptanmasinda
Kullanilan Primer Dizileri

PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Lenght
Polymorphism) y6ntemi ile M694V ve M694] mutasyonlarimin tespiti i¢in
Gersoni-Baruch et al.*®, M680I ve V726A mutasyonlarinin belirlenmesinde ise
Ben-Chetrit et al.*”>in ¢aligmalarinda kullandiklar1 primerler secilmistir. Bu
primer dizileri HPLC piirifikasyonuyla birlikte TIB-MOLBIOL (Berlin, Almanya)

firmasina yaptirilmstir.
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Cizelge 3.5. M694V, M694], M6801 ve V726A PCR-RFLP primerleri

M694V mutasyonunu belirlemek i¢in kullanilan primer cifti
Forward primer: 5’-GAA TGG CTA CTG GGT GGA GAT-3’
Reverse primer : 5’-TGT CAC ATT GTA AAA GGA G-3’

M6941 mutasyonunu belirlemek i¢in kullanilan primer c¢ifti
Forward primer: 5’-GCT ACT GGG TGG TGA TAATCA T-3’
Reverse primer : 5’- TGT CAC ATT GTA AAA GGA G-3’

M680I ve V726A mutasyonlarin: belirlemek igin kullanilan primer ¢ifti
Forward primer: 5’-TGT ATC ATT GTT CTG GGC TCT-3’
Reverse primer : 5’-AGG GCT GAA GAT AGG TTG AA-3°

3.3.4.1. PCR-RFLP Yontemi ile MEFV Geni 10. Ekzon
Mutasyonlariin (M694V, M6941, M680I, V726A) Belirlenmesi

Yukarida verilen PCR primerleri ve elde edilen genomik DNA kullanmilarak,
incelenen 4 mutasyon igin optimum reaksiyon karisimlar: ve konsantrasyonlar Cizelge

3.6’da, amplifikasyon sicakliklar ise Cizelge 3.7’de verilmistir.

Cizelge 3.6. M694V, M6941, M680I ve V726A mutasyonlar: i¢in optimum amplifikasyonun
gergeklestigi reaksiyon karigimi

Reaksiyon Karigimi Kullanilan Miktar (ul) Final Konsantrasyon
10X PCR tamponu 1 1X

Forward primer (5 pmol/ul) 1 5 pmol
Reverse primer (5 pmol/ul) 1 5 pmol
Deoksi NTPs (12.5 mM) 0.16 0.2 mM
Genomik DNA (50 ng/ul) 1 50 ng

Taq DNA polimeraz (5 U/ul) 0.2 1U

Steril bidistile su 5.64

Total Hacim 10 wl

Not: M680I ve V726A mutasyonlan igin PCR amplifikasyonu tek tiipte yapildi ve
dolayisiyla total hacim 20 pl olarak gergeklestirildi.

7.0, YUUSERLECTIER HEALL
prANTAS YR LEigEn)
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Reaksiyon tiiptinde hazirlanan bu karisim Cizelge 3.7°de verilen degerlere gore

programlanip PCR cihazina yerlestirilerek amplifikasyon gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.7. M694V, M6941, M6801 ve V726A mutasyonlar: i¢in PCRprogrami

Reaksiyon Asamasi Sicaklik °C |Siire | Dongii Sayisi
Ilk (Initial) denatiirasyon) 94 5dk 1
Denatiirasyon 94 30 sn.
| Primer baglanmasi (Annealing) 6l . 30 sn. 35
Zincir uzamasi (Extension) 72 1 dk

Son uzatma (Final extension) 72 10 dk 1

3.3.4.2. PCR Uriinlerinin Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri ile Kesimi

M694V mutasyonun belirlenmesi i¢in Hphl, M694I i¢in BspH1, M680I icin
Hinfl ve V726A mutasyonu i¢in ise Alul restriksiyon enzimi kullanmilmistir. Bu
enzimlerin optimum aktivasyon gosterdigi tamponlar ise sirastyla Hphl i¢in B tamponu
[10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM MgCl,, 0.1 mg/mL BSA], BspH! igin O tamponu
[50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM MgCl,, 100 mM NaCl, 0.1 mg/ml BSA], Hinfl i¢in
R tamponu [10 mM Tris-HCI (pH 8.5), 10 mM MgCl,, 100 mM KCl, 0.1 mg/ml BSA]
ve Alul enzimi i¢in ise Y/Tanqo [33 mM Tris-acetate (pH 7.9), 10 mM magnesium
acetate, 66 mM potassium acetate, 0.1 mg/ml BSA] tamponudur. Kesim reaksiyonu

Cizelge 3.8°de verilmistir.

Cizelge 3.8. M694V, M6941, M680I ve V726 A mutasyonlarmnin kesim reaksiyonu karigimi

Reaksiyon Karisimi Miktar (ul)
Amplifiye tirtin (PCR triinii) 10
Steril bidistile su 3

10X tampon 1.5
Restriksiyon enzimi(10 U/ul) 0.5
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Her bir mutasyon i¢in ayr ayri hazirlanan kesim reaksiyonu karigimi 37°C’de 60
dakika inkiibe edildikten sonra elde edilen 15 pl’lik kesim {iiriinii iizerine 3 pl 5X
loading dye (bromfenol blue) ilave edilip, bunun 5 pl’si kullanilarak poliakrilamid jel
elektroforezi iglemi uygulandi.

M680I ve V726A mutasyonlarini heterozigot halde bulunduran 2 hastada, bu iki
mutasyonun ayn: (cis) ya da karsilikl allellerde (¢trans) olup olmadigini géstermek igin
PCR triinti hem M680I hem de V726A mutasyonlart i¢in kullanilan iki farkh
restriksiyon enzimiyle (Hinfl ve Alul) aym tiipte kesim islemine maruz birakildi. Bu

reaksiyon karisimu ¢izelge 3.9°da verilmistir.

Cizelge 3.9. M6801 ve V726A heterozigot mutasyonlarmni birlikte bulunduran hastalarin PCR
tirtinlerinin Hinfl ve Alul enzimleriyle ayni tiipteki kesim reaksiyonu karigimi

Reaksiyon Karigimi Miktar (ul)
Amplifiye lirtin (PCR {irlinii) 10
Steril bidistile su 1.5
10X Y/Tango tamponu 1.5
Hinf1 restriksiyon enzimi (10 U/ul) 1
Alul restriksiyon enzimi (10 U/pl) 1

Bu karisim 37°C’de 8 saat inkiibe edildikten sonra poliakrilamid jel elektroforezi
islemi uygulandi. M694V ve M6941 mutasyonlarinin belirlenmesinde kullanilan primer
dizileri ve dolayisiyla elde edilen PCR triinleri farkli oldugu igin M680L/V726A
heterozigotlar1 disinda kalan M694V/M6941, M694V/M680I, M694V/VT26A ve
M6941/M6801 mutasyonlarini birlikte bulunduran heterozigot hastalara yukaridaki islem

uygulanamamugtir.
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3.3.4.3. Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Poliakrilamid jel elektroforezi ig¢in Maniatis et al. ¥ n yontemi modifiye edilerek
uygulandi.

1- %12’lik poliakrilamid jeli asagidaki sekilde hazirland

%40 akrilamid stok 1.5 ml
Bidistile H,O 3ml
10X TBE 0.5 ml
%25 Amonyum perstilfat 33 ul
TEMED 1.5 ul

2- Iki cam arasina ve arada 1 mm bosluk kalacak sekilde hazirlanan vertikal mini-
elektroforez jel doékme kabina, yaklasik 4.5 ml kadar jel kondu ve tarak
yerlestirilerek akrilamid polimerizasyonu (jelin katilagsmasz) i¢in oda sicaklifinda 30
dk bekletildi.

3- Tarak ¢ikartildi ve jel elektroforez tankina yerlestirilerek tarak dislerinin agmig
oldugu kuyucuklara 5’er pl miktarlarda pUC18 DNA/Mspl markeri ve aym
miktarlarda kesim tirtinleri uygulandi.

4- 15 Volt /em? olacak sekilde elektrik akimi verilerek 60 dakika siireyle elektroforez
yapildi. Jel iki cam arasindan gikartilip iginde 0.5 ug/ml etidiyum bromide bulunan
TBE tamponu iginde 15 dk bekletilerek DNA fragmanlarinin boyanmasi saglandi.

(=)}
1

Bantlar UV altinda okunarak gériintii diskete kaydedildi.
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4. BULGULAR

Calismaya aldigimiz 33’1 kadin ve 17°si erkek toplam 50 AAA hastasinn yas

ortalamas1 32.610.1 olup isim, yas ve cinsiyetleri asagida (Cizelge 4.1) verilmistir.

Cizelge 4.1. AAA hastalarinin isim, yas ve cinsiyetleri

No Isim Yas Cinsiyet
01 Al 32
02 0.U. 47
3 GC 19
04 YM. 16
05 F.X. 36
06 S.G. 27
07 D.D. 34
08 S.Y. 46
09 M.M. 58
10 0.A. 25
11 S.Y. 40
12 N.C. 21
13 F.X. 27
14 AY. 38
15 0.0. 34
16 F.D. 38
17 F.S. 28
18 S.B. 13
19 CK. 22
20 T.E. 48
21 K.D. 39
22 E.E. 24
23 E.S. 40
24 H.B. 34
25 LU. 20
26 LK. 24
27 MAC. 42

28 MS. 42
29  MD. 33
30 OK. 26

OHEO O AARAAARAARAOAAROOAARAOODAAARRTR DA
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Cizelge 4.1(devam). AAA hastalarinin isim, yas ve cinsiyetleri

No Isim Yas Cinsiyet

31  MD. 30 K
32 GL 34 K
33 SB. 40 K
34 NK. 48 K
35  ZE. 39 K
36 MU 19 K
37 MO. 18 K
38 MK 32 E
39 AO. 32 K
40 TK 48 K
4 LY. 41 K
42 DK 24 K
43 ME. 39 K
44 Sz 31 E
45  S.A. 30 E
46  BL 36 E
47  SC. 28 E
48  ST. 47 K
49 MB. 17 K
50  MA. 26 E

Calisilan 50 AAA hastasinin dogum yerleri ile bazi klinik 6zellikleri sirasiyla
Cizelge 4.2 ve 4.3°de, ayrica genotipik 6zelliklerle hastalik baglangi¢ ve tan: yasi ile aile
oykisti Cizelge 4.4°de, hastalarin genotipik o6zellikleri ile bazi klinik &zelliklerinin

karsilastirilmasi ise Cizelge 4.5’de verilmigtir.
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Cizelge 4.2. AAA hastalarinin dogum yerleri

Sehir Hasta Sayisi %

Adana 20 40
Kahramanmaras 14
Hatay 10
Adiyaman
Gaziantep
Osmaniye
Agn

Icel
Aydin
Malatya
Sanliurfa
Elazig
Siirt
Erzurum
Bingol

s e e e e = - DD D) WD W N Y

[NS 2 S NG I NS T \O I N I (O 2 |6 I SN SN Nl @ N

Cizelge 4.3. AAA hastalarmn bazi fenotipik 6zelllikleri

Kadin/Erkek 33/17
Hastalik baslangi¢ yast (y1l+SD) 14.4+9.4
Tan1 yas1 23.349.2
Ates %94
Karn agris %90
Gogilis agrisi %44
Artrit %50
Amiloidoz %2
Proteiniiri %6
Ailede AAA varligi %36
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Cizelge 4.4. AAA hastalarinda genotipik 6zelliklerin hastalik baslangi¢ yagi, tan1 yasi ve aile
oykisit ile karsilagtiriimas:

Genotip Cinsiyet Hast.Baslangic TaniYasi Ailede AAA
Say1  (K/E)  Yagi Ortalamasi1 Ortalamasi Varh@
M694V/M694V 9 5/4 10.5 18.9 3/9
M694V/M6941 1 1/0 7 7 0/1
M694V/M6801 8 6/2 8 242 4/8
M694V/VT26A 6 2/4 20.2 233 2/6
M6941/M6801 1 1/0 10 31 0/1
M680I/M6801 4 3/1 8.3 273 2/4
M680I/V726A 2 2/0 15.5 32 0/2
M694V/? 10 6/4 19.8 24.6 4/10
M6941/? 1 1/0 ? ? 1/1
M6801/? 1 1/0 10 25 0/1
V726A/? 1 1/0 2 27 1/1
Bilinmiyor 6 4/2 15.2 22.8 1/6

Cizelge 4.5. AAA hastalarinda genotipik dzelliklerin bazi klinik 6zelliklerle kargilastiriimas:

Say1 Ates Karmm Gogiis Artrit Proteiniiri  Amiloidoz

Genotip Agris1  Agrisi
M694V/M694V 9 9/9 9/9 5/9 7/9 2/9 0/9
M694V/M6941 1 /1 1/1 171 11 0/1 0/1
M694V/M6801 8 8/8 5/8 4/8 4/8 1/8 1/8
M694V/VT26A 6 6/6 6/6 2/6 2/6 0/6 0/6
M6941/M6801 1 1/1 1/1 0/1 0/1 0/1 0/1
M680I/M6801 4 4/4 4/4 3/4 1/4 0/4 0/4
M680I/V726A 2 2/2 2/2 0/2 172 0/2 0/2
M694V/? 10 8/10 8/10 4/10  3/10 0/10 0/10
M6941/? 1 0/1 1/1 0/1 1/1 0/1 0/1
M680L/? 1 1/1 1/1 1/1 /1 0/1 0/1
V726A/? 1 1/1 1/1 0/1 0/1 0/1 0/1
Bilinmiyor 6 6/6 6/6 2/6 4/6 0/6 0/6

Baz hastalara ait M694V, M6941, M680I ve V726 mutasyonlarinin ARMS-PCR
agaroz jel elektroforez goriintiisii Sekil 4.1°de, PCR-RFLP poliakrilamid jel elektroforez
goriintileri ise Sekil 4.2° ve 4.3’de verilmistir. M680I. ve V726A heterozigot
mutasyonlarini birlikte tagiyan iki hastaya ait PCR triinlerinin aym tlipte Hinfl ve Alul
enzimleriyle muamele edilerek elde edilen poliakrilamid jel elektroforez goriintiisti ise

Sekil 4.4’de gortilmektedir.
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— Internal PCR korttrol (360 bg)
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Sekil 4.1. ARMS-PCR yontemiyle belirlenen M694V, M6941, M680I ve V726A
mutasyonlarinin %1.5 agaroz jel elektroforezi griintiist.

190 bg
147 bg
110bg

PCR Kontrof
ME34Y Normal
PCR Kontrol
146341 Normal

B
2
~N
o
1]
2
B
x
=
=2}
©
=

pUC 187 Msp 1 ivarker
Negatif PCR Kontrol
ME94V Heterozigot
M694Y Homozigot
pUC 19/ Msp 1 varker
Negatif PCR Kontrol

Sekil 4.2, PCR-RFLP yontemi ile belirlenen M694V ve M6941 mutasyonlarinin %12
poliakrilamid jel elektroforez goriintiisit (M694V pozitif PCR kontrol: 154 bg, M694V normal: 154 bg,
M694V heterozigot: 154-118-36 bg, M694V homozigot mutant: 118-36 bg; M694I pozitif PCR kontrol:
149 bg, M6941 normal: 130-19 bg, M6941 heterozigot: 149-130-19 bg)
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Sekil 4.3. PCR-RFLP teknigi ile belirlenen M680I ve V726A mutasyonlarinm %12
poliakrilamid jel elektroforez gorintiistt (PCR Kontrol: 360 bg; M680I Normal: 234-126 bg; M680I
Heterozigot: 360-234-126 bg; M680I Homozigot: 360 bg; V726A Normal: 320-40 bg; V726 Heterozigot:

320-262-58-40 bg).
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Sekil 4.4: M680I ve V726 heterozigot iki hastaya ait PCR driinlerinin ayni tiipte Hinfl ve Alul
enzimleriyle kesilmis DNA fragmanlarinin poliakrilamid jel elektroforez goriintiisii (PCR Kontrol: 360
bg; M680/V726: 320-136-126-58-40 bg)
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Yaptigimiz mutasyon analizlerinde 50 hastanin 100 bagimsiz MEFV allelinin
75’inde (%75) mutasyon bulunmustur (Tablo 4.6). Calisilan 4 tip mutasyon goz 6niine
alindiginda hastalarimizin 12 farkli genotipe sahip oldugu belirlenmistir. Elli hasta
icinde ayn1 mutasyon tipini her iki allelde de bulunduran (homozigot) hasta sayisi 13
(%26), mutasyonlarin farkli kombinasyonlarini birlesik heterozigot halde bulunduran
hasta sayis1 18 (%36), allelin birisi bilinmeyen heterozigot hasta sayis1 ise 13 (%26)
olarak belirlendi. Alt: hastada (%12) ise ¢alisilan 4 mutasyondan hicbiri saptanamadi.
Calismamizda en sik goriilen mutasyon M694V olup, bagimsiz allellerin %43’{inde,

M6941 %3 tinde, M680I %20’sinde ve V726A %9’unda saptanmigstir (Tablo 4.7).

Cizelge 4.6. M694V, M694I, M680I ve V726A MEFV gen mutasyonlarimn 50 AAA
hastasindaki (100 allel) siklig

Mutasyon Allel sayis1  Sikhik (%)

M694V 43 43
M6941 3 3
Mo6801 20 20
V726A 9 9
Total 75 75

Cizelge 4.7. AAA hastalarinda M694V, M6941, M680I ve V726A mutasyonlarinin dagilimi

Mutasyon Hasta Sayisi %
M694V / M694V 9 18
M694V / M6941 1 2
M694V / M6801 8 16
M694V / VT26A 6 12
M6941 / M6801 1 2
M680I / M6801 4 8
M680I/ VT726A 2 4
M694V /? 10 20
M6941/? 1 2
M680I /? 1 2
V726A /7 1 2
Bilinmiyor 6 12
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Calismamizda ARMS ve PCR-RFLP molekiiler yoéntemleriyle belirlenen
M694V, M6941, M680I ve V726A mutasyonlarinin analiz siireleri Cizelge 4.8 ve

4.9’da, maliyet hesaplamalari ise Cizelge 4.10 ve 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.8. ARMS yontemi ile belirlenen M694V, M6941, M6801 ve V726A mutasyonlarinin
analiz siireleri

Mutasyon |DNA Izolasyonu PCR Elektroforez | Toplam Siire
M694V

M6801 2 saat 1 saat 23 dakika| 15 dakika 3 saat 38 dakika
V726A

M6941 2 saat 3 saat 10 dakika | 15 dakika 5 saat 25 dakika

Cizelge 4.9. PCR-RFLP yontemi ile belirlenen Mé694V, M6941, M680I ve V726A
mutasyonlarinin analiz siireleri

DNA Kesim Elektroforez
Mutasyon |izolasyonu | PCR |Reaksiyonu | Ve Boyama Toplam Siire
M694V
M6801 2 saat 2 saat 1 saat 1 saat 15 dakika | 6 saat 15 dakika
V726A
M6941

Cizelge 4.10. ARMS yontemi ile M694V, M6941, M6801 ve V726A mutasyonlarinin ABD
Dolar1 cinsinden maliyeti

PCR Agaroz Jel DNA Genel
Mutasyon Amplifikasyonu  Elektroforezi Izolasyonu* Diger Toplam
M694V 1.83 0.1 2 0.5
M6941 1.62 0.1 2 0.5
M6801 1.82 0.1 2 0.5
V726A 1.82 0.1 2 0.5
Total 7.09 0.4 2 2 11.49

*Dért tip mutasyon analizi igin ayn1 hastadan izole edilen DNA molekiilii yeterli oldugundan
tek bir test veya 4 testin total maliyeti 2 ABD Dolari olmaktadir.
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Cizelge 4.11. PCR-RFLP yontemi ile M694V, M6941, M680] ve V726A mutasyonlarinin ABD
Dolari cinsinden maliyeti

PCR RE  Poliakrilamid Jel DNA Genel
Mutasyon Amplifikasyonu Kesimi  Elektroforezi  Izolasyonu* Diger Toplam
M694V 1.42 2.35 0.05 2 0.5
M6941 1.42 125 0.05 2 0.5
M680I 1.42 0.24 0.05 2 0.5
V726A 1.42 0.87 0.05 2 0.5
Total 5.68 4.72 0.2 2 2 14.6

*Dort tip mutasyon analizi igin ayn1 hastadan izole edilen DNA molekiilii yeterli oldugundan al
tek bir test veya 4 testin total maliyeti 2 ABD Dolar1 olmaktadir.

Maliyet hesaplamalan yapilirken ticari firmalardan gelén tekliflerin ortalama
fiyatlart baz alinmigtir. Kullanilan primerlerin maliyetleri hesaplanirken, primerleri
olusturan herbir niikleotidin fiatt 3 ABD Dolart ve herbir primer ¢iftiyle 500 test

yapilabilecegi gz Oniine alinmustir.
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5. TARTISMA

Tiirk toplumu genetik olarak AAA hastalig1 gelisimine egilimli olan dort etnik
gruptan (Tiirk, Yahudi, Ermeni ve Arap) birisi olup tasiyict frekanst 1/5°dir.>' AAA
hastalarinda belirlenmis olan en yaygin mutasyonlar M694V, M6941, M6801 ve V726A

31,53,54 : 5
>* ve non-Askenaz Yahudilerde**

mutasyonlaridir. M694V mutasyonu Tiirklerde
en sik goriilen nokta mutasyonudur. M694V mutasyonu sikligimi Yilmaz et al.’!
bagimsiz allellerin %51.55’inde, Yalcinkaya et al.” %41’inde, Akar et al.>* ise
%43.5’inde saptamislardir. Caligmamizda M694V nokta mutasyonu sikligi bagimsiz
allellerin %43’iinde belirlenmigtir. M6941 mutasyonu gerek Tirk AAA hastalarinda
gerekse bu hastalifin yaygin olarak goértildtigi diger toplumlardaki AAA hastalarinda
nadir olarak gériilmektedir.**!*%¢ M6941 mutasyonu sikhgini Yilmaz et al.’! %0.44,
Yalcinkaya et al.>® %17 ve Akar et al.>* ise %2.8 olarak bulmuslardir. Calismamizda ise
M694] mutasyonu bagimsiz allellerin %3’tinde saptanmistir. M680I mutasyonu
hastalarimizda MEFV bagumsiz allellerinin %20’sinde, V726A mutasyonu %9’unda
saptanmstir. M680I ve V726A mutasyonlar sikligini sirastyla Yilmaz et al.®! %9.22 ve
%2.88 Yalcinkaya et al.”® %16 ve %14 ve Akar et al.”* %12 ve %Il1.1 olarak
saptamiglardir. Bu sonuglar dikkate alindiginda, hastalarimizdaki bu dért major nokta
mutasyonlarimin siklip1 genel olarak Akar et al.’*mn sonuglartyla uyum gdstermektedir.
Yine buldugumuz M694V, M680I ve V726A mutasyonlarmin siklify Yalginkaya et
al>>m oranlart ile uyumlu olmakla birlikte, M694] mutasyonu siklign farklilik
gostermektedir. M6941 mutasyonu i¢in buldufumuz %3’likk oran literatiir bilgileriyle
uyumludur.3"**** Bu mutasyon igin Yalginkaya et al.’>’m bulduklan %17’lik siklik
sonuglarimiza gore oldukca yiiksektir. Ayni arastirma grubunun yaptig: diger ¢alismada
aynt mutasyon i¢in bu siklik %2.8 olarak belirtilmistir.”* Bulgularimuz Yilmaz et al.>"’in
sonuglanyla kiyaslandiginda bu dort mutasyonun siklig1 sonuglarimiza gére diigtiktiir.
Bu sonuglar arasindaki farkliliklar, c¢aligmalara dahil edilen hasta sayilarindaki
farkliliklardan kaynaklanabilecegi gibi mutasyonlarin belirlenmesinde kullanilan
yontemlerden de kaynaklanabilir. Bu konuda kesin sonuca ulagabilmek igin
Tirkiye’deki diger cografik bolgelerde de c¢alismalanin yapilmasi gerektigi

onerilmektedir.’!
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Yapilan ¢alismalarda AAA hastalarindaki M694V, M6941, M680I ve V726A
mutasyonlarmm ~ toplam  sikligt  %60-95  arasinda  degismektedir,**31443357
Caligmamizda ise bu d6rt mutasyonun sikligt ele alindifinda, hastalarimizin %88’1 bu
MEFV gen mutasyonlarini homozigot, heterozigot ya da birlesik heterozigot seklinde
bulundurmaktadirlar. Hastalarimizin %12’sinde ise ¢aligilan dért mutasyondan higbirisi
bulunamamugtir. Hastalarimizda bu doért mutasyon disinda, bugiin i¢in bilinen ancak
calisamadifimiz diger MEFV gen mutasyonlarinin bulunabilecegi gibi, MEFV gen
bolgesi diginda bagka bir genomik bolgede hastalifinin ortaya ¢ikmasina neden
olabilecek genetik defektlerin bulunabilecegini diigtinmekteyiz.

AAA hastaligimin tanisinda kullanilabilecek belirli bir laboratuvar testi heniiz
. yoktur. Giiniimiizde AAA tanisi klinik belirti (karin-gégiis agr131; ates vs), etnik koken,
aile hikayesi ve kolsisine cevap gibi tamamen klinik verilere gore konulmaktadir®®.
MEFV geninin klonlanmasiyla, hastaligin molekiiler teshisi icin DNA dizi analizi,
DGGE, ARMS ve PCR-RFLP gibi molekiiler testler gelistirilmistir. Bu testlerle
M694V, M6941, M680I ve V726A mutasyonlar: belirlenerek AAA hastalarinin biiyiik
bir ¢ogunluguna molekiller tani koymak mimkin olabilmektedir*>>"3337,
Bulgularimiza gore hastalarimizin %62’si bu dért majér mutasyon yoniinden homozigot
ya da birlesik heterozigot mutant oldugundan dolay: bolgemizdeki AAA hastalarimin
%62’sine molekiiler tam koymanin miimkiin oldugu soylenebilir. Bu molekiiler testler,
hastaligin kesin tamsi yaninda, atipik klinik belirtileri olan hastalarin tanisinin
konulmasinda da olduk¢a yararhidu®’. Bu molekiiler testler yardum: ile MEFV
mutasyonlarinin sik g6riildiigii toplumlarda, ailelerinde AAA hastalart bulunan fakat bu
mutasyonlara sahip oldugu halde semptom vermeyen aile {iyeleri belirlenip takibe
alinabilir. Ozetle etkin, non-invaziv ve oldukca sensitiv olan ARMS ve PCR-RFLP,
AAA hastaliginin dogru tanusinda ya da klinik teshisin dogrulanmasinda olduk¢a 6nemli
ve giivenilir tekniklerdir. Bu teknikler, AAA hastalarimin klinik tedavilerinin
diizenlenmesi, hasta ve aileye tibbi ve genetik danigmanlik hizme;cinin verilebilmesi
agisindan da Snemli olabilir.

Hem ARMS hem de PCR-RFLP yontemlerini uygulayarak aralarinda kan bag:
bulunmayan 50 AAA hastasinda belirledigimiz M694V, M694I, M6801 ve V726A
major nokta mutasyonlar1 mutasyonlar: i¢in her iki yontemle de uyumlu sonuglar

bulunmustur. Yani sozii edilen mutasyonlar1 belirlemek i¢in kullandigimiz ARMS ve
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PCR-RFLP yontemleri ayni dogrulukta sonu¢ vermektedirler. Bu nedenle bu
mutasyonlarini ¢alisan laboratuvarlar iki yéntemden birisini tercih edebilirler.

ARMS yontemi ile bir hastanin M694V, M680I ve V726A major nokta
mutasyonlarini belirlemek i¢in DNA izolasyonu, PCR amplifikasyonu ve agaroz jel
elektroforezi dahil olmak tizere yaklasik 3 saat 38 dakika zamana ihtiya¢ vardir. PCR-
RFLP yotnteminde ise bu siire DNA izolasyonu, PCR amplifikasyonu, amplifiye
trlinlerin restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesimi, poliakrilamid jel elektroforezi
ve jelin etidiyum bromid ile boyanmasint da icermek {zere toplam olarak 6 saat 15
dakika stirmektedir. Calismamizda M694V, M6801 ve V726A mutasyonlarinin
belirlenme siiresi goz 6niine alindifinda ARMS -yonteminin PCR-RFLP’ye gore daha
hizli sonug verdifi gézlenmektedir. Nitekim Eisenberg et al.’ da ARMS yOnteminin
daha hizli sonug verdigini ileri siii'rm'islerdir.51 Biitlin bulgular ARMS y6nteminin zaman
acisindan PCR-RFLP’ye gore daha {istlin oldugunu géstermektedir. AAA hastalarinda
olduk¢a nadir goriilen ve rutin olarak bakilmasina gerek goriilmeyen M6941
mutasyonunun ARMS teknigi ile belirlenmesi 5 saat 25 dakika stirmektedir. Bu siirenin
oldukga uzun olmasi, primer ¢iftinden kaynaklanmaktadir. Bu primer ¢ifti ile PCR
amplifikasyonu 3 saat 10 dakika stirmekte, buna DNA izolasyonu ve elektroforez
stireleri de dahil edildiginde mutasyonun toplam belirlenme siiresi 5 saat 25 dakikay1
bulmaktadir.

ARMS yo6ntemiyle bir hastanin yukarida s6zii edilen dort mutasyonunun
belirlenmesi, yaklasik olarak 11.5 Amerikan Dolarina (AD), PCR-RFLP ile 14.6 AD’ye
mal olmaktadir. Goériildiigii gibi ARMS yontemi PCR-RFLP’ye gore daha ekonomiktir.

Eisenberg et al.’! M694V, M680I ve V726A mutasyonlarimi ARMS ve DNA
dizi analizi y6ntemlerini uygulayarak belirledikleri karsilagtirmali calismalarinda,
ARMS yonteminin sensitivite ve spesifitesinin %100 oldugunu ve kullandiklar1 primer
setlerinin yalanci pozitif ya da negatif amplifikasyon {rtinleri vermedigini
belirtmislerdir. Bu arastiricilarin  kullandiklari primer setlerinin ¢alismamizda da
herhangi bir nonspesifik sonug vermedigini gézledik.

ARMS yoénteminin dogru sonu¢ vermesi, kullanilan primerlerin spesifitesine
baglidir. Bu y6ntemde normal diziye spesifik primerler genomik DNA’daki normal dizi
ile hibridize olacak sekilde (match), mutant diziye spesifik primerler ise genomik

DNA’daki mutant dizi ile hibridize olacak sekilde dizayn edilmektedir. Bundan dolay1
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normal diziye spesifik primerler genomik DNA’daki rormal (mutasyonsuz) diziyle,
mutant diziye spesifik primerler ise genomik DNA’daki mutant diziyle hibridize olacak
ve genomik DNA amplifikasyonu ger¢eklesecektir. Bu genel prensibe ilave olarak
calismamizda kullandigimiz normal ve mutant diziye spesifik primerlerin 3’ ucundaki
sondan bir &nceki niikleotidin farkli oldugu yani genomik DNA’daki niikleotidle
hibridize olmayacak sekilde dizayn edildiginden dolayr amplifikasyon daha spesifik
hale gelerek non spesifik (yalanci pozitif ve yalanci negatif) sonuglar tamamen ekarte
edilip gilivenilir sonuglar elde edilmistir.

Nadir de olsa bazzi AAA hastalarinda bir allelde iki farkli mutasyon
bulunabilmektedir.'* Bir alleldeki iki farkli mutasyonu gosterebilmek icin DNA dizi
analizi, yapmak gerekmektedir. Caligmamizda PCR-RFLP yént;:mi ile M680I/VT726A
birlesik heterozigot mutasyona sahip iki hastada, bu mutasyonlarm ayni allel {izerinde
mi yoksa karsilikli allellerde mi bulundugu sorusuna cevap bulabilmek igin, aym
hastadan amplifiye edilen PCR {irlintinii M680I ve V726A mutasyonlarim géstermek
icin kullanilan restriksiyon enzimleriyle aym tlip igerisinde muamele ettik ve bu islem
sonucu poliakrilamid jel elektroforezinde, kesilen bantlarin molekiiler agirliklarina
bakarak bu mutasyonlarin karsilikli allellerde bulundugunu gézledik. Soyle ki, M680I
ve V726A mutasyonlarim belirlemek i¢in genomik DNA’dan amplifiye edilen PCR
tirlinti Alu 1 ve Hinf 1 restriksiyon enzimleriyle ayni tiip icerisinde muamele edildikten
sonra poliakrilamid jel elektroforezi uygulandifinda, eger M680I ve V726A
mutasyonlar ayni allel {izerindeyse teorik olarak 262, 194, 126, 58 ve 40 b¢’lik bantlar,
karsilikli alleller {izerinde bulunuyorlarsa 320, 136, 126, 58 ve 40 bg’lik bantlar
goriilecektir. Calismamizda M680I/V726A birlesik heterozigot mutasyona sahip iki
hastada 360 bg’lik PCR {iriiniiniin Alu 1 ve Hinf 1 enzimleriyle aym tiip iginde
muamele edilip poliakrilamid jelde goriintii elde edildikten sonra kesim tirlinlerinin 320,
136, 126, 58 ve 40 bg uzunluklarinda olmasi, bu iki mutasyonun karsilikli alleller
tizerinde bulundugunu gostermektedir (Sekil 4.4). PCR-RFLP yontemi ile bu islemi
uygulamak her zaman miimkiin olmayabilir. Ancak bu islemi uygulayabilmek igin
oncelikle her iki mutasyonun belirlenmesinde kullanilan primerlerin ve amplifiye
{irlintin kesiminde kullamlan iki farkli restriksiyon enziminin ¢aligma tamponlarinin

ayni veya benzer olmasit gerckmektedir. ARMS yontemi ile birlesik heterozigot
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mutantlarin hangi allel tizerinde oldugunu saptamak sz konusu olmadigindan dolayi,
bu durum PCR-RFLP tekniginin ARMS’a gore bir tistiinliigii olarak diistintilebilir.

Sonug olarak her iki yontemin avantaj ve dezavantajlari bulunmakla birlikte,
ARMS ybntemi; restriksiyon enzimlerinin ve poliakrilamid jel -elektroforezinin
kullanimm: gerektirmeyen, olduk¢a pratik, uygulanmasi kolay, hizli, giivenilir ve
ekonomik bir yontem oldugundan dolayt MEFV gen mutasyonlarinin belirlenmesinde
rahatlikla kullanilabilecek bir yontemdir.

AAA’da MEFV gen mutasyonlar ile amiloidoz arasindaki iliski heniiz tam
anlamiyla agiklik kazanmamugstir. Pek ¢ok ¢alismada; M694V/M694V genotipi ile

46,59,60,61 ancak bazi

amiloid gelisimi arasinda iliski oldugu ileri siiriilmiistiir,
¢alismalarda M694V homozigot genotip ile amiloid gelisimi arasinda herhangi bir iliski
saptanamamugtir. Diger taraftan M694V homozigot genotipe sahip olmayan hastalarda

33,54,62.63 Calismamizda sadece bir hastada amiloid

da amiloid gelistigi gdzlenmistir.
gelisimi gézlenmis ancak bu hastanin genotipi M694V/M680I olarak belirlenmistir.
M694V homozigot genotipe sahip 9 hastanin higbirisinde amiloidoza rastlanmamustir.
AAA hastalarinda amiloidoz gelisimi ile MEFV gen mutasyonlar arasindaki iliskinin
incelenebilmesi i¢in daha genis hasta serisine ihtiya¢ duyulmaktadir.

AAA’da hastalik baslangi¢ yasi, ates, artrit, karin ve gogiis agrisi, proteiniiri gibi
klinik bulgular ile MEFV genotipleri arasindaki iligkiler ile ilgili baz1 ¢alismalarda; baz
klinik bulgular ile MEFV genotipleri arasinda iligki saptanmis, ancak bazi ¢aligmalarda

4653336081 Calismamizda da ates, artrit, gogiis agnsi ve

bu iliski bulunamamistir.
proteiniiri gibi klinik bulgular ile MEFV major gen mutasyonlar arasinda klinik olarak

anlamli istatistiksel bir iligki saptayamadik (P>0.05
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢aliyma sonucunda;

Calistigimiz MEFV geninin dort major nokta mutasyonu bolgemizde yasayan 50
AAA hastasinin bagimsiz allellerinin %75’inde saptandi. Hastalarin %62’sinde her
iki allelde de mutasyon gézlendi. Aym tip mutasyon yoniinden homozigot hasta
sayist 13 (%26), mutasyonlarin farkli kombinasyonlarini bir arada bulunduran
(birlesik heterozigot) hasta sayisi 18 (%36) ve bir mutasyonu bilinen digeri
bilinmeyen heterozigot hasta sayist 13 (%26) olarak belirlendi. Alt1 hastada (%12)
ise c¢aligilan mutasyonlarin higbirisine rastlamlmadi. Ha‘stalanmlzln 4 major
mutasyon yoniinden 12 farkli genotipe sahip oldugu goriildil.

Hastalarimizin bagimsiz allellerinde en sik goriilen mutasyonlar sirasiyla; M694V
%43, M680I %20, V726A %9 ve M6941 %3 olarak belirlendi.

Hastalarimizin %62’sinin her iki allelinde de mutasyon saptandigindan dolay1, bu 4
majér mutasyon ile hastalarimizin en azindan %62’sine kesin molekiiler tani
konulabilecegini ortaya koyduk.

Arastirilan 4 mutasyonun belirlenmesinde kullanilan ARMS ve PCR-RFLP
yontemlerinin her ikisininde giivenilir olduklar1 fakat ARMS yo6nteminin PCR-
RFLP’ye gére daha hizli, pratik ve ekonomik oldugu saptand:.

Calisilan mutasyonlar ile ates, artrit, gégiis agris1 ve proteiniri gibi klinik bulgular

arasinda istatistiksel olarak anlaml: bir iligki saptanamadi.

Onerilerimiz;

1- Tirkiye’deki diger cografi bolgelerde de MEFV gen mutasyonlarinin ¢aligilarak
bolgelere gore sikliginin belirlenmesi,

2- AAA hastast bulunan ailelerde, fenotipik olarak saghkli aile fertlerinde de
mutasyon taramasi yapilarak potansiyel AAA hastalarinin dnceden tesbit edilip

onlem alinmas: ve ailelere genetik danismanlik hizmetinin verilmesini,
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3- Daha hizli, uygulanmast kolay ve ekonomik oldugu i¢in MEFV gen
mutasyonlarinin  belirlenmesinde ARMS  yOnteminin tercih edilmesini

Onermekteyiz.
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