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AILEVI AKDENIiZ ATESI (AAA) (FAMILIAN MEDITERRANEAN
FEVER, FMF) HASTALIGI TASIYAN BiREYLERDE MEFV GENINDE R202Q
GEN DEGISIMININ TARANMASI

OZET

Ailevi Akdeniz Atesi (AAA) akut, yineleyici, kendini sinirlayan, ates ile steril peritonit,
plorit ve sinovit ile kendini gosteren serozal inflamasyon ile karakterize otozomal resesif
gecisli bir genetik hastaliktir. AAA, 6zellikle Sefardik Yahudileri, Ermeniler, Tiirkler ve
Araplar gibi Dogu Akdeniz civar1 kokenli popiilasyonlar1 daha ¢ok etkiler. AAA’nin en

ciddi komplikasyonu amiloidoz gelisimidir.

AAA’ya yol acan gen, MEFV, 16. kromozomun kisa kolu iizerinde yerlesiktir. MEFV
geni, Pirin/Marenostrin isimli bir proteini kodlar. Pirinin antiinflamatuar yanitta negatif bir
diizenleyici olarak rol oynadigi diisiiniilmektedir. AAA hastalarinin ¢ogunda MEFV gen
mutasyonlar1 gosterilmistir.10. ekzondaki M694V mutasyonu Tiirk AAA hastalarinda en

sik goriilen mutasyondur.

Olgularin, ekzon 2 bolgeleri polimeraz zincir reaksiyonuyla (PCR) amplifiye edildikten
sonra 2. ekzonda yer alan R202Q, Pvull restriksiyon endoniikleaz enzimi kesim

yontemiyle incelenmistir.

R202Q gen degisimi M694V mutasyonuyla cis pozisyonda yer aldigi bildirilmistir.
Calismada belirledigimiz R202Q’nun M694V mutasyonuyla birlikte kalitim gostermeyen,
birden fazla haplotipinin oldugu goriilmiistiir. Bizim ¢alismamizda R202Q ‘nun M694V
mutasyonuyla trans kalitildigi goriilmektedir. Bu da R202Q’nun en azindan bazi FMF
hastalarinda hastalikla iliskili olabilecegini gostermektedir. Hastalikla iligkili bir
mutasyonla beraberligi durumunda hastalikla ilgili klinik belirtiler ortaya ¢ikmaktadir. Bu

da tan1 i¢in R202Q gen degisiminin 6nemli oldugunu vurgulamaktadir.

Sonuglarimiz, Tirk toplumunda R202Q gen degisiminin rutin FMF analizlerine dahil

edilmesi gerektigini gostermektedir.

Anahtar sozciikler: Ailevi Akdeniz Atesi (AAA), MEFV Geni, R202Q polimorfizm
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SCREENING OF MEFV GENE MUTATION R202Q GENE IN FAMILIAN
MEDITERRANEAN FEVER

ABSTRACT

Familial Mediterranean Fever (FMF) is an autosomal recessive genetic disorder
characterised by recurrent acute self-limited episodes of fever and serosal inflammation
manifested by sterile peritonitis, pleuritis and synovitis. FMF mainly affects populations
around the eastern Mediterranean origin, especially Sephardic Jews, Armenians, Turks and

Arabs. The most serious complication of FMF is the development of amyloidosis.

The gene causing FMF, MEFV, is located on the short arm of chromosome 16. MEFV
gene encodes a protein named Pyrin/Marenostrin. It has been thought that pyrin acts as a
negative regulator of the inflammatory response. Mutations in the MEFV gene have been
identified in the majority of FMF patients. The M694V mutation in exon 10 is the most

common among Turkish FMF patients.

After amplification of exon 2 region with polimerase chain reaction (PCR), we analyse

R202Q at exon 2 with Pvull restriction endonuclease enzyme digestion method.

R202Q polymorphism is located in cis position with M694V mutation. In case of R202Q
existinced at exon 2, It was observed that there is one more haplotype which is not in
linkage with M694V mutation. Our study revealed that there is another haplotype of
carrying R202Q in trans with M694V mutation. This indicates that R202Q alteration might
be a disease-causing mutation. When combined with other disease-causing mutation, the
clinical spectrum appears. This emphasizes that R202Q alteration is important for

diagnosis.

Our results show that R202Q gene alteration should be included in routine FMF gene

analysis.

Key Words: Familial Mediterranean Fever (FMF), MEFV Gene, R202Q polymorphism
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1. GIRIS VE AMAC

Ailevi Akdeniz Atesi (AAA), serozal ve sinovyal membranlarin tekrarlayan inflamatuar
febril ataklar1 ile karakterize otozomal resesif bir hastaliktir (Tunca vd 2005). FMF
hastalarinda yasami tehdit eden en 6nemli komplikasyon amiloidozdur. Tedavi edilmeyen
olgularm %?20 kadarinda 40 yas civarinda amiloidoz gelisir. FMF hastalar1 literatiirde ilk
kez 1908 yilinda Janeway ve Rosenthal tarafindan bildirilmis, 1945 yilinda Siegal
tarafindan c¢ok sayida olgunun sunumuyla “Benign Paroksismal Peritonit” adiyla
yaymnlanmistir. Daha sonra Sohar ve Heller tarafindan ayrintili olarak tanimlanmistir

(Siegal vd 1945).

FMF, esas olarak Sefardik Yahudileri, Ermeniler, Tiirkler ve Araplar gibi Dogu Akdeniz
kokenli insanlarda daha sik olmasma ragmen, 20. yilizyilda yaygin popiilasyon hareketleri
nedeniyle tiim diinyada gozlenmeye baslanmistir. Tahmini tasiyicilik orani, Kuzey Afrika
Yahudilerinde 1/6 iken, Askenazi Yahudilerinde 1/135°tir (Daniels vd 1995). Ozellikle
Sefardik Yahudileri bildirilen olgularin %60°m1 olusturur. Yunanistan, Italya, Ispanya,
Liibnan, Japonya ve Avusturya’da da hastalik mevcuttur (Ritis vd 2004, Oberkaninsvd 2003,
La Regina vd 2003, Yoshida vd 2003). Tiirkiye’de hastalik prevalanst 1:1075°dir. Tiirkler’de
tastyicilik frekansi 1:5 olarak bildirilmistir (Yilmaz vd 2001).

FMF hastalik geninin lokusu (MEditerranean FeVer; MEFV) 1992 yilinda 16.
kromozomun kisa kolu tizerinde (16p13.3 noktasinda) bulundugu saptanmis ve bu gen
1997 yilinda Uluslararast FMF Konsorsiyumu ve Fransiz FMF Konsorsiyumu tarafindan
birbirlerinden bagimsiz olarak klonlanmistir (Pras ve ark.1992; Fransiz FMF
Konsorsiyumu 1997; Uluslararas1t FMF Konsorsiyumu 1997). MEFV geni 781 amino
asitten olusan ve pyrin/marenostrin ad1 verilen bir proteini kodlamaktadir. Giiniimiizde bu
proteinin fonksiyonu tam olarak bilinmemekle birlikte inflamasyon olaymin kontroliinde
rol oynadig1 ve ozellikle noétrofillerde ifade oldugu ileri siiriilmektedir (Fransiz FMF

Konsorsiyumu 1997; Uluslararast FMF Konsorsiyumu, 1997).

MEFYV geninde olusan mutasyonlarin biiyilk cogunlugu yanhis anlamli (missense)

mutasyonlardir, aminoasit dizisinde degisiklik olusur, proteinin yapisini ve fonksiyonunu



degistirir. MEFV geninde bugline kadar ortaya ¢ikarilan mutasyonlardan iilkemizde en sik
goriilenler, M694V, M680I, E148Q, V726A’dwr. Tiirklerde FMF’1i hastalarin %43.5’inde
M694V alleli gozlenmistir (Akar vd 2000).

1998’de 2. ekzonda (E148Q, E167D ve T2671) (Bernot vd 1998), 5. ekzonda (F479L)
(Bernot vd 1998) ve 10. ekzonda (M6941, K695R, A744S, R761H, T6811, 1692del ve
M694del) (The French FMF Consortium 1997, The International FMF Consortium 1997,
Samuels vd 1998, Bernot vd 1998, Booth vd 1998) yeni mutasyonlar tanimlanmaistir.
Gilinlimiize kadar 186 gen degisimi FMF veri tabaninda sunulmaktadir

(http://fmf.igh.cnrs.fi/ ISSAID/infevers/search.php).

MEFYV geni 2.ekzonda yer alan R202Q gen degisiminin M694V mutasyonuyla cis
pozisyonda yer aldigir bildirilmistir (http:/fmf.igh.cnrs.fr/ISSAID/infevers/ search.phpll).
R202Q ilk olarak Bernot tarafindan tanimlanmistir (Bernot vd 1998). Mutasyon tagimayan
kromozomlarda %15 ve 10. ekzon haricinde mutasyon bulunan kromozomlarda %16
olarak bildirilmis ve bundan yola ¢ikilarak R202Q’nun yaygin goriilen bir polimorfizm

olabilecegi ileri stiriilmiistiir (Bernot vd 1998).

Bu haplotipin Tiirk populasyonuna 6zgii olabilecegi boliimiimiizde yapilan 6n ¢alismalarla
belirlendiginden, 2000 yilindan giinlimiize kadar Pediatrik Molekiiler Genetik Bilim
Dalr’nda FMF 06n tanisiyla MEFV gen mutasyon analizleri yapilan ve tek tarafli mutasyon
tastyan ya da mutasyon belirlenemeyen hastalarin R202Q gen degisimi taranmasi
amaglanmistir(Oztiirck vd 2008). Tiirkiye’ de ¢ok sayida laboratuvarda, MEFV gen
degisimleri arastirmasi “strip- assay” ile mutasyon taramasi seklindedir. Bu teknikle
taranan mutasyonlar i¢inde R202Q mutasyonu yoktur. Bu ¢alisma sonucunda olgu sayilari
ve hastalar icindeki orani belirlenirse, bu strip- assay’lere bu mutasyonun girmesi

saglanabilir ve Tirk FMF hastalara daha dogru teshis konulmas1 miimkiin olabilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. AILEViI AKDENIZ ATESI (AAA, FMF)

FMF, Dogu Akdeniz havzasindaki etnik gruplarda o6zellikle Tiirk, Yahudi ve Ermeni
toplumlarinda sik gézlenen, bununla birlikte Yunan, Italyan, Ispanyol ve Japon gibi diger
toplumlarda da gozlenmis otozomal resesif gecisli genetik bir hastaliktir (Goldfinger vd
1972, Kastner vd 1991). FMF klinik olarak déonem donem tekrarlayan 38-40 dereceye
varan ates, peritonit, plevrit ve 6zellikle diz bilek ve dirsekleri tutan akut sinovit ile 1-3
glin devam eden ve semptomsuz donemler i¢eren bir hastaliktir. Ataklar arasi donemde
hastalarin genel durumlar1 olduk¢a normaldir. Bununla birlikte ¢ocuklarda bas agris1 ve
yorgunluk sikayetleri gozlenmistir. Ataklar her hafta tekrarlayabilecegi gibi bazen
haftalarca hatta aylarca tekrarlamayabilir. Klinik semptomlar genellikle hastalarin yaklasik
%25’inde yasamin ilk dort yilinda, %80’inde ise ilk 10 yilinda ortaya ¢ikar. Hastaligin en
agrr komplikasyonu amiloidozdur ve genelde bu gruba giren hastalar daha

asemptomatiktir.

2.2. FMF ETiYOLOJiSi VE EPIDEMiYOLOJISi

Hastalik ilk kez 1908 yilinda Janeway ve Rosenthal tarafindan, 16 yasinda, tekrarlayan
ates, karm agris1 ve lokositozu olan Yahudi bir kizda “paroksismal bir hastalik” olarak
bildirilmistir (Janeway vd 1998). Siegal kendisinde ve 10 Askenazi Yahudisi’nde ayni
tabloyu saptamis ve “Benign Paroksimal Peritonitis” olarak yaymnlamistir (Siegal vd 1945).
1948 yilinda Reiman‘“Periyodik hastalik” tanimlamasini kullanmistir. 1951 yilinda ilk kez
Catton ve Mamou hastaligin ailevi olduguna dikkati ¢ekmigler ve 1956 yilinda ayni
yazarlar hastaligin otozomal resesif kalitildigini gostermislerdir. 1960’larda Sohar ve ark.
hastalig1 ayrintili olarak tanimlamis ve “Ailevi Akdeniz Atesi” (Familial Mediterranean
fever) ismini Onermislerdir. 1972 yilinda kolsisinin hastalik ataklarmni ve amiloidozu

onledigi gosterilmistir (Goldfinger vd 1972).



1997 wyilinda Uluslar Arast FMF Konsorsiyumu ve Fransiz FMF Konsorsiyumu
birbirlerinden bagimsiz olarak FMF geni MEFV’ nin (MEditerraneanFeVer) 16.
kromozomun kisa kolunda oldugunu bildirmislerdir (The French FMF Consortium,1997;
The International FMF Consortium, 1997). MEFV geni ve tasidi§1 mutasyonlarinin ortaya
cikmasi iizerine FMF’in yaygm oldugu pek cok iilkede MEFV gen mutasyonlarinin
fenotipe etkisi arastirilmistir. Hastaligi meydana getiren molekiiler mekanizma halen tam

anlamiyla ¢oziilebilmis degildir.

FMF genellikle Dogu Akdeniz kokenli insanlarda, ozellikle de Askenazi olmayan
Yahudilerde, Ermenilerde, Araplarda ve Tiirklerde yaygin bir hastaliktir (Sohar vd 1967).
Bununla birlikte Ispanya, Italya Yunanistan (Touitou vd 2001) ve Misirda da (Oztiirk vd
2009) tanimlanmustur.

Askenazi olmayan Yahudilerde hastaligin yaygmlig: 1/250 ve 1/500 arasindadir(Daniels vd
1995). Hastaligin Tiirklerdeki yayginligi 1/ 1075 ve Orta Anadolu’daki yayginligi ise 1/395
olarak bulunmustur (Ozen vd 1998).Hastaligin tasiyici frekansi Tirklerde 1/5 (Yilmaz vd
2001), Askenazi Yahudilerinde 1/11 ve Ermenilerde ve Kuzey Afrika Yahudilerinde ise 1/7
olarak bildirilmistir (Daniels vd 1995).

Ozellikle bu etnik gruplarda yaygm olarak rastlanmasi FMF hastaligmin MEFV
mutasyonlarmdaki dagilima bakarak yaklasik 2000-2500 yil 6nce Orta Dogu’da ortaya
¢ikip Anadolu, Giiney Avrupa, Kuzey Afrika ve Ermenistan’1 i¢ine alan On Asya
bolgelerine yayildiginin gostergesi olarak kabul edilmistir (Ben-Chetrit vd 1998).

2.3 PATOGENEZ

Otozomal resesif gecisli olan FMF hastaligina neden olan gen (MEFV) saglikli bireylerde
de arastirmacilari pyrin ya da marenostrin (Marenostrum:Akdeniz) adim1 verdikleri ve
normal kosullarda inflamasyonu kontrol altinda tutmaya yarayan bir proteini
kodlamaktadir. Bu yiizden bu gende olusacak mutasyonlar pyrinin goérevini yapamamasina

ve inflamasyon kontroliiniin bozulmasima neden olur.

Eklemlere olan mindr travmalar ve c¢esitli sitokinlere bagli stresin neden oldugu

inflamatuvar yanit normal pyrin varliginda inhibe edilebilirken, FMF’li hastalardaki



mutant pyrinin varliginda bu yanitin kontrol edilemedigi sanilmaktadir (Goldfinger vd

1972).

MEFV gen iiriinii olan pyrin fonksiyonunun anlasilmasiyla sadece FMF patogenezi degil
ayn1 zamanda genel olarak inflamasyon dongiisii de aydinlatilabilecektir. Pyrinin yaygin
olarak olgun notrofillerde eksprese edilmesi bu proteinin muhtemelen inflamasyon
mediatorlerinin  down regiilasyonunu sagladigim1  diisiindiirmektedir (Ozen vd 2001).
Notrofiller akut inflamasyonun ana hiicreleri oldugundan, pyrinin bu hiicrelerdeki roli
onemli olabilir. Burada diger Onemli bir nokta ise sudur; sinovyal ve peritoneal
hiicrelerdeki pyrin ekspresyonunun yetersizli§i bu proteinin doku spesifik tarzda etkili
olmadigmi gostermektedir (Notarnicola vd 2002). FMF hastalarinda MEFV mRNA
ekspresyonu saglikli kisilere gore diisiik diizeyde bulunmustur (Barakat vd 1989). Mutasyon
nedeniyle pyrinin gorev yapamamasi, kontrolsiiz nétrofil aktivasyonuna ve bu hiicrelerin
serozal dokulara gociine neden olabilir. Bununla birlikte hedefin ni¢in serozal dokular

oldugu agiklik kazanmamuistir (Notarnicola vd 2002).

2009 yili FMF veri tabaninda 186 gen degisimi bildirilmistir.
(http://fmf.igh.cnrs.fr/ISSAID/infevers/search.php). Bu mutasyonlarin biiyilkk ¢ogunlugu
missense (yanlis anlamli) mutasyonlardir ve Tablol1.2’de gosterilmektedir. Gegmiste
yapilan ¢aligmalarda Oncelikle ti¢ major mutasyon (M680I, M694V ve V726A) klinikle
sik1 bir sekilde iligskilendirilmistir (Chen vd 1998, Cattan vd 1996, Ben-Chetrit vd 1998).
Ozellikle M694V mutasyonunun homozigotlugu hastaligin agir seyretmesi (semptomlarin
erken yasta baslamasi, kisa araliklarla ataklarin tekrarlanmasi, tedavi amaciyla yiiksek doz
kolsisin kullanma zorunlulugu gibi) ve bu mutasyona sahip bireylerde amiloidoz gelisimi

arasinda bag kurulmustur (Mimouni vd 2000, Tekin vd 2000, Mansour vd 2001).

Yapilan calismalarda amiloidoz gelisimi i¢cin sadece M694V mutasyonunun degil diger
mutasyonlarm da etkili oldugu ortaya ¢ikmistir. Giiniimiizde FMF hastaliinin siddeti ve
en agir komplikasyonu olan amiloidoz gelisiminde MEFV geni mutasyonlarinin yani sira
baz1 diizenleyici genlerin ve netlik kazanmayan g¢evresel faktorlerin varlig: tartisiimaktadir

(Balc1 vd 2002).



2.4 KLINIK BULGULAR

Hastalik atesli, agrili ataklarla karakterize olup 38,5-40C° arasindaki yiiksek atese, periton,
plevra ya da sinovyum ser6z membranlarindan birinde olugan inflamasyonun neden oldugu
ciddi karin, gogiis veya alt ekstremitenin genis eklemlerinden birinin agris1 eslik eder.
Hastalar genellikle ataklar1 baglatan bir etken tarif etmezler ancak FMF ataklarinin bazi
hastalarda menstruasyon, duygusal stres veya agir fiziksel aktivite donemlerine rastladigi

goriiliir (Ben-Cherit vd 1998).

FMF hastalar1 klinik olarak iki fenotipe ayrilir. Hastalarmin biiyiik bir cogunlugunda ates,
karin agris1 ve inflamasyon ataklar1 gibi semptomlar gozlendikten sonra amiloidoz gelisimi
goriilmektedir. Bu tip hastalar fenotip I olarak gruplandirilmaktadir. Baz1 vakalarda ise
FMF semptomlar1 ortaya ¢ikmadan ileri yaslarda (13-15 yas) renal amiloid gelistigi
gozlenmektedir. Fenotip II olarak gruplandirilan bu hastalarda amiloidoz olusana kadar

hastalik asemptomatiktir (Balci vd 2002).

Soguk ortam, yagl yiyecekler ve gebeligin de ataklar1 arttirabilecegi ileri siiriilmiistiir
(Bernot vd 1998). Ataklar cogunlukla 1-3 giin siirer. Hastalarin yariya yakini yilda 10-30
atak gecirir. Ataklar arasinda asemptomatik donem izlenir. Hastalik, genellikle ¢ocukluk
doneminde veya geng eriskinlikte ortaya ¢ikar. Hastalarin %75°1 ilk 10 yasta, %80°1 ilk 20
yilda atakla karsilasir, 40 yasimdan sonra ilk atagin goriilmesi ¢ok seyrektir (El-Shanti vd
2003). Hastaligin baslangic yasmnin ge¢ olmasi, klinik olarak daha iyi seyirli bir hastaliga

isaret eder.

Ates, hastalarm ortalama %90’inda gorilir. FMF’de atak siiresince ates genellikle 38
dereceden yiiksektir. Birka¢ saatten 4 giine kadar yiiksek kalabilir fakat genellikle 24 saatte
diger. Kolsisin kullanan hastalarda ndbetlerinde ates olmayabilir (Ben-Chetrit vd 1998;
Samuels vd 1998).

Abdominal Ataklar Hastalarda gozlenen en yaygin semptomlardandir ve yaklasik
%90’mda gozlenir. Yaygmn abdominal agr1 olabilecegi gibi abdominal bolgeyi tutan kas
agrilar1 ve apandisit benzeri tiim karin bolgesine yayilan agrilar da olabilir. Atak ardindan
hastalarin %30’a yakminda diyare gozlenir. Bu semptom genelde 2-20 saat igerisinde

hafifler ve ortalama 24-48 saat icerisinde kaybolur (Ben-Chetrit vd 1998, Samuels vd 1998).



Plevral Ataklar Hastalarin %15-30’unda plevral atak olusur. Ataklar akut sekilde gelisir,
solunum seslerinde azalma gozlenir. Kalp ve gogiis agris1 gozlenebilir, kisa siirede

semptom kendiliginden kaybolur (Tunca vd 2005).

Perikardit FMF hastalarinda nadir goriilen bir semptomdur. Ataklar 1-3 giin icerisinde

kendiliginden kaybolur (Tunca vd 2005).

Artikiiler Ataklar FMF’ de en yaygin olan ikinci semptomdur. Akut olarak yiiksek ates
esliginde genelde 24 saat stirer. Genellikle diz ve ayak bilegi daha az siklikta omuz dirsek
ve el bilegi gibi bolgeleri tutar ve 24-48 saat icerisinde kaybolur (Yalginkaya vd 1997; Sohar
vd 1967). Tutulan bolgeler oldukc¢a agrilidir ve eklem hareketlerini kisitlayabilir. Kismen
kizariklik ve 1s1 artis1 gozlenebilir. Ataklar hafif travmalarda ve yogun efor sarf edilen
yiiriiylislerle daha ¢ok ortaya ¢ikar. Synoviyal sivi steril ve notrofil igerigi acgisindan

oldukca zengindir.

Kas Agrilann FMF’de ¢ocuk hastalarin %10’unda orta derecede kas agris1 gozlenmektedir.
Ozellikle bacaklarda diz alt1 bolgesinde fiziksel egzersiz sonrasi bir giin ve daha az siireli
agrilar olusur. ilk kez Langevitz ve arkadaslarmin 1994 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada
FMF hastalarinda fibril miyalji sendromu tanimlanmistir. Bu sendrom periton irritasyonu
olmaksizin karm agrisi, artmis ates, miyalji, yiiksek sedimentasyon orani, 16kositoz ve

hiperglobulunemi ile kendini gosterir (Langevitz vd 1994).

Cilt bulgulan Genelde siklikla karsilagilan deri bulgusu bacak 6n yiiziinde, ayak bileginde
veya ayak sirtinda deriden kabarik tek tarafli, sicak hassas, keskin smirli kirmizi plaklarla

seyreden erizipel benzeri eritem olarak adlandirilan dokiintiilerdir (Sohar vd 1967).

Vaskiilit-glomerulonefrit FMF hastalarinda, otoimmiin bir hastalik olmamakla birlikte
vaskiilitlerin eslik etme siklig1 artmistir. FMF’de belirlenmis klasik bulgularin yani sira sik
olmasa da taniya gotiirebilecek spesifik bulgular goriilebilir. Bu bulgular skrotal

inflamasyon, norolojik belirtiler ve splenomegali olarak sayilabilir (Oriin vd 2003).

Amiloidoz FMF’in en ciddi ve d6liimciil komplikasyonu nefropatik Amiloid A (AA) tip
amiloidozistir ve tedavi edilmeyen hastalarin cogu (%90) 40 yasma kadar amiloidoz
gelistirir (Fietta vd 2004).AA tip amiloidozda AA protein olarak adlandirilan amiloid
protein akut faz proteinlerinin bir grubu olan serum amiloid A (SAA) proteininden

tirevlenmektedir.



Serum Amiloid A (SAA) proteini hepatosit, fibroblast ve monositlerden sentezlenen 104
aminoasitli bir akut faz reaktamdir. Inflamatuvar durumlarda serum diizeyi normalin 100-
1000 kat1 artar. Fazla SAA proteinin yikilmasi ile suda ¢dziinmeyen 76 aminoasitlik amino
terminali dokularda hiicre disinda birikmekte ve organ fonksiyonlarinda bozulmaya neden

olmaktadir (Ben-Chetrit vd 1998; OMIM).
Amiloidoz gelismesini kolaylastiran faktorler:
1- Ailede amiloidoz 6ykiisii

2- Anne-baba arasinda akrabalik

3-Erkek cinsiyet

4- Artritin 6nde gelen bulgu olmasi

Etnik 6zellik amiloidoz gelismesini etkiler. FMF’ de amiloidoz, bir ¢alismada Sefardik
Yahudilerinde %37, Non-Askenazi Yahudilerinde %27, Tiirklerde %12, Ermenilerde %24
olarak bildirilmistir(Balct vd 2002). FMF amiloidozunda bobrek disinda adrenal (adrenal
yetmezlik), mide-barsak (emilim bozuklugu, ishal), dalak (splenomegali), karaciger
(hepatomegali, tiroit (guatr, hipotiroidi), nadiren kalp yetmezligi, akciger ve testislerde

amiloid birikimi meydana gelebilmektedir (Erdogan vd 2002).

2.5 AILEVI AKDENIiZ ATESI TANI KRIiTERLERI VE TEDAVI

FMF, klinik tam kriterlerine ve molekiiler yontemlere bakilarak tedaviye baslanan bir
genetik hastaliktir. Klinik taniy1 koyma yoniinde gelistirilmis olan ti¢ farkli kriterler grubu
vardir. Bunlardan en gecerli ve kullanishh olan Tel-Hashomer tami kriterleridir (Zemer vd

1974).



FMF icin Tel- Hashomer Kriterleri

* Major kriterler:

* Peritonit, plevrit veya sinovitin eslik ettigi tekrarlayan ates epizodlar1
* Neden olmaksizin AA tipi amiloidoz

* Devamli kolsisin tedavisine iyi yanit

* Minér kriterler:

* Tekrarlayan atesli ataklar

* Erisipel benzeri eritem

* Birinci derece akrabalarda FMF 6ykiisii

Hastada 2 major veya 1 major ve 2 mindr kriterin mevcut olmasi durumunda kesin tani, 1
major ve 1 mindr kriterin bulunmasinda ise muhtemel tan1 koyulur ve hastanin kolsisine

cevap verip vermemesine gore kesin tantya gidilir (Livneh vd 1997).

FMF’e yonelik tedaviler 1973 yilina kadar agriy1 hafifletmek veya kesmek yoniinde
yapilan girisimlerden ibaretti. 1972 yilinda Goldfinger tarafindan kolsisinle tedavi
onerilmis ve 1974 yilinda Zemer ve ark.’nin ¢aligmalariyla bu tedavi giiniimiize kadar en

yaygin kullanilan yontem olmustur (Goldfinger vd 1972, Zemer vd 1974).

Kolsisin yiiksek konsantrasyonda bulundugu nétrofil mikrotiibiillerini tespit ederek yeni
mikrotiibiillere polimerizasyonu, hiicre i¢i taginimi, mitozu, yangi araci salinimmi ve
kemotaksisi onler. Inflamasyon bdlgesine Iokosit transferini engeller. Ayrica membran
iizerindeki adezyon molekiillerinin (endotel hiicrelerinde E-selektin, nétrofillerde L-
selektin) ifadesini azaltarak notrofillerin hedef serozal dokulara baglanmasini engeller

(Centola vd 2000, Pras vd 1992).

Kolsisin tedavisine yanittaki bireysel farkliliklarin genetik yatkinlik ve ¢evresel faktorlere
bagli olduguna dair pek ¢ok ¢alisma vardir (Saat¢i vd 1997). Ancak temel olarak kolsisinin

etkinligi 3 faktore baglidir. Bunlardan ilki tedaviye baslanma anindaki bobrek hastalimin



diizeyidir. Ikinci faktdr uygulanan ila¢ dozudur. Uciincii faktor ise tedaviye baslanildigi

andaki histopatolojik bulgulardir (Saat¢i vd 1997, Livneh vd 1994).

2.6 GENETIK

1992 yilinda 16. kromozomun kisa kolu iizerinde (16p13.3) lokalize oldugu pozisyonal
klonlama teknigi ile saptanan MEFV geninin iki ayr1 konsorsiyum tarafindan es zamanli
olarak 1997 yilinda molekiiler dizisi bulunmustur. MEFV geni bulunduktan sonra
molekiiler caligmalar kisa siirede hiz kazanmistir (Fransiz FMF Konsorsiyumu, 1997;

Uluslararas1 FMF Konsorsiyumu,1997; (Levy vd 1996, Pras vd 1992).

16p12.1

16p13.12

Sekil 2.1. 6. kromozomda FMF geninin (MEFV) lokalizasyonu

Genomda 15 kb’lik bir bolge igeren ve 10 ekzondan olusan MEFV geni 3700 baz ciftlik
(bg) bir mRNA kodlamaktadir. Protein ¢alismalarinda daha ¢ok notrofil ve monositlerde
ifade oldugu kanitlanmistir. Protein iki ayr1i konsorsiyum tarafindan farkli isimlerle

adlandirilmistr.

Bunlardan Uluslararas1 FMF Konsorsiyumu proteine Yunanca bir kelime olan ve “ates”
anlamma gelen “’Pyrin’’, Fransiz FMF Konsorsiyumu ise Latince bir kelime olan ve
“bizim deniz” anlamina gelen ‘’Marenostrin’® adini vermistir. Giinlimiizde her iki

isimlendirme de halen kullanilmaktadir. MEFV genindeki 10 ekzon ve 9 intronun toplam1
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14600 baz ciftidir ve intron-ekzon ile ilgili bilgiler Tablo 2.1.’de verilmektedir
(www.dsi.univ-parisS.fr/genatlas/fiche1.php).

Tablo 2.1: MEFV geni genel yapisi

Gen Adu: MEFV (Mediterranean FeVer)
Protein Pyrin/Marenostrin
Uzunluk
Transkript |chr16:3292313-3306912
pozisyonu: |(16pl3.3) 14.600 b
Kodlanan Uzunluk
DNAdizi  1})116:3203426-3306872
analizi 13.447 be
ozisyonu:
EAInARCen Pozisvon Uzunluk (bg)
numarasi:
Ekzon #1 3306914 — 3306596 317
Intron #1 3306597 — 3305076 1522
Ekzon #2 3305077 — 3304443 633
Intron #2 3304444 — 3300066 4379
Ekzon #3 3300067 — 3299716 350
Intron #3 3299717 — 3299290 428
Ekzon #4 3299291 — 3299194 96
Intron #4 3299195 — 3297532 1664
Ekzon #5 3297533 — 3297301 231
Intron #5 3297302 — 3296833 470
Ekzon #6 3296834 — 3296810 23
Intron #6 3296811 — 3294874 1938
Ekzon #7 3294875 — 3294758 116
Intron #7 3294759 — 3294572 188
Ekzon #8 3294573 — 3294539 33
Intron #8 3294540 — 3294178 363
Ekzon #9 3294179 — 3294148 30
Intron #9 3294149 — 3293983 167
Ekzon #10 3293984 — 3292313 1670
Ekzonlar toplam
(mMRNA) 432
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2.6.1 MEFV GEN MUTASYONLARI

2009 wyili FMF wveri tabaninda 186 gen degisimi bildirilmistir (Tablo 2.1.)
(http://fmf.igh.cnrs.fr/ISSAID/infevers/search.php). Mutasyonlarin ¢ogu yanlis anlamli
mutasyon seklinde olup, proteinin yapisini ve fonksiyonunu degistirmektedir. Ik saptanan

mutasyonlar M694V, V726A, ve M680I’dir. Daha sonralar1 birgok mutasyon saptanmistir.

M694V mutasyonu, 10. ekzondaki 2080. niikleotidde adeninin yerini guaninin almasi
sonucu metiyonin amino asidinin yerine valinin gelmesi sonucu ortaya ¢ikan bir yanlis
anlamli mutasyondur. M694V mutasyonu Sefardik Yahudileri, Ermeniler, Tiirkler ve
Araplarda en sik rastlanan mutasyondur (Brik vd 1999, Centola vd 1998) Tiirklerde %43.5
oranindadir (Akar vd 2000).

V726A mutasyonu, 10. ekzonda 2177. niikleotidde timinin yerini sitozinin almas1 sonucu
valinin yerine alaninin gelmesi sonucu olusan yanlis anlamli bir mutasyondur. V726A
mutasyonu, Askenazi Yahudileri’de en sik (%38) gozlenen MEFV gen mutasyonudur,
Ermeniler ve Irak Yahudileri’'nde de sik goriiliir(Ehrlich vd 1998, Stoffman vd 2000).
Tiirklerde %11.1 oranindadir (Akar vd 2000).

M6801 mutasyonu, 10.ekzonda 2040. niikleotidde guaninin yerini adenin veya sitozinin
almas1 sonucu metiyoninin yerine izoldsin gelmesi ile olusan yanlhs anlamli bir

mutasyondur. Tirklerde goriilme siklig1 %12 bulunmustur (Akar vd 2000).

Amiloidozlu hastalarda en sik M694V homozigotlugunun olmasi bu mutasyonun
amiloidoza yatkmlik olusturdugu sonucunu ortaya koymustur (Tekin vd 2000, Medlej-
Hashim vd 2004).

Ulkemizde yapilan bir ¢alismada ise FMF’e bagli amiloidozlu 18 hastanin higbirinde
M694V homozigot saptanmamustir. 11 tanesinde bir alelde V726 A mutasyonu bulundu.
Ayn1 genotipte, ayni aileden olan bireylerin birinde amiloidoz gelisirken digerinde

gelismeyebilecegi ortaya konulmustur (Tekin vd 2000).
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Bu bilgiler 1s1ginda mutasyonlarin amiloidoz olusumunu agiklamada tek basina yeterli

olmadigi, M694V homozigotlugu olsun olmasin tiim FMF hastalarinin risk altinda oldugu

ve tedavi gerektirdigi sonucuna varilmistir (Cattan vd 1996).

MEFV geninde bugiline kadar saptanmis olan mutasyonlar Tablo 2.2°de verilmistir.

http://fmf.igh.cnrs.fr/ISSAID/infevers/search.php

Tablo 2.2.  MEFV geninde niikleotid-aminoasit degisimleriyle beraber Tiirklerde
tanimlanmis olanlar (*) isaretli olarak gosterilmistir.
. . N NUKLEOTID TURKLERDE
EKZON KODON (AMINOASIT DEGISiMi) DEGisiMi BELIRLENENLER
1 R42W (p.Arg42Trp) .124C>T
1 A89T (p.Ala89Thr) c265G>A
S108R (p.Serl08Arg) ¢.322A>C
L110P (p.Leul10Pro) ¢.329T>C

334 335insG (p.Glul12£sX130)

c.334 335insG

2

2

2

2 P124H (p.Prol24His) c371C>A

2 390_391insGAGGGGAAC (p.Glul28_Asn130dup) ¢.382_390dup

2 S1411 (p.Serl41lle) c.422G>T *
2 R143P (p.Argl43Pro) c.428G>C

2 E148Q (p.Glu148Gln) c.442G>C

2 E148V (p.Glul48Val) c.443A>T *
2 A149T (p.Alal49Thr) c.445G>A

2 RI151S (p.Argl51Ser) c.453G>C *
2 E163A (p.Glul63Ala) c.488A>C

2 E167D (p.Glul67Asp) c.501G>C

2 A171T (p.Alal71Thr) c.511G>A

2 P175H (p.Prol75His) c.524C>A

2 T1771 (p.Thr1771le) ¢.530C>T

2 S179I (p.Ser1791le) ¢.536G>T *
2 P180R (p.Prol180Arg) ¢.539 C>G

2 G196W (p.Glul96Trp) ¢.586G>T

2 R202Q (p.Arg202Gln) .605G>A

2 606 _621dup (p.Ser208AlafsX39) ¢.606_621dup

2 E225D (p.Glu225Asp) c.675G>C

2 E230K (p.Glu230Lys) c.688G>A

2 G236V (p.Gly236Val) c.707G>T

2 S242R C>G (p.Ser242Arg) ¢.726C>G

2 S242R C>A (p.Ser242Arg) c.726C>A

2 E251K (p.Glu251Lys) c.751G>A
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EKZON

KODON (AMINOASIT DEGiSiMi)

NUKLEOTID
DEGISiMi

TURKLERDE
BELIRLENENLER

761 764dup (p.Asn256ArgfsX70)

¢.761_764dupCCGC

*

2

2 1259V (p.lle259Val) c.775A>G *
2 T2671 (p.Thr2671le) ¢.800C>T

2 A268V (p.Ala268Val) c.803C>T

2 R278P (p.Arg278Pro) ¢.833G>C

2 P283R (p.Pro283Arg) ¢.848C>G *
2 P283L (p.Pro283Leu) c.848C>T

2 A289V (p.Ala289Val) c.866C>T

2 E299G (p.Glu299Gly) c.896A>G

2 G304R (p.Gly304Arg) c.910G>A *
3 T309M (p.Thr309Met) €926 C>T

3 E319K (p.Glu319Lys) c.955G>A

3 R329H (p.Arg329His) ¢.986G>A

3 S339F (p.Ser339Phe) c.1016C>T *
3 R348H (p.Arg348His) c.1043G>A

3 R354W (p.Arg354Trp) ¢.1060C>T

3 P369S (p.Pro369Ser) c.1105C>T

3 Q383K (p.GIn383Lys) c.1147C>A

3 R408Q (p.Arg408Gln) ¢.1223G>A

4 1423V (p.lle423Val) c.1267A>G

4 Q440E (p.GIn440Glu) ¢.1318C>G

5 A457V (p.Ala457Val) c.1370C>T *
5 V469L (p.Val469Leu) c.1405G>T

5 E474K (p.Glu474Lys) ¢.1420G>A

5 H478Y (p.His478Tyr) ¢.1432C>T

5 F479L (p.Phe479Leu) c.1437C>G

5 V487M (p.Val487Met) c.1459G>A

5 R501G (p.Arg501Gly) c.1501C>G

5 R501H (p.Arg501His) c.1502G>A

5 1506V (p.lle506Val) c.1516A>G *
5 I513T (p.1le513Thr) ¢.1538T>C

5 G514E (p.Gly514Glu) c.1541G>A

7 L559F (p.Leu559Phe) c.1675C>T

8 T577S (p.Thr577Ser) c.1729A>T

8 MS582L (p.Met582Leu) c.1744A>C

9 1591T (p.1le591Thr) ¢.1772T>C

9 AS95V (p.Ala595Val) c.1784C>T

10 G632S (p.Gly632Ser) c.1894G>A

10 1640M (p.Ile640Met) ¢.1920C>G

10 1641F (p.lle641Phe) c.1921A>T *
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EKZON KODON (AMINOASIT DEGiSiMi) Nggéfs?;[? BETLI{::E;NE]?#LEER

10 P646L (p.Pro646Leu) c.1937C>T

10 L649P (p.Leu649Pro) ¢.1946T>C

10 R653H (p.Arg653His) c.1958G>A

10 E656A (p.Glu656Ala) c.1967A>C

10 D661N (p.Asp661Asn) c.1981G>A *
10 S675N (p.Ser675Asn) ¢.2024G>A

10 G678E (p.Gly678Glu) ¢.2033G>T

10 M680L (p.Met680Leu) ¢.2038A>C

10 M680IGC (p.Met68011e) ¢.2040G>C

10 M680IGA (p.Met680Ile) ¢.2040G>A

10 T6811 (p.Thr6811le) c.2042C>T

10 Y688C (p.Tyr688Cys) ¢.2063A>G

10 Y688X (p.Tyr688X) ¢.2064C>G

10 1692DEL (p.lle692del) ¢.2076_2078del

10 M694V (p.Met694Val) ¢.2080A>G

10 M694L (p.Met694Leu) ¢.2080A>T *
10 M694DEL (p.Met694del) ¢.2081_2083del

10 M6941 (p.Met6941le) c.2082G>A

10 K695R (p.Lys695Arg) c.2084A>G

10 K695M (p.Lys695Met) c.2084A>T *
10 S702C (p.Ser702Cys) ¢.2105C>G

10 V704I (p.Val704Ile) c.2110G>A

10 P705S (p.Pro705Ser) c.2113C>T

10 R708C (p.Arg708Cys) ¢.2122C>T

10 L709R (p.Leu709Arg) c.2126T>G *
10 R717S (p.Arg717Ser) c.2149C>A

10 1720M (p.Ile720Met) ¢.2160C>G

10 V726A (p.Val726Ala) c.2177T>C

10 F743L (p.Phe743Leu) €.2229C>G

10 AT44S (p.Ala744Ser) ¢.2230G>T

10 S749C (p.Ser749Cys) ¢.2246C>G

10 1755V (p.Ille755Val) c.2263A>G

10 P758S (p.Pro758Ser) ¢.2272C>T

10 R761H (p.Arg761His) c.2282G>A *
10 1772V (p.lle772Val) c.2314A>G

10 P780T (p.Pro780Thr) c.2338C>A
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2.6.2 PYRIN / MARENOSTRIN

Pyrin, apopitoz ve inflamasyonun regiilasyonunda yer alan proteinlerin sinifina aittir. Pyrin
proteininin FMF’deki fonksiyonu heniiz iyi anlasilamamis olmasina ragmen inflamasyonu
direkt veya indirekt baskilayici islevi oldugu diisiiniilmektedir. Ik klonlandiginda pyrinin
N terminal bolgesi (domaini) dizi veritabanlarinda diger proteinlerle iligkili bulunmustur.

Glinlimiizde ise ilk 92 aminoasitlik kisim pyrin bdlgesi (domain) olarak bilinmektedir.

557 <> BB

Sekil 2.1.. Pyrin proteininde alt birimlerin sematik gosterimi

Pyrin, Tripartite motif (TRIM) protein ailesine dahildir. TRIM familyas1 proteinler bir
RING alt birimi, B-kutusu (B-box) olarak adlandirilan bir veya iki ¢inko baglayici alt birim
ve bir yumaks1 sarmal (coiled-coil) alt birim olmak {izere ii¢ alt birime sahiptirler. Pyrin
(TRIM 20) TRIM ailesinin RING alt birimi icermeyen atipik bir {iyesidir. Bununla birlikte
B-kutusu, yumaks: sarmal ve B30.2 alt birimlerini igerir. B30.2 alt birimi pyrinin C-
terminalinde yaklagik 200 amino asitlik bir alt birimdir ve protein-protein etkilesimlerine
aracilik eder. Pyrinin N-terminali, apopitoz ve inflamasyonda yer alan bir ¢cok proteinle
homoloji gostermekle birlikte, N-terminalindeki yaklasik 90 amino asitlik bolgesi PYRIN,
PYD, PAAD veya DAPIN olarak adlandirilmaktadir (Chae vd 2003). PYD alt birimi 6liim
domeini (DDs), 6lim efektor domeini (DEDs) ve Kaspaz toplanma bdlgesi (CARDs)
icermektedir. DD, DED ve CARD domeinleri apoptozis ve inflamasyon goérev alan,

protein-protein etkilesiminden sorumlu alt birimlerdir (Fairbrother vd 2001).

Pyrinin bir transkripsiyon faktdrii olarak proinflamatuar faktorleri kodlayan genlerin
ekspresyonunu inhibe ederek yada antiinflamatuar proteinleri kodlayan genlerin

ekspresyonunu aktive ederek islev gosterdigi iddiasimi desteklemektedir. Pyrinin B30.2
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bolgesinde mutasyonlarin ¢ogunun lokalize olmasi, bu mutasyonlarm pyrin aktivitesinin

kontroliiniin aksamasiyla inflamasyona yol agabilecegini diisiindiiriir (Chae vd 2006).

2.7. MOLEKULER TEKNIKLER
2.7.1. DNA EKSTRAKSIiYONU

DNA’lar, kan 6rneklerinden fenol/kloroform yontemiyle ekstrakte edilmis ve etanol ile

muamele edilerek ¢oktiiriilmiistiir.

2.7.2. POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) spesifik bir DNA dizisinin in-vitro ortamda
cogaltilmas1 yontemidir. Ilk kez 1983 yilinda Karry Mullis tarafindan gelistirilen bu
yontem bir polimeraz enzimiyle gerceklestirildigi icin polimeraz zinci reaksiyonu adini
almaktadir. PCR, hiicreden arindirilmig bir yontem olarak, DNA klonlamasmi
kolaylastirarak, rekombinant DNA arastirmalarmin giiclii bir teknigi olmustur ve pek ¢cok

durumda, konaker hiicrelerin kullanildig1 kolonlamanm yerini almistir.

PCR, DNA molekiilleri toplulugunda, 6zgiill hedef DNA dizilerinin dogrudan
cogaltilmasma dayanir ve bu yontemin uygulanabilmesi i¢in yok denecek kadar DNA bile
yeterlidir. PCR ile belirli bir bolgeyi ¢ogaltabilmek i¢in, hedef DNA’nin niikleotid dizisi
hakkinda bazi bilgiler gerekir. Bu bilgi, tek zincirli hale getirilmis DNA’ya baglanacak
olan iki oligoniikleotid primerin sentezi i¢cin kullanilir. Bu primerler, ¢ogaltilacak tek
zincirli DNA molekiiliindeki tamamlayic1 dizilerle hibridize olur. Isiya dayanikli bir DNA
polimeraz, deoksiniikleotid trifosfatlar1 (ANTP) kullanarak c¢alisilan DNA’daki hedef
bdlgenin sentezini saglar. Polimerazin ¢aligmasi i¢in tampon gorevi yapacak maddeler ve
tuzlar (genellikle Tris ve KCI) ayrica énemli bir kofaktdr olan Mg™ iyonlar: gereklidir
(Klug vd 2000).

PCR reaksiyonu temel olarak {i¢c asamadan olusmaktadir. Bunlar, DNA’ nin yiiksek 1s1 ile
birbirinden ayrilmas1 (denatiirasyon), sentetik oligoniikleotidlerin hedef DNA’ya

baglanmas1 (hibridizasyon), son olarak zincirin uzamasi (polimerizasyon)’dur. Bu ii¢
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asamaya bir PCR dongiisti denir ve ¢cogaltilacak {irlin miktar1 bu dongiiniin tekrar sayisina
baghdir. Bu dongii sayis1 genellikle 30-40 arasindadir. Olusturulan DNA zincirlerinin
sayist her dongiide iki katmna ¢ikar ve yeni zincirler bir sonraki dongiide kalip gorevi
gortirler. Bir PCR isleminde “n” dongii sonunda kalip DNA’nin istenilen bir bolgesi
yaklasik 2n kez ¢ogaltilmis olur. Islem 1s1 doniistiiriiciisii denilen makinelerde, dnceden
dongii sayis1 ve sicaklik kosullar1 belirlenen programlarla otomatik olarak gerceklestirilir.
Bu yontemle; klonlama, dizi analizi, klinik tan1 ve genetik taramalar gibi diger islemlerde
kullanilmak {izere bol miktarda hedef DNA pargalar1 elde edilir (Akar vd 1999, Klug vd
2002).

PCR reaksiyonunda ilk asamada ¢ogaltilacak olan ¢ift zincirli DNA 90-95° C de yaklasik 5
dakika 1sitilmak suretiyle denatiire olur ve tek zincirli hale getirilir. Ikinci adimda sicaklik
50-70°C arasinda bir degere diisiiriilerek (baglanma sicaklig1) primerlerin tek zincirli DNA
baglanmasi saglanir.15-30 niikleotid uzunlugunda olan yapay oligoniikleotidlerden olusan
bu primerler; ¢ogaltilacak DNA’nin sinirlandirilmasi i¢in baslangic noktasi ve bitis noktasi
olarak gérev yaparlar. Uciincii asama olan DNA sentezi asamasi ise 70-75°C sicakliklar1
arasinda gerceklesir. DNA polimeraz enzimi, niikleotidleri 5’ucundan 3’ucuna dogru
ekleyerek, primerlerin uzamasini saglar ve hedef DNA'nin iki zincirli kopyasini olusturur

(Oner vd 2002).

PCR reaksiyonu icin kullanilan DNA polimeraz enzimi Thermus aquaticus’dan izole
edilen 1stya dayanikli Taq polimeraz enzimidir. Enzim, yliksek 1silarda iyi ¢aligmasi ve
hizli DNA sentezi yapmasi nedent ile tercih edilmektedir. PCR’ dan 1y1 sonug alinabilmesi
degisik faktorlere bagli olarak degisir. Tag DNA polimerazin iyi ¢alisabilmesi i¢in en etkin
oldugu pH’m tiim uygulama boyunca korunabilmesi en 6nemli faktorlerdendir. Bu amacla
reaksiyonlarda son konsantrasyon 10mM olacak sekilde Tris. HCl pH:8.4 tampon olarak
kullanilmaktadir. PCR karigiminda 50-60mM diizeyinde potasyum ve 100 pg/ml jelatin

bulunmasinin ¢ogalmay1 6nemli miktarda artirdigi saptanmistir (Klug vd 2000).

Magnezyum (Mg) +2 degerlikli olup DNA polimeraz’in ¢aligmasini saglayan en onemli
faktordiir. Sahip oldugu pozitif yiik sayesinde negatif yiiklii DNA molekiilleri arasina
girerek oligoniikleotidlerin DNA molekiillerine baglanmasint kolaylastirir. PCR
reaksiyonunda diger bir 6nemli faktor deoksiniikleotid trifosfatlar (ANTP)dir ve bunlar son
konsantrasyonlar1 2 mM olacak sekilde kullanilmalidir. Reaksiyon sirasinda ortamda

dTTP, dCTP, dATP, dGTP’nin bulunmas1 gereklidir. Kullanilan her bir deoksiniikleotid
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trifosfatin (ANTP) konsantrasyonunun esit olmasi dogru iiriin elde edilmesi acisindan
onemlidir. ANTP’nin az miktarda kullanimi olusan PCR f{iriiniiniin miktarinin azalmasina;
fazla miktarda kullanimi ise yanlis oligoniikleotid eslesmesi sonucu hedef DNA disindaki
bolgelerin ¢ogalmasma neden olur. PCR spesifikliginde oligoniikleotidlerin uzunlugu

onemli yer tutar. Optimal uzunluk Yaklagik 15-30 niikleotid olmalidir

2.7.3. RESTRIKSIiYON ENDONUKLEAZ ENZIMLERIYLE KESIM

PCR iirlinlerinin incelenmesinde en ¢ok kullanilan yontemlerden birisi PCR iiriinlerinin
restriksiyon endoniikleaz (RE) enzimleri ile muamele edilerek incelenmesidir. Restriksiyon
endoniikleazlar (RE), bakterilerden izole edilen, ¢ift sarmal DNA molekiillerini spesifik
parcalara kesen ve bu sekilde DNA’y1r manipule etmeyi miimkiin kilan ¢ok 6nemli
enzimlerdir. Bakterilerin biiyiik bir boliimii bir veya birkag tiirde RE sentezlerler. Bakteriyi
istila eden viral DNA’y1 parcalayarak, virlis enfeksiyonunu onledigi ya da kisitladigi i¢in
bu ismi almiglardir. Esas gorevleri, disaridan bakteriye giren ve bazi 6zel gen veya
markorleri tasiyan genetik materyalleri ayristirarak mutasyonlar1 engellemek ve tiirlerin

genetik yonden stabilitesini korumaktir (Akar vd 1999, Klug vd 2000).

Restriksiyon endoniikleaz enzimleri kisa DNA dizilimlerini 6zgiil olarak taniyan ve bu
dizilimlere yakin bolgelerden veya bu dizilimler i¢cindeki spesifik bolgelerden DNA’y1
kesen yapilardir. Restriksiyon enzimleri DNA ¢ift sarmalinda kendilerine 6zgii tanima
dizilerini seker ve fosfat omurgasindan kirarlar ve bu sekilde DNA’1 manipule ederler

(Akar vd 1999, Klug vd 2000).

Tanmima dizileri birgok restriksiyon enzimi i¢in DNA zincirinin her iki iplik¢iginde de
aynidir ve bunlar ‘palindromik diziler ¢ admn1 alir. Bakteriye 6zgii bu enzimler, ¢ift sarmalli
DNA f{izerinde 6zgiin bolgeyi tanirlar ve ¢ift sarmalli DNA’nin her iki zincirindeki

fosfodiester bagini keserek DNA’y1 iki pargaya ayirirlar (Akar vd 1999).

Restriksiyon endoniikleaz enzimleri adlandirilirken enzimin elde edildigi cinsin ilk harfi,
daha sonra bakteri tiiriiniin ilk iki harfi ve son olarak bazen soya ait bir harfle birlikte ilk
izolasyondan baglayarak Romen rakamiyla enzimin izolasyon siras1 belirtilir.
[zosizomerler ise; farkli mikroorganizmalardan elde edilip, DNA iizerinde aym diziyi

tanty1p kesim yapan RE’lerdir (Akar vd 1999).
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

Bu ¢alisma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Ana Bilim
Dali, Pediatrik Molekiiler Genetik Bilim Dali’nda gergeklestirilmistir. Ankara Universitesi
Tip Fakiiltesi Pediatrik Molekiiler Genetik Bilim Dali’'na FMF 6n tanisiyla,mutasyon
analizi i¢cin gonderilen ve ekzon 10 ve ekzon 2° de yapilan incelemede tek mutasyonu
belirlenen veya mutasyon saptanamayan olgular calismaya dahil edilmistir. DNA'lar1
calisilacak bireylerin ¢alismaya dahil edilmelerine dair onamlar1 kendilerinden ve/veya

ebeveynlerinden alinmastir.

3.1. YONTEMLER
3.1.1. DNA Ekstraksiyonu:

Calisma grubunu olusturan hastalardan 1 cc 0.5M Etilendiamintetraasetikasitli (EDTA)
(Sigma, ABD) polietilen tiip icerisine 9 cc kan oOrnegi alnir. 50 cc’lik falkon tiipe
konularak iizerine 1/2,5 oraninda yani 25 cc RBC (Red Blood Cell) lizis soliisyonu [155
mM Amonyum Kloriir (NH4Cl) (Merck, Darmstadt, Almanya), 10 mM Potasyum
Bikarbonat (KHCOs3) (Merck, Darmstadt, Almanya), 0,5 M Etilendiamintetraasetikasit
(EDTA)] ilave edilerek 15 dk buzda bekletilir. +4°C, 4000 rpm’de 15 dk santriftij (Hettich,
Almanya) edildikten sonra siipernatant dokiliir, c¢okelek iizerine tekrar RBC lizis
soliisyonu ilave edilir. RBC lizis soliisyonu ile yikama islemine tiim eritrositler lize
oluncaya kadar devam edilir. Kirmiz1 kiireler elimine edildikten sonra geriye ¢ekirdekli
hiicreler olan lokositler kalir. Geriye kalan bu l6kositler iizerine beyaz kiire hacminin 2,5
kat1 kadar Niikleaz Tamponu [10 mM Tris-HCI pH: 7,5 (Tris Base, Owl Scientific, ABD-
HCl, Merck, Almanya), 400 mM NaCl (Merck, Darmstadt, Almanya), 2 mM EDTA
eklenir. Bunun lizerine 20 pg/ml olacak sekilde Proteinaz K enzimi, son konsantrasyonu
%0,5 olacak sekilde de %10’luk SDS (Sodyum Dodesil Siilfat, Sigma, ABD) ilave edilerek
37°C’lik su banyosunda bir gece bekletilir. Ertesi giin 1:1 oraninda Fenol/Kloroform
25:24:1 oranlariyla sirasiyla; Fenol (Merck, Almanya): Kloroform (Merck, Almanya):
[zoamilalkol (Merck, Almanya) ilave edilerek 10 dk boyunca elde iyice ¢alkalanir.10 dk
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calkaladiktan sonra 15 dk buza gomiilii bekletilir. Daha sonra +4°C, 4000 rpm’de 20 dk
santrifiij edildiginde belirgin iki faz ayrilir. Ustteki faz yani siipernatant dikkatlice baska
bir tlipe alinir ve lizerine miktarin 1/10’u oraninda 2 M Sodyum Asetat (Sigma, ABD) ve
toplam hacmin 2 kati1 kadar %95’lik alkol (Tekel, Tiirkiye) ilave edilir. Tiip nazikge
calkalanir, DNA goriiniir hale getirildikten sonra —20°C’de bir gece bekletilir. Ertesi giin
+4°C, 4000 rpm’de 15 dk santrifiij edilir. Dikkatli bir sekilde siipernatant dokiiliir, DNA
dipte cokelek halindedir. Tiip agz1 agik olarak 10 dk kurutulur. Kurutulan DNA 500 ml
%70’lik etanol ile tekrar santrifiij edilir. Siipernatant dokiilir ve DNA kurutulur. Etanol
kokusu tiimiiyle gittikten sonra DNA iizerine TE soliisyonu (10 mM Tris-HC] ve 1 mM
EDTA) eklenerek bir gece 37°C’lik su banyosunda bekletilerek ¢oziilir. TE igerisinde
¢oziinen DNA +4 °C’ de saklanr.

3.1.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR):

MEFV geni degisimlerinin belirlenmesinde kullanilan polimeraz zincir reaksiyonu igin
yapilan PCR karisiminda igerigi Uretici firmalar arasinda fark olsa da genellikle 500 mM
KCl, 100 mM Tris-HCI (pH 8.3); 15 mM MgCI2 bulunur. dNTP (Fermentas, Litvanya)
karistmmdan 10 mM stok hazirlanir. Primerler (Metabion, Almanya) liyofilize olarak
almir, 100 uM olacak sekilde stok hazirlanir. Cogaltilan bolge ile primerler Dizi 3.1°de

gosterilmistir.

MEFV geninin 2. ekzonu i¢in her biri 0,1 pg/ml konsantrasyonunda iki primer seti

kullanildi:
Forward: 5°- ATCTTGGGCCCTAAACGTGG - 3’
Reverse: 5’- TCCTTCAGGTCCGCAGATGC - 3’ (Metabion, Almanya)

MEFV geni 2. ekzon igin polimeraz zincir reaksiyonu sicaklik sartlari; 94°C’de 5 dakika,
bunu izleyen 35 siklusta; 95°C’de 1 dakika, 58°C’de 1 dakika, 72°C’de 1 dakika, son
siklusta 72°C’de 10 dakika olarak PCR cihazinda gerceklestirilmistir (Techne, Ingiltere).
Polimeraz zincir reaksiyonu sonunda 658 b¢ uzunlugunda oligoniikleotid {iriin elde
edilmistir. Bu uzunluktaki PCR friinleri i¢in %1°lik agaroz jele 5 pl PCR f{iriini

yiiklenerek jelde goriintiilenmistir.
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atcttgggccctaaacgtgggacagettcatcattttgcatctggttgtecttccagaatattccacacaagaaaacggeacagat
gattccgecagegtecagetecctgggggagaacaageccaggagcectgaagactccagaccaccccgaggggaacgag
gggaacggceccteggecgtacgggggeggagetgecagectgeggtgcagecageecgaggecgggagggggcetgteg
aggaagcccctgagcaaacgcagagagaaggecteggagggectggacgegeagggeaagecteggaceeggagecee
ggecctgeegggegggagaagecccggeccctgeagggegetagaggggggecaggecgaggteeggetgegeagaa

acgccagceteegeggggaggetgeaggggetggeggggggegeeccggggeagaaggagtgcaggeccttcgaagtgt
acctgecectecgggaaagatgegacctagaagecttgaggtcaccatttctacaggggagaaggegeccgeaaatecaga

aattctcctgactctagaggaaaagacagcetgegaatctggacteggeaacagaacceecgggeaaggcececactecggat

ggaggggcaicigcggaccigaaggaa

Dizi 3.1 MEFV geni 2. ekzonunun PCR ile ¢ogaltilan 658 b¢’lik boliimii. 2. ekzon bolgesi

kalin, primerler ise alt1 ¢izili olarak belirtilmistir.

3.1.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz (Sigma, ABD); kullanilacag1 amaca uygun olarak belirli ylizdelerde hazirlanir. Biz
bu ¢aligmamizda PCR iiriinlerini %1°lik agaroz jelde degerlendirdik. %1’lik agaroz jel i¢in
0,75 g agaroz tartilip, TBE 1X (Tris-HCI, Borik asit, EDTA) soliisyonu ile 75 ml’ye
tamamlandi. TBE 1X soliisyonu; TBE 5X solisyonunun 1/5 oraminda ddH,O ile
seyreltilmesiyle hazirlanir. TBE 5X soliisyonunun hazirlanisi; 54 g Trizma® (Sigma,
ABD), 27,5 g Borik asit (Carlo Erba, italya), 20 ml 0,5 M EDTA (Sigma, ABD) ve
deiyonize su (ddH;O) ile 1 I’ye tamamlanarak hazirlanir. Agaroz istenilen yiizdelerde
hazirlandiktan sonra mikrodalga firmda (Beko, Tiirkiye) kaynatilir. Uzerine Etidyum
Bromid’in (Sigma, ABD) %5’lik stok soliisyonundan 2’ser pl ilave edildikten sonra iyice
karstirilir ve jel tabagma (Qwl Scientific, ABD) dokiiliir. Jel dokiilmeden once jel tabagi
uygun taraklar kullanilarak hazirlanir. Agarozun donmasi i¢in yaklasik 30 dk beklenir.
Agaroz donduktan sonra jel tabagiyla birlikte jel elektroforez tankma (Biometra, Almanya)
yerlestirilir. Elektroforez tanki TBE 1X soliisyonu ile jelin {istiinii kapatacak sekilde
doldurulur. PCR firiinlerinden 18 pl alinarak temiz bir parafilm (Parafilm, Chicago, ABD)
iizerinde 3 pl Brom-Fenol Mavisi (BBF, Merck, Almanya) ile karistirilir ve jellere
yiiklenir. PCR firiinlerinin degerlendirilebilmesi ve reaksiyonun istenilen uzunluktaki

dogru bolgeyi ¢ogalttigin1 gorebilmek i¢in marker (®X174 DNA-Haelll BioLabs, ABD)
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PCR iirlinleriyle birlikte jele 2 pg kadar yiiklenir.90-100 V akimda 20 dk kadar yiiriitiiliir.
Ultraviyole 1s1k (Spectroline, ABD) altinda incelenir ve fotograflanir (Cizelge 3.1.).

Cizelge 3.1. Ekzon PCR iiriinlerinin elektroforez fotografi. M: Marker (®X174 DNA-

Haelll), diger ornekler ise (1-8) amplifiye edilen gen bdlgesine ait 658
be¢’lik PCR dirtinlerini gostermektedir.

3.1.4. PCR Uriinlerinin Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleriyle Muamelesi
3.1.4.1. MEFV 2. Ekzon R202Q (c.605 G>A) Gen Degisiminin Pvull ile incelenmesi

MEFYV geni 2. ekzonun PCR’1 ile elde edilen 658 bg’lik iirlinler R202Q gen degisimini
belirlemek amaciyla Pwvull (5°-CAG|CTG-3") restriksiyon endoniikleaz enzimi
(Fermantas, Litvanya) ile kesime tabi tutuldu. Pvull enzim kesim noktalar1 Tablo 3.1. de
gosterilmistir. 10mM Tris-HCI (37°C’de pH: 7.5), 10mM MgCl,, SO0mM NaCl ve 0.1
mg/ml BSA’dan olusan restriksiyon endoniikleaz tamponu ve 10 iinite restriksiyon
endoniikleaz enzimi PCR {irtinleriyle muamele edilerek enzimin optimum c¢aligsma sicakligi
olan 37°C’de 16 saat inkiibe edildi. Kesilen ornekler %3’lilkk agaroz jelde olusan bant
profillerine gore incelenmistir. Enzimle kesim sonucunda homozigot normal Ornekler
(G/G) 582 ve 196, heterozigot ornekler (G/A) 582, 386, 196 ve 75, homozigot mutant
ornekler ise (A/A) 386, 196 ve 75 b¢ uzunlugunda bantlar olugturmaktadir (Cizelge 3.2).
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Tablo 3.

1. MEFV geni 2. ekzonunun PCR ile ¢ogaltilan 658 b¢’lik boliimiinde Pvull

enzim kesim bdlgeleri

Uzunluk

5' 5' 3 3

Enzim || Baz | Enzim || Baz Sekans

386

1 Pvull 386 || ATCTTGGGCC CTAAACGTGG GACAGCTTCA
TCATTTTGCA TCTGGTTGTC CTTCCAGAAT
ATTCCACACA AGAAAACGGC ACAGATGATT
CCGCAGCGTC CAGCTCCCTG GGGGAGAACA
AGCCCAGGAG CCTGAAGACT CCAGACCACC
CCGAGGGGAA CGAGGGGAAC GGCCCTCGGC
CGTACGGGGG CGGAGCTGCCAGCCTGCGGT
GCAGCCAGCC CGAGGCCGGG AGGGGGCTGT
CGAGGAAGCC CCTGAGCAAA CGCAGAGAGA
AGGCCTCGGA GGGCCTGGAC GCGCAGGGCA
AGCCTCGGAC CCGGAGCCCG GCCCTGCCGG
GCGGGAGAAG CCCCGGCCCC TGCAGGGCGC
TAGAGGGGGG CCAGGCCGAG GTCCAG

196

Pvull 387 || Pvull 582 || CTGCGCAGAA ACGCCAGCTC CGCGGGGAGG
CTGCAGGGGC TGGCGGGGGG CGCCCCGGGG
CAGAAGGAGT GCAGGCCCTT CGAAGTGTAC
CTGCCCTCGG GAAAGATGCG ACCTAGAAGC
CTTGAGGTCA CCATTTCTAC AGGGGAGAAG
GCGCCCGCAA ATCCAGAAAT TCTCCTGACT
CTAGAGGAAA AGACAG

75

Pvull 583 658 || CTGCGAATCT GGACTCGGCA ACAGAACCCC
GGGCAAGGCC CACTCCGGAT GGAGGGGCAT
CTGCGGACCT GAAGGA

% 658bg
—» 582b¢

— 386b¢

B . 75 b(;

Cizelge 3.2: MEFV 2. ekzon R202Q (c.605 G>A) gen degisiminin Pvull ile kesimi

=

-

AON =
th &\ %
|

: $X174 DNA-Haelll Marker

: Kesilmemig PCR iirlinii (uncut)
: Homozigot normal (G/G)

: Heterozigot (G/A)

: Homozigot mutant (A/A)
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4. BULGULAR

3.1. MEFV 2. Ekzon R202Q (c.605G>A p.Arg202GIn) Gen Degisimi

Calisma kapsaminda yer alan 520 FMF hastasinda, MEFV geni 2. ekzonda bulunan R202Q
(c.605G>A) gen degisiminin genotip dagilimi Tablo 4.1.’de verilmistir.

520 FMF hastasinin 279’u GG (%54.0), 181°1 GA (%35.0) ve 57’si AA (%11.0) genotipini
tagimaktadir. Daha 6nceden belirlenen mutasyonlara gore R202Q dagilimina bakildiginda,
M694V/- olan 139 hastanin 22°si GG (%16.0), 76’s1 GA (%54.6), 41°1 AA (%29.4), E148Q/-
olan 31 hastanin 27’si GG (%87.1), 4’1 GA (%12.9), V726A/- olan 21 hastanin 18’1 GG
(%85.8), 3’1 GA (%14.2), M6801/- olan 21 hastanin 15’1 GG (%71.4), 5’1 GA (%23.8) ve 1'’i
AA (%4.8) genotipini tasimaktadir. E148Q/- ve V726A/- tasiyanlarda AA genotipi
bulunmamistir. Ayrica mutasyon tagimayan 308 hastanin 197°si GG (%31.1), 96’s1 GA
(%31.1) ve 15’1 (%4) AA genotipi tasimaktadir.

Tablo 4.1. 2.ekzon R202Q (c.605G>A p.Arg202GIln) gen degisiminin FMF

hastalarindaki genotip dagilimi

2. Ekzon R202Q (c.605 G>A p.Arg202Gln)

GG GA AA
FMF Hastast (n:520) 279 (%54,0) 181 (%35,0) 57(%11,0)
M694V/- (n:139) 22 (%16,0) 76(%54,6) 41 (%29,4)
E148Q/- (n:31) 27 (%87,1) 4 (%12,9) ]
V726A/- (n:21) 18 (%85,8) 3 (%14,2) ;
M680T/- (n:21) 15 (%71,4) 4 (%23.8) 1(%4,8)
Mutasyon tasimayanlar 197 (%63,9) 96 (%31,1) 15(%4,0)

(n:308)
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FMF veri tabaninda R202Q gen degisiminin M694V mutasyonuyla cis konumunda
bulundugu ve birlikte kalitildig1 bildirilmektedir http://fmf.igh.cnrs.fr/ISSAID/infevers/
search.php). M694V mutasyonunu heterozigot tasiyan 139 hastanin 41°1 AA (%29,4)
genotipini tagirken, 98°1 (%70.6) G allelini tasinmaktadir. M694/- olan 139 hastanin 41°1 A
allelini (%29.4), 22’s1 ise G allelini (%16.0) homozigot olarak tagimakta ve boylece ikinci
bir haplotip ortaya ¢ikmaktadir. M680/- olan 21 hastanin 15’1 G alelini homozigot olarak
tasimaktadir. M680I mutasyonunu heterozigot tasiyan 21 hastanin 20°si G alelini tagirken,

1 hastada farkli bir haplotip ortaya ¢ikmakta AA genotipini tagimaktadir.

Yaptigimiz calismada MEFV geninde farkli haplotiplerinde olabilecegini gosterdiginden

calisma kapsaminda ayrica 3 aile incelenmistir.
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R.C.

O L]

E.C.
694/202

202 Normal
202/- | |

R.C S.C HC

694/202 680/202 694/202
680/-

Sekil 4.1. 1 nolu ailenin aile agac1

I nolu ailede anne E.C. M694V mutasyonunu heterozigot olarak tasirken R202Q gen
degisimini homozigot olarak tasimaktadir. Baba R.C. M680I mutasyonunu heterozigot
olarak tagimaktadir ve R202Q gen degisimi normaldir. Cocuklardan R.C. M694V
mutasyonunu heterozigot olarak tasirken R202Q gen degisimi heterozigot olarak
bulunmustur. S.C. M680I mutasyonunu heterozigot olarak tagirken R202Q gen degisimi
heterozigot olarak bulunmustur. H.C. M694] mutasyonunu ve M680I mutasyonunu
heterozigot olarak tasimaktadir. R202Q gen degisimi heterozigot olarak bulunmustur.
Cocuklar R.C, S.C ve H.C FMF tedavisi gormekte olup kolsisin kullanmaktadirlar (Sekil
4.1.).
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O

M.A.

F.A

202/]

B.A
694/202
680/-

Sekil 4.2. 2 nolu ailenin aile agac1

202/202

Y.A.
694/202
202/-

2 nolu ailede anne M.A. R202Q gen degisimini heterozigot olarak tasimaktadir. Baba F.A

R202Q gen degisimini homozigot olarak tasimaktadir.

Cocuklardan B.A. M694V

mutasyonunu ve M680I mutasyonunu heterozigot olarak tasimaktadir. R202Q gen

degisimini heterozigot olarak tagimaktadir. Y.A. M694V mutasyonunu heterozigot olarak

tasirken R202Q gen degisimini homozigot olarak tasimaktadir. F. A. ve B.A FMF tedavisi

gormekte kolsisin kullanmaktadir. Y.A. da ise FMF belirtilerine rastlanilmamaktadir (Sekil

4.2).
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O

S.T.

694/202

M.T. AT

694/202 148/-

202/- 202N
U.T

694/202
148/-

Sekil 4.3. 3 nolu ailenin aile agac1

3 nolu ailede anne S.T M694V mutasyonunu ve R202Q gen degisimini heterozigot olarak
tasimaktadir. Cocuklardan M.T. M694V mutasyonunu heterozigot olarak tagirken R202Q
gen degisimini homozigot olarak tasimaktadir. M.T.’nin esi A.T.10.ekzonda bir mutasyon
tasimazken E148Q mutasyonunu heterozigot olarak tasimaktadir ve R202Q gen degisimi
saptanamamistir. Cocuk U.T. M694V mutasyonunu, R202Q gen degisimini ve E148Q
mutasyonunu heterozigot olarak tasimaktadir. Baba M.T., onun erkek kardesi ve cocugu

U.T. FMF tedavisi gérmekte olup kolsisin kullanmaktadir (Sekil 4. 3.).
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1 nolu ailede S.C.‘nin M680I mutasyonunu ve R202Q gen degisimini heterozigot olarak
tastytp FMF hastaligi tasimaktadir. Bu haplotipin hastalik tizerinde etkisi olabilecegi
distiniilmiistir. R202Q degisimini heterozigot olarak tasiylp M680I mutasyonunu

heterozigot olarak tagiyan hastalar caligma kapsaminda incelenmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. 2. Ekzon R202Q (c.605G>A p.Arg202Gln) gen degisimini ve 10. Ekzon

M6801 mutasyonunu heterozigot olarak tasiyan FMF hastalarmin genotip

dagilimi
NO HASTA ADI 2. EKZON R202Q 10. EKZON M680I FMF TEDAVi
1 A.C. G/A 680/- Kolsisin kullanmaktadir.
2 B.A G/A 680/- Kolsisin kullanmaktadir.
3 S.E. G/A 680/- Kolsisin kullanmaktadir.
4 S.C. G/A 680/- Kolsisin kullanmaktadir.

A.C, B.A.,, S.E. ve S.C. adli hastalar M680I mutasyonunu ve R202Q gen degisimini

heterozigot olarak tagiyip FMF tedavisi olarak kolsisin kullanmaktadirlar.
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5. TARTISMA VE SONUC

Ailevi Akdeniz atesi (AAA) (Familial Mediterranean fever, FMF, MIM249100), ates ve
serdz zarlarin (periton, sinovyum veya plevra) inflamasyonu ile karakterize, otozomal
resesif kalitilan bir hastaliktir (Sohar vd 1967). 1lk olarak 1945°de Siegal tarafindan klinik
bir antite olarak tanimlanan hastalik, kalitsal periyodik hastaliklar arasinda en sik

rastlananidir.

FMF’ e neden olan genin (MEFV) 1997 de Fransiz FMF Konsorsiyumu ve Uluslar arasi
FMF Konsorsiyumu tarafindan yerinin belirlenmesi ve FMF’e neden olan mutasyonlarin
bildirilmeye baslanmasi {izerine hastaligin yaygin olarak goriildiigii 4 etnik grupta
(Tiirkler, Ermeniler, Araplar ve Yahudiler) mutasyon sikliklar1 ve saptanan mutasyonlarin
fenotiple iliskisi arastirilmaya baslanmistir. Touitou ve Ark. (2002) FMF’in prototipini
olusturdugu oto-immiin hastaliklar i¢in bir veri tabanmi (Infevers) olusturmuslardir.
(http://fmf.igh.cnrs.fi/infevers). MEFV geni ilizerinde bulunan yeni mutasyonlar ve
genotip-fenotip iliskisine dair arastirma sonuglar1 bu veri tabaninda toplanmaktadir. Ik
olarak yanlis anlamli {ic mutasyon, M694V, V726A ve M680I tanimlanmistir. Bu
mutasyonlar1 takiben 1998°de 2. ekzonda (E148Q, E167D ve T267I) (Bernot vd 1998,
Samuels vd 1998), 5. ekzonda (F479L) (Bernot vd 1998) ve 10. ekzonda (M6941, K695R,
A7448S, R761H, T6811, 1692del ve M694del) ( Consortium 1997, Bernot vd 1998, Booth
vd 1998, Samuels vd 1998) yeni mutasyonlar tanimlanmistir. Bu giine kadar Infevers’ de

tanimlanmis 186 FMF mutasyonu bildirilmistir.

Akar vd (2000)’de Tirk FMF hastalariyla yaptiklar1 ¢alismada, Askenazi olmayan
Yahudilerde yaygin goriilen M694V mutasyonunun, allelerin %43.5’inde, daha c¢ok
Ermenilerde goriilen M680I mutasyonunun allelerin %12’sinde, Askenazi, Irak ve Fas

Yahudilerinde yaygin goriilen V726 A mutasyonunun ise allellerin %11.1’inde goriildiigii

bildirilmistir (Akar vd 2000).

Yal¢inkaya ve arkadaslarmin yaptig1 calismada 167 hasta igerisinde, M694V mutasyonunu
%41, M6941 %17, M680I %16 ve V726A %14 olarak saptanmustir (Yal¢inkaya vd 2000).
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MEFV geninde yer alan R202Q gen degisimi ilk olarak Bernot vd (1998) tarafindan
tanimlanmistir. Saglikli kontrol kromozomlarinda %20, FMF’ 1i ailelerde mutasyon
tasimayan kromozomlarda %15 ve 10. ekzon haricinde mutasyon bulunan kromozomlarda
%16 olarak bildirilmis ve bundan yola c¢ikilarak R202Q’nun yaygin goriilen bir

polimortfizm olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Bernot vd 1998).

FMF veri tabaninda ise MEFV geni 2. ekzonda yer alan R202Q (c.605G>A) gen
degisiminin M694V mutasyonuyla birlikte kalitilan yaygin bir polimorfizm oldugu
belirtilmektedir (http://fmf.igh.cnrs.fr/ISSAID/infevers/search.php).

Ritis vd (2004)’ de R202Q homozigot degisimi 26 FMF hastasindan 4’{inde tespit edilmis
ve bu hastalarm, 2. ve 10. ekzonlarinda mutasyon tagimadigir goriilmiistiir. 60 saghkli
kontroliin 15 tanesinde R202Q heterozigot gen degisimi goriilmiistiir, R202Q homozigot
gen degisimi saptanamamistir. Bu iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlenmistir. R202Q gen degisiminin polimorfizmden ¢ok mutasyon olabilecegi ileri

stirtilmiistiir (Ritis vd 2004).

Giaglis ve arkadaglarmin yapmis oldugu calismada R202Q gen degisimi 304 FMF* li
hastanin 76’sinda tespit edilmistir. Saglikli kontrollerde ise 280 hastanin 40’inda tespit
edilmistir. R202Q gen degisimi 152 hasta bireyin 14’de tanimlanmistir. 14 FMF hastasinin
12 “si bagka bir mutasyon tasimamaktadir. 12 hastanin 8’ 1 FMF hastaliginin semptomlarini
tasimakta ve kolsisin tedavisi gormektedir. R202Q homozigotlugunun hastalikla iligkili
oldugu ifade edilmistir. Sonug¢ olarak R202Q gen degisimi yaygin olarak goriilmektedir ve
hastaliga sebep olmamaktadir. R202Q mutasyonunun saglikli bireylerde yaygin olmasimin,

bunun potansiyel doza bagh etkisinin oldugunu géstermistir (Giaglis vd 2007).

Miyoshi ve arkadaglar1 tarafindan da E148Q mutasyonu incelenmis, E148Q mutasyonunun
FMF hastalarinda kontrollere gore bulunma sikliginin yiiksek oldugunu ve homozigot
formunda hafif septomlar olusturdugu rapor edilmistir. Japon bayan bir hastada FMF
hastalig1 teshisi koyulmustur. Fakat bu hastada 10. Ekzon mutasyonu bulunmamaktadir.
E148Q/R202Q mutasyon heterozigotlugu bu calismada gosterilmistir. Bu c¢alisma

heterozigotlugun hastaliktan sorumlu olabilecegini diisiindiirmektedir (Miyoshi vd 2008).
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Laboratuvarimizda Oztiirk tarafindan FMF hastalariyla yapilmis olan ¢aligmada,. Amiloidli
2 olguda R202Q homozigot olarak saptanmistir. Buna ilaveten kontrol grubunda,
homozigot R202Q’nun beklenen degeri %3 olarak hesaplanmistir. Fakat kontrol grubunda
R202Q homozigotlugu bulunamamistir. FMF ve kontrol grubu, R202Q’nun heterozigot
formunu tasima yoniinden karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak hastalik acisindan
yaklagik 2 katlik bir risk getirdigi saptanmistir, kontrol grubunda da R202Q’nun sikliginin
yiiksek oldugu goriilmiis, bu da heterozigotluk durumunda etkisinin olmadigini
gostermistir. Buna ragmen, hastalikla iligkili bir mutasyonla beraberligi durumunda

hastalikla ilgili klinik belirtiler olustugu gdzlenmistir (Oztiirk vd 2008).

Yapmis oldugumuz calismada tek kromozomunda mutasyon tasiyan FMF ‘li hastalar ve
mutasyon tasimayan hastalar incelenmis ve 3 aile degerlendirilmistir. 1 nolu ailede
cocuklardan R.C.’nin M694V mutasyonunu ve R202Q degisimini heterozigot tasimasi
ayrica 3 nolu ailede M.T. nin M694V mutasyonunu heterozigot olarak tasimasi, R202Q
degisimini homozigot olarak tagimasi, M694V mutasyonuyla R202Q gen degisiminin
birlesik heterozigot durumunun hastalik yapict bir etkisi oldugunu gdstermektedir.
Cocuklardan S.C.’nin M680I mutasyonunu ve R202Q gen degisimini heterozigot tagimasi
ve kolsisin tedavisi gormesi M694V mutasyonuyla birlikte kalitim gostermeyen, birden

fazla haplotipin oldugu gdstermektedir.

Ayrica M680I mutasyonunu ve R202Q gen degisimini heterozigot olarak tasiyan 4
hastanin FMF semptomlarini tagimasi, kolsisin kullanmasi, R202Q gen degisiminin M680I
mutasyonu ile birlesik heterozigot durumunda hastalik yapici bir etkisi oldugunu

diistindiirmektedir.

FMF o6n tanisiyla gelmis, 10.ekzonunda mutasyon tagimayan ve R202Q degisimini
homozigot olarak tasiyan hastalar goriilmiistiir. Bu durum R202Q’nun en azindan bazi

FMF hastalarinda hastalikla iliskili olabilece§ini géstermektedir.

Sonug olarak R202Q gen degisimi, hastalikla iliskili bir mutasyonla beraberligi durumunda
bu hastalikla ilgili klinik belirtiler ortaya c¢ikarmaktadir. Bu da tani icin R202Q gen
degisiminin onemli oldugunu vurgulamaktadir Tiirk toplumunda R202Q degisiminin rutin

FMF analizlerine dahil edilmesi gerektigini gdstermektedir.
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