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OZET

Ailevi Akdeniz Atesi (AAA) kisa araliklarla tekrarlayan ates, peritonit, artrit, plorit
ve eritem benzeri deri lezyonlar: ile karakterize otozomal resesif kalitim gosteren bir
otoinflamatuar hastaliktir. En énemli komplikasyonu amiloidozisdir ve kolsisin tedavisi ile
etkin olarak tedavi edilebilir. AAA, 6zellikle Yahudi, Ermeni, Tiirk, Arap ve Kuzey Afrika
gibi Akdeniz kokenli popiilasyonlar tizerinde etkilidir. Calismamizda MEFV geninin Strip
Assay ile bakilan 12 mutasyon haricinde fenotiple iligkili diger mutasyonlarin taranmasi

amaglanmustir.

AAA’dan sorumlu MEFV geni 16. Kromozomun kisa kolunda (16p13.3) pozisyonel
klonlama ile tanimlanmistir. MEFV geni 781 aminoasitlik Pirin/Marenostrin ad1 verilen bir
proteini kodlar. MEFV geni iizerinde simdiye kadar fenotiple iliskili 80 farkli mutasyon
bildirilmistir.

Calismamizda, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dalina
Tel-Hashomer kriterlerine gére AAA tanis1 ile Eskisehir Osmangazi Universitesi I¢
Hastaliklar1 Anabilim Dali Romatoloji Boliimiinden gonderilmis ve Strip Assay ile
herhangi bir mutasyon saptanamamis 26 olgu ve saglikli 6 birey c¢alismaya dahil
edilmistir.P094 probmiksi kullanilarak MLPA ydntemi ile mutasyonlar ve polimorfizmler

i¢in incelenmistir.

Sonug olarak, MEFV geni promoter ve ekzonlarinda herhangi bir mutasyon yada
polimorfizm saptanamamistir. Mutasyon saptanamayan AAA hastalart i¢in MEFV geni

regiilator mutasyonlarinin gen ekspresyonunu etkileyebilecegini diistinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Ailevi Akdeniz Atesi (AAA), Tel-Hashomer, MEFV, MLPA.



SUMMARY

Familial Mediterranean Fever (FMF) is an autosomal recessive autoinflammatory
disorder characterized by recurrent self-limiting attacks of fever accompanied by sterile
peritonitis, artritis, pluritis and a typical inflammatory skin rash called erysipelas-like
erythema. The main complication of FMF is amyloidosis. As this severe complication can
be effectively prevented by treatment with colchicine. FMF mainly affects populations
living around the Mediterranean basin, especially Jewish, Armenian, Turkish, Arab and
North African. Aim of our study, screening of other mutations in MEFV gene with
associated-phenotype except for Strip Assay that is detect 12 mutation.

The gene responsible for FMF, designated MEFV was identified by positinal cloning.
MEFV gene is located on the short arm of the chromosome 16 (16p13.3) that encodes a 781
amino acid protein known as pyrin/marenostin. So far 80 different associated-phenotype

mutations have been detected on MEFV gene.

In this study, we aimed to investigate with MLPA in 26 FMF patients referred to
ESOGU Internal Disease/Rheumatology Department to ESOGU Medical Genetic
Department according to Tel-Hashomer criteria who couldn’t mutations by Strip Assay in
exons. As a control group 6 healthy individuals used. MEFV gene investigated with P094

probemix for mutations and polymorphisms.

In conclusion, we didn’t detect any mutations or polymorphisms on MEFV gene
promoter and exons. We think MEFV gene regulatory mutations may affect gene

expressions for any detect mutations on FMF patients.

Key words: Familial Mediterranean Fever, Tel-Hashomer, MEFV, MLPA.
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1. GIRIS VE AMAC

Ailevi Akdeniz Atesi (AAA), kisa siireli tekrarlayan ataklar ve ser6z zarlarin
inflamasyonu ile karakterize otozomal resesif kalim gosteren bir hastaliktir (14).
Hastalik tipik olarak tekrarlayan ates ve poliserozit ataklari ile seyreder. Hastaligin en
onemli komplikasyonu amiloidozdur. Hastalik baslica Tiirk, Arap, Ermeni, Musevi ve

etnik kokeni Akdeniz olan toplumlarda siklikla goriiliir (2).

Ataklarm siklig1 ve stiresi hastadan hastaya degisiklik gosterir. Atak siiresi ortalama
olarak 1-3 giin aras: siirer. Tiirklerde hastaligm goriilme siklig1 1/1000'dir. Tastyicilik
orani 1/5 dir. Bu bakimdan her 5 kisiden 1'1 tagiyici konumundadir (32,63).

Ailevi Akdeniz Atesi AAA'dan sorumlu olan MEFV geni 16. kromozomun kisa
kolunda 16p13.3 bolgesinde pozisyonel klonlama teknigi ile 1997 yilinda Uluslararasi
AAA konsorsiyumu ve Fransiz AAA Konsorsiyumunun bagimsiz caligmalar: ile
klonlanmistir (45). MEFV geni 781 aminoasitten olusan Pirin/Marenostrin olarak
bildirilen proteini kodlamaktadir. Bu proteinin fonksiyonumu tam olarak
bilinmemektedir. Ancak AAA ataklar1 sirasinda inflamasyon bdlgesine notrofillerde
ifade buldugu ve inflamasyonun inhibe edilmesinde rol oynadig: bildirilmektedir (20).
Pirin/Marenostrin proteininden baska bu proteinin yapisina benzer baska proteinlerde
tanimlanmis ve diger inflamasyon hastaliklar1 ile iliskilendirilmistir. AAA'nin diger
inflamasyon hastaliklar1 ile klinik olarak benzerliginden dolayr ayrim yapilarak tani

koymak zordur.

Gilintimiize kadar MEFV geni i¢in 208 farkli genomik degisiklik tespit edilmistir (50).
Bu genomik degisiklerin yaklasik 80 tanesi AAA fenotipi ile iliskilendirilmistir. MEFV
geninde olusan mutasyonlarin biiyliik ¢cogunlugu, aminoasit degisikligine sebep olan
yanlis anlamli (missense) mutasyonlardir. 2 insersiyon, 2 delesyon, 2 duplikasyon ve
geri kalan yer degistirme (substitution) mutasyonlaridir (50). Bu mutasyonlar Pirin
proteinin yapisini degistirir. Ulkemizde en sik goriilen mutasyonlar, M694V, M680I,
V726A, M6941 ve E148Q mutasyonlaridir (63).
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Ulkemizde MEFV gen degisimleri arastirmasi genellikle Strip Assay ydntemi ile
yapilmaktadir. Bu yontemle M694V, M680I(G/C), V726A, E148Q, P369S, F479L,
M680I(G/A), 1692del, M6941, K695R, A744S ve R761H mutasyonu olmak iizere 12
mutasyona bakilmaktadir. Bu nedenle MLPA (Multiplex Ligation Dependent Probe
Amplification) yontemi kullanilarak Strip Assay yontemi ile mutasyon saptanamayan
Tel-Hashomer kriterlerine gére AAA hastasi olan olgularda var olabilecek diger

genomik degisimlerin incelenmesi amaglanmaistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Ailevi Akdeniz Atesi (AAA) Tanim

Ailevi Akdeniz atesi otozomal resesif kalitim gdsteren bir hastaliktir. Tekrarlayan
kisa siireli ataklar, karin agrisi, gogiis agrisi, eklem agrilar1 ve eritem benzeri deri
lezyonlar1 ile karakterizedir. Hastaligin en belirgin komplikasyonu bobrek yetmezligine
neden olan amiloidozdur . Ailevi Akdeniz atesinin klinik c¢esitliligi oldukca genistir.
Hastalik belirtileri hafif semptomlardan ciddi ve yasami tehdit eden semptomlara kadar
cesitlilik gosterir (1). FMF Akdeniz kokenli bir hastalik olup Araplar, Ermeniler,
sefardik Yahudilerde yaygm olarak gériiliir (2, 3). Ispanyol, Italyan, Yunan, Portekiz,
Kiirt ve askenize Yahudilerde yaygin degildir (4).

Hastaligin agrili ve atesli olarak seyretmesi AAA’nin ayirict ve en belirgin
zelligidir. 38.5-40 °C” ye varan ates ile karin, gogiis yada bityiik eklem bdlgelerinde
inflamasyondan dolay1 agr1 goriiliir. Ataklar kisa siirelidir ve 1-3 giin arasi siirer ve
tedaviye gerek kalmadan gecer. Hastalar bir sonraki atak baslayana kadar normal
fonksiyonlarmi geri kazanir. Tekrar eden ataklar tahmin edilemeyen sirada ve diizensiz

aralilarla gergeklesir (5).

2.2. Tarihge

Ailesel Akdeniz Atesi hastaligi ilk olarak 1908 de Janeway ve Mosenthal
tarafindan 16 yasinda ki bir Yahudi kizda tekrar eden karin agrisi1 ve ates seklinde
karakterize edilmistir. Daha sonra klinik olarak biitiinliigli Amerikal1 allerjist olan
Siegal tarafindan olusturulmustur. Siegal 11 vakada ates, akut karin ve gogiis agrisi
tespit etmis ve ikincil bir peritonel ve pleural inflammasyon bulundugunu ortaya
koyarak bu durumu “’Benign Proksismal Peritonitis’’ olarak isimlendirmistir. 1948
yilinda Reimann proksismal peritonit iceren hastalar i¢in “’Periyodik Hastalik’’

tanimlamasmi kullanmigtir. 1952 yilinda Mamou ve Cattan sefaradik Yahudilerden
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hastaligin ailevi oldugunu belirtmislerdir. 1958 yilinda Heller ve Sohar hastaligin
Akdeniz orjinli oldugunu belirtmis ve Israil de ki calisma arkadaslar1 ile birlikte
sendromu “’Ailevi Akdeniz Atesi’’ olarak tanimlamiglardir (6, 7). 1961 yilinda yine
Heller ve Sohar hastaligin otozomal resesif olarak kalitildigin1 géstermislerdir (8). 1972
yilinda Goldfinger tarafindan kolsisin kullanimi ile hastalik ataklarini ve amiloidozu
onledigi gosterilmistir (9). Tedavide kolsisinin kullanimi ve hastaligin klinik
ozelliklerinin belirlenmesinden sonra Ailevi Akdeniz Ates’inin genetik Ozellikleri
ortaya konmustur. 1992 yilinda baglant1 analizi ¢calismalar1 ile Amerikan Ulusal Saglik
Enstitiisiinde Ailevi Akdeniz Atesi gen lokusunun 16. Kromozomun kisa kolunda
gosterilmistir (10). Amerika Birlesik Devletleri, Israil ve Avustralya dan katilan ¢alisma
gruplar1 Uluslararast AAA Konsorsiyumunu olusturmuslardir. Ayni zamanda ikinci bir
konsorsiyum da Fransiz ve Israil arastirmacilar ile Fransiz AAA konsorsiyumu adi
altinda kurulmustur. Bu iki konsorsiyumda 1997 yilinda es zamanli olarak AAA genini
bulmuglar ve MEFV (mediterranean fever) olarak adlandirmislardir (11). Bu genin
proteini Amerikan grubu tarafindan Pirin, Fransiz arastrma grubu tarafindan

Marenostrin olarak adlandirilmistir (7).

2.3. Epidemiyoloji

Ailevi Akdeniz Atesi, otozomal resesif kalitim gosterir ve diinya iizerinde tahmini
100,000 ile 170,000 arasinda insani etkiler. Boylelikle en genel kalitsal periyodik ates
hastaligidir. AAA, genel olarak etnik kdkeni Akdenize dayanan irklar arasinda yayilim
gosterir. Ermeniler, Araplar, Tiirkler, askenazi (Almanya kokenli) olmayan Yahudiler
arasinda oldukg¢a yaygindir. Diinya geneline de 20. Yiizyilda gerceklesen asir1 insan
niifusunun gocleri ile yayilmistir. Bat1 Avrupa, Brezilya, Cin, Avustralya, Yeni Zelanda

ve Japonya da az siklikla olsa da goriilmiistiir (7,12).

AAA, prevalansi Askenazi olmayan Yahudilerde 1/250 den 1/500 arasinda
degismektedir (13). Liibnan da yasayan Ermenilerde prevalans 1/500 olarak
bulunmustur (11). Tiirklerde tahmini prevelans 1/1000 olarak bulunurken tasiyicilik

orani ise 1:5 olarak hesaplanmistir (14). Tiirklerde en sik goriilen mutasyonlar siklik
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sirasina gore M694V (%51), M680I (%14), ve V726A (%8) dir (14). Tastyicilik orant
Askenazi olmayan Yahudilerde 1:5 ile 1:16 arasinda, Araplarda 1:5 ve Ermenilerde de
1:7 oraninda saptanmustir (12). Kadinlar ve erkekler hastaliktan esit oranda etkilense de

erkeklerde daha siklikla rastlanilmaktadir (7).

M694V, V726A ve E148Q en eski mutasyonlardir. 2500 y1l 6nce Mezopotamya
da ortaya ciktig1 distiniilmektedir. Sekil 2.1 de gosterildigi gibi bu mutasyonlarin
yayilimi M694V'nin Ispanyay1 fetheden Miisliimanlar ve denizciler ile kara gdgii
yoluyla V726A mutasyonu ise Mezopotamya dan Tiirkiye, Ermenistan ve Avrupa'ya

yayilmistir (11).

Ispanya

T Avrupa 7 Ermenistan
NN\
2

Irak

—— -l |\\594V denizciler ve kara gocil
o} ——-Ispanyay fetheden miislimanlar

o] — V7268

Sekil 2.1: AAA hastaligt yayilimi (11)

2.4. Pirin/Marenostrin Proteini Yapisi

Pirin/Marenostrin proteini MEFV geni tarafindan 781 aminoasitlik bir protein
olarak kodlanir (26). Isim olarak Latin ve Yunan temellidir. Pirin Yunanca da ates,

marenostrin ise Latince de Akdeniz anlamina gelmektedir (27). Pirin, apopitoz ve



inflamasyon regiilasyonunda yer alan proteinler smifina aittir. AAA da ki rolii tam
anlamiyla anlagilmamistir (20). Pirin proteini notrofillerde ve daha az olarak eozinofil

ve monositlerde eksprese olur. Lenfositlerde ise eksprese olmaz (17).

Yapisal olarak pirin Death Fold siiperfamilyasinin bir tiyesidir. Amino ucunda ki
PYD Bolgesi, Death Boliimii (DD), Death Efektor Bolimii (DED) ve Caspase
Recruitment Bolimii (CARD) ile benzerlik gdsterir (4). Biitliin bu boliimler protein-
protein etkilesimlerine katilirlar (4, 19). DD, DED ve CARD bdliimlerini tasiyan
proteinler apopitoz ve inflamasyon sinyal yolu i¢in 6nemlidir (28). Bu boliimler belirli
alt diizeyde ki genlerin aktivasyonuna yol acan sinyal molekiilleri arasinda tek tip
protein protein etkilesimlerine aracilik ederler. Bu bolgeler kaspaza benzer reseptorden

efektore sinyallerin diizenlenmesi ve iletilmesi i¢in gereklidir (29).

Sekil 2.2 de Pirin proteininin beg farkli bollimii tanimlanmistir. Bu bdliimler, Pirin
bolimii (Pyd, Amino ucu Bolgesi), bZIP transkripsiyon faktorii temel boliimii, B kutusu
olarak adlandirilan bir veya iki ¢inko baglayici boliim, a-yumaksi sarmal bolim ve
B30.2 (PRYSPRY) bolimiidiir. Her bolimiin farkli gorevleri vardwr. Hiicre o6liimii
regililasyonu, sitokin salinmasi, transkripsiyonel regiilasyon ve hiicre iskelet sinyali ile

inflamasyon baglantili protein-protein etkilesimlerinde bulunurlar (4).

Amino Ucu Karboksil Ucu

Sekil 2.2: Pirin Proteini Boliimleri (4)



2.5. Patogenez

AAA hastaligin da serozal dokular1 etkileyen (plevral, periton, sinovyal)
inflamasyon en belirgin 6zelligidir. Ataklar sirasinda polimorfoniikleer l6kositlerin
kemotaktik aktivitesi biliyiilk oranda artmustir ve etkilenmis dokulara graniilositlerin
biiyiik bir akimi vardir (7, 11) . Inflamasyon bolgesine gelen nétrofillerden kemotaktik
faktorlerin salinmasiyla bolgeye daha fazla sayida notrofil toplanmasi saglanir ve
inflamasyonun siddeti artar. AAA’l1 hastalarda nétrofillerin normalden fazla miktarda
lizozom salgiladiklar1 bulunmustur (15). AAA hastalar1 ile AAA’l olmayan bireyler
karsilastirildigin da nétrofillerin herhangi bir morfoloji ve kemotaksis olarak farklilik

olmadig1 goriilmustiir (17).

(IL)-6, IL-8, tiimor nekrozis faktor (TNF)-a ve IL-2 reseptor seviyeleri AAA
patogenezinde artmis olarak bulunmustur. Bunun yaninda makrofaj inflamasyonel
protein-la. (MIP-1a) da AAA akut atak swasinda artmis, fakat remisyonda normal
olarak tespit edilmistir (18). Akut atak sirasinda IL-1 aktivitesinin azaldigi
bildirilmistir. TNF-a ve IL-1 reseptor antagonisti IL-1B konsantrasyonu ataksiz
donemlere gore ataklarda artis oldugu gosterilmistir. IL-6 diizeyinde de artis

bildirilmistir (15).

TNF-a'nin AAA' da ki rolii tam olarak belli degildir. Ataklar sirasinda diizelme
veya hafif yiikselme, ataklar arasinda ise normal yada artmis seviyeler tespit edilmistir.
TNF-a ile MEFV geninin regiilasyonun arttigi bilinmektedir. AAA tedavisinde anti-
TNF ajanlarm etkili olabilecegini gostermektedir (26).

Pirin proteini AAA dan sorumlu MEFV geni tarafindan kodlanir. Pirin proteinin
Amino ucu 92 aminoasitten olusur ve apopitoz ve inflamasyonla ilgili birgok proteinle
benzerlik gosterir (16). Amino ucu pirin bolimii (Pyd) igerir. Sekil 2.3 de gosterildigi
gibi Pyd bolimii apopitoz ile iliskili speck protein ASC ile etkilesime girer. ASC
icerdigi pyd bolimii sayesinde diger pyd iceren proteinler ile iliskiye girer. Pirin

proteininin pyd bolimii death domain fold ailesinin iiyesidir. Death bolimi (DD)
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iiyelerinden CARD (caspase recruitment doamin) boliimii ASC proteinin karboksil
ucunda yer alir (4). ASC CARD bolimii IL-1p islenmesi ve prokaspaz-1 etkilesiminde
yer alir. ASC prokaspaz-1'e baglanarak aktivasyonunu saglar, aktif kaspaz-1 pro-IL-
1B'y1 IL-1B'ya gevirir ve salgilanan IL-1 kendi reseptoriine baglanarak inflamasyonu

baslatir (20).

Inflamazomlar PAMP (pathogen-associated molecular patterns) yada DAMP
(danger-associated molecular patterns) olarak adlandirilan molekiiller tarafindan aktif
hale getirilip pro-IL-1B'y1 aktif IL-1B haline g¢eviren sitoplazmik multiprotein
kompleksleridir. NLRP3 (cyropyrin), ASC ve prokaspaz-1 multimerleri NLRP3
inflamazomunu olusturur. Prokaspaz-1 molekiillerinin birbirlerini aktiflestirerek aktif
kaspaz-1'i olusturur. Aktif kaspaz-1 pro-IL-1B'in aktif bir sitokin olan IL-1B'ya

doniigiimii ile IL-1p aracili inflamasyon gelisir (70).

PATOJENLER
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Sekil 2.3: Pirin Proteinin rolii ve inflamasyon hipotezi (34)
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Yabanil tip pirin proteini ile iliskide olan ASC proteini kaspaz-1 ile etkilesimde
bulunarak apopitozu baslatir. Mutant tip pirin proteininde bu mekanizma
gergceklesmeyecegi i¢in inflamasyon kontrol edilemeyecektir (19). Pirin proteini ile NF-
kB yolagi gibi apopitozdan sorumlu sinyal proteinleri ve IL-1 gibi sitokinler arasinda

iliski oldugu diistiniilmektedir (20).

Cesitli ekspresyon c¢alismalarina goére AAA hastalarinin  periferal kan
lokositlerinden elde edilen MEFV mRNA’nin asemptomatik periyotlar siiresince
ekspresyonunun azaldigi ve IL-1p’nin yiikseldigi gozlenmistir (22). Bu bulgular, pirin
proteinin bir inhibitér oldugunu ve temel fonksiyonunun inflamasyonunun negatif
regiilatorii olarak rol oynadigini gostermektedir. Chae ve arkadaslar1 ¢alismalarinda, IL-
1B aktivasyonunun regiilasyonunda pirinin ASC’den bagimsiz bir roliiniin oldugunu
ortaya c¢ikarmiglardir. Kaspaz-1 ile birbirini etkileyen B30.2 boliimiiniin ve oldugu
farzedilen baglanma alaninin ara yiizeyine lokalize olmus M680I ve M694V
mutasyonlu o6rneklerde bozulmus interaksiyonu kristal yapit modeli ile sekil 2.4 de

gosterilmistir (20).

Sekil 2.4: Kaspaz-1 ile Pirin Etkilesimini Gosteren bir model. Pirinin B30.2 boliimii (mavi), kaspaz-1'in
kristal (p20 yesil, p10 kahverengi) yapisina girer. AAA'ya neden olan 2 yaygin mutasyon, varsayilan bu
baglama ara yiizeyinde lokalize olmustur (19).

MEFV geninde ki mutasyonlar sonucu pirin proteinin normal gdrevini yerine

getirememesinden dolay1 kontrol edilemeyen noétrofil aktivasyonu ve serozal dokulara



notrofil gocii olabilir. Fakat serozal dokularin neden AAA inflamasyonunun ana hedefi

oldugu belirsizdir (11).

One siiriilen hipotezlerden biride inflamasyonun biyosentezine aracilik eden bir
lipokortin proteinin eksikligine bagli olarak AAA'nin konjenital bir hastalik olduguna
yoneliktir (11). Lipokortin proteinlerinden birinin eksikligi halinde katekolamin salinimi
gibi adenilat siklaz aktivitesini artiran her uyarmin lipokortinlerin inhibe edici etkisinin

olmamasi nedeniyle inflamasyona neden olabilecegi diisiintilmiistiir (21).

Diger bir hipoteze gore de patogenezin katekolamin metabolizmasi ile iligkili
olabilecegi ileri stiriilmiistiir. Fiziksel duygusal stres ataklar1 tetikleyebilir. AAA'nin
metaraminol inflizyon akut ataklara sebep olabileceginden dolayr katekolamin

metobolizmasi ile iligkili oldugu 6ne siiriilmistiir (11).

Gilinlimiizde en kabul goéren bu hipotez, AAA’nin peritoneal sivi ve C5Sa
aktivitesinin eklemlerde yetersizliginden kaynaklandigidir. Sekil 2.5 de gosterildigi gibi
arastirmacilar, graniilositler icin oldukca giiclii bir kemoatraktan olan C5a’y1 inhibe
eden inhibitdr eksikliginin akut inflamasyona neden olabilecegini bildirmislerdir.
Saglikli kisilerin sinoviyal ve peritoneal sivilar1 C5a’nin kemotaktik aktivitesini
engelleyen bir inhibitor protein tasirlar. Bu protein normal sartlarda aktive olan C5a’y1
inhibe eder ve inflamasyonu kontrol eder. Eksikliginde ise ser6z zarlarda inflamasyon
ortaya c¢ikar (23) . Matzner normal pirinin C5a/IL-8 inhibitor faktoriinii biyosentezini
aktive ettigi hipotezini ortaya atmislardir (24). Bundan dolay1 inflamasyon sonrasi agiga
cikan kemotaktik faktorleri inhibe edebilecek yeterli inhibitér olmamasi sonucu MEFV

mutasyonlarmin AAA ataklarina yol acacagi 6ne siiriilmiistiir (15,25).

Pirin proteinin inflamasyon olusumda IL-1 aktivasyonuna artirici yada azaltic
etki yaptig1 bilinen bir gercektir. Fakat bu etkinin artirict m1 azaltici mi olarak gelistigi
tam olarak bilinmemektedir. Pirin proteinin proinflamatuar olarak ve MEFV geninde de
bir fonksiyon kazandirict bir mutasyon oldugu diisiiniildiigiinde AAA'nin dominant

olarak kalitildig1 ayn1 zamanda pirin proteinin antiinflamatuar olarak ve MEFV geninde
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de fonksiyon kaybettiren bir mutasyon oldugu diisiiniildiigiinde hastali§in resesif olarak
kalitildig: diistiniilebilir. Bu sebeplerden 6tiirii pirin proteinin inflamasyonda ne sekilde

etki ettigi ve AAA kalitimin sekli kesin olarak bilinememektedir (71).

2.6. AAA Genetigi

2.6.1. MEFV geni

1992 yilinda 16. kromozomun kisa kolunda (16p13.3) lokalizedir (Sekil 2.5).
AAA geni, Fransiz AAA Konsorsiyumu ve Uluslararast AAA Konsorsiyumu'nun es
zamanl ¢aligmalar1 ile 1997 yilinda molekiiler dizisi pozisyonel klonlama teknigi ile

bulunmustur (45,46).

16pl13.12
16pl2.1

Sekil 2.5: MEFV geni 16. kromozomun kisa kolunda 16p13.3 bolgesinde lokalize olmustur (47).

MEFV geni 10 ekzon, 9 intron, 15Kblik ve 3505 niikleotidden olusan bir gendir
(48). MEFV geni pirin/marenostrin proteinini kodlar (26). MEFV geni otozomal resesif
kalitim gosterir (47). AAA hastalifina sahip tiim hastalar otozomal resesif kalitima
sahip degildirler. Tek allelde ki bir mutasyon nedeniyle de yani heterozigot MEFV
genine sahip AAA hastalar1 da rapor edilmistir. Tek allel mutasyonuna sahip AAA
hastalar1 oram1 %16-34 arasinda degisir (64). Heterozigot MEFV mutasyonlu hastalar

orta siddette inflamasyon reaksiyonu gosterirler (65). Heterozigot AAA hastalarii
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homozigot mutasyonlu hastalardan klinik olarak ayirt etmek olanaksizdir. Heterozigot
AAA hastalarin da kismi penetrans ve degisken gen ekspresyonu ikinci mutasyonun

olmamasini agiklayabilir (66).

2.6.2. MEFV geni mutasyonlarn

Mutasyonlarin dagilimi genellikle 2, 3, 5 ve 10. ekzondadir (51). Tanimlanan
mutasyonlarm cogunlugu niikleotid yer degistirmesi seklindedir ve genellikle 10.
ekzonda yer alir (49). 2011 yili AAA veri tabaninda 208 gen degisimi bildirilmistir
(sekil 2.6) (50). 10 ekzonda ki M694V, V726 A, M6801, V6941 ve 2. ekzonda ki E148Q
mutasyonlart tim AAA mutasyonlarinin %74'ini olusturur. AAA hastalarinin biiytik
cogunlugundan hangi etnik koken olursa olsun M694V, V726A, M680I, V6941
mutasyonlar1 sorumludur. Bu dort yanlis anlamli mutasyon pirin proteinin karboksil ucu

bolgesinde bulunmaktadir (53).

MEF Vi 0002431 (16p13.3)

DNA: 14600bp, mRNA: 3499bp, Protein: 781aa

1 k -
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Poritioes TR LITTT 126001261 I35A15T  MATIAER IAIOVIGED  ITRAATRT TSR TR
oot w3 1] L | ASLA53 KIS0 517 56 587 b3

Sekil 2.6: MEFV geni ve mutasyonlarin dagilimi (51)
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2.6.3. MEFV mutasyonlarinin fenotipik etkileri

AAA genetigi ¢alismalarinda elde edilen sonuglar gore, fenotipik varyasyonlarin
belirli mutasyonlar ile iliskilendirilebilecegi diistintilmiistiir. AAA hastalig1 otozomal
resesif gecis gosterir, az da olsa bazi ailelerde otozomal dominant gecis gosterdigi de
olmustur. Bu dominant gec¢is molekiiler olarak tasiyicit oraninin yiiksek olmasi, AAA
tarafindan etkilenmis akraba evliligi, daha siddetli etkiye sebep olan baz1 mutasyonlarin

varlig1 ile aciklanir (53).

MEFV geni allellerinde bulunan mutasyonlara gore ii¢ ayr1 fenotip tanimlanmistir.

1 Fenotip I (Belirgin AAA): Hastalikla ilgili cogu belirti, M694V mutasyonu
basta olmak {iizere, sik rastlanilan mutasyonlarin gézlendigi ve bu mutasyonlar ile klinik

tablonun agirlagsma egilimi arasinda iligki bulunan hastalar.

2 Fenotip II (izole amiloidoz): ilk veya tek belirti olarak amiloidozu bulunan ve

M694V mutasyonuna ¢ok rastlanan hastalar.

3 Fenotip III (Sub/Pre-klinik AAA): Klinik olarak hasta olmayan ancak MEFV

mutasyon tasiyicisi olanlar.

Ugiincii  fenotip grubunda genellikle E148Q ve V726A mutasyonlarina
rastlanilmaktadir. Bu fenotip grubunda ki kisiler ilk iki fenotipe sahip olan hastalara
oranla daha fazla sayidadir ve bu fenotipin oraya ¢ikisini etnik koken etkilememektedir

(54).

AAA hastaligma sahip cesitli etnik gruplarla yapilan ilk calismalarda M694V
homozigot mutasyonuna sahip hastalarda tam penetrans ve yliksek amiloid gelisme riski
saptanmistir. Yahudiler ve Ermenilerde ise mutasyonun homozigot olmasi ile hastaligin
siddeti arasinda iligki bulunamamistir (55). Ayrica M694V homozigot genotipine sahip

kolsisin tedavisi géormeyen hastalarda amiloid gelisimine ek olarak hastaligin erken
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yasta c¢ikmasi, artritin daha siklikla goriilmesi ve plorezinin daha yaygin olmasi
hastaligin daha siddetli formu ile iligskilendirilmistir (56). Ermeniler ,Araplar ve
Yahudilerde M694V homozigot mutasyonu amiloid gelisimi agisindan risk faktorii
olarak belirtilmesine karsin M694V mutasyonu disinda mutasyon tasiyan hastalarda da
amiloid gelisimi bildirilmistir (30). Tiirklerde is Yalginkaya ve ark. yaptiklar1 genotip-
fenotip calismalarda M694V homozigot mutasyonun amiloid gelisimi ile iligkili
olmadig1 gosterilmistir (55). Ancak bu caligmadan sonra Yilmaz ve ark. yaptigi

calismada ise boyle bir iliskiden s6z edilmektedir (57).

E148Q mutasyonu en sik rastlanilan 5 mutasyondan biridir. Bazi durumlarda
klinikle 1iligkisiz polimorfizm olarak degerlendirilmistir. Bu mutasyon baska bir
mutasyonla birlikte hastaligin oraya ¢ikmasma neden olabilir (59). E148Q mutasyonu
hastaligi daha hafif genotipi ile iliskilendirilmistir. Bu mutasyonun klinik bulgular

degiskenlik gostermesine karsin kolsisin tedavisine baglanmasi 6nerilmistir (61).

M6941 veya M680I homozigot olan hastalarinda M694V homozigot mutasyonu
tastyan hastalar gibi ayn1 hastalik siddetine sahip olduklar1 belirtilmistir (55). M680I
mutasyonu Tiirklerde daha az siklikla rastlanilmaktadir. Tiizlin ve ark. toplam 110 hasta
iizerinde yaptiklari ¢alismada, periyodik gogiis agrisina sahip 16 hastanin 8'inde (%50)
M680I mutasyonun goriindiigii ve aritriti buluna 24 hastanin ise 22'sinde (%91) M694V

mutasyonu saptamislardir.

2.6.4. MEFV mutasyonlarinin populasyon dagilim

Yilmaz ve ark. Tiirk populasyonunda en sik goriilen 5 mutasyonun dagilimi
M694V %51.5, M680I %9, V726A %2.9, M6941 %0.4 ve E148Q %3.5 oranlarinda
saptamislardir (63). Bakkaloglu'nun yaptigi1 calismada ise mutasyon dagilimi M694V
%51, M680I %14 ve V726A %9 oranlarinda saptanmustir (32). M694V mutasyonu
Akdeniz mutasyonu olarak bilinir ve Tiirkler, Ermeniler, Araplar ve Sefardik (Ispanya
kokenli) Yahudiler arasinda saptanmistir. Bu mutasyonun haplotip analizleri 2000 yili

askin bir siiredir belirli etniklerde varligmi korumaktadir. AAA hastaliginda nadir
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goriilen mutasyonlar genellikle hastaligin ¢ok goriilmedigi Avrupalilar arasinda
mevcuttur. AAA hastalar1 homozigot mutasyon tasiyanlar yada iki allelde farkli iki
mutasyon tastyan yani bilesik heterozigot olan bireylerdir (60). Cesitli etnik gruplarla
ait AAA hastalar1 ile yapilan g¢alismalar sonucu mutasyon dagilimi tablo 2.1 de

gosterilmistir (53).

Tablo 2.1: AAA hastaligmin populasyonlara gére MEFV mutasyon dagilimi (53)

Mutasyonlar | Tiirkler | Yahudiler | Kuzey Araplar | Ermeniler | Askenazi | Irakhlar
N=1390 | N=1301 | Afrikahlar | N=706 |N=378 Yahudiler | N=56
N=1049 N=87
M694V % 45 65 71 20 37 16 41
V726A % 11 3 1 14 19 38 21
Mo680I % 13 1 1 7 21 0 0
M6941 % 7 0 0 12 2 0 0
E148Q % 2 5 5 6 3 8 12
Diger
Mutasyonlar
1 6 3 3 2 14 1
%
Bilinmeyen
Mutasyonlar
21 20 19 38 16 24 25
%
2.7. Klinik Bulgular

Ailesel Akdeniz Atesi'nin klinik tablosunu tekrarlayan ates yiiksekligi, peritonit,
plorezi ve artrit olusturur. Klinik bulgular ¢esitlilik gdstermesine karsm en belirgin
olarak karm agrisi, gogiis agrist ve eklem agrismin birlikte yer aldigi atesli ataklardir
(30). Semptomlar hastalarin yaklasik olarak %50'sinde yasamin ilk on yilinda ortaya
cikar, ancak seyrek de olsa 30 yasindan sonrada semptomlar goriilmeye baslayabilir ve
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yaklasik olarak hastalarin %90'imda hastalik teshisi 20 yasindan 6nce konur (31).
Cocuklarda hastaligin baslangic yas1 5 dir (32).

Atak siiresi olduk¢a degiskendir, ataklar ani olarak ortaya c¢ikar ve 12-96 saat
sirer ve kendiliginden kaybolur. Atak siklig1 haftada birden 3-4 ayda bire kadar
degiskenlik gosterebilir. Ataklar sirasinda hastalar genellikle asemptomatikdir (13,33).

Ataklarm stiresi ayni kiside ataklar arasinda farklilik gdsterebilir (32).

2.7.1. Ates

Her hastada goriiliir. Ates atakla birlikte 38-40°C olup 1-3 giinde kendiliginden
kaybolur. Hastalarin ¢ogu ates varligim1 fark etmeyebilir. Tekrarlayan ates ¢ocukluk
caginda tek belirti olabilir. Kolsisin kullanan hastalarda ates belirgin bir artis

gostermeyebilir (11).

2.7.2. Karn agrisi

Karin agris1 hastalarin %90'mda goriilen yaygin bir semptomdur. Genellikle
atesten Once goriiliir. Aniden ortaya cikar ve biitiin batina yayilan bir agr1 seklindedir.
Agr siddeti degiskenlik gosterebilir. Agr1 normale dondiikten sonra 1-2 giin siireyle
devam eder. Yetiskinlerde kabizlik goriilirken ¢ocuklarda diyare daha yaygin olarak
goriiliir (11,31).

2.7.3. Plorezi

Hastalarin yaklasik %45'inde meydana gelir. 7 giin kadar devam edebilir.
Hastalarin %5'inde belirleyici semptom olabilir. Tek basina yada abdominal ataklarla

birlikte goriilebilir (14,16).
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2.7.4. Perikardit

Genellikle hastaligin ileri evrelerinde goriilir. AAA hastalarmin %0.5'inde

meydana gelir. Akut ataklari takip eden konstriktif perikardit vakalar bildirilmistir (16).

2.7.5. Artrit

Hastalarm yaklasik %25-41'inde gériilmiistiir. Ug formu belirtilmistir. Bunlardan
birincisi, asimetrik zararsiz artritdir. Siklikla diz, el ve ayak bilegi gibi bir yada iki
eklem bolgesinde gdzlenir. Ikincisi, kronik zararli artritdir. Siklikla kalca kemigi ve
dizlerde etkisini gosterir. Tekrarlayan ataklarda siirekli zarar verir. Kalgca kemigi artriti

az rastlanir (%0.4). Ugiincii olarak da gd¢men poliartrit, benzes akut rumatik atestir

(16).

2.7.6. Miyalji

Miyalji ataklar1 genellikle kollar ve bacaklarda olur. Ug¢ haftadan fazla siirebilir.
AAA'da klinik betimlemesi tam olarak anlagilamamistir. Agr1 siddeti, ates derecesi ve

stiresi degiskenlik gosterir.

2.7.7. Cilt bulgulan

Hastalarin yaklasik %3-46'sinda goriiliir. Diz ve ayak bilegi arasinda ki bolgede
yerlesiktir. Erizipel benzeri kizariklik gozlenir. Semptomlar siklikla 24-48 saat siirer.

AAA hastalig1 icin oldukga tipiktir. Genellikle ates ve artrit eslik eder (13).
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2.7.8 Splenomegali

AAA hastalarinin %30'unda goriilmiistiir (16).

2.7.9. Vaskiilit

AAA hastalig1 sirasinda vaskiilitlere rastlanir. AAA'da en sik goriilen vaskiilit

Henoch-Schonlein purpurasi (HSP) ve Poliarteritis Nodosa (PAN) dir (13).

2.7.10. Amiloidoz

AAA'nin en ciddi ve oliimciil komplikasyonu nefropatik amiloid A (AA) tip
amiloidozistir. ve tedavi edilmeyen hastalarin ¢ogu (%90) 40 yasina kadar amiloidoz
gelistirir (34). Amiloidoz erkeklerde daha sik ortaya c¢ikmaktadir (14). AAA 'da
amiloidoz bobrek disinda tiroid bezlerinde, karacigerde dalakta, gastrointestinal

sistemde ve nadiren de kalp de gelisir (36).

Kolsisin tedavisinin uygulanmadigi yillarda yetiskin AAA hastalarinda amiloidoz
goriilme oranit %60 olarak bulunmustur. Diizenli kolsisin kullanildiginda amiloidoz

gelisimi biiyiik oranda 6nlenmektedir (35).

Etnik koken, kalitim ve cevre faktorleri amiloidoz gelisimini etkiler. Tiirk AAA'T1
hastalarda amiloidoz gelisimi %7-13 oraninda oldugu gosterilmistir (37). Amiloidoz,
Iraklilar, Askenazi Yahudileri ve Araplarda daha az siklikla goriilmektedir (6).
Amiloidoz gelisimi acisindan aile Oykiisiinde amiloidoz Oykiisii olan kisiler,
olmayanlara gore 6 kat daha fazla amiloidoz gelistirme riskine sahip oldugu

gosterilmistir (37).
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2.8. Laboratuvar Bulgular

AAA hastalif1 i¢gin DNA mutasyon analizi hari¢ kesin tant koydurucu bir
laboratuvar testi yoktur. Ataklar sirasinda sik rastlanilan CRP, Serum amiloid A,
fibrinojen, haptoglobulin ve C3 C4 gibi akut faz reaktanlarinda artiglar olmaktadir. Bu
bulgular ataklar aras1 donemlerde sabit durumdadirlar. Serum amiloid A (SAA)

subklinik inflamasyonu belirlemede en iyi belirte¢ oldugu gosterilmistir (32,38).

Sitokinler akut faz reaktanlarinin olusu sirasinda esas mediatorlerdir (38). IL-1, IL-6 ve
TNF-a atak sirasinda yliksek bulunurken, IL-6 ataklar arasinda kontrol grubundan
yiiksek oldugu ve bunun devam eden subklinik inflamasyonun isareti olabilecegi
distiniilmiistiir (39). IL-6, karacigerden akut faz reaktanlarinin sentezini indiikler. TNF-
o, akut inflamasyonda T-helper hiicrelerin aktivasyonunu artirr. IL-8 ise akut
inflamasyon bolgesine 16kositleri ¢ekebilme 6zelligine sahiptir (38). AAA haslarinda
akut inflamasyonun olmadigi donemlerde IL-1, IL-6 ve IL-8 diizeylerinin yiiksek
oldugu goriilmistiir. Bu durum hastalarda asemptomatik donemde de subklinik

inflamasyonun siirdiigiinii gosterebilir (40).

2.9. Tel-Hashomer Tani Kriterleri

AAA hastaligmm tanismda 1997 yilindan itibaren Tel-Hashomer kriterleri
kullanilmakta ve kesin tan1 i¢in iki major veya bir major, iki minor kriter; muhtemel tani

icin ise bir major ve bir mindr kriter se¢icidir (Tablo 2.2) (29).
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Tablo 2.2: Livneh ve ark. tarafindan AAA tanisina yonelik Tel-Hashomer tani kriterleri

(29)

Major Kriterler

1 Peritonit, sinovit veya plorit ile giden tekrarlayici atesli ataklar
2 AA tipi amiloidoz

3 Kolsisine cevap

Minor Kkriterler

1 Tekrarlayic ates ataklar1
2 Erizipel benzeri eritem

3 Birinci derece akrabalarda AAA oykiisi

2.10. Tedavi

AAA hastaliginin tedavisinde kullanilan tek etkili ila¢ kolsisindir. Kolsisin 1972
yilinda Goldfinger tarafindan AAA tedavisinde faydali oldugu gosterilmesinden itibaren
tedavide kullanilmaya baslanmistir. Antiinflamatuar etkisi nedeniyle eski ¢aglardan bu

yana kullanilmistir. Kolsisin zambak ailesinin bir tiyesi olan Colchicum autumnale adli

bitkiden elde edilen alkaloiddir (31).

Giinliik kolsisin kullanimi atak sikligini ve siddetini belirgin diizeyde indirmekte
ve amiloidoz gelisimini biiyiik oranda 6nlemektedir (41). AAA'y1 diger otoinflamatuar
hastaliklardan ayiran en Onemli 6zellik, ataklarin kolsisin kullanimina olumlu yanit
vermesidir. Bu durum 6nemli bir tan1 6gesi olarak yer almaktadir. Giinliikk kolsisin
kullanimi, ataklar arasinda kullanima gore daha etkindir (42). Uzun siireli kolsisin
kullannm1 endotel hiicrelerin gen ifadelerinin degistirdiginden dolayi, sadece ataklar

sirasinda kolsisin kullanimi ani bir tedavi etkisi yaratmayacagi anlasilmistir (43).
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AAA'll hastalarin periton ve diger serozal sivilarinda CS5a inhibitér azhigi
saptanmistir. Notrofiller C5a salman bolgeye kemotaktik olarak ilerlerler. Bu etki C5a
tarafindan diizenlenir. AAA'da kontrolsiiz inflamasyondan CS5a inhibitor eksikligi
sorumlu tutulmustur. Kolsisin inflamasyonun baslangicinda ki C5a salmimini onledigi

disiiniilmektedir (32).

AAA hastalariin yaklasik olarak {i¢te birinde, kolsisine yanit alinamadigindan
farkli ¢6ziim yontemleri bulmak i¢in arastirmalar devam etmektedir. Ruhsal durumlarin
ataklarin tetiklenmesine yol agmasindan baslayarak, kolsisine diren¢li hastalarda SSRI

(serotonin geri emilim blokerleri) kullanimi 6nerilmistir (44).

2.11. MLPA (Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification)

MLPA; 50 farkli genomik DNA yada RNA dizisinin anormal kopya sayisi
degisikliklerinin degerlendirilebildigi bir multipleks PCR metodudur (67). ilk defa 2002
yilinda Schouten ve ark. tarafindan tanimlanmis bir metotdur. Bu yontem ile
duplikasyonlar, ekzon delesyonlari, trizomiler, tiimor Orneklerinde ki kromozomal
diizensizliklerin karakterize edilmesi ve SNP (tek niikleotid polimorfizmleri) tespiti
yapilabilir (68). MLPA teknigi uygulamasi kolay ve PCR ve kapiller elektroforez
cthazinin oldugu her laboratuarda uygulanabilir. 96 O6rnege kadar ayni anda
calisilabilirlik sunmakta ve 24 saat iginde sonug alinabilmektedir. MLPA reaksiyonunun
gerceklestirilmesi icin sadece 20 ng insan DNA's1 yeterli olabilmektedir. MLPA
reaksiyonunda hedef dizi degil hedef diziye hibridize olan MLPA problar1 amplifiye
olur ve standart multipleks PCR'dan farkli olarak bir ¢ift primer kullanilir. Elde edilen
amplifikasyon {triinleri 130-480 niikleotid uzunlugundadir ve kapiller elektroforez
cthazinda analiz edilebilir. Kapiller elektroforez cihazindan elde edilen piklerin referans

ornekler ile karsilastirilmasi ile anormal kopya sayis1 degisiklikleri tespit edilebilir (67).

Her bir hedef dizi bolgesi i¢in 2 MLPA probu bulunur ve her MLPA probu

birbirine eklenebilecek iki oligoniikleotid dizisi igermektedir. Her prob 5' ve 3' olmak
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iizere 2 oligoniikleotid igerir. Her oligoniikleotid de hedef diziye 6zgii dizi ve tiim
problarin es zamanli multipleks PCR amplifikasyonunun gergeklesebilmesi icin
evrensel primer dizileri icerir. Toplam prob uzunlugunun ayarlanmasi i¢in bir yada
genellikle iki oligoniikleotidde de dolgu (stuffer) dizisi bulunur. Dolgu (stuffer) dizisi
her probta farkli uzunlukta yer alarak problarin uzunluklarinin degisken olmalarim
saglar. 3' oligoniikleotid 5' ucundan fosforlanmistir ve bdylece 5' oligoniikleotid ile

hibridize olabilir (Sekil 2.7).

Denatiirasyon ve Hibridizasyon

PCR Primer Dizi Y
PCR Primer Dizi X

h — // Stuffer sequence

Hibridizasyon dizisi (sol) Hibridizasyon Dizisi (sag)
Ligasyon
' '

Ligasyonu Tamamlanmis Problarin Amplifikasyonu

Sekil 2.7: MLPA hibridizasyon, ligasyon ve amplifikasyon asamalar1 (67)

MLPA problarmm 5' oligoniikleotid parcasinin 5' ucunda 19 niikleotid
uzunlugunda tniversal primer dizisi ve 3' ucunda ise 21-30 niikleotid uzunlugunda

hedefe 6zgii dizi bulunur. Probun 3' oligoniikleotid parg¢asmin 3' ucunda 23 niiklotid
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uzunlugunda iiniversal primer dizisi ve 5' ucunda ise 25-43 niikleotid uzunlugunda ve
ilk prob oligoniikleotid par¢asina komsu sekilde hedef diziye hibridize olacak diziye
sahiptir. 3' ucunda ise PCR ile amplifikasyonda kullanilacak olan {iniversal dizi ve 19-
370 niikleotid arasinda degisen dolgu dizisi bulunmaktadir (69). MLPA yonteminde
problar arasindaki uzunluk farklar1 dolgu dizileri ile saglanir. 3' oligoniikleotid
parcasmin uzunlugu 440 niikleotide kadar ¢ikabilir. Fakat su ana kadar 100 niikleotide
kadar olan oligoniikleotidler kimyasal olarak sentezlenebilmekte ve daha uzun olan
oligoniikleotidler = MLPA  kalitesini karsilayacak  sekilde ticari  olarak
bulunmadiklarindan dolay1 kimyasal olarak sentezlenmistir. Bundan dolayr bu
oligoniikleotidlerin sentezlenebilmesi tek iplik¢ikli DNA fajlar1 klonlama vektorleri
olan M13 klonlarmin tek zincirli DNA's1 komplementer oligoniikleotidlerin baglanmasi
ile kismi olarak c¢ift zincirli hale getirilmistir. Probmikslerin ¢ogunlugu 35-42 prob
icermektedir ve problarin ardigik amplifikasyon iirlinleri genellikle 6 yada 9 baz cifti
uzunluk farki olacak sekilde tretilmektedir. Farklt her MLPA probmiksi i¢in, her prob
M13 vektorinde elde edilir. Bu problar farkli dolgu dizileri ve hibridizasyon dizileri
icermektedir. Farkli problarin amplifikasyon iriinleri heterodupleks formasyonu
onlemek i¢in problarin sadece uc kisimlar1 ortak dizi igerir. Bunun i¢in 118 tane farkl
M13 vektoriinden elde edilen MLPA probu hazirlanmis ve her biri farkl dizide ve
uzunlukta dolgu dizisi icermektedir. Hedef diziye spesifik sentetik oligoniikleotidler,
gerekli uzunlugu saglayacak sekilde bu vektdrlere kolayca eklenebilirler. Iki sentetik
oligoniikleotid parcay1 iceren amplifikasyon lriinii 94-124 baz ¢ifti uzunlugunda olan
problar basarili sekilde kullanilmaktadir. M13 vektoriinden elde edilen oligoniikleotid
problarinin hibridize olmayan dolgu dizilerinin farkl uzunluklar1 birgok amplifikasyon
driinlerinin  amplifikasyon o0zelliklerinin  bilinmesini  saglamaktadir. Mutasyon
saptamada ve tek niikleotid polimorfizmlerinin saptanmasinda hibridize olan hedefe
ozgi spesifik diziler hedef diziye yarismali olarak baglanmadiklarindan dolay1 avantaj

saglamaktadir (68).

MLPA yontemi genis spektrumlu birgok hastalik grubunu ilgilendiren
delesyonlar, duplikasyonlar gibi genomik yeniden diizenlenmeler gibi yada nokta

mutasyonlarm arastirilmasinda kullanilabilmektedir (68).
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2.11.1. SALSA MLPA P094 (lot 1206) MEFV Prob Kiti

P094 MEFV prob kiti uzunluklar1 136 ve 319 nt arasinda degisen yirmi iki adet
prob igerir. Buna ek olarak 120 nt den kiigiik 5 adet kontrol fragmenti i¢erir. Bu kontrol
fragmentlerinden 41 (Q-fragments) miktar fragmentleridir. Biri ise 92 nt uzunlugunda
ligasyon bagli kontrol fragmentidir. 22 MLPA probu iginde MEFV geninin 10 ekzonu

icin 13 prob ve farkli kromozomlara lokalize genlerden referans olarak da 9 prob

icermektedir (Tablo 2.3) (67).

Tablo 2.3: MLPA P094 Probmiks (67)

Length Chromosomal position
(nt) SALSA MLPA probe o MEFV
64-70-76-62 | Q-fragments: DNA quantity; only visible with less than 100 ng sample DNA
a2 Ligation dependent control fragment at 2g14
135 Reference probe 0662-L0158 2ql4
143 MEFV probe 5443-L4350 Promotor
148 MEFV probe 5450-L5460 Bp21 Exon 4
154 Reference probe 3526-L2892
160 MEFV probe 5444-14381 Exon 1
166 MEFV probe 5451-L4388 736 Exon 5
175 Reference probe 3750-L3289
184 MEFV probe 5445-14832 promotor
193 MEFV probe 5452-14389 17q11 Exon 6
18 nt gap
211 Reference probe 3567-L2933
220 MEFV probe 5453-14320 Exon 7
229 Reference probe 2264-L1750 ip2l
238 MEFV probe 5447-L4384 Exon 2
247 MEFV probe 5454-14891 p25 Exon 8
256 Reference probe 3682-L3586
265 MEFV probe 5442-1 4885 Exon 2
274 MEFV probe 5455-145092 14922 Exon 9
283 Reference probe 2338-L1822
292 MEFV probe 5449-L4886 Exon 3
301 MEFV probe 5456-L4593 12g23 Exon 10
310 Reference probe 3011-L2451
319 Reference probe 2525-L1956
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2.11.2. AAA’da Strip Assay uygulamasi ve MLPA yontemi ile farkhihiklar

Strip Assay uygulamasi temelde ters hibridizasyona dayali bir uygulamadir. Ters
hibridizasyon yontemi hedeflenen genlerin biotin ile isaretlenmis primerlerin ¢oklu
polimeraz zincir reaksiyonu sonrasinda stripler (nitroselilloz zar) {izerinde ki
oligoniikleotid problarla hibridizasyon ve konjugat-substrat enzimatik reaksiyonunun

gerceklesmesi ile striplerde ki renk degisimlerinin incelenmesi esasina dayanir (78).

— Kirrmizi Markar Ust

— Kontrol

T — — miutant E1480
L — — mitant P3695
3 — —— rmwtant F47aL
4 — —— mLitant MEBD (G/C)

— — miLitant MEBDI (G/A)
) — — miLtant l692del
— miLtant MESAV

— — miutant nMES4I

MUTANT TiP
|

o —— miutant K&95R

10— —mutant V7264
11— —mutant  AT445
12— —mutant  RTGTH
13— —— Mormal Tip kodon 148
g | — —— Mormal Tip kodon 369
oo
|__" 15— —— MNormal Tip kodon 479
= 16— — Normal Tip kodon 680
& 17— —— Harmal Tip kodon 692 695
% 18— . Normal Tip kodon 726
= 19 — Mormal Tip kodon 744

20— ' _Normal Tip kodon 761

— Yesil Markir Alt

Sekil 2.8: AAA Strip iizerinde ki kontroller, mutant tip ve normal tipe ait renkli hibridizasyon
cizgileri (77)
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AAA tanisi i¢in kullnilan rutin testler arasinda 1. Siradadir. Test stribi es zamanlh
olarak Sekil 2.8 de goriildiigli gibi AAA i¢in fenotiple iligkili en sik rastlanilan 12
mutasyonun (M694V, M680I(G/C), V726A, E148Q, P369S, F479L, M680I(G/A),
1692del, M6941, K695R, A744S ve R761H) teshis edilmesine olanak saglar. Yontem 4
asamadan olusur. Bunlar; Kan veya doku 6rneklerinden genomik DNA’nin izolasyonu,
in vitro biotin ile igsaretlenmis primerler kullanilarak ¢oklu polimeraz zincir reaksiyonu,
test stribinde ¢ogaltilan {irtinlerin hibridizasyonu (Sekil X de 2 renkli markir, 1 kontrol,
8 normal tip ve 12 mutant tip oligoniikleotid problar) ve son olarak renkli substrat
alkalin fosfataz ile biotin bagl dizilerin enzimatik olarak renk degisimi sonrasi

teshisidir. Inkiibatér ile ayn1 anda 30 hastanin mutasyon tesbiti yapilabilir (78).

Homozigot normal bireyde alellere ait sinyaller mutant tip sinyalin olmadig:
durumda renk degistirerek goriiniir hale gecer. Heterozigot durumda 1 normal, 1 de
mutant prob ilgili mutasyon i¢in goriiniir durumdadir. Bilesik heterozigot oldugunda

normal alel kaybolur ve ilgili iki mutasyon stribde goriiniir duruma gecer (78).

AAA Strip Assay analitik duyarliligi Delgue ve ark. tarafindan altin standat DNA
dizi analizine gore %97 olarak olarak bulunmustur (79). 6 saatte sonug¢ verebilen bir
yontemdir. Cok az miktarda DNA ile (50ng) kapsamli mutasyon analizi yapilabilir. Test
stribinin genisletilebilir olmas1 eklenecek baska mutasyonlarla birlikte giincellenebilir
durumdadir. AAA Strip Assay, hizli kolay uygulanabilir ve glivenilirlik acisinda AAA
tanisinda ilk sirada yer almaktadir (80).

MLPA yontemi uygulama agisindan benzer kolayliklara sahiptir. MLPA yontemin
de tek primer ¢ifti kullanilarak c¢oklu polimeraz zincir reaksiyonu gergeklestirilir ve
hedef diziye hibridize olan problar cogaltilarak kapiller elektroforezde fragment analizi
gerceklestirilir (67). MLPA yOnteminde Strip Assay ile teshis edilen mutasyonlarin
disinda delesyon, duplikasyon gibi genomik yeniden diizenlenmeler geninin tiim ekzon
ve promotirinda tiim degisimleri belirleyebilen bir yontemdir (68). MLPA yonteminde
tek niiklotid polimorfizmi yada nokta mutasyonu ilgili gen bdlgesinde probun hibridize
oldugu ligasyon bolgesine denk gelebilir ve delesyon olarak goriilebilir bu nedenle
MLPA yontemi verimli bir tarama yontemidir ve bulunan degisimlerin DNA dizi analizi

ile kontrol edilmelidir (67).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Materyal Secimi

Arastirmada 2006-2010 yillar1 arasinda Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi
Genetik Anabilim Dalina Tel-Hashomer tami kriterlerine gore klinik olarak Ailesel
Akdeniz Atesi tanis1 ile Eskisehir Osmangazi Universitesi I¢ Hastalilar1 Anabilim Dali
Romatoloji Boliimiinden gonderilmis ve strip assay yontemi ile herhangi bir mutasyon
saptanamamis 26 olgu kullanilmistir. Calismanim giivenilir olarak gerg¢eklesmesi i¢in
kontrol grubu olarak saglikli 6 birey caligmaya dahil edilmistir. MLPA yontemi MEFV
geni ekzonlar1 ve promoter bolgesi i¢in bulunabilecek genomik degisimler agisindan

incelenmistir.

3.2. Kullanilan Geregler

Magna Pure Compact DNA Ekstraksiyon Robotu (Roche)
Spektrofotometre (Nano Drop 1000)

Kapiller Elektroforez Cihaz1 (ABI 3130)

ABI 3130 36 cm Kapiller (ABI)

Mikosantrifiij (Sigma)

PCR Aleti ( Thermal cycler GenAmp PRC System 9700 ABI PRISM)
Buzdolabi (Argelik)

Derin Dondurucu (Argelik)

Vorteks ( Heidolph)

Pipet Takimi (Gilson)
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Ependorf Tiipii 1.5ml (Eppendorf)
ABI 3130 yiikleme tiipleri (ABI)

0.2 ml PCR tiipii

3.3. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

DNA Ekstraksiyon Kiti (MagNA Pure Compact nucleic Acid Isolaiton Kit I)
Salsa MLPA MEFV Kiti (Salsa P094 MRC-Holland)

10X EDTA’l1 Buffer (ABI)

Performans Optime Edici Polimer 4 (POP4 TM ABI)

HI-DI Formamide (ABI)

Gene Scan 500 Rox Internal Size Standart (ABI)

Mineral Yag (Roche)

Distile Su

3.4. Magna Pure Compact Ektraksiyon Robotu ile DNA Eldesi

Kan 6rneklerinden DNA izolasyonu direkt olarak kartus sistemi araciligiyla islev
goren robotik sistem kullanilarak elde edilmistir. Kartus sistemi igerisinde pargalama
(lysis), yikama (washing) ve eliisyon (elution) asamalarimi1 gergeklestiren soliisyonlar
yer almaktadir. DNA izolasyon protokolii olarak “’DNA isolation blood’” ve 200 ul kan
ornegi 100l DNA protokolii secilmistir. Islem yaklasik olarak 25 dakika siirmektedir.
Elde edilen DNA &rnekleri -20°C de saklanmaktadir.
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3.5. Elde edilen DNA Orneklerinin MLPA Yontemi fle izolasyonu

3.5.1. Denatiirasyon ve hibridizasyon

Izole edilen DNA 6rneklerinden Spl DNA (20-250ng) alind.
Alman 6rnekler 200 pl lik PCR strip tiiplerine aktarildi.

Thermal cycler cihazinda DNA 6rneklerinin 98°C de 5 dakika denatiirasyonu

saglandu.
Ornekler thermal cycler cihazi iizerinde 25°C’ye sogutularak beklemeye alindu.

25°C de bulunan DNA 6rneklerinin tizerine 1.5 pl SALSA MLPA P094
probemiks ve 1.5ul SALSA MLPA tampon (buffer) eklenerek homojenize
edildi.

Buharlagmay1 6nlemek i¢in strip tiiplerinin iizerine Sul Mineral yag eklendi.

95°C de 1 dakika inkiibasyon gergeklestirildi ve 60°C de 16 saat hibridizasyona
birakildi.

3.5.2. Ligasyon reaksiyonu

Hibridizasyon reaksiyonu tamamlandiginda thermal cycler cihazinin sicakligi
54°C’ye indirildi.
Ornekler 54°C de indirildikten sonra strip tiipleri igerisinden mineral yag dikkatli

sekilde pipet ile alind1.

54°C deki 6rneklerin iizerine 32 pl ligasyon miks ( 3l Ligase-65 buffer A, 3ul
Ligase-65 buffer B, 25ul distile su, 1ul Ligase-65) eklendi ve pipetaj yapilarak

homojenize edildi.

Ornekler 54°C de 15 dakika inkiibasyona birakildi.
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e Daha sonra oOrnekler 98°C de 5 dakika bekletilerek ligaz enziminin

inaktivasyonu saglandi.

e  Ornekler Thermal cycler cihazi iizerinde 4°C de beklemeye alindu.

3.5.3. PCR (polimeraz zincir reaksiyonu)

e Yeni PCR strip tiiplerine 26 pl distile su ve 4 ul SALSA PRC tampon (buffer)
aktarildi. Ligasyon reaksiyonu iirtinlerinden 10 pl alinarak oda 1sisinda bu yeni

tiiplerin tizerine aktarildi. Dikkatlice pipetaj yapilarak homojenize edildi.
e  Ornekler Thermal cycler iizerinde 60°C’ye getirilerek beklemeye alindi.

e Polimeraz miks (2 pl SALSA PCR Pimer, 2 pul SALSA enzim diliisyon
tamponu, 5.5 pl distile su, 0.5 pul SALSA polimeraz) hazirland1 ve 60°C de

bekleyen orneklerin tizerine eklenerek PCR baglatild1.
e PCR sartlari;
a) Amplifikasyon (38 dongii)
1) Denatiirasyon 30 sn 95°C
2) Eslesme (Anneling) 30 sn 60°C
3) Uzama (Ekstansiyon) 60 sn 72°C

b) Son Ekstansiyon 20 dk 72°C

3.5.4. ABI 3130 Genetic Analyser cihazina yiikleme

e PCR bitiminde orneklerden 1 pl almarak ABI 3130 cihaza yiikleme tiiplerine
aktarildi.
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300 {
2400 {

1500 1

12001

Daha sonra tiiplere 0.5ul internal size standart (Rox 500) ve 8.5 pl deiyonize

formamid konularak dikkatlice pipetaj yapilarak hemojenize edildi.

Ornekler 94°C de 5 dakika tutularak denatiirasyon gerceklestirildi.

Sonra o6rnekler buz tizerine alind1.

ABI 3130 cihazinda; 15kV de 5 saniye injeksiyon zamani, 60°C ve 15 kV de 25

dakika yiirtitme zamanu filtre C sartlar1 saglandi.

Ornekler ABI 3130 cihazma yiiklenerek, Gene Mapper 4.0 programinda

okutuldu.

Orneklere ait pik alanlar1 ve pik goriintiileri elde edildi (Sekil 3.1).

4 i =0 b ; W 24 =0 i
139.07
182,37 320.08
Ligasyon 174.3
o 120.78
Kontrol Piki e
151.4& 249,64 310.66
q
ash 133 283.44
5§.35 274.93 3p1.95
$9.39 265.04
fo1.54 P57.62 -
211,75 11867
237.84
MJ_.M w_\ -sL.JuLL.JLLl_ LL l.JLLtuUL_\J\_

Sekil 3.1: MLPA pik goriintiileri. X ekseni alinan floresan sinyal degeri, ortalama olarak en kisa prob en
uzun probun 1/3 kadar uzunluga sahip olmalidir. Y ekseni prob uzunluklarmi (nt olarak) géstermektedir.
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3.5.5. Degerlendirme

MLPA ¢aligmasinin degerlendirme basamaginda, okutulan 6rneklerin pik alanlari
ve prob uzunluklar1 GeneMapper versiyon 4.0 programu ile degerlendirildikten sonra
excel dosyasit formatinda kaydedildi. Spesifik olmayan amplifikasyon pik {iriinleri
kaldirildi. Normal ve test 6rneklerine ait sadece beklenen MLPA iiriinlerinin pik alanlar1
kaldiginda problarm elde edilen boyut ve pik alanlar1 Coffalyser versiyon 9 programina
aktarildi. Normal ornekler eksternal kontroller olarak kaydedildi. Coffalyser programi
tarafindan test 0rneginin biitiin pik alanlari, internal kontrol piklerinin ( Tablo 2.3 de
gosterilen referans problar) her bir pik alanmnin o ¢izgideki biitiin piklerin toplam pik
alanimna boliinmesi ile birbirlerine gore oranlar1 tayin edildi. Bu oranlar1 pik alanlari
normal karyotipe sahip oldugu bilinen ve test 6rneklerle ayni testte ¢alisilmis 3 6rnegin
kanlarindan elde edilen eksternal kontrol pikleri pik alanlarinin ortalama sonugclari ile

kiyaslandi ve doz tayinine gidildi.

Kontrol olarak kromozomal acidan normal oldugu bilinen vakalarin pikleri
eksternal kontrol olarak kullanildi. Her testte 3 eksternal kontrol drnekleri kullanildi.
Relatif kantitatif PCR yontemi olan MLPA ile degerlendirme yapilirken Coffalyser
programi otomatik olarak internal kontrol ve eksternal kontrol pik degerleri ile asagida

ki formiilii kullanarak her bir prob spesifik bolge i¢in doz tayini yapmaktadir.

HastaT. P. A. D.

HastaP. A. T. D. (I.P.A.)

Doz Oram =
1. Kontrol T. P. A. D. 2. Kontrol T. P. A. D. 3. Kontrol T. P. A. D.
- +
1. Kontrol P. A. T. D. 2. Kontrol P. A. T. D. 3. Kontrol P. A. T. D.
(E.P.A.)
3
L.P.AD: Test Piki Alan Degeri
P.A EDx Pik Alanlar Toplam Degeri
L.P.A: Internal Pik Alanlan
E.P.A.: Eksternal Pik Alanlan
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Yontem geregi olarak, program tarafindan test edilen prob bdlgesi i¢in, doz orani
0.7 ve 1.3 degerleri arasinda hesaplandiginda 6rnege ait bu bolgenin normal dozda
oldugu, 0.7 degerinden kiiciik degerlerde ise doz eksikligi yani delesyon oldugu ve 1.3

degerinden fazla degerlerde ise doz fazlasi yani amplifikasyon oldugu belirlenmektedir.
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4. BULGULAR

Calismamizda, Eskisehir Osmangazi Universitesi Genetik Anabilim Dali’na 2006-
2010 yillar1 arasinda Ailevi Akdeniz Atesi tanisi ile Eskisehir Osmangazi Universitesi
I¢ Hastalilar1 Anabilim Dali Romatoloji Béliimiinden gdnderilmis 26 olgu ve saglikl
oldugu bilinen 6 bireyin kan 6rnekleri kontrol grubu olarak kullanilmistir. AAA tanisi
almis olgular ve kontrol grubu AAA’dan sorumlu gen olan MEFV geninde ki
degisimler MRC Holland P094 MEFV probmiksi kullanilarak MLPA yontemi ile

incelenmistir.

Hasta ve kontrol grubuna ait DNA Ornekleri, Salsa MLPA kiti ile
amplifikasyonundan sonra ABI 3130 kapiller elektroforez cihazinda yiiriitiiliip
GeneMapper versiyon 4.0 programi ile analizi gergeklestirildi. Kapiller elektroforezde
farkli uzunlukta fragmentler olusarak her fragment uzunluguna gore belli sirayla analizi
gerceklesmektedir. GeneMapper programinda pik alanlar1 ve prob uzunluklari elde
edildi ve excel dosyasinda spesifik olamayan pik alanlar1 silinerek kaydedildi. Excel

tabanli olarak ¢alisan Coffalyser versiyon 9 programina aktarild.
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Sekil 4.1: Normal 6rnekte yaklagik 50 ng DNA ile gergeklestirilmis MLPA reaksiyonunun pik goriintiisi

MLPA analizinde DNA kalitesi DQ= DNA Quantity pikleri ile degerlendirilir.
Calismamizda kullandigimiz P094 prob kitinin, DQ fragmentleri 64-70-76 ve 82 baz
cifti uzunlugundadir ve ligasyon ger¢eklesmese bile goriilebilen piklerdir. DNA
miktarmin yeterli olup olmadigimnin tayininde Sekil 4.2 de gosterildigi gibi bu DQ
piklerinin yiikseklikleri prob piklerinin yiiksekliklerinden fazla ise DNA miktarmin
yeterli olmadigna, Sekil 4.1 de gosterildigi gibi eger DQ piklerinin yiikseklikleri prob
piklerinin yiiksekliklerinden diisilk yada goriilemeyecek kadar diisik ise DNA
miktarinin yeterli olduguna isaret eder. DQ fragmentleri 100 ng ve altt DNA miktar

kullanildiginda goriilebilecek durumdadir.
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Sekil 4.3: Eksternal kontrole ait MLPA Salsa P094 prob pik goriintiileri ve prob uzunluklar1 (size, nt
olarak)
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Tablo 4.1: Eksternal kontrole ait pik alanlar1

Size Area Size Area
Referans prob 130.81 41709 Referans prob 229.71 37472
MEFV prob 139.77 57089 MEFV prob 237.92 19686
MEFV prob 145.45 36962 MEFV prob 249.36 41994
Referans prob 151.39 42939 Referans prob 257.65 26901
MEFV prob 158.34 36883 MEFV prob 265.03 30004
MEFV prob 165.05 38151 MEFV prob 27497 31680
Referans prob 17433 46010 Referans prob 283.44 32354
MEFV prob 182.47 49318 MEFV prob 293.02 23607
MEFV prob 191.59 28195 MEFV prob 301.96 34402
Referans prob 211.79 23720 Referans prob 310.59 37632
MEFV prob 220.15 51636 Referans prob 318.54 26166

4.1. MEFYV Geninde Saptanan Bulgular

Hasta grubu ve kontrol grubu ic¢in hibridizasyon, ligasyon ve PCR asamalar1
gerceklestirildikten sonra kapiller elektroforezde elde edilen veriler ayni sartlarda ve es
zamanli olarak ¢alisilan gruplar icin birlikte analizi gerceklestirilmistir. Hasta ve kontrol
gruplarmin pik alanlar1 Genemapper programinda gorsel olarak degerlendirildikten
sonra Coffalyser versiyon 9 programia aktarilarak mutasyonlar ve polimorfizmler i¢in
degerlendirilmistir. Coffalyser programinda kontrol pikleri ve hasta pikleri
karsilastirilarak ortalama bir deger elde edilir. Elde edilen bu deger 0,7’ nin altinda ise
delesyon yoniinde 1.3’iin iistiinde ise duplikasyon yoniinde degerlendirilir. Coffalyser
versiyon 9 programinin analiz sonucuna gore ¢alisilan tiim olgular i¢in 0.7-1.3 oranlar1

arasinda degerler elde edilmistir.

Sekil 4.4 de normal bireye ait pik goriintiileri ve prob uzunluklar1 (size) yer almaktadir.
Sekil 4.3 de ise Eksternal kontole ait pikler ve prob uzunluklar1 (size) goriilmektedir.
Piklerin altinda kalan alanlar excel ile diizenlenmis ve analiz edilmistir ve elde edilen

fragment dizi tablosu Tablo 4.1 ve Tablo 4.2 de goriilmektedir.
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Sekil 4.4: Normal olguya ait pik goriintiileri ve prob uzunluklari (size, nt olarak)

Tablo 4.2: Normal olguya ait pik alanlar

Size Area Size Area
Referans prob 130.8 41822 Referans prob  229.87 44810
MEFYV prob 139.75 56246 MEFYV prob 237.97 19731
MEFV prob 145.5 37349 MEFV prob 249.69 40244
Referans prob 151.51 43689 Referans prob 257.9 32461
MEFV prob 158.45 39363 MEFV prob 265.19 31398
MEFYV prob 165.17 35478 MEFYV prob 275.15 34849
Referans prob 174.46 46670 Referans prob  283.63 33686
MEFV prob 182.55 54597 MEFV prob 293.17 27887
MEFV prob 191.72 29088 MEFV prob 302.25 37712
Referans prob 211.9 24652 Referans prob  310.93 42168
MEFYV prob 220.38 53979 Referans prob  318.84 25198
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Tablo 4.3: Calisilan olgulara ait coffalyser programinda degerlendirilen doz oranlari

chr pos. | Length (bp) MV36 Ratio | Ratio | Ratio | Ratio | Ratio | Ratio | Ratio | Ratio
16p13.3 143 116-003.2 MEFV Exon 01A
16p13.3 160 |16-003.2 MEFV Exon 01B
16p13.3 184 |16-003.2 MEFV Exon 01C
16p13.3 238 16-003.2 MEFV Exon 02
16p13.3 265 16-003.2 MEFV Exon 02
16p13.3 292 16-003.2 MEFV Exon 03
16p13.3 148 16-003.2 MEFV Exon 04
16p13.3 166 16-003.2 MEFV Exon 05
16p13.3 193 16-003.2 MEFV Exon 06
16p13.3 220 16-003.2 MEFV Exon 07
16p13.3 247 16-003.2 MEFV Exon 08
16p13.3 274 16-003.2 MEFV Exon 09
16p13.3 301 16-003.2 MEFV Exon 10

03p21 211 c
03p25 229 c
06p21 135 ¢
07q36 154 c
09q34 310 c
12923 283 c
14922 296 c
17911 175 ¢
17911 319 c
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Tablo 4.3: Caligilan olgulara ait coffalyser programinda degerlendirilen doz oranlar1

(devam)

chr pos. | Length (bp) MV36 Ratio | Ratio | Ratio | Ratio | Ratio | Ratio | Ratio | Ratio
16p13.3 143 |16-003.2 MEFV Exon 01A
16p13.3 160 |16-003.2 MEFV Exon 01B
16p13.3 184 |16-003.2 MEFV Exon 01C
16p13.3 238 16-003.2 MEFV Exon 02
‘ 16p13.3 265 16-003.2 MEFV Exon 02
16p13.3 292 16-003.2 MEFV Exon 03
16p13.3 148 16-003.2 MEFV Exon 04
16p13.3 166 16-003.2 MEFV Exon 05
16p13.3 193 16-003.2 MEFV Exon 06
16p13.3 220 16-003.2 MEFV Exon 07
16p13.3 247 16-003.2 MEFV Exon 08
16p13.3 274 16-003.2 MEFV Exon 09
16p13.3 301 16-003.2 MEFV Exon 10

03p21 211 c
03p25 229 c
06p21 135 c
07936 154 c
09g34 310 c
12923 283 c
14922 256 c
17q11 175 c
17911 319 c
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Tablo 4.3: Caligilan olgulara ait coffalyser programinda degerlendirilen doz oranlar1

(devam)

chr pos. | Length (bp) MV36 Ratio | Ratio | Ratio | Ratio | Ratio | Ratio | Ratio | Ratio | Ratio
16p13.3 143 116-003.2 MEFV Exon 01A|
16p13.3 160  |16-003.2 MEFV Exon 01B
16p13.3 184 116-003.2 MEFV Exon 01C]
16p13.3 238 | 16-003.2 MEFV Exon 02
16p13.3 265 | 16-003.2 MEFV Exon 02
16p13.3 292 | 16-003.2 MEFV Exon 03
16p13.3 148 | 16-003.2 MEFV Exon 04
16p13.3 166 | 16-003.2 MEFV Exon 05
16p13.3 193 | 16-003.2 MEFV Exon 06
16p13.3 220 | 16-003.2 MEFV Exon 07
16p13.3 247 | 16-003.2 MEFV Exon 08
16p13.3 274 | 16-003.2 MEFV Exon 09
16p13.3 301 16-003.2 MEFV Exon 10

03p21 211 c

03p25 229 c

06p21 135 c

07936 154 c

09934 310 c

12923 283 c

14922 256 c

17q11 175 c

1iq11 39 c

Coffalyser programinda mavi renkli siitunlar ayri1 orneklere aittir ve her satir
karsiligina gelen prob oranlarini gostermektedir. Tablo 4.3 de ilk siitunda verilen prob
oranlar1 Sekil 4.4 de gdsterilen olguya ait olan prob oranlaridir. Coffalyser programinda
analiz edilen biitiin 6rnekler kontrol gruplari ile karsilastirildiginda Tablo 4.3 de
gortldigi gibi 0.7-1.3 oranlar1 arasinda sonuglar elde edilmistir ve bu herhangi bir

delesyon ve amplifikasyona sahip olmayan prob bdlgelerini isaret etmektedir.
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5. TARTISMA

Ailevi Akdeniz Atesi tekrarlayan kisa stireli ates ataklari, eklem, gogiis agris1 ve
eritem benzeri deri lezyonlar: ile karakterize otozomal resesif kalim gosteren bir
hastaliktir. Ailevi Akdeniz Atesi klinik olarak semptomlar1 cesitlilik gosterir (1). En
ciddi komplikasyonlarindan biri 06zellikle bobrekleri etkileyen amiloidoz (Serum
Amiloid A) gelisimidir (38). Akdeniz c¢evresindeki irklarda ve etnik gruplarda daha sik
goriilmektedir. Bunlar Tiirk, Ermeni, Arap ve Yahudi toplumlaridir (11).

Ailevi Akdeniz Atesi gelisiminden sorumlu olan MEFV geni 1997 yilinda
birbirinden bagimsiz olarak Fransiz AAA Konsorsiyumu ve Uluslararasi AAA
Konsorsiyumunun es zamanli yaptiklar1 calismalar sonucu 16. Kromozomun kisa
kolunda haritalanmistir (46). Bu gen Pirin/Marenostrin adi verilen bir proteini
kodlamaktadir (26). AAA hastaligina neden olan MEFV genin bulunmasindan sonra
hastaliga neden olan mutasyonlarin 6zellikle hastaligin en ¢ok goriildiigii etnik gruplar
olan Tiirkler, Ermeniler, Araplar ve Yahudiler iizerine arastirmalar yogunlasmistir.
Bulunan mutasyonlar ve bu mutasyonlar ile fenotip arasinda iligkiler aranmistir (40).
MEFV geni lizerinde ki arastirmalar sonucu bulunan mutasyonlar infevers veri
tabaninda toplanmaktadir (50). Ilk bulunan mutasyonlar M694V, V726A ve M680I
mutasyonlaridir (53). Bu mutasyonlarin bulunmasindan sonra 1998 yilinda 2. ekzonda
E148Q, E167D, T2671 mutasyonlari, 5. ekzonda F479L mutasyonu ve 10. ekzonda
M694del, 1692del, T6811, R761H, M6941, K695R ve A744S mutasyonlar1 bulunmustur
(72). 2011 yil1 itibari ile infevers veritabaninda MEFV geni ile iliskili 208 gen degisimi
bildirilmistir (50).

Ulkemizde Ailevi Akdeniz Atesi goriilme siklign 1/1000, tasiyici orani ise 1:5
olarak hesaplanmigtir (11). Tiirklerde en c¢ok goriilen mutasyonlar M694V (%51),
M680I (%14) ve V726A (%8) dir. Hastaligin goriilme sikligi, hafif semptomlara sahip
hastalarin oldugu diistiniildiigiinde daha yiiksek olabilir.
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MLPA teknigi delesyon, amplifikasyon nokta mutasyonlar1 gibi genomik
degisiklikleri belirleyebilmek i¢in son yillarda kullanilmaya baglanan multipleks PCR
metodudur. MLPA yontemi hibridizasyon, ligasyon, PCR ve kapiller elektroforez
asamalarindan olusur. 50-500 ng arasinda insan DNA’s1 kullanilmasi ile MLPA

gerceklestirilebilir.

Calismamiza Tel-Hashomer kriterlerine gore Ailevi Akdeniz Atesi tanisi almis 26
olgu ve 6 kontrol dahil edilmistir. MLPA yontemi ile MEFV geninde genomik
degisiklikler incelenmistir. MLPA probmiks ile genin promoter ve 10 ekzonu

incelenmis ve olgularin tamaminda herhangi bir gen degisikligine rastlanilmamistir.

Van Gijn ve arkadaslarmin 2008 yilinda yaptiklar1 calismada, MLPA yontemi ile
216 Ailevi Akdeniz Atesi semptomlar1 gosteren olgularda delesyon ve duplikasyonlari

incelemisler ve herhangi bir mutasyon saptayamamislardir (73).

Marek-Yagel ve arkadaglar1 2009 yilinda MLPA yontemi ile 18 AAA’l1 hastada
yaptiklar1 ¢alismada MEFV geninde kopya sayis1 degisikli§ine rastlamamislardir. Ayni
arastrma grubu 18 olguda cDNA analizi ile MEFV geninin 3’UTR bdlgesinde 2 SNP
saptamislardir. Heterozigot AAA hastalarinda, AAA otozomal resesif kalitim
goOstermesi nedeniyle mutasyon saptanamayan allelerde muhtemelen modifiye edici
diger genlerin ve ¢evresel faktorlerin hastaliin subklinik inflamasyonunun ortaya
cikmasinda etkili olabilecegini ileri siirmiiglerdir. Ayrica hastaligin ortaya ¢ikmasinda
etkili olan bu genlerin tanimlanmasi genome-wide association ¢alismalarmin yardimci

olabilecegini belirtmislerdir (74).

Booty ve ¢alisma arkadaglar1 2009 yilinda 46 olgu iizerinde DNA dizileme, ters
transkiptaz PCR yontemini kullanarak gen ekspresyonu ve western blot yontemi ile
protein ¢aligmlar1 sonucu, MEFV gen iiriinii pirin proteinin diger etki edici genler
tarafindan inflamasyonun modifiye edilerek Ailevi Akdeniz Atesi fenotipine neden
olabilecegini, yeni potansiyel genlerin arastirilmasi ile hassas lokuslarin tanimlanmasi

saglanacagini belirtmislerdir (75).
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Ailevi Akdeniz Atesi tanisi, molekiiler tani ydntemlerinin kullanilmaya
baslanmasindan Once ailesel ge¢mise ve ilaca verilen yanita gére konmaktaydi. AAA
tanisinin ge¢ konmasi1 amiloidoz gibi ciddi komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasina yol
acabilmektedir. AAA hastalig1 diger TRAPS (tiimoér-nekroz faktor-TNF reseptori
iliskili periyodik sendrom), HIDS (Hiperimmiinglobulinemi D ile seyreden periyodik
ates sendromu), CAPS ( kriyopirin iliskili periyodik sendromlar) gibi otoinflamatuar
hastaliklarla klinik olarak benzerlik tasidigindan dolay1 yanlis tam1 konulabilmektedir
(76). AAA hastaligin diger otoinflamatuar hastaliklara olan benzerliginden dolay1

molekiiler tanis1 oldukca dnemlidir.

Federici ve ¢aligma arkadaslarmin 2006 yilinda DNA dizileme yontemi ile
yaptiklar1 caligmada klinik olarak AAA tanis1 alan 1941 olgunun %27’si molekiiler
olarak AAA hastasi olarak bulmuslardir. Genetik teshis olarak AAA tanis1 konulamayan
olgularda diger otoinflamatuar hastaliklarla iligkili olabilecegi belirtilmis ve yapilan
calismada olgularin %6.6’sinda TRAPS %2’sinde HIDS, %38.3’linde ise CAPS iligkili
mutasyonlar bulunmustur. Ciddi semptomlar gosteren 2 olguda TRAPS ve CAPS
mutasyonlarmin birlikte bulundugu tespit edilmistir. Mutasyon bulunmayan olgularda
bilinmeyen bir gendeki mutasyonlarin yada baska bir otoinflamasyonel bir duruma
sahip olabilecegi bildirilmistir. Toplamda AAA tanisi i¢in ¢alisilan olgularin %6.8’inin
TRAPS, HIDS ve CAPS gibi diger otoinflamatuar hastaliklarla iliskisi oldugu
molekiiler olarak ortaya konmustur. Otoinflamasyonel hastaliklarin klinik teshisinde
baz1 tani kriterleri cakisabildiginden dolay1 klinisyenlerin bunun farkina varmasmin

olduk¢a 6nemli oldugu belirtilmistir (64).

Ustek ve ¢alisma arkadaslar1 2008 yilinda DNA dizileme yontemi ile 289 AAA
hastasinin katildig1 calismada MEFV ekspresyonunun regiilasyonunda rolii olan 3’UTR
dizisinde 2 haplotip olusturan ¢cok sayida SNP saptamislardir. MEFV geninde saptanan
152741918 vers450021 tek niikleotid polimorfizmleri tasiyan hastalar saglikli bireyler
ile karsilastirildiginda SNP’leri tasiyan hastalarda heterozigotluk oranmin yiiksek
oldugu da belirtilmistir. MEFV geninde 2 Alu tekrar1 i¢cinde 2 haplotip olusturan 3’UTR

polimorfizimleri ile kodlayan bolgede polimorfizm icermeyen AAA hastalar1 arasinda
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iligki  saptanmistir. MEFV ~ mutasyonu tasimayan hastalarda  inflamazom
komplekslerinin komponentlerinde ki mutasyonlar yada polimorfizmler heniiz
tanimlanamadigindan dolay1 AAA fenotipi ile iliskili olabilir yada MEFV regiilator
polimorfizm veya mutasyonlar1 gen ekspresyonunu degistirerek mRNA seviyesinde
azalmaya neden olabilecegini belirtmislerdir (62). AAA hastalarinin neden MEFV

mutasyonu tagimadiklarina dair en miimkiin agiklama genetik heterojenite olabilir (58).

AAA fenotipinin ortaya ¢ikmasinda baska genler ile epigenetik modifikasyonlar
etkili olabilir. Inflamozomu olusturan genlerden biri olan ASC geni fenotipin ortaya
ctkmasma neden olabilir ASC geni Pirin proteini ve diger inflamasyonda gorevli pyd
bolgesi iceren proteinler ile siirekli iligki halinde olan adaptdr proteindir. ASC’nin
inflamasyon reaksiyonu ve NF-kB aktivasyonunu ne sekilde etkiledigi net olarak
anlasilamadigindan dolayr ASC geninde ki mutasyonlarin arastirilmasi inflamasyon
olusumu hakkinda kilit 6neme sahip olabilir. Yapilan literatiir taramasinda ASC gen

mutasyonlarmi iceren herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamaistir.

Ailevi Akdeniz Atesi hastaligindan MEFV geninde ki mutasyonlar sorumlu
tutulsa da AAA patogenezinde sitokin aktivitelerinde ki degisiklerin 6nemli rol
oynadig1 gosterilmistir (52). MEFV geni noétrofillerden baska monositlerde ve
eosinofillerde de eksprese olmaktadir. TNF-o, IL-B gibi proinflamatuar sitokinlerin
yada INF-y gibi Thl tip sitokinler ile monositlerin in vitro olarak uyarilmalar1 sonucu
MEFV ekspresyonunun arttigi, IL-4, IL-10 ve TGF-f gibi Th2 tip sitokinler ile
uyarilma sonucu ise MEFV ekspresyonunun azaldigi goriilmiistiir. Proinflamatuar
sitokinlerin MEFV aktivitesini artirarak Thl aracili inflamasyonel yanitta onemli bir
yere sahip oldugunu gosterilmistir. Thl aktivitesinin MEFV geni tarafindan inhibe
edildigi ve bu inhibisyonda ki defektin AAA patofizyolojik bulgulara neden oldugu ileri
siriilmiistir (17). MEFV geninin gorevi Thl sitokinleri yada proinflamatuar
mediatdrleri inhibe etmek oldugu ve Sitokin ile MEFV gen ifadesinde ki dengesizligin

AAA’nm altta yatan mekanizmasi oldugu belirtilmistir (40).
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MEFV geninde yaklasik 80 tane fenotip iligkili mutasyon bildirilmistir. Bu
mutasyonlarin ¢ogunlugunu yanlis anlamli mutasyonlar olusturmaktadir. 2 insersiyon
bildirilmig, bu insersiyonlardan 390 391insGAGGGGAAC fenotip ile
iligkilendirilmistir. 2 duplikasyon bildirilmis ve bu duplikasyonlardan 606 621dup
fenotip 1ile iliskilendirilmistir. 2 delesyon bildirilmistir ve fenotiple iliskili oldugu

bulunmustur. Bunlar, M694del ve 1692del’dir (50).
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamiza Tel-Hashomer kriterlerine gore Ailevi Akdeniz Atesi tanist almis 26
olgu ve saglikli 6 kontrol dahil edilmistir. Strip Assay ile mutasyon saptanamamis 26
olgu MLPA yontemi kullanilarak var olabilecek genomik degisiklikler agisindan
incelenmistir. Ailevi Akdeniz Atesi’'nden sorumlu MEFV geni tiim ekzonlar1 ve
promoter bolgelerine 6zgii MLPA probmiks kiti ile incelenmis ve herhangi bir

mutasyon yada polimorfizme rastlanilmamastir.

Yeterli ve kaliteli DNA eldesi basarili bir MLPA reaksiyonu i¢in en dnemli asama
oldugu belirlenmistir. MLPA reaksiyonuna katilan tiim 6rneklerin esit miktarda olmasi

sonuglarin giivenilirligi agisinda olduk¢a 6nemlidir.

MLPA yontemi, PCR temelli bir yontemidir. Hizli, ucuz ve giivenilir sonuglar
verebilen tek reaksiyonda elliye yakin gen bolgesini inceleme olanag:i taniyan kolay
uygulanabilen bir yontem olarak adlandirilabilir. MLPA teknigi son yillarda gelistirilen

en 6onemli molekiiler yontemlerden birisidir.

Sonug olarak Strip Assay ile molekiiler olarak AAA hastasi olmadigi belirtilen
hastalarin ¢caligmamizda kullandigimiz MLPA Salsa P094 Prob kiti ile de molekiiler
olarak hasta olmadigi belirlenmistir. MEFV geni i¢in ticari olarak satilan MLPA
kitlerine promoter ve ekzon bdlgeleri disinda regiilator bolgeleri de inceleyen
probmikslerinin yer almasi mutasyon tasimayan Ailevi Akdeniz Atesi hastalarinin
molekiiler teshisi i¢in faydali olabilir. Ailevi Akdeniz Atesi hastaligindan sorumlu tek
gen olan MEFV geni gosterilse de hastaligin patogenezinin tam olarak
aydnlatilamamasindan dolayr sorumlu olabilecek diger genlerde ki mutasyonlarin
varliginin ortaya konmasi Ailevi Akdeniz Atesi patofizyolojisi i¢in yol gosterici olabilir.

Bu hastaligin sadece resesif kalitim gostermedigi durumlarin da agiklamasi olabilir.
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