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SAGLIKLI BIREYLERDE AIiLEVi AKDENIZ ATESI

R202Q GENOTIP SIKLIGININ BELIRLENMESI

Yiiksek Lisans Tezi

Kimyager Emine SOLMAZ

OZET

Ailevi Akdeniz Atesi (AAA) otozomal resesif gecisli genetik bir hastaliktir. Genellikle
Akdeniz’e kiyisi olan iilkelerde goriilebildigi gibi, gogler nedeniyle tiim diinyada belirli
oranlarda goriilmektedir. Karin agrisi, ates, artrit, artralji ve eritem gibi klinik belirtilerle
karakterize bir hastaliktir. Tani1 klinik olarak konmasina ragmen genetik caligsmalarla
mutasyon tipinin ortaya konmasi tedavinin sekillendirilmesinde 6nem tasimaktadir. R202Q
mutasyonu bir polimorfizm olarak bolgemizde sik olarak tek basina, bilesik veya birden fazla

mutasyon ile birlikte bulunabilmektedir.

Bolgemizde ne siklikta oldugunu gérmek amaci ile herhangi bir AAA klinik belirtisine
sahip olmayan ve daha 6nce AAA tanisi almayan saglikli 50 hastane personelinden rastgele
kan alindi. Alinan kanlarda exon 2 gen bolgesinde R202Q mutasyonu arastirildi. Sonug olarak
saglhikli bireylerden 17 (%34) olguda heterozigot R202Q mutasyonu, 1 (%2) olguda
homozigot R202Q mutasyonu, 2 (%4) olguda R202Q/E148Q kompleks mutasyonu, 2 (%4)
olguda E148Q heterozigot mutasyonu, 2 (%4) olguda E230Q heterozigot mutasyonu tespit

edildi. 28 olguda herhangi bir mutasyon tespit edilemedi.

Bu durum da bize gostermektedir ki R202Q mutasyonu oldukga yiiksek oranda
goriilmekle birlikte klinik belirti vermedigi ve polimorfizm olarak nitelendirilmesinin
gerektigi ancak diger mutasyonlarla bir arada bulundugu o6zellikle homozigot olgularda
genotip fenotip iliskisinin arastirilmasinda yarar olacag: diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ailevi Akdeniz Atesi (AAA), MEFV geni, R202Q
Sayfa Adedi: 77

Danisman: Prof. Dr. Metin KILINC



DETERMINATION OF R202Q GENOTYPE FREQUENCY OF FAMILY
MEDITERRANEAN FEVER IN HEALTHY INDIVIDUALS

Master Thesis

Chemist Emine SOLMAZ

ABSTRACT

Familial Mediterranean Fever (FMF) is an autosomal recessive genetic disease that is
inherited. Generally, as can be seen in countries bordering the Mediterranean Sea, it is seen in
specific proportions all over the world due to migration. Abdominal pain, fever, arthritis,
arthralgia is a disease characterized by clinical symptoms such as erythema. Although the
diagnosis is made clinically, the identification of the type of mutation with genetic studies is
important in shaping the treatment. The R202Q mutation can be found in our region as a

polymorphism, often alone, in combination with a compound or multiple mutations.

We randomly sampled blood from 50 healthy hospital personnel who did not have any
AAA clinical signs and who did not previously acquire AAA to see how often in our region.
The R202Q mutation in the exon 2 gene region was investigated in the blood of the recipient.
In conclusion, heterozygous R202Q mutation was found in 17 (34%) healthy individuals,
homozygous R202Q mutation in 1 (2%), R202Q/E148Q complex mutation in 2 (4%), E148Q
heterozygous mutation in 2 (4%), E230Q heterozygous mutation 2 (4%) was detected. In 28
cases, no mutation could be detected.

This situation shows us that R202Q mutation frequency is not clinical signs is seen in
a very high rate and it is necessary to qualify as polymorphism but which in combination with
other mutations is thought to be useful to investigate the genotype-phenotype relationship in
homozygous patients.
Key Words: Familial Mediterranean Fever (FMF), MEFV gene, R202Q
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AA - Amiloid A
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ESR : Eritrosit Sedimentasyon Hizi
F : Fenilalanin

FMF : Familial Mediterranean Fever
g : Gram

G : Glisin

G : Guanin

Glu : Glutamik asit

Gln : Glutamin

H : Histidin
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1. GIRIS VE AMAC

Ailevi Akdeniz atesi (AAA), belirli donemlerde tekrarlayan abdominal agri, ates,
artrit, artralji ve erizipel benzeri eritem gibi klinik belirtilerle ortaya ¢ikan otozomal resesif
gecisli genetik bir hastaliktir (1). FMF, Akdeniz kokenli toplumlarda basta olmak fizere,
genellikle Askenazi olmayan Yahudiler, Ermeniler, Araplar ve Tiirklerde goriilmektedir (2).
Yaygin populasyon ve gog hareketleri sonucunda tiim diinyada belirli diizeylerde goriilmeye

baglanmistir (1).

FMF hastalar1 i¢in tehlike olusturan en Onemli komplikasyon belirtisi amiloidoz
gelisimidir. Amiloid birikimi sonucunda kalp, karaciger, bobrekler, gastrointestinal sistem,
dalak, testis ve tiroid etkilenmektedir (1). Kolsisinin, FMF ataklarinin sikligin1 ve siddetini
azalttig1 gibi amiloid gelisimini de 6nlemede etkili oldugu belirtilmektedir (3). Tirk FMF’li
hastalarda olusan amiloid birikimi diger toplumlara oranla daha yiiksek diizeyde goriildigii
saptanmigtir (4). Tirkiye’de FMF hastaliginin gériilme sikligi 1:1000 iken Tiirk toplumundaki
tastyicilik orani 1:5 olarak tespit edilmistir (5).

AAA hastalarinin varlhigi ilk kez 1908 yilinda Janeway ve Mosenthal tarafindan tespit
edilmistir. Bu hastaligit 1945 yilinda Siegal’in “Benign Paroksismal Peritonit” seklinde
tanimlamasi sonrasinda Sohar ve Heller de ayrintili bir sekilde tanimlamiglardir (6). 1992
yilinda MEFV geni lokusu 16. kromozomun kisa kolu iizerinde (16p13.3 noktasinda)
bulundugu saptanarak, 1997 yilinda Uluslararasi FMF Konsorsiyumu ve Fransiz FMF
Konsorsiyumu tarafindan birbirlerinden tamamen bagimsiz olarak klonlanmistir (7, 8, 9).
MEFV geni 781 aminoasit i¢eren pyrin/marenostrin adiyla tanimlanan proteini kodlamaktadir.
Bu proteinin fonksiyonu tam olarak bilinememesine ragmen inflamasyonun kontrol

edilmesinde ve nétrofil aktivitesinin inhibe edilmesinde etkili oldugu diisiiniilmektedir (8, 9).

MEFV geni ekzon 2 gen bolgesinde bulunan R202Q mutasyonunun, M694V
mutasyonuyla cis pozisyonda oldugu belirtilmistir (10). R202Q gen degisimi, ilk kez 1998
yilinda Bernot tarafindan tanimlanmistir (11). Mutasyon bulunmayan kromozomlarda %15 ve

ekzon 10 gen bolgesi disinda mutasyon saptanan kromozomlarda ise %16 olarak tespit



edilmistir. Bu bulgular sonucunda R202Q gen degisiminin yaygin goriilen bir polimorfizm

oldugu belirtilmigtir (11).

Yapmis oldugumuz caligmamizda saghkli 50 bireyin 28’inde mutasyona
rastlanmamistir. Bu durum da bize gostermektedir ki R202Q mutasyon orani sikligi oldukga
yiiksek oranda goriilmekle birlikte klinik belirti vermedigi ve polimorfizm olarak
nitelendirilmesinin gerektigi ancak diger mutasyonlarla bir arada bulundugu o&zellikle
homozigot olgularda genotip fenotip iliskisinin  arastirilmasinda  yarar  olacagi

diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ailevi Akdeniz Atesi (AAA),

Familial Mediterranean Fever (FMF)

Ailevi Akdeniz Atesi (AAA), belirli donemlerde tekrarlayan 38-40 °C dereceye varan
ates ile birlikte karin agrisi, gogiis ve eklem agrisi, diz, bilek ve dirsek agrilart ve erizipel
benzeri eritem gibi klinik belirtiler igeren bir hastaliktir. Hastaligin diger bir belirtisi sinoviyal
ve serdzal membranlarin inflamasyonuna bagli gelisen febril ataklardir (12). Yaygin olarak
Akdeniz c¢evresi toplumlarinda goriilmekte olan otozomal resesif gecisli genetik bir
hastaliktir. FMF hastaligi, Askenazi olmayan Yahudiler, Ermeniler, Tiirkler ve Araplarda
daha sik goriiliirken, Almanya, Ispanya, italya ve Fransa gibi iilkelerde de rastlanmaktadir
(13).

AAA ataklar1 donem donem tekrarlayan akut sinovit ile 1-3 giin siiren asemptomatik
olan bir hastaliktir (13). Duygusal ve fiziksel stres, soguk hava maruziyeti, menstruasyon, agir
fiziksel aktiviteler gibi durumlar AAA ataklarinin olusmasina sebep olmaktadir (14). Ataklar
sirasinda yiiksek sedimantasyon hizi, C reaktif protein, 16kositoz ve artmis fibrinojen gibi akut
faz reaktanlari goriilmektedir (15). Hastaligin en tehlikeli komplikasyonu olan amiloid
gelisimi, asemptomatik olarak goriilmekte ve kalp, karaciger, bobrek gibi diger organlar da
etkilemektedir (13).

FMF, genel olarak ¢ocukluk ve geng eriskinlik doneminde gelismekte ve hastalarin
%80’inde 20 yas oncesi donemde goriilmektedir. Klinik belirtiler hastalarin %75’inde ilk 10
yilda, %25’inde ise ilk 4 y1l i¢erisinde gelistigi belirtilmektedir (16).

2.2. Etiyoloji

AAA hastaligi ilk kez 1908 yilinda New Yorklu hekim Janeway ve Mosenthal
tarafindan tekrarlayan yiiksek ates, abdominal agri, plorezi ve l6kositozu olan 16 yasindaki
Yahudi geng bir kiz hastada saptanmis ve ‘“paroksismal bir hastalik” seklinde tanimlanmistir
(17). Siegal, 10 Askenazi Yahudisi ile birlikte ayni belirtileri kendisinde de saptamis ve

“Benign Paroksimal Peritonitis” adiyla tanimlamigtir (18). 1948 yilinda Reiman hastaligi
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“Periyodik hastalik” seklinde tanimlamustir (19). Ilk kez 1951 yilinda Catton ve Mamou
tarafindan hastaligin ailevi oldugu vurgulanmaktadir. 1956 yilinda ise FMF hastalarinda
amiloid gelisimi oldugunu ve hastaligin otozomal resesif kalitildigini bildirmislerdir (20). Tk
kez Heller ve Sohar hastaligi tiim ayrintisiyla agiklayarak, “Ailevi Akdeniz Atesi” ismiyle
yayinlamiglardir. Ayni yazarlar 1961 yilinda da hastaligin otozomal resesif gegisli oldugunu
bildirmislerdir (21, 22).

Tiirkiye’de ilk FMF hastaligi 1946 yilinda Abrevaya Marmarali tarafindan eriskin bir
bireyde saptanarak “Garip Bir Karin Agrist Sendromu” seklinde tanimlanmustir (23). AAA
hastaligi, periyodik ates, periyodik peritonit, familyal paroksismal poliserozit, benign
paroksismal peritonit, Ermeni hastaligi, La maladie periodique gibi tanimlanmasina ragmen
glinimiizde yaygin olarak Ailesel Akdeniz Atesi (AAA) adiyla kullanilmaktadir (24).

2.3. Epidemiyoloji

Ailevi Akdeniz Atesi (AAA), Akdeniz kokenli topluluklarda ozellikle Askenazi
olmayan Yahudiler, Ermeniler, Araplar ve Tiirklerde goriilen otozomal resesif gegisli genetik
bir hastaliktir (25).

Askenazi olmayan Yahudilerde AAA’nin gorilme sikligi 1/250 ve 1/500 iken,
Tiirklerde 1/1075 ve Orta Anadolu’da ise 1/395 olarak tespit edilmistir (26, 27). Hastaligin
goriilme orami Israilde 1:1000, Ermenistan’da ise yaklasik 1:500 oldugu belirtilmektedir.
Urdiin, Suriye, Liibnan gibi Orta Dogu iilkelerinde de AAA hastalarina rastlanmaktadir.
Ayrica Almanya, Amerika, Fransa, Yunanistan, Italya, Girit ve Kuzey Afrika iilkelerinde de
belirli diizeylerde goriilmektedir (13). FMF’in yaygmn goriildiigli Akdeniz iilkeleri Sekil
2.1.’de gosterilmistir (28).
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Sekil 2.1. FMF hastaliginin yaygin gortildigi Akdeniz iilkeleri.

Hastaligin tasiyicilik oran1 Askenazi Yahudilerinde 1/11, Ermenilerde ve Kuzey
Afrika Yahudilerinde 1/7, Tirklerde ise 1/5 olarak tespit edilmistir (26, 29). Bu hastaligin
yaklasik 2000-2500 y1l 6nce Orta Dogu’da ortaya ¢iktigi ve Anadolu, Giiney Avrupa, Kuzey
Afrika ve On Asya bolgeleri olmak iizere yayildig: bildirilmistir (30).

Yapilan aragtirmalar Tirkiye’de AAA hastaliginin Trakya, Bati Anadolu, Kuzey
Anadolu Bolgesi’nde sik goriilmekle birlikte Sivas ilinde yaygin goriildiigii tespit edilmistir.
Hastaligin goriilme sikligi 1:1000 iken saglikli bireylerde tasiyicilik orani 1:5 olarak
belirtilmistir (31).

AAA hastaliginin erkeklerde ve kadinlardaki goriilme sikligi 1,5-2.0:1.0 olarak tespit
edilmistir (32). Hastaliktan her iki cinsiyetin de benzer diizeylerde etkilendigi goriilsede,
erkeklerde daha sik rastlandigi tespit edilmistir (25).

2.4. Genetik

2.4.1. MEERV geni

FMF’den sorumlu olan MEFV (MEditerranean FeVer) geni; 15 kilobazlik, 10

ekzondan olusan, 3505 niikleotid, 781 aminoasit i¢eren 16. kromozomun kisa kolu (16p13.3)
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tizerinde bulunmaktadir (15). Latince pyrexia: ates diizenleyeci protein, Amerika’da Pyrin,
Latince de Marenostrum: Akdeniz’in adi, Fransizlarin Marenostrin seklinde tanimladiklari bir
proteini kodlamaktadir (15, 5, 33). 1992 yilinda FMF’den sorumlu MEFV geni, 16.
kromozomun kisa kolu {izerinde (16p13.3 noktasinda) bulundugu saptanmistir. 1997 yilinda
Uluslararasi FMF Konsorsiyumu ve Fransiz FMF Konsorsiyumu tarafindan ayni gen
birbirlerinden bagimsiz sekilde klonlandigi bildirilmektedir (7, 8, 9). MEFV geninin 16.
kromozomdaki bolgesi Sekil 2.2.’de gosterilmistir (34).
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Sekil 2.2. MEFV geni 16. kromozom lokalizasyonu.

MEFV geninin bulundugu bolge marker kullanarak belirlenmistir. MEFV geni
285kb’lik D16S468/16S3070 (telomerik) ve D16S3376 (sentromerik) araliginda oldugu
saptanmistir. Bu bolgede 3,7 kb’lik MEFV geni tamamlayict DNA (cDNA) embriyo gelisimi,
kan hiicreleri gelisimi, tiimor olusumu ve inflamasyon kontroliinden sorumludur. 10 ekzon
biytikliigiinde ve 3505 niikleotidden olusan c¢cDNA, 781 aminoasit igeren bir proteini
kodlamaktadir (35). MEFV geni cDNA dizisi Dizi 2.1.’de oldugu gibidir (36).

1 ggaagccaga cagctggcete gagectetcee tgetcageac catggctaag accectagtg

61 accatctgct gtccaccctg gaggagcetgg tgecctatga cttcgagaag ttcaagttca

121 agctgcagaa caccagtgtg cagaaggagc actccaggat cccceggage cagatccaga
181 gagccaggec ggtgaagatg gecactctge tggtcaccta ctatggggaa gagtacgecy
241 tgcagctcac cctgcaggte ctgcgggeca tcaaccageg cetgetggee gaggagetee
301 acagggcagc cattcaggaa tattccacac aagaaaacgg cacagatgat tccgcagegt
361 ccagctccct gggggagaac aageccagga gectgaagac tccagaccac cccgagggga
421 acgaggggaa cggecectegg ccgtacgggg geggagetge cagectgegg tgcagecage
481 ccgaggecgg gagggggcty tcgaggaage ccctgageaa acgcagagag aaggectegg
541 agggcctgga cgegeaggge aagectcgga cceggagece ggeectgecg ggcgggagaa
601 gcceeggcecc ctgcagggeg ctagaggggg gecaggecga ggtceggetg cgcagaaacy



661 ccagctccge ggggaggcetg caggggetgg cggggggcge cecggggeag aaggagtgea
721 ggcccttcga agtgtacctg ccctcgggaa agatgegace tagaagectt gaggtcacca

781 tttctacagg ggagaaggcg cccgcaaate cagaaattct cctgactcta gaggaaaaga
841 cagctgcgaa tctggactcg gcaacagaac cccgggceaag geecactceg gatggagggg
901 catctgcgga cctgaaggaa ggccctggaa atccagaaca ttcggtcace ggaaggecac
961 cagacacggc tgcgagtccc cgetgecacg cccaggaagg agaccceagtt gacggtacct
1021 gtgtgcgtga ttcctgeagce ttcccegagg cagtttetgg geacceccag gectcaggea
1081 gccgctcacc tggetgeece cggtgecagg actcecatga aaggaagage ccgggaagec
1141 taagcccececa geccectgeca cagtgtaage gecacctgaa gecaggtccag ctgcetcttcet
1201 gtgaggatca cgatgagccc atctgectca tctgeagtct gagtcaggag caccaaggcec
1261 accgggtgeg ccccattgag gaggtcgecc tggaacacaa gaagaaaatt cagaagcage
1321 tggagcatct gaagaagctg agaaaatcag gggaggagca gegatcctat ggggaggaga
1381 aggcagtgag ctttctgaaa caaactgaag cgctgaagca gecgggtgeag aggaagetgg
1441 agcaggtgta ctacttcctg gaacagcagg agcatttctt tgtggectca ctggaggacg
1501 tgggccagat ggttgggceag atcaggaagg catatgacac ccgcgtatce caggacatcg
1561 ccctgctcga tgegcetgatt ggggaactgg aggccaagga gtgcecagtca gaatgggaac
1621 ttctgcagga cattggagac atcttgcaca gggctaagac agtgcectgtc cctgaaaagt
1681 ggaccactcc tcaagagata aaacaaaaga tccaactcct ccaccagaag tcagagtttg
1741 tggagaagag cacaaagtac ttctcagaaa ccctgcgttc agaaatggaa atgttcaatg
1801 ttccagagct gattggcgct caggcacatg ctgttaatgt gattctggat gcagaaaccg
1861 cttaccccaa cctcatcttc tctgatgatc tgaagagtgt tagacttgga aacaagtggg
1921 agaggctgcc tgatggcccg caaagatttg acagctgtat cattgttctg ggctctccga
1981 gtttcctete tggeegecegt tactgggagg tggaggttgg agacaagaca geatggatec
2041 tgggagcctg caagacatcc ataagcagga aagggaacat gactctgtcg ccagagaatg
2101 gctactgggt ggtgataatg atgaaggaaa atgagtacca ggcgtccagc gttcceecga
2161 cccgecetgcet aataaaggag cctcccaagce gtgtgggceat cttcgtggac tacagagttg
2221 gaagcatctc cttttacaat gtgacagcca gatcccacat ctatacattc gccagcetget
2281 ctttctctgg gececcttcaa cctatcttca gecctgggac acgtgatgga gggaagaaca
2341 cagctcctct gactatctgt ccagtgggtg gtcaggggcec tgactgaatg cccaacactg
2401 catctctctt cctgcttctg gecttgtatc ttgcattcac actcaatagt cacggaatgce

2461 cgactaggtg ctagctgcta tgggaaatge aaaaataaca aaatagttac tgtgcccacg
2521 gagcctaccc gattatagca gaggtaagtt aggaacgaac atgttagtca atccgggtga
2581 agacatgtac tgatgacaca ccatggattt cagaggagga agtacggagt cgttgcataa
2641 tccgeecectg gtgggtggca ctetcaggtg ctectgaaca gaagatttgg cecteatttt
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2701 ccctcagaac cccacggcaa ggatatatgt ccccttgttc tctetgcette tgtcttgagg
2761 atatgggaag cctagagaaa cgcaagcaga ctggattggg atagaagtat ttgtgtacct
2821 ggattaatga actatgattt tttttttttt tttttgagac caaatcttgc tctgtggecc

2881 aggctggagt gcagtggcac gatctcagct cactgcaacc tccacctccc aggttcaage
2941 gattctcctg cctcagcectc ctgagcagct gggattacag gtgegtgeca ccacaccagg
3001 ctggttttct tgtattttta gtagagacgg gggtttcacc atgttagcca ggctggtcte
3061 gaactcctga cctcaggtga tccaccegec tcagectcee aaagtgetgg gattacagge
3121 atgagccact gtgcccggcec tatgattctt tttttttttt ttttttgaga caaagttttg

3181 ctcttgtcac ccaggctgga gtgcagtggt gcaatcttgg ctcactgcaa cctccgectc
3241 ccaggttcaa gagattctce tgectcagec tccgaagtag ctgggattac aggegeccge
3301 caccatgccc ggctaatttt ttgcattttt agtagacatg aggtttcatc atgttggcca
3361 ggccggtcte aaactcctga cctcaggtga tgcacccacc tcagectcce aaagtgcagg
3421 gattacaggc atgagccacc atgcctggcc atgattctta agagaattga ctgggcctca

3481 tgaataaaaa aattagaaaa tctaaaaaaa a

Dizi 2.1. MEFV geni cDNA dizisi.

2.4.2. MEFV mutasyonlari

M694V

MEFV geni cDNA dizisinde 2080. niikleotidde, Metiyonin—Valin aminoasitinin yer
degistirmesi ve 1170. niikleotidde A>G transisyonu seklinde bilinmektedir (9, 8). Askenazi
olmayan Yahudilerde sik goriiliirken, Tirklerde %51,4 oraninda goriilmektedir (37).

M680I
MEFV geni 2040. niikleotidde, G>C transisyonu ile birlikte Metiyonin—izoldsin
aminoasitinin yer degistirmesi sonucu tanimlanmigtir. Ilk kez Ermeni bir AAA’ll hastada

saptanmigtir (9, 8). Ermenilerde yaygin goriiliirken, Tiirklerde %14,4 oraninda goriilmektedir

(37).

V726A
MEFV geni cDNA dizisinin 2177. niikleotidde, C>T transisyonu ile Valin—Alanin

aminoasitin yer degistirmesi ile bilinen mutasyondur. Ilk kez Diirzi bir ailede saptanmistir (8).



Askenazi ve Irak Yahudilerinde yaygin goriiliirken, Tiirklerde % 8,6 olarak goriilmistiir (37).
Etnik kokenlere gore yaygin gorillen MEFV geni mutasyonlart Sekil 2.3.”te gosterildi (28).
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Sekil 2.3. Etnik kdkenlere gore yaygin goriilen MEFV geni mutasyonlari.

M694V, V726A ve M680I mutasyonlar ile birlikte, 2. ekzonda E148Q, E167D ve
T2671, 3.ekzonda P396S, 5. ekzonda F479L ve 10. ekzonda M6941, K695R, A744S, R761H,
M694del ve 1692del gibi yeni mutasyonlar saptanmistir (38, 15). Saptanan mutasyonlarin
cogu yanlis anlamli mutasyon olmakla birlikte proteinin yapisi ve islevinde degisliklige neden
olmaktadir. 2017 yili FMF veri tabaninda 317 gen degisimi bildirilmistir (Sekil 2.4.) (10).
Ekzon 1’de 10 mutasyon, ekzon 2’de 101 mutasyon, ekzon 3’te 34 mutasyon, ekzon 4’de 3
mutasyon, ekzon 5’te 26 mutasyon, ekzon 7’de 2 mutasyon, ekzon 8’de 5 mutasyon, ekzon

9’da 4 mutasyon ve ekzon 10’da 90 mutasyon tanimlanmistir (10).
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Sekil 2.4. MEFV geni ve yaygin goriilen mutasyonlari.

2.4.3. Pyrin / Marenostrin

Gen 3,7 kb’lik, 781 aminoasitlik, 86 kDa molekiiler agirliginda, arjinin ve lizin
aminoasitlerinden olusan proteini kodlamaktadir. MEFV geni tarafindan kodlanan bu protein,
Uluslararast FMF Konsorsiyumu tarafindan Pyrin, Fransiz FMF Konsorsiyumu tarafindan
Latince Akdeniz’in eski adi olan Marenostrin adiyla tanimlanmaktadir (9, 8). MEFV geni,
genel olarak 16kosit, akyuvar ve immiin hiicrelerinde ayrica deri ve periton sivilarinda
bulunmaktadir (39). FMF klinik tablosuna bakildiginda MEFV geni, noétrofillerde, serdzal
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veya sinoviyal hiicrelerde goriilebildigi yer alsada sadece beyaz kan hiicrelerinde saptanmaistir.
Lenf digiimleri, dalak, kemik iligi veya goglis kemigi arkasinda bulunan i¢ salgi bezlerinde
bu gen aktif degildir. Bu sonuca gore gen ekspresyonu sadece nétrofillerde belirgin diizeyde

aktiftir (40).

Pyrin, biyolojik gorevini tamamlamig veya hasarli hiicrelerin zararsiz bir sekilde
ortadan kaldirilmasi ile gergeklesen hiicre 6limii ve inflamasyonun kontroliinde yer alan
proteindir. Pyrin’in FMF hastaligindaki yeri ve islevi net olarak bilinememekle birlikte,
inflamasyon onleyici islevi oldugu ileri siiriilmektedir. Proteinin N-ucunda bulunan pyrin
domaini, ASC adaptor proteini ile etkileserek, kaspaz-1 aktivasyonunu ve IL-1f salinimini
diizenlemektedir. Meydana gelen mutasyonlar pyrin domainin islevine engel olmakta ve
inflamasyondaki baskilayici etkisini devre dist birakmaktadir (41). Pyrin proteininde islevi

olan 4 domain ve mutasyonlar1 Sekil 2.5.’te yer almaktadir (42).

Pyrin MB94V TNFRSF1A
E148Q M680I_, [“M694
V726A
H22Y
1 2 3 w4 5 pi g 7 gy 9 10
R92Q
Cryopyrin/NALP3/PYPAF1
D303N_, F309S
E566 T348M
V198M L353P
: 3 215 EHs)
MVK A334T

1268T V3771

CD2BP1/PSTPIP1
A230T

E250Q
-—-—-—-—-—.—.—.—.-I-L.—.-.—. (2 H38 4 H5 6H7H8HoHIH-HH12—13H14—{15

ATP-binding site

Sekil 2.5. Pyrin proteini yapisinda islevi olan domainler ve mutasyonlar.
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2.5. Patogenez

MEFV, arastirmacilarin ates diizenleyen protein anlamina gelen pyrin ya da
Akdeniz’in eski adi olan marenostrin adiyla tanimladiklart saglikli bireylerde inflamasyon
kontroliinde gorevli proteini kodlamaktadir. MEFV geninde olusan mutasyonlar, pyrinin
fonksiyonel islevini yerine getirmesine engel olmakta ve inflamasyonun kontrol altina
alinamamasina neden olmaktadir. FMF hastalarinda ortaya ¢ikan 5 mutant pyrinin varligindan
kaynaklandigi disiinilmektedir (43). Bu proteinin, nétrofil aktivesinin kontroliinde ve
inflamasyonu baskilayarak inhibe edilmesinde gérev aldig: diistiniilmektedir (8, 9).

AAA ataklar1 sirasinda inflamasyon olusmasi sonucu olusan bolgede nétrofil artist
gozlenmektedir. Sonu¢ olarak AAA hastalar1 ile AAA olmayan hastalardaki notrofil
aktitivitesi arasinda farkliliklarin oldugu tespit edilmistir. Semptomsuz AAA hastalarindaki
notrofillerin 1s1 ya da hipotonik uyarilar ile lizozim salgisinda ve 151k 1simasinda artis oldugu

saptanmustir (44, 45).

MEFV geninde bulunan pyrinin islevinin bilinmesiyle AAA patogenezi ve
inflamasyon olusum asamalarinin bilinebilecegi belirtilmistir (46). Inflamasyon, nétrofiller
tarafindan olustugu igin pyrinin notrofil hiicresindeki islevi olduk¢a oOnemlidir. Pyrinin
sinovyal ve peritoneal hiicrelerdeki yetersiz diizeyde olusu, fonksiyonel proteinin 6zgii
yapisina etkisinin bulunmadigin1 gostermektedir (47). MEFV geninde olusan mutasyonlardan
dolay1 pyrin fonksiyonel islevini yerine getirememektedir. Buna bagl olarak gergeklesen
notrofil aktivitesinin de kontrol altina alinamamasina ve hiicrelerin serozal dokulara gegisine
neden olmaktadir. Hiicrelerin ne igin serozal dokulara gegis yaptigi net olarak
bilinememektedir (47).

FMF ataklari esnasinda akut faz reaktanlari olan C-Reaktif Protein (CRP) ve serum
amiloid A (SAA) diizeyinde artis gozlenmistir. Sitokinler i¢in yapilan aragtirmalar sonucu
ataklar sirasinda Tiimér Nekroz Faktor-alfa (TNF-a) ve Interlokin IL-2, IL-6, IL-8 yiiksek
diizeyde tespit edilmistir (44). AAA hastalarinin ataksiz donemleri ile klinik belirtisi
bulunmayan AAA tasiyicilarinda CRP diizeylerinin AAA tanist olmayanlara gore daha
yiiksek oranda oldugu gdzlenmistir (48). inflamatuar kontrolii sirasinda olusan bir bozukluk
atak olusumuna sebep olmaktadir. AAA hastalarinin eklem ve peritoneal sivisinda bulunan
C5a inhibitor protein aktivitesi yetersizliginin inflamasyona neden oldugu diisiiniilmektedir.
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Bu proteinin eksikligi serdz zarlarda inflamasyona neden olmaktadir. Yapilan c¢alismalar
sonucu hastalarin eklem ve peritoneal sivilarindan alinan drneklerde C5a inhibitor aktivitesi
saptanmamistir. Graniilositler i¢in 6nemli bir kemoatraktan olan C5a’y1 inhibe etmekle
gorevli olan inhibitor eksikligi sonucu akut inflamatuar atak olusabilecegi ileri stiriilmektedir
(32). Eklem ve periton sivilart C5a komplemaninin gégiinii engelleyen inhibitdr protein
tasimaktadirlar. Bu protein, kompleman C5a’y1 inhibe ederek inflamasyonu kontrol altinda
tutmaktadir. C5a kendini ve IL-8’1 inhibe etmektedir. IL-8, etkili proinflamatuar sitokindir.
Diger bir stokin TNF-a, IL-1 iiretimini artirarak veya hipotalamustaki ates merkezini uyararak
viicut 1sisinda artisa neden oldugu ileri siiriilmektedir. AAA hastalarinin ataklar1 esnasinda
TNF-a, IL-1 ve IL-6 diizeylerinin saglikli kisilere goére daha yiiksek diizeyde oldugu
gozlenmistir. Kolsisinin bu sitokinlerin aktivitesini 6nlemede etkin oldugu ileri siirilmektedir

(44). AAA patafizyolojisi Sekil 2.6.’da gosterilmistir (49).
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Sekil 2.6. AAA patofizyolojisi.
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2.6. Klinik Belirtiler

Ailevi Akdeniz atesi, belirli donemlerde tekrarlayan atak ve yiiksek ates (38,5-40 °C)
ile birlikte goriilen genetik bir hastaliktir. Peritonit, plorezi, artrit, perikardit gibi semptomlar
ile birlikte AA tipinde nefrodik amiloidoz gelisimi ile ortaya ¢ikan bir hastaliktir (50, 51).
AAA’nin 6nemli bir bulgusu olan ve 38,5-40 °C arasi goriilen yiiksek ates 1-3 giin
stirmektedir. Cocuk hastalarda agr1 ve inflamasyon disinda 40 °C’ye varan ates yiikselmeleri
goriilmektedir. AAA’da ortaya c¢ikan bu belirtilerin viral faranjit veya tonsilit oldugu
sanilmaktadir (25).

Klinik Dbelirtiler, genellikle c¢ocukluk doénemi veya gen¢ eriskinlikte ortaya
cikmaktadir. AAA semptomlart hastalarin %75’inde ilk 10 yilda, %80’inde ise ilk 20 yilinda
gortilmektedir (16). FMF ataklar1 aniden gelisen, kisa siireli devam eden (1-3 giin) ve tedavi
olmadan kendiliginden gegen ataklardir. Ataklar diizensiz araliklarla ortaya g¢ikmaktadir.
Ataklar aras1 donemlerde hastalarin durumunun normal diizeyde oldugu ve herhangi bir klinik

belirti bulunmadig1 gozlenmistir (52).

FMF hastalar klinik olarak ikiye ayrilmaktadir. Hastalarin cogunda ates, karin agrisi
ve inflamasyon ataklari gibi semptomlar mevcut iken amiloidoz gelisimi goriilmekte ise bu tip
hastalar Fenotip I adiyla tanimlanmaktadir. FMF’in klinik belirtileri ortaya ¢ikmadan ileri
yaslarda (13-15 yas) amiloidoz gelisimi goriilmekte ise bu tip hastalar Fenotip Il olarak
gruplanmaktadir. Fenotip Il tipi hastalarinda amiloidoz gelisene kadar hastalik
asemptomatiktir (53).

FMF’in tipik semptomlart olan ates (%96), peritonit (%91), plorezi (%57),
artrit/artralji (%45), erizipel benzeri eritem (%13) ve amiloidoz (%2) oranlarinda tespit
edilmistir (54). Hastaligin diger semptomlari; bas agrisi, aseptik menenjit, perikardit,
splenomegali, skrotal tutulum, miyalji, purpura ve proteiniiridir. Hastaligin en tehlikeli

komplikasyonu kronik bobrek yetmezligine neden olan amiloidoz gelisimidir (51).
Hastaligin erkeklerde ve kadinlarda goriilme oranmi 1,20:1°dir. Bunun nedeni hastalik

fenotipinin kadinlardaki inkomplet penetransi veya MEFV geninin iki allelinde de mutasyon

tastyan kiz zigotlardaki artan embriyonik 6liimden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir (55).
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2.6.1. Ates
Ataklar esnasinda genel olarak 38,5-40 °C civarinda seyreden, 1-3 giin iginde

kendiliginden gegen 6nemli bir bulgudur (51). Hastalarin yaklasik %90’inda ates goriilmekte

ve ilk 24 saat icerisinde gegmektedir. Tani igin 6nemli bir bulgudur (30).

2.6.2. Abdominal agri

AAA’nin %90’ mnda goriilen bir bulgudur. Karmin degisik bolgelerinde aniden ortaya
¢ikan ve tiim abdominal bolgeye yayilan agrilar olarak bilinmektedir. Hastanin muayenesinde
rebound hassasiyet, karin kaslarinda rijidite, karinda distansiyon ve azalmis bagirsak sesi ¢ok
sik rastlanan bulgularidir (52). Bagirsak seslerindeki azalma ve radyografide ince bagirsagin
bircok bolgesinde goriilen kiigiik sivi seviyeleri akut batin hastaliklarin olabilecegini ileri
stirmektedir. Abdominal agri, apandisit benzeri ve kas agrilar1 seklinde karmm tim
bolgesinde yaygin goriilmektedir. Atak sonrasinda bazi hastalarda kabizlik goériilmesine
ragmen, hastalarin %30’unda diyare gozlenmektedir. Hastay1 analiz eden doktorlar hastada
karin agrisi ile birlikte diger AAA tani kriterleri de bulunmasina ragmen, ilk apandisit
olabileceginden siiphelenmektedirler. FMF belirtileri ilk 20 yil igerisinde goriilmektedir.
Klinik belirtilerin kendiliginden ge¢mesi ve apandisitin alinmasi sonrasi tekrar ortaya ¢ikmasi

farkl: bir hastaligin olabilecegi siiphesini tagimaktadir (54).

2.6.3. Plorezi

Hastalarin %15-30’unda plevral atak olarak ortaya ¢ikar. Solunum seslerinde azalma,
solunum sirasinda Kalp ve gogiis agrist olusmasi goézlenmektedir. Ataklar akut olarak
gelismekle birlikte, olusan bu semptomlar kisa siirede kendiliginden ge¢cmektedir (56).
Ermeni hastalarda yiliksek diizeyde plorezi goriiliirken, Arap, Yahudi ve Tiirk hastalarinin
%50’sinde plevral atak seklinde goriilmektedir (54). Gogiis agrist unilateral olmakla birlikte
ploreziye benzer ve 1-3 giin siirmektedir. Unilateral febril plorit ani gelisen ve dnceden
bilinemeyen tekrarlarla devam etmektedir. Kendiliginden kisa siirede gegmesi, uzun siiren

infeksiy6z ploritten ayirt edilebilmesini saglamaktadir (52).
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2.6.4. Perikardit

FMF hastalarinda nadir goriilen, akut ataklarla gelisen ve 1-3 giin igerisinde

kendiliginden gegen bir semptomdur (56).

2.6.5. Artikiiler Ataklar

AAA hastalarinda yaygin goriilen ve ataklar seklinde gelisen dnemli semptomlardan
biridir (43). Atak bulgulari Kuzey Afrika kokenli Yahudilerde yaygin goriilmekle birlikte,
Ermeniler, Tirkler ve Irak kokenli Yahudilerde daha az goriilmektedir (33). Sefardik
hastalarin yaklasik %75’inde olusmakla birlikte bu hastalarin %16’sinda semptomlarin varlig
da tespit edilmektedir (19).

Akut sekilde gelisen, diz, ayak bilegi, omuz, dirsek ve el bilegi gibi bolgelerde
goriilen, 1-2 giin stirede kendiliginden gegen ataklardir (57, 25). Bu bolgelerde siddetli agr ile
birlikte eklem hareketlerini de kisitlamaktadir. Kizariklik ve viicuttaki 1s1 artisi nadir
goriilmektedir. Kisa siireli artritlerde agr1 ve inflamasyon hizli bir sekilde kendiliginden
gegerken, uzun siireli artritlerde 6zellikle kalga ekleminde ciddi diizeyde hasarlara neden
olabilmektedir. Ataklar hafif travmalar veya fazla enerji kaybedilen yiiriiyiisler ile ortaya

¢ikmaktadir (52). AAA artritinin ani gelismesiyle birlikte 3 spesifik 6zelligi bulunmaktadir;

1. Ik 24 saatlik siirede yiiksek ates ile birlikte artrit goriilmesi.
2. Ayak bilegi, diz ve kalca gibi eklemlerini etkilemektedir.
3. Semptomlar ve yakinmalar ilk 24- 48 saat i¢inde aniden ortaya ¢ikmakta ve sonrasinda

kendiliginden ge¢mektedir (52).

Synoviyal sivi sterildir ve nétrofil bakimindan zengin oldugu igin bulanik
goriinimliidiir. Cocuklarda eklem tutulmasi seklinde goriilmektedir. Yaygin olarak alt
ekstremite eklemleri tutulmasina ragmen, biiyiik eklemlerin ekstremitelerinde de monoartrit
gozlenebilmektedir (52, 54).

16



2.6.6. Mivalji

Ik kez 1994 yilinda Langevitz ve arkadaslarinin yaptigi arastirma ile 12 FMF
hastasinda fibril miyaljinin varlig1 bilinmektedir. Karin agrisi, yiiksek ates (38,5 °C), miyalji,
yiiksek eritrosit sedimentasyon hizi (100 civarinda), 16kositoz ve hiperglobulunemi ile birlikte
ortaya ¢ikmaktadir. AAA’Il ¢cocuk hastalarin  %10’unda kas agris1 goriilmektedir. Fiziksel
egzersiz sonrasi Ozellikle bacak ve diz alt1 bolgesinde kisa siireli agrilara neden olmaktadir

(58).

FMF hastalarinin %25’inde miyalji mevcuttur. Purpura, diyare, artrit/artralji, vaskiilit,
nefritte gortlebilmektedir. Semptomlar tedavi uygulanmadigi siirece 4-6 hafta etkisi

stirebilmektedir. Tedavi i¢in profilaksi kolsisin ile birlikte kortikosteroidler kullanilmaktadir

(59).
Uzamis febril miyaljinin patogenezi otoimmun sistemi i¢germesine ragmen EMG’de ve
kas biyopsisi sonucunda elde edilen kas enzimlerinin normal smirlar iginde oldugu ve

anormal bir bulguya rastlanmadigi belirtilmistir (58, 60).

2.6.7. Erizipel benzeri eritem

AAA’l1 hastalarda erizipel benzeri eritem bulgularinin goriilme oran1 %3 ile %46 iken,
cocuk hastalarda %11 olarak saptanmustir (54, 52). Bu lezyonlar diizgiin sinirli kirmizi plaklar
seklinde erizipel benzeri eritem olarak tanimlanan dokintilerdir. Agrili, sicak ve sis seklinde
gozlenen, 10 ile 35 em?lik alani kaplayan lezyonlardir. 1-2 giin siiren yiiksek ates ve artrit ile

birlikte ayak bilegi ile diz arasinda veya ayak sirtinda goriilen dokiintiilerdir (25, 52).

Ayak bileginde artriti bulunan hastalarda erizipel benzeri eritemin sik goruldigi
saptanmistir. Yiiz, govde ve ekstremitelerde multipl eritemler goriilmekle birlikte ayrica
odem, tekrarlayan oral aftlar, purpura, psoriazis, eritema ve nodozum gézlenen lezyonlardir.
Ayrica M694V homozigot formunun erizipel benzeri eritem haricindeki diger cilt bulgulari ile

bir iliskisinin bulunmadig1 belirtilmistir (61).
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2.6.8. Vaskiilit

FMF hastalarinda Henoch Schonlein Purpurasi (HSP) ve Poliarteritis Nodosa (PAN)
gibi gelisen vaskiilitlerin, saglikli bireylere oranla yiiksek diizeyde oldugu tespit edilmistir
(62). FMF’li ¢ocuk hastalarin yaklasik %5’inde Henoch Schoénlein Purpurast (HSP)
goriiliirken, %1’inde Poliarteritis Nadosa (PAN) goriilmektedir (63). PAN, FMF hastalarinda

erken yaslarda perirenal hematom ile birlikte goriilmektedir (64).

Behget hastaligi, Tirk arastirmaci Dr. Hulusi Behget tarafindan tanimlanan bir tiir
vaskiilittir. Behget hastaliginin FMF’li hastalarda yaygin goriildiigi ileri siiriilmektedir (62).
Hastalik kis aylarinda tist solunum yolu enfeksiyonu ile ortaya ¢ikmakta ve mevsimsel agidan
farklilik gostermektedir (65).

2.6.9. Nadir goriilen tutulumlar

2.6.9.1. Splenomegali

Akut orsit ile nadir olarak goriilmekte iken amiloidoz gelisimi ile birlikte
goriilmemektedir (66). Cocuk hastalarin %34’{inde splenomegali, %3’tinde ise hepatomegali
tespit edilmistir (61). Splenomegali hastalarinin yaklasik %30°u FMF hastasi olmakla birlikte

genellikle amiloidoz goriilmemektedir (67).

2.6.9.2. Skrotal tutulum

Skrotal inflamasyon %35’den az oranda ¢ocuklarda ve geng eriskinlerde goriilmektedir.
FMF hastaligina ait skrotal inflamasyon belirtileri farklidir. Bu belirtiler 12 saat icerisinde
siddetli agri, ates, skrotal sisme, Odem seklinde gelisir. Testis torsiyonu ve testis

sintigrafisinde hiperperfiizyon goriilmesidir (66).

2.6.9.3. Norolojik tutulum

FMF hastalarinda ataklar esnasinda bas agrisi sikayeti ve nadir olarak aseptik menenjit
de goriilebilmektedir. Ayrica febril konviilziyonlar ve EEG anormallikleri de saptanmistir (68,
69).

18



2.6.9.4. Pelvik tutulum

Kadin AAA hastalarinda abdominal ataklar ile birlikte pelvik yapisikliklarin olugmasi
gebeligin olusumunu olumsuz etkilemektedir (70). AAA ataklarinin, hamile kisilerde erken
dogumlara ve diisiiklere sebep oldugu diistiniilmektedir. Kolsisin, hamilelerde meydana gelen

pelvik yapisiklik olusmasini 6nleyerek gebeligi kontrol altina almaktadir (14).

2.6.10. Ataklar arasi donemler

Kronik artriti bulunan hastalar haric AAA hastalarinin ataklar aras1 gecen siirede ates
ve inflamasyona rastlanmamaktadir. Amiloidoz gelisimi olmaksizin fizik muayenede dalak
biiyiimesi gézlenmektedir (71). Ataklar aras1 donemde hastalarin bulgularinda diisiik diizeyde
anemi, artmig fibrinojen diizeyi ve serum immunglobulinlerinde artigs goriilmektedir. Bazi
hastalarin hastalik 6ncesi gegirdigi cerrahi operasyon veya tekrarlayan ataklar nedeniyle karin

ici yapisikliklar da olusabilmektedir (72).

2.6.11. Amiloidoz

Amiloidoz, organ ve dokularda fibriler proteinlerin birikmesi ile gelisen protein
metabolizmas1 hastaligidir. Tk kez 1955 yilinda AAA amiloidoz iliskisi tanimlanmistir. AAA
hastaliginin en tehlikeli komplikasyonu, bobrekleri etkileyerek kronik bobrek yetmezligine
neden olan amiloidoz gelisimidir. Amiloidoz, nefrotik sendrom gelisimi, bobrek istii bezi,
gastrointestinal sistem, karaciger, dalak gibi sistemleri etkilerken hastaligin ileri evrelerinde
ise kalp, akciger, tiroid bezi ve testisleri de etkileyebilmektedir (73). Amiloidoz gelisimi
sonucu olusan Klinik bulgular erken yaslarda ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica meydana gelen
oliimlerin %90°1 40 yas alt1, %6’s1 ise 10 yasin altindaki hastalarda goriilmektedir (74).

FMF hastalarinda gelisen amiloidoz, Amiloid A (AA) proteini birikiminden
kaynaklanan ciddi bir komplikasyondur. Karacigerde iiretilen ve akut faz reaktani olan serum
amiloid A (SAA)’nin yikimi sonucu olusan protein oldugu ileri siiriilmektedir. Kroniklesmis
proteiniiri olarak AAA hastalarinda goriilen ve bobrek yetmezligine neden olan AA tipi bir
amiloidozdur. (25, 52).
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Proteiniiri, renal amiloidoz gelisiminin erken evrelerinde goriilmektedir. Bu nedenle
FMF hastalarinda diizenli idrar tetkiklerinin yapilmasi zorunludur. Tanmin kesin olarak
konulmasi1 igin renal veya rektal biyopsi yapilmalidir (49). FMF hastalarinda amiloidoz
tanisinda kullanilan duyarlilik, renal biyopsi de %88, rektal biyopsi de %75 olmasina ragmen
gingival ornekleme de %19 olarak bildirilmistir. Kemik iligi biyopsisi ile karin yag dokusu
alinmas: amiloidoz tanisi ig¢in Onemli olan diger unsurlardir. Diyaliz ve bobrek nakli
amiloidoz gelisen hastalarda yasam siirelerini uzatirken, kolsisin ile birlikte uygulandiginda

dokularda ortaya ¢ikan amiloid birikimini de 6nledigi ileri stiriilmektedir (54).

Febril atak esnasinda serum amiloid A konsantrasyonu 100-1000 kat arasinda
artabilmekte ve hastalarin %30’unda ataklar aras1 donemde konsantrasyonun yiiksek diizeyde
oldugu goriilmektedir (75). SAAl ve SAA2, sekonder amiloid plaklarinin baslica
komponentleri olan amiloid Al (AAl) ve amiloid A2 (AA2) proteinlerinin serum
prekiirsorleridir. Insan SAA akut-faz izotipleri SAA1, SAA2 ve SAA3 olan 3 farkli bélge
kodlanmaktadir. SAA’nin plazmada yiiksek konsantrasyonlarda olmasi, dokularda AA
proteinleri birikimine neden olurken, amiloidoz gelisimi igin yeterli olmadigi gézlenmistir
Amiloidogenezin genetik alt yapisini belirlemek i¢in SAA polimorfizmleri iizerine ¢aligmalar

yogunlagmistir (76).

FMF hastalarinda goriilen amiloidoz gelisiminin, ataklarin goriilme sikligi, siiresi ve
siddeti ile iligkili olmadig: diisiiniilmektedir. Ates ve inflamasyonun ortaya ¢ikmasindan once
bobreklerde amiloid birikimi olan hastalarda fenotip II gozlenmesi ile olugsmaktadir (51).
Etnik koken, kalitim ve g¢evresel faktorlerin amiloidoz gelisimi igin etken olabilecegi ayrica
toplumlara gore farklilik gosterdigi de ileri siiriilmistiir. FMF hastalarinda amiloidoz gériilme
siklig1 Askenazi olmayan Yahudilerde %80 ve Anadolu’da yasayan Tiirklerde %60 oraninda
tespit edilmistir. Son yapilan arastirmalar sonucunda, Tiirk FMF hastalarinda amiloidoz
gelisimi %7-%13, Iraklilar, Askenazi Yahudileri ve Araplarda ise daha az diizeylerde
saptanmistir. FMF hastalarinda kolsisinin diizenli kullanilmas1 amiloidozun goriilme sikligini

azaltmustir (51).

Kuzey Afrika Yahudilerinde amiloidoz gelisimi goriilen FMF hastalart i¢in yapilan
arastirmalarda M694V mutasyonu ilk olarak saptanmistir. Ayrica V726A homozigot
mutasyonu ve dort Tiirk ¢ocuk hastada V726A heterozigot mutasyonu da tespit edilmistir

(77). Amiloidoz gelisimi, M694V mutasyonu disinda diger mutasyonlarda da
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gortilebilmektedir. Kolsisinin tiim mutasyon tiplerinde diizenli kullanilmasi ile amiloidoz

birikiminin dnlenebilecegi ileri siiriilmiistiir (78, 77).

2.7. Tam Kriterleri

FMF, 20 yas oncesinde goriilmesi, aile Oykiisiinde amiloidoz ve FMF hastalig
bulunmasi ve diger atesli hastaliklarin olmamasi gibi tani kriterlerinden olusmaktadir (37).
Hastaligin ani gelismesi ve siddetli atak sonrasinda kisa bir siire igerisinde belirtilerin
kendiliginden ge¢mesi tani i¢in 6nemli bulgulardir (67). FMF’e ait klinik belirtisi bulunmayan
hastalarin tanisini tespit etmede MEFV geni mutasyonlarinin etkili oldugu ileri siiriilmiistiir.
Hastalarda farkli semptomlarin olugmasi, aile 6ykiisiiniin bulunmamasi ve ait oldugu kékenin
bilinmemesi durumunda genetik taniya bakilmalidir (51). Tani i¢in yetiskin FMF hastalarinda
Tel-Hashomer ve Livneh kriterleri olusturulmustur. 1997 yilindan itibaren FMF tanisi igin
Tel-Hashomer tani kriteri yaygin olarak kullanilmaktadir (37). Tel-Hashomer kriterinde
(Tablo 2.1.) kesin tan1 da iki major Kriter veya bir major kriter, iki mindr kriter; muhtemel tani

da ise bir major ve bir mindr kriter belirleyici olmaktadir (79).

Tablo 2.1. Tel-Hashomer kriterleri.

Major Kkriterler
- Poliserozit varliginda tekrarlayan ates ataklari
- Bagka bir hastalikla iligkisi olmayan AA tipi amiloidoz

- Diizenli kolsisin kullanimina yanit verme

Minoér Kkriterler
- Tekrarlayan atesli ataklar
- Erizipel benzeri eritem

- Birinci derece akrabada FMF varligi

Livneh kriterinde kesin tan1 i¢in en az bir major kriter ya da en az iki mindr kriter

olmasi1 gerekmektedir. Livneh kriterleri Tablo 2.2.’de oldugu gibidir (37).
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Tablo 2.2. Livneh kriterleri.

Major Kkriterler

- Peritonit (yaygin)

- PIorit ya da perikardit

- Monoartrit (kalga, diz, ayak bilegi)

- Yalnizca ates

Minér Kkriterler

- Inkomplet abdominal ataklar
- Inkomplet gogiis ataklar

- Inkomplet artrit ataklar

- Egzersiz ile bacakta agr1

- Diizenli kolsisin kullanimina yanit verme

Yalginkaya ve ark. (37) gore, ¢ocuk hastalardaki kesin tan1 i¢in en az iki kriter olmasi

gerekmekte olup ¢ocuk hastalardaki kriterleri Tablo 2.3.’te oldugu gibidir.

Tablo 2.3. Yalginkaya ve ark. (37) ¢ocuk hastalardaki kriterleri.

- Ug ataktan fazla atesin 38 °C’den yiiksek olmas1 ve 6-72 saat siire goriilmesi

- Ug ataktan fazla karin agrisinin 6-72 saat siire devam etmesi

- Ug ataktan fazla gogiis agrisinin 6-72 saat siire devam etmesi

- Ug ataktan fazla artritin 6-72 saat siire devam etmesi ve oligoartrit

- Aile oykiisiinde FMF hastaliginin varligi

2.7.1. Laboratuar bulgulari

FMF’e ozgii bilinen bir

laboratuvar testi olmadigindan taniy1 semptomlar

belirlemektedir (50). Atak esnasinda laboratuvar bulgularinda sola kayma, 16kositoz, eritrosit

ve sedimentasyon hizi artigi, C-reaktif protein (CRP), serum amiloid A, fibrinojen, C3 ve C4

olan akut faz reaktanlarinda artis goriilebilmektedir. Atak arasi donemde bu bulgular normal
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diizeydedir. Yapilan arastirmalar sonucu serum amiloid A’nin (SAA) subklinik inflamasyonu

belirlemede 6nemli bir faktor oldugu kanisina varilmistir (80, 51).

AAA ataklar sirasinda gegici siire ile albuminiiri ve hematiiri gériilebilmektedir (54).
Ataklar sirasinda IL-1, IL-6 ve TNF yiiksek diizeyde oldugu tespit edilmistir. Ataklar arasi
donemde IL-6’nin yiiksek olmasi subklinik inflamasyonun oldugunu diisiindiirmektedir (81).
Serozal sivilarda C5a inhibitor aktivitisinde azalma oldugu saptanmistir (82). FMF ile ortaya
¢ikan sinovitte bulunan sinovyal sivi bulaniktir. inflamatuar steril bir sividir ve viskositesi

korunmustur (66).

Ataklar sirasinda tiimor nekroz faktorii salgilanmasi, interlokin-1 ve interferon 6nemli
diizeyde artmaktadir. Amiloidoz gelisimi olmayan hastalarda idrar analizi normal degerlerde
gozlenmekte ve atak sirasinda gegici proteiniiri goriilebilmektedir. Amiloidoz gelisen
hastalarda ise kalic1 proteiniiri goriilmektedir (66). Amiloidozun birikiminin ilk belirtisi olan

proteiniiriyi erken saptamak igin diizenli idrar tetkiki yapilmasi tavsiye edilmektedir (26).

2.8. Tedavi

2.8.1. Kolsisin

Kolsisinin ilk kez 1972 yilinda Goldfinger tarafindan FMF ataklarinin 6nlenmesinde
etkin tedavi oldugu ileri siiriilmektedir (80). Karadeniz’in dogu kiyis1 bolgesinde yer alan ve
eski adiyla Colchis olan bolgede yetistirilmektedir. Latince adi colchicum olan ¢ayir safrani
bitkisinden elde edilmektedir. Kolsisin ilk kez 6. yiizyilda gut hastaliginin tedavisi igin tavsiye
edilmistir (30). Cayir safran1 Sekil 2.7.’de oldugu gibidir (28).

Sekil 2.7. Cayir safrani (colchicum autumnale).
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Alkaloid yapili kolsisinin kimyasal formili N-(5, 6, 7, 9, tetrahidro-1, 2, 3, 10,
tetrametoksi-9 oksobenzo(a)heptain-7-il) asetamid, trisiklik yapisinda bir trimetoksi halkasi,
yedinci pozisyonda bir asetamid ile yedi tiyeli halka ve bir tropolonik halkasi bulunmaktadir

(30, 83). Kolsisinin kimyasal yapist Sekil 2.8.’de oldugu gibidir (28).

.. OCH
colchicine
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H —C——HHN %\ ocH,
=
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Sekil 2.8. Kolsisinin kimyasal yapisi.

Kolsisin, etil alkol ve kloroformda iyi ¢oziiniirken su ve eterde az ¢oziinmektedir.
Fizyolojik pH’da (pKa 12,8, MW 398) yagda iyi ¢6ziindiigiinden viicut dokularina gegisi
hizlidir (83). Kolsisin ndtrofil artisini saptayarak yeni mikrotiibiillerin olusumunu, hiicre igi
gecisi, intraseliiler fibrilerin ortaya ¢ikmasini ve kemotaksisi dnlemektedir. Inflamasyon olan
kisima 16kosit gegisini engellemektedir. Membranlardaki endotel hiicresinde E-selektin,
notrofilde L-selektin salinimini azaltarak, notrofilin serozal dokuya gegcisini engellemektedir
(35, 7).

Kolsisin, AAA ataklarinin sikli§i ve siddetini azaltarak kontrol altina almaktadir.
Kanda SAA diizeyini azaltarak, dokularda amiloidoz gelisimini saglayan amiloid gelisimini
ve birikimi engellemektedir (14). Kolsisin, beyaz kan hiicreleri ve endotelyal hiicrelerinde
bulunan adezyon molekiillerini azaltmaktadir. Bu sebeple inflamasyon olan bolgeye 16kosit
gecisini de engellemektedir (35). AAA hastalarinin periton ve serozal sivilarinda Cba
inhibitori azaldig1 saptanmistir. AAA hastalarinda C5a inhibitor eksikligi ile inflamasyonun
arttigr diistiniilmektedir. Kolsisinin serozal hiicrelerde C5a aktivitesini artirarak AAA ataklari

ve inflamasyon olusumunu engelledigi tespit edilmistir (84).
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Proteiniirisi bulunmayan, gesitli organ ve doku islevleri normal diizeyde olan eriskin
hastalarda kolsisinin baslangi¢ dozu, yas ve viicut agirligina bakilmaksizin 1mg/giin olmasi
gerektigi belirtilmigtir (80, 30). Cocuk hastalarda ilacin dozu viicut agirhigina gore
belirlenmeli ve baslama dozu 0,5-1 mg/giin olarak Onerilmektedir. Ataklarin kontrol altina
almamadigr durumlarda inflamasyon baskilanana kadar 1,5-2 mg/giin doz verilebilecegi
onerilmektedir. Kolsisin tedavisi goren hastalarda %65 diizelme, %30 kismi diizelme
saglanirken, %5 tedaviye yanit alinamadigi belirtilmistir (30). Tedavi siiresince karaciger
fonksiyon testleri ve serum kreatinin diizeyleri takip edilmelidir (37). Kolsisinin yaygin
goriilen yan etkileri gastrointestinal sistemi igermekle birlikte, karin agrisi, kramp ve diyaredir
(80).

Karaciger metabolizmasi1 sitokrom P450 (CYP 450) sistemi tarafindan demetilasyon
icermektedir. Kolsisin karacigerde metabolize edilerek ve oral dozun %10-25’1 degismeden

idrarla atilmaktadir (83).

Kolsisinin kadin ve erkek tireme sistemine olan etkileri net olarak bilinememektedir.
Kolsisin ve erkek infertilitesi ile iliskin heniiz bir calisma bulunmamaktadir. Fakat erkeklerde
uzun siire kullanilmasi sonucu sperm sayisinda azalma goriildiigi, ilag tedavisinin kesilmesi
ile sperm sayisinda artis oldugu gézlenmektedir (85). Kadin infertilitesi ile iligskin yapilan bir
arastirmada ise hamilelik oncesi ve hamilelik siirecinde kolsisin tedavisi uygulanan gebelerin
cocuklarinda anomalilige rastlanmamistir (70). Hamilelerde ilacin dozu azaltilarak 0,5-1
mg/giin olmasi tavsiye edilmektedir. Gebelik siiresince ilaca devam edilmesi ve amniyosentez
yapilmasi tavsiye edilmektedir (37, 51). Laktasyon déneminde kolsisin siite az miktarda
gectigi i¢in emzirme donemi siirecinde ilaca devam edilebilecegi belirtilmektedir (54).
Kolsisinin hastalarda bulanti, kusma, diyare, sperm azligi, emilim bozuklugu (laktoz

intoleransi), kas gevsemesi, sinirlerin zarar gérmesi gibi yan etkileri de bulunmaktadir (86).

Kalitim ve ¢evresel etkenlerden kaynaklanan bireysel farkliliklar, kolsisin tedavisinde
degisik cevaplar vermektedir. Kolsisinin etkin olusu 3 faktore baghdir. Birinci faktor tedavi
baslangicindaki bobrek hastaligr diizeyi, ikinci faktor uygulanmakta olan ilacin dozu, iigiincii

faktor ise tedaviye baslama anindaki klinik belirtilerdir (87).
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2.9. Genotip-Fenotip Tliskisi

FMF hastalarinda yaygin goriillen déort MEFV mutasyonu, Fenotip | (M694V %38,
M6801 %8, V726A %4, E148Q %4) ve Fenotip 11 (M694V %51,5, M680I %9, V726A %2,9,
E148Q %3,5) (29).

FMF klinik olarak ii¢ fenotipe ayrilmaktadir. Tip 1, yaygin goriilen kisa siireli
tekrarlayan inflamasyon ataklar1 ve serozit ile birlikte ates, peritonit, sinovit, plorit, perikardit,
orsit ve menenjit icermektedir. Tip 2, FMF’in en tehlikeli komplikasyonu olan reaktif amiloid
(AA) ile iligkili amiloidoz gelisimidir. Tip 3, FMF hastaligina 6zgii semptom ve AA tipi
amiloidoz gelisimi olmadan homozigot veya bilesik durumdaki iki MEFV mutasyonunun

ortaya ¢tkmasidir (88).

M694V homozigot genotipi, diizenli kolsisin uygulanmayan FMF hastalarinda, erken
yaslarda ortaya ¢ikisi, yaygin plorezi, artrit ve amiloidoz olusumu ile karakterizedir. Bu
bulgular M694V homozigot mutasyonun hastaliktaki siddetini gostermektedir. E148Q
mutasyonunda ise hastalik hafif sekilde seyretmektedir (89, 90, 91). M694V homozigotlugu
ile Yahudiler, Ermeniler ve Araplarda ortaya ¢ikan risk faktori amiloid gelisimidir. M694V

disinda farkli mutasyon tagiyanlarda da amiloidoz gelisimi oldugu saptanmistir (90, 54).

2.10. Molekiiler Teknikler

2.10.1. DNA ekstraksiyonu

Kan 6rneklerinde bulunan DNA’lar fenol/kloroform yontemi ile ekstrakte edildi ve

etanol eklenerek ¢oktiirtildii.

2.10.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), spesifik bir DNA dizisinin in-vitro ortamda
cogaltilmasi yontemidir. i1k kez 1983 yilinda Karry Mullis tarafindan bir polimeraz enzimi ile
gerceklestirildigi i¢in polimeraz zincir reaksiyonu adiyla tamimlanmistir. PCR, DNA

klonlamasini basitlestirerek, rekombinant DNA arastirmalar1 i¢in gelistirilen bir yontemdir

(92).
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PCR, az miktarda DNA ile 6zgiil DNA dizilerinin ¢ogaltilmasiyla yapilan yontemdir.
PCR yontemi ile belirlenen bolgeyi ¢ogaltmak igin, spesifik DNA niikleotid dizisine iligkin
bilgi gereklidir. DNA’ya baglanacak tek zincirli iki oligoniikleotid primer sentezinde bu bilgi
kullanilmaktadir. Bu primerler, gogaltilan tek zincirli DNA molekiilii tamamlayici dizisi ile
hibridize olmaktadir. Yiiksek sicakliga dayanabilen DNA polimeraz enzimi, deoksiniikleotid
trifosfatlarin (ANTP) kullanmasi ile galisilan DNA’nin hedef bolgesinin sentezini yapar.
Kofaktor olan Mg*? iyonu ve tuzlar (genellikle Tris ve KCI), polimeraz ¢alismasinda tampon

gorevi yapan maddelerdir (92).

PCR reaksiyonu, DNA’nin yiiksek 1sida birbirinden ayrilmasi (denatiirasyon), sentetik
oligoniikleotidlerin hedef DNA’ya baglanmas: (hibridizasyon), zincirin uzamasi
(polimerizasyon) ve bu sikluslarin belirli sayida tekrarlanmasi ile olusmaktadir.
Reaksiyondaki bu adimlar bir PCR dongiisiinii olustururken, ¢ogaltilacak iiriin miktar1 bu
dongiiniin tekrarlanma sayisina baglidir. Her dongiide olusan yeni DNA zincirinin sayist iki
katina ¢ikar ve olusan bu yeni zincirler bir sonraki dongii i¢in kalip gérevi goriirler. Bir dongii
yaklagik 4-5 dakika siirer ve bircok kez tekrar edilmektedir. Islem, thermocycler (is1
dontistiiriicti) makinelerde, dongii sayist ve sicakligi belirlenen programda otomatik bir
sekilde gerceklestirilmektedir. Bu yontemle; klonlama, dizi analizi, klinik tan1 ve genetik

analiz gibi ¢ok miktarlarda hedef DNA pargalari olusmaktadir (93, 92).

PCR reaksiyonunda ¢ogaltilacak olan gift zincirli DNA, 90-95 °C’de yaklasik 5 dakika
isitilarak tek zincirli hale getirilir. Sicaklik 50-70 °C’ye getirilerek, primerler tek zincirli hale
getirilen DNA’ya baglanir. Bu primerler 15-30 niikleotid uzunlugunda yapay
oligoniikleotidlerden olusmaktadir. Cogaltilacak DNA uglarinda bulunan tamamlayici dizilere
baglanarak, kalip DNA sentezinin baglangic ve bitis noktalarinda gorevlidirler. DNA ve
polimeraz reaksiyon karistmi sonucu 70-75 °C’de DNA sentezi gerceklesmektedir. DNA
polimeraz enzimi sayesinde, niikleotidler 5’ ucundan 3’ ucuna dogru eklenerek, primerlerin

uzamasi saglanmaktadir. Ayn1 enzim hedef DNA’nin iki zincirli kopyasint olusturmaktadir
(92, 94).

PCR reaksiyonunda kullanilan DNA polimeraz enzimi ve Thermus aquaticus’dan
izole edilen yiiksek sicakliga dayanikli Taq polimeraz enzimi, hizli DNA sentezi yaptigi ve
yiiksek 1sida iyi galistigi igin tercih edilen enzimlerdir. PCR’dan iyi bir sonug¢ alinmasi bir¢ok

faktore baglidir. Taq DNA polimerazin etkin oldugu pH degeri ¢alisma siiresi boyunca
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korunmalidir. Bu yiizden Tris. HCI pH: 8,4 olan son reaksiyon konsantrasyonu 10 mM olarak
kullanilmalidir. PCR karisiminda bulunan tek degerlikli katyon olan, 6zellikle 50-60 mM
diizeyinde K* ve 100 ug/ml jelatinin ¢ogalmada artis sagladigi belirlenmistir (92).

DNA polimeraz enziminin galismasi i¢in gerekli olan 6nemli faktorlerden biri +2
degerlige sahip olan Magnezyum (Mg) elementidir. Pozitif yiiklii olmasi ile negatif yiik i¢eren
DNA molekiilleri arasina girmekte ve oligoniikleotidleri DNA molekiillerine kolayca
baglamaktadir (92). DNA, dNTP ve proteinlerin tamami Mg*? iyonu bagladigindan; her PCR
yapilisinda I\/Ig+2 konsantrasyon ayari yapilmalidir. Mg+2 iyonlarinin fazla olmasi enzim
spesifikligini azaltirken, az olmas1 enzimin inaktif olmasina neden olur (93). PCR’daki 6nemli
faktorlerden birisi deoksiniikleotid trifosfatlar (ANTP)’dir. dNTP’nin son konsantrasyonu 2
mM olarak kullanilir. PCR reaksiyonu esnasinda ortamda dTTP, dCTP, dATP, dGTP
olmalidir. Dogru {irliniin olusmasinda kullanilan her bir deoksiniikleotid trifosfatin (ANTP)
konsantrasyonu ayni olmalidir. Az miktarda dNTP kullanimi, PCR {iriini miktarinda
azalmaya neden olurken, fazla miktarda kullanimi yanlis oligoniikleotidlerin eslesmesi sonucu
hedef DNA haricindeki bolgelerde g¢ogalmaya neden olmaktadir. PCR spesifikliginde
oligoniikleotidlerin optimal uzunlugu yaklasik 15-30 niikleotid olmalidir. PCR ile yapilan
klonlama islemi birka¢ saatte tamamlanirken, konakg¢i ile yapilan klonlama islemi uzun
stirmektedir. Yok denecek kadar az miktarlardaki DNA 6rnegi reaksiyonda kullanildigi i¢in
¢ok hassastir (92).

2.10.3. Restriksivon endoniikleaz enzimlerivle kesim

PCR fiirtinlerinin restriksiyon endoniikleaz (RE) enzimleri ile reaksiyonu sonucu analiz
edilmesidir. Restriksiyon endoniikleaz (RE) bakteriden izole edilmektedir. Cift sarmal DNA
molekiillerini spesifik parcalara keserek, DNA’y1 etkileyen &nemli enzimlerden biridir.
Bakterilerin ¢ogu bir veya birkag tiirde RE sentezleyebilir. Bakteriyi saran viral DNA’nin
parcalanmasin1  saglayarak, virlis enfeksiyonunu Onlemesinden dolayr bu sekilde
tanimlanmaktadirlar. RE’nin gorevi, bakteriye disaridan giren genetik materyallerin
ayrismasini saglayarak mutasyonlari engellemek ve tiirlerin genetik dengesini korumaktir (93,
92).

RE’ler 6zgiin DNA dizilerini taniyan ve dizilimlerin yakin veya spesifik bolgelerinden
DNA’y1 kesen yapilardir. Dizide bulunan iki DNA zincirinide seker ve fosfat bolgesinden

kirmaktadirlar. DNA’y1 her zaman 6zgiin bdlgesinden kirabildigi i¢in klonlamada dnemlidir.

28



Restriksiyon enzimlerinin DNA zincirinin her iki iplik¢iginde de ayni tanima dizilerinden

olusmasina “palindromik diziler” denir (93, 92).

RE enzimleri, ¢ift sarmalli DNA {izerinde 6zgiin bolgeyi taniyarak bu bolgede bulunan
her iki zincirdeki fosfodiester bagimnmi keserek DNA’nin iki kisma ayrilmasini saglarlar (93).
RE enzimlerinde adlandirma yapilirken, izole edilmekte olan prokaryotun cins isminin ilk
harfi ve tiir isminin ise ilk iki harfi kullanilmaktadir. Soya ait harf ve Romen rakam ile
birlikte enzim izolasyon sirasi belirtilmektedir (Desulfolobus desulfiricans, RE enzimi: Dde
I). Izosizomer, farkli mikroorganizmadan elde edilmesiyle DNA iizerindeki ayni1 diziyi

tantyarak kesim yapan RE enzimleridir (93, 92).

2.10.4. DNA dizi analizi

DNA dizi analizi, DNA’daki niikleotid dizisinin saptanmasidir. DNA dizi analizinde
iki yontem gelistirilmistir. Allan Maxam ve Walter Gilbert yontemi DNA’nin belirlenen baz
bolgesinden kirilmasidir. Fred Sanger ve arkadaglari tarafindan gelistirilen yontem ise, belirli

bir baz ile sonlanan bir DNA zinciri sentezinin gergeklestirilmesidir (93, 92).

2.10.4.1. Maxam-Gilbert yontemi

Dizisi saptanacak olan DNA parcgacigindaki komplementer zincirlerin ayrilmasi ile
zincirlerden birinin kullanilmasidir. Dizisi saptanacak olan zincir 5’ ucundan poliniikleotid
kinaz enzimi kullanilmasi ile radyoaktif P32 ile isaretlenmektedir. Elektroforez sonrasi
belirlenen DNA parcacigi bu isaretle taninir. Dort ayri tiipte bulunan DNA’larin belirli
niikleotidlerinden zincir kirilarak ayri ayr1 kimyasal reaksiyon uygulanir. Reaksiyon sonunda
her tiipte farkli bolgelerdeki hedef niikleotidlerden kirilmis molekiiller elde edilmektedir.
Kirildiklar1 noktalara gore hepsi 5° ucundan isaretlenmis ancak boylari farkli olan bir dizi

parcacik olusmaktadir. Elektroforez sonrasi otoradyografi ile goriintiilenebilmektedir (93, 92).

2.10.4.2.Sanger DNA dizi analizi yontemi

Dizisi belirlenecek DNA zinciri yeni sentezlenecek DNA zinciri igin kalip gorevi
gormektedir. Sentez reaksiyonu DNA polimeraz ile kataliz edilmektedir. Sanger yontemiyle,

kimyasal degisime ugramis dideoksiniikleotid trifosfatlarin (ddNTP) kullanilmasi ile bir dizi
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DNA pargacigr olusur. ddNTP’deki 3’ ucunda hidroksil (OH) grubu bulunmamaktadir.
Molekiil yeni sentezlenen DNA'ya katilir ancak 3° -OH grubu icermediginden niikleotid
katilamaz zincir sentezi sonlanir ve bir DNA parcacigi elde edilir. Bu yontemde, dort
reaksiyon karigimi hazirlanmaktadir. Her bir reaksiyon karisiminda kalip DNA zinciri, uygun
primer, radyoaktif niikleosid trifosfatlarin doérdii ve az miktarda ddNTP’den yalnizca biri
bulunur. Zincirin sonlanmasi igin dort reaksiyon karisiminda da farkli ddNTP bulunmaktadir.
Dort reaksiyonda da az miktarda modifiye niikleosid kullanildigindan yeni zincir sentezi
rastgele sonlanir ve bir dizi DNA pargacigi elde edlir. Elektroforez sonrasinda DNA bantlar:

otoradyografi ile goriintiilenmektedir (93, 92).

Rekombinant Taq polimerazlarin gelistirilmesi sonucu PCR ile bu yodntem
yapilabilmektedir. Tepkime karisiminda; dizisi belirlenecek DNA 6rnegi, polimeraz enzimi,
oligoniikleotid primer, dort farkli ANTP ve ddNTP ile enzim aktifliginde tampon gorevi
gorebilecek maddeler icermektedir. PCR’da da oldugu gibi denatiirasyon, yapisma, uzama
sikluslarinin belirli sayida tekrar edilmesiyle gergeklesmektedir (93, 92).

Genomlarin dizi analizinde otomatik DNA dizi analizi aletleri, radyoaktif izotoplarin
yerine ise floresan boyalar kullanilmaktadir. Bu sistemde dizinin okunmasini saglayan dort

farklh renkteki piklerin olusturdugu bir model, dort farkli renkte boyanin kullanilmasi ile elde
edilir (93, 92).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. GEREC

Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde ¢alisan herhangi
bir AAA Klinik belirtisine sahip olmayan ve daha 6nce AAA tanisi almayan saglikli olan 50
hastane personelinden EDTA’11 tiipler igerisine 3 cc kan alindi. Bu kanlar +4 °C’de saklandi.
Kanlarm, Invitrogen kiti ile DNA’lar1 izole edildi. DNA izolasyonu sonras1t GML kit ile PCR
yapildi. PCR sonras1 %2’lik agaroz jel elektroforezinde DNA olup olmadigina bakildi.
Cogaltilan DNA’lar ExoSap-IT ile muamele edilerek PCR yapildi ve sonrasinda dongii sekans
reaksiyonu PCR islemi yapildi. Son olarak piirifikasyon amact i¢in Sephadeks ile muamele
edilen PCR diriinleri gen sekans (310 Genetic Analyzer, Applied Biosystems) cihazina
yiiklenerek sonuglar seq scape programi ile incelendi. Alinan kanlarda mutasyonun en sik
goriildiigi Ekzon 2 gen bolgelerinde R202Q mutasyonu incelendi ve genotip sikligi

arastirildi.

3.2. YONTEM

3.2.1. DNA ekstraksiyonu

200 pl tam kan 1,5 ml’lik eppendorf tiip igerisine konularak tizerine 200 pl Buffer BB
eklenerek vortekslendi. Karigim tizerine 20 pl Proteinaz K eklenerek tekrar vorteks yapildi.
65°C‘lik hot-plate’de 10 dakika bekletildi. Inkiibasyon sonunda karisim iizerine 200 pl saf
etanol eklendi ve vortekslendi. Kolona aktarilarak 5000 g’da 1 dakika santrifiij yapildi.
Kolonun altinda kalan kisim atildiktan sonra filtreli kismin iizerine 500 pl Wash Buffer 1
eklenerek 5000 g’da 1 dakika santrifiij yapildi. Kolonun altinda kalan kisim atilarak filtreli
kismin tizerine 500 pl Wash Buffer 2 eklenerek 5000 g’da 1 dakika santrifiij yapildi. Kolonun
altinda kalan kisim atilarak ve filtreli kismin iizerine 500 pl Wash Buffer 2 eklendi.
Maksimum hizda 3 dakika santrifiij yapildi. Filtreli kisim temiz 1,5 ml’lik eppendorf tiipe
aktarilarak tizerine 100 pl Elution Buffer eklendi ve 5000 g’da 1 dakika santrifiij yapildi.
Filtreli kissmdan DNA elde edilerek ve -20 °C’de kullanima hazir olarak bekletildi.
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3.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

PCR metodunda ekzon 2 igin karisim hazirlandi. Ekzon 2 i¢in; PCR ile ¢ogaltma
isleminde her bir numune i¢in PCR tiipiine 7,5 ul GML PCR Mix, 0,2 ul GML Taq
Polimeraz, 1,0 ul exon 2 Primer Mix, 3 ul G/C Enhancer, 2 pl distile su ve 1,5 pl genomik
DNA (20-60 ng/ul) eklenerek karistirildi. PCR islemi asagidaki Tablo 3.1.’de oldugu gibi
gergeklestirildi.

Tablo 3.1. PCR islemi asamalari.

Reaksiyon Yapilan islem Sicaklik Siire
Asamasi
1 Polimeraz Aktivasyonu 95°C 10 dakika
2 Amplifikasyon 95°C 40 saniye
(35 dongii)
62 °C 1 dakika
72°C 50 saniye
3 Son uzama 72°C 7 dakika
4 Muhafaza 4°C -

3.2.3. Agaroz jel elektroforezi

Jel elektroforezinde kullanilan Agaroz (Sigma-Aldrich/ABD) belirli yiizdelerde
hazirlanmaktadir. Yaptigimiz ¢alismada PCR iirlinlerimiz % 1’lik agaroz jelde degerlendirme
yapildi. % 1°lik agaroz jel i¢in 1 g agaroz tartilarak, 1 X TBE tampon ¢6zeltisi ile 100 ml’ye
tamamlandi. 1 X TBE tampon ¢6zeltisi 10X TBE tampon ¢ozeltisinin 1/10 oraninda ddH,O ile
seyreltilerek hazirlanmaktadir. 10XTBE tampon ¢ozeltisi; 108 g Trizma (Sigma-
Aldrich/ABD), 55 g Borik asit (Sigma-Aldrich/ABD), 40 ml EDTA (0,5 M, pH: 8) (Sigma-
Aldrich/ABD) ve deiyonize su (ddH,0) ile 1 L’ye tamamlanmasi ile hazirlanmaktadir.
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Istenilen yiizdede hazirlanan Agaroz, mikrodalga firinda (Argelik/ Tiirkiye) kaynatilarak, 15
dakika sogumasi igin beklenildi. Jel tabagina (OWL Easycast B2 Thermo Scientific, ABD)
uygun tarak konulduktan sonra dokiiliirek, 30 dakika agarozun donmasi igin beklenildi.
Agaroz donduktan sonra jel tabag: jel elektroforez tankina yerlestirildi. Jel tanki 1XTBE
tampon ¢dzeltisi ile smir cizgisine kadar doldurularak, tarak ¢ikarilir. Ornekler 1 uL boya
(loading dye) (Invitrogen) ve 5 pL PCR iiriinii olarak parafilm iizerinde karistirilarak jele
yiiklendi. PCR iiriinlerinde degerlendirme yapmak ve reaksiyonda istenilen uzunlukta bulunan
dogru bolgeyi gogaltabildigini gormek igin marker (Invitrogen) PCR iiriinii birlikte jele 5 pL
yiiklenir. Gli¢ kaynagi (Thermo Scientific EC 300 XL, ABD) 120 volt, 60 amper, 60 dakika
olarak ayarlandi. Sirenin sonunda jel, Etidyum Bromid iceren ¢ozeltide 15 dakika
bekletildikten sonra UV transilliiminatérde Sekil 3.1.’de oldugu gibi goriintiilenmektedir
Goriintlilerde DNA olup olmadigina bakilarak, bilgisayara kaydetme islemi yapildi.

12 3 4 5 6 7 8 91011 1213 M

Sekil 3.1. PCR islemi sonucu elde edilen jel goriintiisii. M markerdir.

3.2.4. Exosap

Goriintiileme sonucunda elde edilen DNA’lar ile Exosap yapildi. Bu islemde ekzon 2
gen bolgesi bakilacak her bir 6rnek igin 2 pl EXoSAP-IT (GML) ve 5 pl PCR iiriinii PCR
tiiptinde karistirildi. PCR islemi asagidaki Tablo 3.2.’de oldugu gibi yapildi.
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Tablo 3.2. Exosap PCR islemi asamalari.

Reaksiyon Yapilan islem Sicaklik Siire
Asamasi
1 Enzim Aktivasyonu 37°C 30 dakika
2 Enzim Inaktivasyonu 80 °C 15 dakika
3 Muhafaza 4°C -

3.2.5. Dongii sekans reaksiyonu

Sekans reaksiyonu i¢in karigim hazirlandi. Ekzon 2 gen bolgesi bakilacak her bir
ornek i¢in PCR tiipiine 2 pl BigDye Terminator Mix, 2 ul Sequencing Buffer, 2 ul Sequence F
Primer, 2 pl distile su, 2 pul PCR {irtinii eklendi ve karisim yapildi. Dongii sekans PCR islemi

asamalar1 Tablo 3.3.’te gosterilmistir.

Tablo 3.3. Dongii sekans PCR iglemi asamalari.

Reaksiyon Asamasi Yapilan Islem Sicaklik Siire
1 Aktivasyon 96 °C 1 dakika
2 Sekans 96 °C 10 saniye
(25 dongii)
50°C 5 saniye
60 °C 4 dakika
3 Muhafaza 4°C -
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3.2.6. PCR iiriinlerinin piirifikasyonu

Pirifikasyon baslangicinda ilk olarak 1 g Sephadex tartildi ve 14 ml steril saf su ile
falkon tiip igerisine konularak karistirildi. Karistirma islemi 15 dakika araliklarla tekrarlandi.
Karigim kivaminin yerine gelmesi i¢in +4 °C’de bekletildi. Hazirlanan Sephadex’ten 700 ul
alinarak kolona konuldu. Kolon 2000 g’da 2 dakika santrifiij edilerek, kolon iginde tabaka
olusmasi saglandi. Kolon kismi temiz eppendorf tiipe aktarildi. Tabakanin i¢ine 10 pl olacak
sekilde PCR iiriinleri yerlestirildikten sonra 2000 g’da 2 dakika santrifiij yapildi. Santrifiij

sonucunda kolondan siiziilen kistmdan 16 pl alinarak plate yerlestirildi.

3.2.7. DNA dizi analizi

DNA dizi analizi i¢in ABI 3130xl (Hitachi, Japon) gen sekans cihazi kullanildi.

Hazirlanan plate cihaza yerlestirildi. Sonuclar bilgisayara kayit edilerek degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Yaptigimiz ¢alismamizda herhangi bir AAA Klinik belirtisine sahip olmayan ve daha

once AAA tanisi almayan saglikli 50 bireyin exon 2 gen bolgesinde bulunan R202Q

mutasyonunun genotip sikliginin belirlenmesi amaglanmistir. Calismadaki olgulara ait tiim
bilgiler Tablo 4.6.’da verildi. Saglikl1 50 olguda, 17 (%34) R202Q heterozigot mutasyonu, 1
(%2) R202Q homozigot mutasyonu, 2 (%4) R202Q/E148Q kompleks heterozigot mutasyonu,
2 (%4) E148Q heterozigot mutasyonu, 2 (%4) E230Q heterozigot mutasyonu tespit edildi.

Tablo 4.1.’de gosterilmistir. 28 olguda herhangi bir mutasyon tespit edilemedi.

Tablo 4.1. Calisma sonucu elde edilen mutasyon tipleri ve yiizdeleri.

Mutasyon tipleri say1 ve ylizdeleri

R202Q R202Q R202Q/E148Q E148Q E230Q Mutasyon
heterozigot | homozigot kompleks heterozigot | heterozigot tespit
mutasyonu | mutasyonu mutasyonu mutasyonu mutasyonu | edilemeyen

olgular
n 17 1 2 2 2 28
% (%34) (%2) (%04) (%4) (%4) (9%656)

n: Hasta sayis1

%: Hastalarda goriilme ylizdesi

Yaptigimiz ¢alismada saglikli 50 bireyde MEFV geni ekzon 2 gen bolgesinde bulunan
R202Q (c. 605G>A p.Arg202GIn) mutasyonunun genotip dagilimi Tablo 4.2.’de verildi. 50

saglikli bireyde saptanan mutasyonlara gore R202Q dagilimina bakildiginda 1 AA (%2), 17
GA (%34), 32 GG (%64) genotipi tespit edilmistir. E148Q/- tasiyan 4 olguda R202Q gen
dagilimina bakildiginda 2 olgunun GA (%50) genotipi tasidigi, 2 olguda tespit edilen E230Q/-

gen dagilimina bakildiginda ise R202Q genotipi saptanmamistir. E148Q/- ve E230Q/-

mutasyonlarini tasiyan olgularda GG ve AA genotipi saptanmamastir.
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Tablo 4.2. 2. ekzon R202Q gen degisiminin FMF hastalarindaki genotip dagilimi.

2. Ekzon R202Q (c.605 G>A p.Arg202GIn)

GG GA AA
FMF Hastasi (n: 50) 32 (%64) 17 (%34) 1 (%2)
E148Q/- (n: 4) - 2 (9%50) -
E230Q/- (n: 2) - - -

Saglikli 50 bireyde yaptigimiz ¢alismaya 23 Erkek (%46), 27 Kadin (%54) dahil
edildi. 6 erkek (%33,3), 12 kadin (%66,7) olmak iizere 18 olguda R202Q mutasyonu, 2 erkek
(%50) ve 2 kadin (%50) olmak {izere 4 olguda E148Q/- mutasyonu, 2 kadinda (%100)
E230Q/- mutasyonu, 1 erkek (%50) ve 1 kadin (%50) olmak iizere 2 olguda ise
R202Q/E148Q kompleks mutasyonu tespit edildi. Sonug olarak 23 erkek olguda 6 (%26,1)
R202Q, 2 (%8,7) E148Q/-, 1 (%4,3) R202Q/E148Q kompleks mutasyonu goriiliirken, 15
olguda (%65,2) mutasyon tespit edilemedi. 27 kadin olguda 12 (%44,4) R202Q, 2 (%7,4)
E148Q/-, 1 (%3,7) R202Q/E148Q kompleks mutasyonu saptanirken, 13 olguda (%48,1)
mutasyon tespit edilemedi. Yaptigimiz c¢alisma sonucunda saptanan mutasyonlarin

cinsiyetlere gore dagilimi Tablo 4.3.’te verildi.

Tablo 4.3. Calisma sonucu saptanan mutasyonlarin cinsiyete gore dagilimi.

Mutasyonlarin Cinsiyete Gore Dagilimi

edilemeyen olgu (n: 28)

Kadin Erkek
FMF Hastasi (n: 50) 27 (%54) 23 (%46)
R202Q ( n: 18) 12 (%66,7) 6 (%33,3)
E148Q/- (n: 4) 2 (% 50) 2 (%50)
E230Q/- (n: 2) 2 (%100) -
R202Q/E148Q (n: 2) 1 (%50) 1 (%50)
Mutasyon tespit 13 (%46,4) 15 (%53,6)
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Yaygin olarak Akdeniz kokenli toplumlarda goriilen FMF hastali§i, yapmis
oldugumuz ¢alismamizda da istatiksel acidan anlamli bir fark tespit edildi. Akdeniz
Bolgesi’nde bulunan 44 olguda 15 (%34) R202Q, 4 (%9) E148Q/-, 2 (%4,5) E230Q/-, 2
(%4,5) R202Q/E148Q kompleks mutasyonu saptanirken, 25 olguda (%56,8) mutasyon tespit
edilemedi. Giineydogu Anadolu Bélgesi’nde bulunan 5 olguda, 3 (%60) R202Q mutasyonu
saptanirken, 2 olguda (%40) ise mutasyon tespit edilemedi. Dogu Anadolu Bolgesi’nden
dahil edilen 1 olguda ise mutasyon tespit edilemedi. Sonug olarak olgularin kokenlere gore
dagilimina bakildiginda Akdeniz Boélgesi 44 (9%88), Giineydogu Anadolu Bolgesi 5 (%10),
Dogu Anadolu Bolgesi 1 (%2) olarak tespit edildi. Dogu Anadolu Boélgesi’nde R202Q,
E148Q, E230Q mutasyonlari saptanmazken, Giineydogu Anadolu Bolgesi’'nde R202Q
mutasyonu tespit edildi. Olgularin kdkenlere gore dagilimi Tablo 4.4.°de verildi.

Tablo 4.4. Olgularin kdkenlere gore dagilimi.

Olgularin Kokenlere Gére Dagilimi
Akdeniz Bolgesi Gilineydogu Anadolu Dogu Anadolu

Bolgesi Bolgesi
FMF Hastasi (n: 50) 44 (%88) 5 (%10) 1 (%2)
R202Q (n: 18) 15 (%83,3) 3 (%16,7) -
E148Q/- (n: 4) 4 (%100) - -
E230Q/- (n: 2) 2 (%100) - -
R202Q/E148Q (n: 2) 2 (%100) - -
(I\/Iutzaés)yon olmayan 25 (%89,3) 2 (%7,1) 1 (%3,6)
n:

Yaptigimiz ¢alismada mutasyonlarin yas araligina gore dagilimini inceledigimizde 20
yas alt1 grubunda bulunan 2 olgunun 1’inde (%50) R202Q mutasyonu saptanirken, 1 olguda
(%50) mutasyon tespit edilememistir. 20-40 yas araliginda 44 olguda 17 (%38,6) R202Q, 3
(%6,8) E148Q/-, 2 (%4,5) E230Q/-, 2 (%4,5) R202Q/E148Q kompleks mutasyonu
saptanirken, 24 olguda (%54,5) mutasyon tespit edilemedi. 40 yas ve istii 4 olguda, 1 (%25)
E148Q/- mutasyonu goriiliirken, 3 olguda (%75) mutasyon saptanmadi. Calisma sonucu elde

edilen mutasyonlarin yas araligina gére dagilimi Tablo 4.5.’te verildi.
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Tablo 4.5. Elde edilen mutasyonlarin yas araligina gére dagilimi.

Mutasyonlarin Yas Araligina Gore Dagilimi

(n: 28)

20 yas alt1 20-40 yas araligi 40 yas ve tlistii
FMF Hastasi (n: 50) 2 (%4) 44 (%88) 4 (%8)
R202Q (n: 18) 1 (%5,6) 17 (%94,4) -
E148Q/- (n: 4) - 3 (%75) 1 (%25)
E230Q/- (n: 2) - 2 (%100) -
R202Q/E148Q (n: 2) - 2 (%100) -
Mutasyon olmayan 1 (%3,6) 24 (%85,7) 3 (%10,7)

Tablo 4.6. Calismaya katilan kisilere ait tiim bilgilerin gosterimi.
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No | Hasta Ekzon 2 Yas | Cinsiyet Memleket
Adi R202Q E148Q E230Q R202Q/E148Q | Mutasyon
Olmayan
1 0O.B. R202Q/- N N N 18 Erkek Kahramanmarag
2 Z.S. R202Q/- N N N 24 Kadin Kahramanmaras
3 S.C. -/- N N N 26 Kadin Kahramanmaras
4 M.E.K. -/- N N N N 26 Erkek Gaziantep
5 M. A. -/- N N N N 29 Erkek Kahramanmarag
6 B.T. -/- N N N N 30 Kadin Kahramanmarag
7 H. O. R202Q/- N N N 27 Kadin Kahramanmaras
8 M. D. -/- N N N N 30 Erkek Kahramanmarag
9 A. G. R202Q/- N N N 35 Erkek Kahramanmarag
10 K. A R202Q/- N N N 25 Kadin Kahramanmarag
11 | E.N.T. | R202Q/- N N N 21 Kadin Kahramanmarag
12 | H. G.B. -/- N N N N 22 Kadin Kahramanmaras
13 A.P. -/- N N N N 21 Erkek Kahramanmaras
14 R. D. R202Q/ N N N 24 Erkek Kahramanmaras
R202Q
15 S.D. -/- N N N N 21 Kadin Kahramanmarag
16 0. 0. R202Q/- N N N 34 Erkek Kahramanmarag
17 S. K. -/- N N N N 30 Kadin Kahramanmaras
18 G.P. -/- E148Q/- N N 30 Kadin Kahramanmaras
19 Z. K. R202Q/- N N N 30 Kadin Kahramanmarag
20 E.S. R202Q/- N N N 29 Kadim | Gaziantep
21 E. K. -/- N N N N 30 Kadin Kahramanmaras
22 G.S. -/- N N N N 29 Kadin Kahramanmaras
23 | M.S. D. -/- N N N N 30 Erkek Kahramanmaras
24 S. K. -/- N E230Q/- N 33 Kadin Kahramanmaras
25 A.B -/- N N N N 36 Erkek Kahramanmaras
26 M. K -/- N N N N 18 Kadin Kahramanmaras
27 | A1Y. /- N N N N 22 Erkek | Kahramanmaras
28 S.K -/- N N N N 40 Erkek Kahramanmaras
29 H. K. -/- N E230Q/- N 39 Kadin Kahramanmaras
30 S. K. R202Q/- N N N 25 Kadn Osmaniye
31 E.S. R202Q/- N N N 25 Kadin Kahramanmarag
32 N. S. -/- N N R202Q/E148Q 25 Erkek Kahramanmaras
33 S.A -/- N N N N 29 Kadin Kahramanmaras
34 S. A -/- N N N N 30 Erkek Kahramanmaras
35 I.S. -/- N N N N 28 Kadin Kahramanmarag
36 S A R202Q/- N N N 25 Kadin | Gaziantep
37 H.Y. -/- N N R202Q/E148Q 25 Kadin Kahramanmarag
38 G.Y. -/- N N N N 41 Kadmn Hatay
39 S. B. -/- N N N N 35 Erkek Malatya
40 E.P -/- N N N N 43 Erkek Kahramanmaras
41 M. D. -/- N N N N 27 Erkek Gaziantep
42 | HM.D. -/- N N N N 37 Erkek Kahramanmaras
43 R. K. -/- N N N N 37 Erkek Kahramanmaras
44 H.S. -/- N N N N 24 Erkek Kahramanmaras
45 E.G. -/- N N N N 29 Kadin Kahramanmarag
46 H. D. R202Q/- N N N 33 Kadmn Gaziantep
47 H. S. R202Q/- N N N 29 Kadmn Kahramanmarag
48 M. S. R202Q/- N N N 25 Kadmn Kahramanmarag
49 M. K. -/- N N N N 30 Erkek Kahramanmaras
50 R. K. -/- E148Q/- N N 47 Erkek Kahramanmaras
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MEFV geni ekzon 2 gen bolgesinde yapilan DNA dizi analizi sonucu R202Q
heterozigot gen degisimi saptanmistir. 328. kodon ve 605. niikleotidde olusan G>A
transisyonu ile dizinin CGG— CAG seklinde degismesi ve Arjinin— Glutamin aminoasitinin
yer degisikligi sonucu olusan mutasyondur. Saglikli 50 bireyin 17’sinde R202Q heterozigot
yanlis anlamli mutasyonu tespit edilmistir. R202Q heterozigot mutasyon sekans analiz

goriintiisti Sekil 4.1.°de gosterilmistir.

Sekil 4.1. R202Q heterozigot mutasyon sekans analiz goriintiisii.

MEFV geni ekzon 2 gen bolgesine yapilan DNA dizi analizi sonucu R202Q homozigot
mutasyonu saptanmustir. 328. kodonda ve 605. niikleotidde olusan G>A transisyonu ile
dizinin CGG— CAG seklinde degismesi ve Arjinin— Glutamin aminoasitinin yer degisikligi
sonucu olusan mutasyondur. Saglikli 50 bireyin sadece 1’inde R202Q homozigot yanlis
anlamli mutasyonu tespit edilmistir. R202Q homozigot mutasyon sekans analiz goriintiisii

Sekil 4.2.°de verilmistir.

Sekil 4.2. R202Q homozigot mutasyon sekans analiz goriintiisii.
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MEFV geni c¢kzon 2 gen boélgesine yapilan DNA dizi analizi sonucu R202Q
heterozigot ve E148Q heterozigot kompleks mutasyonu saptanmistir. 328. kodonda ve 605.
niikleotidde meydana gelen G>A transisyonu ile dizinin CGG— CAG seklinde degismesi ve
Arjinin— Glutamin aminoasitinin yer degisikligi ile bilinen mutasyondur. 165. kodonda ve
442. niikleotidde meydana gelen G>C transisyonu ile dizinin GAG— CAG seklinde
degismesi ve Glutamik asit— Glutamin aminoasitinin yer degisikligi sonucu olusan
mutasyondur. Saglikli 50 bireyin sadece 2’sinde R202Q heterozigot ve E148Q heterozigot
kompleks yanlis anlamli mutasyonu saptanmistir. R202Q/E148Q heterozigot kompleks

mutasyon sekans analiz goriintiisii Sekil 4.3. ve Sekil 4.4.’de verilmistir.

Sekil 4.3. Kompleks bulunan R202Q heterozigot Sekil 4.4. Kompleks bulunan E148Q
mutasyonu sekans analiz goriintiisii. heterozigot mutasyon sekans analiz

goruntusu.

MEFV geni ekzon 2 gen bolgesine yapilan DNA dizi analizi sonucu E148Q
heterozigot mutasyonu saptanmistir. 165. kodonda ve 442. niikleotidde meydana gelen G>C
transisyonu ile dizinin GAG—CAG scklinde degismesi ve Glutamik asit— Glutamin
aminoasitinin yer degisikligi sonucu olusan mutasyondur. Saglikli 50 bireyin sadece 2’sinde
E148Q heterozigot yanlis anlamli mutasyonu saptanmistir. E148Q heterozigot mutasyon

sekans analiz goriintiisti Sekil 4.5.”te verilmistir.
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Sekil 4.5. E148Q heterozigot mutasyon sekans analiz goriintiisii.

MEFV geni ekzon 2 gen bolgesine yapilan DNA dizi analizi sonucu E230Q heterozigot
mutasyonu saptanmistir. 411. kodonda ve 648. niikleotidde meydana gelen G>C transisyonu
ile dizinin GAA— CAA seklinde degismesi ve Glutamik asit— Glutamin aminoasitinin yer
degisikligi ile bilinen mutasyondur. Saglikli 50 bireyin sadece 2’sinde E230Q heterozigot
yanlis anlamli mutasyonu saptanmistir. E230Q heterozigot mutasyon sekans analiz gériintiisii

Sekil 4.6.’da gosterilmistir.

Sekil 4.6. E230Q heterozigot mutasyon sekans analiz goriintiisii.
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5. TARTISMA

Ailevi Akdeniz Atesi (AAA), belirli donemlerde tekrarlayan yiiksek ates, abdominal
agri, artrit, plorezi ve erizipel benzeri eritem gibi klinik belirtileri olan bir hastaliktir.
Sinoviyal ve serdzal membranlarin inflamasyonu sonucu ataklar olusmaktadir (12). ilk kez
1951 yilinda Catton ve Mamou tarafindan hastaligin ailevi oldugu belirtilmektedir. 1956
yilinda ise FMF hastalarinda amiloid gelisimi oldugunu ve hastaligin otozomal resesif
kalitildigin1 bildirmislerdir (20). Ik kez Heller ve Sohar hastalig1 “Ailevi Akdeniz Atesi”
(Familial Mediterranean fever) adiyla tanimlamislardir (21). Akdeniz ¢evresi toplumlarinda
yaygin gorillen AAA, Askenazi olmayan Yahudiler, Ermeniler, Tirkler ve Araplarda
goriilmektedir. Ayrica Almanya, Ispanya, Italya ve Fransa gibi iilkelerde de goriilebilmektedir
(13).

MEFV geninde bulunan yeni mutasyonlar ile mutasyonlarin genotip fenotip iligkisi ile
ilgili tiim arastirma sonuglar1 FMF veri tabaninda yer almaktadir (10). Oncelikli olarak yanlis
anlamli mutasyon olan, M694V, V726A ve M680l mutasyonlari tanimlanmistir. Tanimlanan
bu mutasyonlardan sonra, 1998 yilinda 2. ekzonda (E148Q, E167D ve T2671), 5. ekzonda
(F479L) ve 10. ekzonda (M6941, K695R, A744S, R761H, T6811, 1692del ve M694del) olmak
lizere yeni mutasyonlar tanimlanmistir (8, 10, 54). Infevers veri tabaninda bugiin itibariyle
(2017) tanimlanmis 317 MEFV mutasyonu bulunmaktadir (10).

Tirk FMF hastalarinda yapilan arastirmada, Askenazi olmayan Yahudilerde goriilen
M694V mutasyonu %43,5, Ermenilerde goriilen M6801 mutasyonu %12, Askenazi, Irak ve
Fas Yahudilerinde goriilen V726A mutasyonu %11,1 olarak goriildiigi tespit edilmistir (38).
Yalginkaya ve arkadaslarinin 167 FMF’li hastada yaptig1 ¢alisma ile M694V %41, M6941
%17, M6801 %16 ve V726A %14 olarak tespit edilmistir (77).

MEFV geni ekzon 2 gen bolgesinde yer alan R202Q mutasyonu ilk kez Bernot
tarafindan tanimlanmistir (11). Saglikli bireylerin kontrol kromozomunda %20, FMEF’li
ailelerin mutasyon tasimayan kromozomlarinda %15 ve ekzon 10 gen bolgesi disinda
mutasyon bulunan kromozomlarda %16 olarak saptanmistir. Bu veriler sonucunda

R202Q’nun yaygin goriilen bir polimorfizm oldugu diisiiniilmektedir (11).
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FMF veri tabaninda, MEFV geni ekzon 2 gen bolgesinde yer alan R202Q (c.605G>A)
gen degisiminin M694V mutasyonu ile birlikte yaygin goriilen bir polimorfizm oldugu ileri
stirilmektedir (10).

Ritis ve arkadaslar1 yaptiklar1 arastirma ile 26 FMF hastasinin 4’tinde R202Q
homozigot mutasyonu tespit edilmistir. Bu hastalarin, ekzon 2 ve ekzon 10 gen bdlgelerinde
mutasyon tasimadigr belirtilmistir. 60 saglikli  kontrol bireyin 15’inin  kontrol
kromozomlarinda R202Q heterozigot mutasyonu saptanmig fakat R202Q homozigot
mutasyonu goriilememistir. Yapilan ¢alisma ile iki grup arasinda istatistiksel agidan anlamli
bir fark gozlenildiginden, R202Q gen degisiminin polimorfizmden ¢ok mutasyon olabilecegi

ileri stirtilmektedir (95).

Giaglis ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada, 304 FMF hastasinin 76’sinda R202Q gen
degisimi tespit edilmistir. Asemptomatik olan 280 saglikli kontrol bireyin 40’inin kontrol
kromozomlarinda R202Q mutasyonu tespit edilmistir. 152 hasta bireyin 14’tinde R202Q gen
degisimi saptanmistir. Bu 14 FMF’li hastanin 12°‘sinde baska bir mutasyon tasimadigi
goriilmistlir. Bu 12 hastanin 8’ 1 FMF hastaliginin klinik belirtilerini tasimakta ve kolsisin
tedavisi gormektedir. Bu veriler sonucunda R202Q homozigot mutasyonunun hastalikla
iligkili oldugu belirtilerek, R202Q gen degisiminin yaygin olarak goriildiigii ve hastaliga da
sebep oldugu belirtilmistir. Saglikli bireylerde yaygin olarak R202Q mutasyonu olmasi,

bunun potansiyel doza bagl etkisinin oldugunu géstermistir (96).

Miyoshi ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢aligmada, Japon bir kadin hastaya, Tel-
Hashomer kriterlerine gore FMF tanisi konulmustur. Yaptiklar1 caligmalar ile E148Q
mutasyonunu incelemislerdir. Mutasyon analizinde ekzon 2 gen bolgesinde E148Q/R202Q
birlesik heterozigotlugu tespit edilmis ancak hastanin ekzon 10 bdlgesinde mutasyon
saptanmamistir. FMF hastalarinda E148Q mutasyonunun sik goriildiigii ve heterozigot
formunda hastalikla iliskili olabilecegi diistiniilmektedir (97).

Oztiirk ve arkadaslar1 tarafindan amiloid gelisimi bulunan FMF’li hastalarin 2’sinde
R202Q homozigot olarak saptanmistir. R202Q’nun saglikli kontrol grubunda %3 olarak
belirlenirken, kontrol grubunda R202Q homozigot mutasyonu saptanmamistir. FMF ve
kontrol grubu, R202Q heterozigot mutasyonu tasiyiciligt yoniinden karsilastirildiginda
FMEF’li hastalarda istatistiksel acidan yaklasik 2 kat fazla risk tasidigi tespit edilmistir.
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Kontrol grubunda R202Q mutasyonunun goriilme sikligi yiiksek olmasmna ragmen,
heterozigot formunda etkisinin olmadigi gérilmektedir. R202Q’nun, hastalik tasiyiciligi olan
bir mutasyonla birlikte bulunmasi sonucunda FMF’in klinik belirtileri olustugu gézlenmistir.
FMF hastalartyla yapilan bu calismada, M694V mutasyonuyla beraber bulunmayan birden
fazla haplotip oldugu da gozlenmistir (98).

E148Q gen degisimi, ilk kez Bernot ve ark. (11) tarafindan tanimlanmis ve AAA
hastaligina yol agan diisilk penetransli bir mutasyon oldugu ileri siiriilmiistiir (91). Tiirk
toplumunda sik rastlanan 4 mutasyondan biri olan E148Q mutasyonu, MEFV geni ekzon 2
gen bolgesinde glutamik asit ve glutamin transisyonu sonucu olusmaktadir. inflamasyonu
arttirict  etkisinin  bulundugu, MEFV geni diger mutasyonlar1 ile birlikte bulundugunda
semptomatik ve amiloidoz gelisimine neden oldugu disiiniilmektedir. Ayrica hastaliga
etkisinin olmadig1 ve yaygin goriilen polimorfizm oldugu da ileri siiriillmektedir (99). Amiloid
gelisen FMF’li hastalarda E148Q mutasyonunun goriildiigii ve bu mutasyonun hastalikla

iliskili oldugu diistiniilerek kolsisin tedavisi 6nerilmektedir (100).

Askenazi Yahudilerinde E148Q gen frekansinin yiliksek diizeyde (1:11), AAA’L
hastalarin ise yalnizca 1’inde E148Q homozigotlugu tespit edilmistir. Bu sonuca gore bu
genin diisiik penetransli bir mutasyon oldugu ya da tek niikleotid polimorfizmi (SNP) ile

birlikte bulunarak hastaliga neden olmadig ileri siiriilmektedir (101).

Israilde yasayan Yahudiler ve Miisliimanlardan olusan 146 AAA’lL hasta ve 1173
saglikli kontrol grubunda yapilan ¢alisma ile M694V, V726A, E148Q, M680I mutasyon
siklig1 aragtirtlmigtir. Calisma sonucu AAA’l olan Yahudilerde E148Q allel frekans1 %7,3,
Miisliimanlarda %14, genel populasyonda %10,6 olarak goriilirken, M694V allel frekansi
Yahudilerde %80,6, Miislimanlarda %14,7, genel populasyonda %48,6 olarak tespit
edilmistir. Kontrol saglikli grupta ise E148Q allel frekans: Yahudilerde %6,8, Miisliimanlarda
%6,5, genel populasyonda %6,7 olarak, M694V allel frekansi ise Yahudilerde %21,92,
Miisliimanlarda %0,3, genel populasyonda %1,49 olarak saptanmistir. Bu veriler sonucunda
E148Q allel frekansiin diisiik penetransa sahip oldugu belirtilmektedir (102).

Tiirkiye’de yapilan arastirmada AAA’ll hastalarda M694V allel frekanst %51,5,
E148Q allel frekans1 %3,5 iken saglikli kontrol grubunda M694V allel frekans1 %3, E148Q
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allel frekans1 %12 olarak tespit edilmistir. E148Q mutasyonunun FMF ile dogrudan iliskili
olmadigi bildirilmistir (29).

AAA sekonder amiloidoz gelisimi ve AAA tanist konulmasinda MEFV mutasyonlari
ile birlikte ¢evresel faktorlerin ve modifiye edici genlerin de etkisi oldugu belirtilmistir (63,
103). MEFV dis1 modifiye edici genler; Serum amyloid-associated (SAA)1, SAA2, Toll Like
Receptor 2 (TLR2) ve Major Histocompatibility complex class 1 chain related gen A (MICA)
belirtilmistir (104). E148Q allelini tasiyan hastalarin %50’sinin semptomatik, kalan kisminin
asemptomatik olmasinin sebebi bazi genetik faktorler ve cevresel etkenlerden kaynakli oldugu

ileri siiriilmektedir (103).
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6. SONUC VE ONERILER

Saglikli bireylerde R202Q genotip sikligini belirlemek i¢in yaptigimiz calismada KSU
T1ip Fakiiltesi Hastanesinde c¢alisan saglikli oldugunu beyan eden (genetik olan veya olmayan
herhangi bir hastaligi bulunmamakla birlikte, ilag, alkol, uyusturucu aligkanligi olmayan) 50
bireyde R202Q genotip sikligi incelendi. Calismaya dahil edilen 23 erkek (%46) ve 27 kadina
(%54) genetik analiz yapildi. Kadin/Erkek orani: 1,17 olarak saptanmistir. Hastalarin
memleketleri incelendiginde 44 kisi (%88) Akdeniz Bolgesi, 5 kisi (%10) Giineydogu
Anadolu Bolgesi, 1 kisi (%2) Dogu Anadolu Bolgesi olarak saptandi. Hastalarimizin yas
ortalamalar1 20 yas alt1 2 kisi (%4), 20-40 yas araliginda 44 kisi (%88), 40 yas ve isti 4 kisi
(%8) olarak tespit edildi. R202Q mutasyonu disinda ¢alismamizda saptanan varyantlar E148Q
ve E230Q mutasyonlaridir.

FMF hastaliginin otozomal resesif gecisli olmasi, akraba evliliginin sik oldugu
tilkemizde ve cesitli etnik gruplarda AAA da bulunan mutant allellerin bir arada bulunma
olasihgmi artirmaktadir. Ulkemizde tasiyicilik orani yiiksek diizeyde oldugundan hasta
yakinlart ve ayrica FMF tasiyicist bireyler ile evlenecekleri kisilerinde genetik analiz
yapilarak incelenmesi onerilmektedir. Bireylere genetik tani igin yapilan gen taramasi
sonucunda MEFV geni mutasyonlarinin saptanmas ile birlikte klinik tan1 bulgular1 da mevcut
ise kolsisin tedavisine baglanmasi Onerilmektedir. FMF hastaliginin en tehlikeli

komplikasyonu olan amiloidoz gelisiminde erken tani i¢in diizenli idrar tetkiki yapilmalidir.

Sonug olarak, MEFV geni ekzon 2 gen bolgesinde yer alan R202Q gen degisiminin
heterozigot formunda hastalik iizerine bir etkisinin bulunmadigi gézlenmistir. Fakat hastalikla
iligkili bir mutasyonla birlikte bulunmasi durumunda FMF hastaligina ait semptomlarin
olustugu gozlenmektedir. Bu da FMF hastaliginda genetik tani i¢in R202Q mutasyonunun
onemli oldugunu vurgulamaktadir. R202Q’nun yaygin goriilen polimorfizm olarak
nitelendirilmesi ve Tiirk toplumunu kapsayan FMF ¢alismalarina R202Q gen degisiminin de

dahil edilerek yapilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.
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Ek 2. Yiiksek Lisans Tez Onerisi Bildirim Formu

T.C.
KAHRAMANMARAS SUTCU IMAM UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LISANS TEZ ONERIiSi BILDIRIM FORMU

(Form eksiksiz ofarak bilgisapar ortanunda dolduralmahdir)

Oprencinin |
Adi ve Soyads : Emine SOLMAZ
Numarasi : 14240200160
Alinma Diizeyi : Yiiksek Lisans 4 Doktora
Tez Damsmant: Prof. Dr. Metin KILINC
Anabilim Dﬁl] Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
Enstitiiye Kayit Tarihi : 09.09.2014

Tez Konusu Bash@ : Saglikh bireylerde Ailevi Akdeniz Atesi (AAA) R202Q genotip sikhinin -
belirlenmesi

Tezin Onemi ve Ozgiin Degeri : FMF ( Ailevi Akdeniz Atesi ) genellikle Akdeniz ilkeleri
halklarimda (Daha gok Tiirk, Arab, Ispanya kékenli Sefardik Yahudilerde ve Ermenilerde ) goriilen,
tekrarlayan akut ates ve serdz zarlarin iltihabi ile karakterize, otozomal resesif gegisli, genetik
(kalitimsal) bir hastaliktir. Bu ¢alisma ile bolgemizde daha énce tastyicilik siklifs belirlenmemis
olan R202Q mutasyon sikliginin belirlenmesi ve varsa meveut klinik belirtilerin ortaya konmas
amaglanmaktadir.

Etik Kurul Belgesi Eklendi [ |Gerekli Degil
Yasal Izin Belgesi [ ] Eklendi [ IGerekli Degil

Prof. Dr. Metin/

j%;(l\flAZ

Adi Soyadi-imzas:

: Anabili /ball.Baskanl
Adi Soyadi-Imzasy Adr Soyadi-Imzasi
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13. OZGECMIS

Kisisel Bilgiler

Ad1 Soyadi : Emine SOLMAZ

Uyrugu : T.C.

Dogum tarihi ve yeri : 25/03/1987

Medeni hali : Bekar

Telefon : 05536058727

e-posta : simzemne@outlook.com

Egitim

Derece Egitim Birimi Mezuniyet Tarihi

Yiiksek Lisans KSU/Saglik Bilimleri Enstitiisii/T1bbi Biyokimya AD 2017
FU/Egitim Fakiiltesi/Pedagojik Formasyon Egitimi 2014

Lisans AIBU/Fen Edebiyat Fakiiltesi/Kimya (Ingilizce) 2012

Lisans AU/Acikdgretim Fakiiltesi/Isletme 2017

On Lisans AU/Agikdgretim Fakiiltesi/Saglik Kurumlari Isletmeciligi 2015

Lise Sahinbey Cumhuriyet Lisesi 2004

Is Deneyimi

Yil Yer Gorev

2013- MEB Kimya Ogretmeni

Yabanc Diller

Ingilizce

Hobiler

Doga bilimleri, ylizme, fotografcilik.
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