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OZET
YUKSEK LIiSANS TEZi
Tezin Adi: Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’ne bagvuran ailevi Akdeniz atesi
(FMF) hastalarinda MEFV gen mutasyon siklig1
Binnur KOKSAL
Cumbhuriyet Universitesi

Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali

Damsman: Yrd. Dog. Dr. Musa SARI

Ailevi Akdeniz atesi (FMF) en yaygin periyodik ates sendromudur ve kendiliginden
iyilesen ates ve serozitis ile karakterizedir. Otozomal resesif sekilde kalitilir, baslica Yahudiler,
Tiirkler, Araplar ve Ermeniler olmak tizere belirli etnik gruplart etkiler. FMF, pirin proteinini
kodlayan MEFV geni iizerindeki mutasyonlar sonucu meydana gelmektedir. Farkli hastalarda
farkli siddetlerde FMF bulgulart goriilebilecegi ortaya konmustur. Hasta bireylerde gozlenen
klinik tablolarin gesitli olmasi, hastaliga neden olan gen {izerindeki farkli mutasyonlarin etkisi ile
iligkilendirilmistir.

Bu arastirmada C.U. Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali'na FMF 6n tanisi ile
basvuran 200 hasta 12 MEFV gen mutasyonu acisindan strip test teknigi kullanilarak taranmstir.
Hastalarin 127’sinde (%63.5) tekli veya birlesik mutasyon saptanmistir. Mutant bireyler i¢indeki
homozigot orani %10.25, bir veya daha fazla mutasyon icin heterozigot bireylerin orani ise %
89.75 olarak bulunmustur. Taranan 200 bireydeki tasiyici sikligi ise %57 olarak hesaplanmistir.
Ayrica hastalardan elde edilen klinik veriler 1s1igimda M694V, M680I (G/C) ve E148Q
mutasyonlar1 ve birlesik mutasyonlarin klinik bulgularla iliskisi analiz edilmistir.

Calisma sonucunda M694V mutasyonu tiim mutasyonlarin %37’sini, E148Q %23’iinii ve
M680I (G/C) ise %18.5’ini olusturdugu saptanmistir. M694V mutasyonuna sahip hastalarda
amiloidoz (P= 0.000), karm agris1 (P=0.05) ve tekrarli atese (P= 0.001) anlamli olarak daha sik
rastlanmustir.

Bu aragtirmada farkli etnik gruplarda yapilan pek ¢ok genotip-fenotip uyumu
aragtirmalariin sonuglari ile paralel olarak ¢alisma grubunda en sik mutasyonun M694V oldugu
(%37) ve bu mutasyona sahip hastalarda hastaligin daha siddetli klinik bulgulara yol agtig1 ayrica
amiloidoza yatkinligin arttigi gosterilmistir. FMF tasiyici oraninin 1/5 olarak hesaplandigi ve
yakin akraba evliliklerinin ¢ok yaygin oldugu toplumumuzda sonraki nesillerin saglikli olabilmesi
icin genis toplum taramalar1 ile tasiyici ve hasta bireylerin saptanmasi, uygun danigmanlik
hizmetleri verilerek bir sonraki kusakta mutasyon frekansinin diisiiriilmesinin ¢ok biiyiik 6nem arz
ettigi sonucuna ulagilmigtir.

Anahtar kelimeler: ailevi Akdeniz Atesi, genotip-fenotip uyumu, amiloidozis, MEFV gen

mutasyonlari, pirin
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SUMMARY
MSc Thesis

Name of Thesis: MEFV gene mutation frequency in patients with familial Mediterranean
fever (FMF) who applied to Cumhuriyet University Medical Faculty Hospital
Binnur KOKSAL

Cumbhuriyet University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Asst. Prof. Musa SARI

Familial Mediterranean fever (FMF) is the most frequent hereditary inflammatory disease
and characterized by self-limited recurrent attacks of fever and serositis . It is transmitted in an
autosomal recessive pattern and affects certain ethnic groups mainly Jews, Turks, Arabs, and
Armenians. FMF is caused by mutations in MEFV gene, which encodes pyrin. A wide variation
in severity of FMF has been noted in different patients. This variable presentation of the disease
has been related to the influence of different mutations in the disesase-causing gene.

In this study, 200 patient who applied to C.U. Medicine Faculty Medical Genetics
Department with FMF pre-diagnosis were screened for 12 MEFV gene mutations using strip test
technique. In 127 patients, single or combined mutations were detected. Homozygot rate in
mutant patients were found as 10.25 % and heterozygot rate were found as 89.75%. The carrier
frequency in 200 patients were calculated as 57%. Furthermore, correlation in between M694V,
E148Q, M680I (G/C), combined mutations and phenotype were analysed based on clinical data
obtained from patients.

As a result M694V mutation 37% of total mutations, E148Q of 23 % and M680I (G/C) of
18,5% were included. In the patients who bearing M694V mutation amiloidosis (P= 0.00),
abdominal pain (P=0.05) and recurrent fever ( P=0.001) were significantly and frequently found.

This study was correlated with the other studies which were carried out on genotype-
phenotype correlations and results indicated that the most frequent mutations was M694V (37%)
and patients bearing this mutation had more severe clinical symptoms as well as tendency to
amiloidosis were increased. Although diagnosing of FMF disease depend upon clinical data, in
order to decrease this disease among public the genetic diagnosis and genetic consulting is
essential for FMF patients and carriers.

Key words: Familial Mediterranean Fever, genotype-phenotype correlation, amiloidosis,

MEFV gene mutations, pyrin
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1. GiRiS

Ailevi Akdeniz atesi (FMF) kalitsal periyodik ates sendromlarinin en yaygin olanidir
(Grateau 2004). Baslica Yahudi, Ermeni, Tiirk ve Araplar gibi Akdeniz kokenli topluluklarda
goriilmektedir. Yiiksek ates, serdz zarlarin agrili infeksiyonel olmayan yangi nébetleri ve zamanla
amiloidoz gelisimi ile karakterize otozomal resesif gegisli bir hastaliktir (Erdogan ve Oner, 2002;

Kosan, 2003; Kastner, 2005).

1.1. TARIHCE VE EPiDEMIiYOLOJi

Hastalik ilk kez 1908 yilinda Janeway ve Rosenthal tarafindan, 16 yasinda, tekrarlayan
ates, karin agrist ve l6kositozu olan Yahudi bir kizda “paroksimal bir hastalik” olarak bildirilmistir
(Janeway ve Rosenthal, 1908). Siegal (1945) kendisinde ve 10 Ashkenazi Yahudisi’nde ayni
tabloyu saptamis ve “Benign Paroksimal Peritonitis” olarak yaymnlamistir. 1948 yilinda Reiman
“Periyodik hastalik” tanimlamasini kullanmigtir. 1951 yilinda ilk kez Catton ve Mamou hastaligin
ailevi olduguna dikkati ¢ekmisler ve 1956 yilinda ayni yazarlar hastaligin otozomal resesif
kahtildigin1 goéstermislerdir (Oriin ve Yalginkaya, 2003). 1960’larda Sohar ve ark. hastalig
ayrintili olarak tanimlamis ve “ailevi Akdeniz atesi” (familial Mediterranean fever) ismini
onermislerdir (Sohar ve Ark., 1961). 1972 yilinda kolsisinin hastalik ataklarini ve amiloidozu
onledigi gosterilmistir (Goldfinger,1972). 1997 yilinda Uluslar Arast FMF Konsorsiyumu ve
Fransiz FMF Konsorsiyumu birbirlerinden bagimsiz olarak FMF geni MEFV’ nin (MEditerranean
FeVer) 16. kromozomun kisa kolunda oldugunu bildirmislerdir (The French FMF Consortium,
1997; The International FMF Consortium, 1997). MEFV geni ve tasidigr mutasyonlarinin ortaya
¢tkmasi lizerine FMF’in yaygin oldugu pek ¢ok iilkede MEFV gen mutasyonlarinin fenotipe etkisi
arastirllmistir. Hastalig1 meydana getiren molekiiler mekanizma halen tam anlamiyla ¢oziilebilmis
degildir.

Ailevi Akdeniz atesi genellikle Dogu Akdeniz kokenli insanlarda, 6zellikle de Askenazi
olmayan Yahudilerde, Ermenilerde, Araplarda ve Tiirklerde yaygin bir hastaliktir (Onen, 2006).
Bununla birlikte ispanya, Italya ve Yunanistan’da da bildirilmistir (Touitou, 2001). Askenazi
olmayan Yahudilerde hastaligin yayginligi 1/250 ve 1/500 arasindadir. Hastaligin Tiirklerdeki
yayginligi 1/ 1075 ve Orta Anadolu’da ki yayginligi ise 1/395 olarak bulunmustur (Onen, 2006).

Hastaligin tasiyict frekanst Tiirklerde 1/5 (Yilmaz ve Ark., 2001), Askenazi
Yahudilerinde 1/11 ve Ermenilerde ve Kuzey Afrika Yahudilerinde ise 1/7 olarak bildirilmistir
(Onen, 2006).



1.2. FMF’ DE KLINiK BULGULAR

Hastalik baslica karmn, gogiis ve eklemleri tutan agrili, atesli nobetlerle karakterizedir.
Nobet esnasinda hastalar soluk ve agir hasta goriiniimiindedirler. Akut ataklar arasinda hastalar
genellikle asemptomatiktirler ve rutin laboratuar testleri esas itibariyle normaldir. Etkilenen
bolgeye bakilmaksizin ataklarin genel 6zellikleri ¢ok benzerdir; semptomlarin hizla olugmasi kisa
stirmesi (6 saat-4 giin), yiiksek ates (>38° C ), dayanilmaz agri, kendiliginden iyilesme ve tam
diizelme olmasi karakteristiktir. Genel olarak ataklar1 baslatan spesifik bir sebep bulunmazken,
bazi hastalarda mensturasyon, duygusal stres, yogun fiziksel aktivite tetikleyici faktorlerdir

(Kosan, 2003).

Hastalik %90 hastada 20 yas, %80 hastada ise 10 yas altinda baglamaktadir. Ortalama
baslangi¢ yasi ise 4 -5 yastir. Bununla birlikte Nakhaei ve Ark. (2005) 4. ayindan itibaren karin

agrisi ve ates ataklari gegiren bir bebege FMF tanis1t koymus ve molekiiler olarak dogrulamiglardir.

1.2.1. Ates

Hastalarin ortalama %90’inda gorilir. FMF’de atak siiresince ates genellikle 38°C den
yiiksektir. Birkag saatten 4 giine kadar yiiksek kalabilir fakat genellikle 24 saatte diiser. Kolsisin
kullanan hastalarda nobetlerin ates boyutu yasanmayabilir (Erdogan ve Oner, 2002; Kosan, 2003).

1.2.2. Abdominal Bulgular

En sik rastlanan bulgudur ve hastalarin %95’inde goriiliir. Karm agris1 siddeti aym
hastada nobetten nobete degisebilecegi gibi, hastadan hastaya da degisir. Aseptik serozite bagh
olarak olusan karm agrist bazen karnin bir bdlgesinden kaynaklanabilsede tiim karna da
yayilabilir. Karin agrilar1 en sik akut batin tablosu ile karisabilir. Bu nedenle hastalarin %30-
40’1nda laparoskopi, appendektomi ya da kolesistektomi uygulanabilir. Karin agrist genellikle 24-
48 saat siirer nadiren 3 haftaya kadar uzayan olgular saptanmstir (Erdogan ve Oner 2002; Kosan

2003).

1.2.3. Eklem Bulgular1

Eklem ataklari, FMF’in 6nemli bir ozelligidir ve sik (%75) goriliir. Ataklar kiigiik
travmalar veya uzun siireli egzersizlerle tetiklenebilir. FMF’ de goriilen klasik eklem tutulumu
akut monoartrit seklinde olup genellikle alt ekstremitelerin biiyiik eklemleri ( ayak bilegi, diz,
kalga) tutulur. Ates eslik eder, birka¢c giin, en fazla bir ay siirer ve kendiliginden diizelir.
Hastalardan alinan sinovyal sivi 6rnegi bulanik, viskozitesi azalmig ve nétrofillece zengindir.

Gram boyama ve kiiltiir sonuglar1 negatiftir (Erdogan ve Onder, 2002; Kosan, 2003).



1.2.4. Torasik Bulgular

Ailevi Akdeniz atesinde ploreziye bagli olusan gogilis agrist sikligt %25-80 olarak
bildirilmektedir. Genellikle tek tarafli, solunumu giiglestiren, hastanin yiizeysel solumasina neden
olan bir gogiis agris1 meydana gelmektedir. Gogiis agrist ataklart gosteren hastalarin biiyiik bir
bolimiinde cekilen akciger grafisinde plevral efiizyon saptanir. Bazi hastalarda gogiis agrisi
ataklarina perikardit tablosu neden olabilir. Perikardit FMF’li hastalarin %5’inde rapor edilmistir

(Oriin ve Yalginkaya, 2003).

1.2.5. Cilt Bulgular1

FMF’in karakteristik cilt lezyonu erizipel benzeri eritem olup vakalarin %30-46’sinda
goriiliir. Genellikle diz ile ayak bilegi arasinda, ayak sirtinda keskin kenarli, sicak, hassas, sis,
kirmizi1 plaklar ile kendini gosterir. Unilateral veya simetrik olabilir. Cilt biyopsisinde dermiste

6dem, hiperemi, notrofil infiltrasyonu goriiliir (Erdogan ve Oner, 2002; Kosan, 2003).

1.2.6. Kas Bulgulan

FMF’de cesitli sebeplere bagli olarak adale tutulumu ortaya ¢ikabilir. Kisa veya uzamis
febril adale ataklari, egzersize bagli baldir agrisi, fibromiyaloji, kolsisin mitopatisi baslica
sebeplerdir. Ates bulunmaz ve hastanin subjektif sikayetlerini destekleyecek fiziksel veya
laboratuar bulgusu yoktur. Kas tutulumuna ait bulgular hastalarin % 30-40’1nda ortaya ¢ikabilir
(Erdogan ve Oner, 2002; Kosan, 2003).

1.2.7. Vaskiilit

FMF hastalarinda en sik goriilen vaskiilit tipleri poliarteritis nodosa (PAN), Henoch-
Schonlein purpura (HSP) ve Protrakted febril miyaljiadir (PFM). FMF hastalar1 icinde PAN siklig1
%1, HSP’nin siklig1 %5 dir ve vaskiilit sikligi FMF hastalarinda genel populasyondan fazladir
(Gurman ve Ark., 2006).

FMEF’de belirlenmis klasik bulgularin yani sira sik olmasa da taniya gotiirebilecek spesifik
bulgular goriilebilir. Bu bulgular skrotal inflamasyon, ndrolojik belirtiler ve splenomegali olarak

say1labilir (Oriin ve Yalginkaya, 2003).
1.3. FMF’ DE LABORATUAR BULGULARI
Ailevi Akdeniz atesinin klinik olarak hicbir spesifik biyolojik belirteci yoktur. Hastalar

serozal sivilarda normalinde bulunan ve hem interlokin-8 hem de kemotaktik komplement faktor

5-a inhibitoriinii inaktive eden spesifik bir proteazdan yoksundur. Fakat bu proteaz igin yapilan



testler yalniz aragtirma amacl kullanilir. Non spesifik bulgular febril ataklar boyunca serum
amiloid A, fibrinojen ve C-reaktif protein gibi akut faz reaktanlarinin artiglarmi kapsar (Joost ve
ark, 2001; Korkmaz ve ark., 2002). FMF hastalarinda ¢oziinmiis interlokin-2 reseptor ( sIL-2R)
diizeyi atak periyodunda, iki atak arasindaki periyoda gore daha yiiksektir. Ayrica iki atak arasi
periyotta interlokin-10 (IL-10 diizeyi) diiser. Azalmig IL-10 seviyesi iki atak arasi periyotta daimi
bir subklinik immiin aktivasyona yatkinlik meydana getirebilir ( Musabak ve Ark., 2004). Pro-
inflamasyon sitokinleri olan interlokin-17 (IL-17) ve interlokin-18 (IL-18) diizeyleri de FMF

ataklar1 esnasinda artmaktadir (Haznedaroglu ve ark., 2005). FMF hastalarinda interferon-
(IFN-7) diizeyi normal bireylere gore daha yiiksektir ayrica FMF ataklari boyunca anlamli
derecede artmaktadir (Koklu ve ark., 2005).

1.4. TANI

Ailevi Akdeniz atesinin tanisinda karakteristik klinik 6zellikler, aile dykiisii, kolgisine
cevap ve molekiiler tarama temel teskil eder. Atak sirasinda sedimantasyon, C-reaktif protein,
fibrinojen, heptaglobiilin, C3, C4 gibi akut faz reaktanlarinin artig1 da klinik tablo ile birlikte FMF
tanis1 koymaya yardimci unsurlardir (Onen, 2006).

FMF’in tanist i¢in degisik kriterler gelistirilmis olup en sik olarak Tell-Hashomer
kriterleri kullanilmaktadir.

Tell- Hashomer tan1 kriterleri major kriterler ve mindr kriterler olmak tizere iki kisimdan

olusmaktadir:

Tell-Hashomer major FMF kriterleri;
1- Peritonit, sinovit veya pleurit ile beraber tekrarlayan febril ataklar,
2- Predispoze hastalik olmadan amiloidoz tip AA,

3- Kolsisin tedavisine iyi cevap,

Tell-Hashomer minér FMF kriterleri;
1- Tekrarlayan ates ataklari,
2- Erizipel seklinde eritem,

3- Birinci derece akrabalarda FMF &ykiisii.

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 taniya gidilir (Erdogan ve Oner, 2002).



Hastalarin %5’inin kolsisine zayif cevap vermeleri FMF tanisini ekarte etmez ve bdylece
kolsisine cevap FMF tanisim1 destekleyen bir test olabilir. Bununla birlikte tek basina kolsisine
cevap da major bir kriter sayllamaz. Ciinkii gut veya Behcet hastalifi gibi hastaliklar da bu
tedaviden fayda goriirler. Bu nedenle Livneh ve Ark. kolsisinin mindr bir bulgu olarak yer aldig
ve Tell-Hashomer kriterlerine gére daha kapsamli bir tan1 kriteri seti olusturmuslardir (Livneh ve
Ark., 1997; Livneh ve Ark., 2000).

Livneh ve Ark.’nin onerdigi FMF tami kriterleri major kriterler, mindr kriteler ve

destekleyici kriterlerden meydana gelmektedir:

Livneh ve ark. 'nin major FMF kriterleri;

1- Yaygin peritonit,

2- Plorit (tek tarafll) veya perikardit,

3- Monoartrit (kalca, diz, ayak bilegi),

4- Yalniz ates ( Rektal 1sini olmamast),

5- Eksik (inkomplet) abdominal ataklar.

1, 2, 3 ve 4. kriterler tipik ataklardir. Tipik ataklar her seferinde ayni karakterdedirler,
atak siiresi 12-72 saattir ve ates 38°C’den yiiksektir. Eksik ataklar ise viicut isisinin 38°C’nin
altinda olmasi, atak siiresinin tipik atak siiresinden daha uzun veya daha kisa olmasi, abdominal
atak boyunca peritoneal bulgularin bulunmamasi, lokalize abdominal agrilarin bulunmasi ve
spesifik eklemlerden baska eklemleri tutan artrit 6zelliklerinden biri veya ikisi bakimindan tipik

ataklardan farkli ataklardir.

Livneh ve Ark. 'min minér FMF kriterleri;
1- inkomplet gogiis ataklari,

2- inkomplet artrit ataklari,

3- Egzesizle bacak agrisi,

4- Kolsisine iyi cevap.

Livneh ve Ark. 'min destekleyici FMF kriterler,
1- Ailede FMF Oykiisil,

2- Etnik koken,

3- Ataklarin 20 yasindan 6nce baglamasi,

4- Atagin ciddi yatak istirahati gerektirmesi,
5- Ataklarin kendiliginden gegmesi,

6- Ataklar aras1 semptom olmamasi,

7- Tekrarlayan proteiniiri ya da hematiiri,



8- Gereksiz laparotomi veya apendektomi hikayesi,

9- Akraba evliligi.

Livneh ve Ark.’nin 6ne siirdiigii tan1 kriterlerine gore kesin tani i¢in 1 major kriter, en az
2 mindr kriter, 1 mindr ve 5 destekleyici kriter veya 1 mindr ve destekleyici kriterlerden ilk dordi
seceneklerinden biri gerekmektedir.

FMF’ in genetik tanisinda tek zincir konformasyon polimorfizmi (SSCP), restriksiyon
fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP), revers-hibridizasyon esasina dayali testler (Strip testler)
veya dogrudan dizi analizi gibi yontemlerden herhangi biri kullanilabilir. Klinik tani kesinse,
genetik tani ne olursa olsun, tan1 degismemekte ve tedaviye devam edilmektedir. Genetik tani
ozellikle klinik taninin siipheli oldugu durumlarda onemlidir. Aile taramalarinda asemptomatik
bireylerde mutasyon saptanmasi diisiik penetrasyonlu bir mutasyona veya preklinik sathada olan
bir hastanin erken saptanmasina bagli olabilir. Bazi arastirmacilar klinik herhangi bir belirti
olmasa da kotli prognozu gosteren M694V mutasyonuna sahip hastalarin tedavi edilmesini

onerirler (Erdogan ve Oner, 2002).

Tablo1. FMF’de genetik teshise yaklasim (Erdogan ve Oner, 2002)

Klinik teshis sonucu Genetik teshis sonucu Final teshis Tedavi karari

Homozigot mutant,

Kesin FMF Heterozigot mutant, Kesin FMF Kolsisin
Mutant olmayan
Homozigot mutant Kesin FMF Kolsisin
Siipheli FMF Heterozi p ;
got mutant, . . Takip ve Terapatik
Mutant olmayan Stipheli FMF calisma

Preklinik Diisiik
reximix - veya PUSUE ) Klinik ve proteiniiri

FMF () Homozigot mutant penetrans wkibi
T
Heterozigot mutant, ayct Taki edavi
Mutant olmayan FMF (-) akip ve tedavi (-)

FMF tanis1 daha cok klinik belirtilere dayali olarak koyulsa bile tasiyicilik oranmin
yiiksekligi nedeniyle hasta yakimlarmin mutlaka FMF mutasyonlari agisindan taranmasi
gerekmektedir. FMF hasta ve tasiyicilarinin evlenecekleri kisilerin de FMF mutasyonlar agisindan
taranmasi 6nem tagimaktadir. Test sonuglarina gore genetik danisma alinmasi preimplantasyon

genetik tan1 ya da prenatal tan1 yoluyla bebek sahibi olunmasi 6nerilmektedir.



1.5. AYIRICI TANI

FMF’in ayirici tanist genis bir hastalik grubunu kapsamaktadir. Bunlar periyodik ates
sendromlar1 (PFAPA, TRAPS, HIDS) ve FMF’e benzer olan diger hastaliklardir.

PFAPA ( Periyodik ates- aftoz somatit- farenjit- adenopati sendromu) yiiksek atesin eslik
ettigi aftdz somatit, farenjit, servikal adenit, bag, abdomen ve eklem agrisi ile karakterize bir
hastaliktir. PFAPA ataklar1 4-5 giin siirer ve kendiliginden iyilesir. Atesin 40,5° C* ye ¢iktig1
ataklar 4-6 haftada bir tekrarlar. Muayenede kizarik farenks, biiylimiis tonsiller ve agizda iilser
goriilir (Padeh, 2005). Bu hastaligimn FMF’ den ayrimi karakteristik bulgularinin bogazda
tekrarlayici tarzda goriilmesi, kolsisine cevapsizlik ve prednizolona dramatik cevap vermesine
dayanir (Kosan, 2003).

TRAPS (tiimor nekrozis faktor reseptdr nedenli peryodik sendrom) otozomal dominant
kalitilan bir periyodik ates sendromudur. Ates, abdominal agri, hassas cilt lezyonlar1 ve miyalji ile
karakterizedir. irlanda ve Iskogya asillilarda yaygindir. Hastalik hafif tarzda seyreder fakat daha
sonra sekonder amiloidoz gelisimi gozlenir (Padeh, 2005). Tutulan kasta siddetli agr1, genellikle 1
haftadan uzun siiren ataklar, gezici erizipel seklinde eritem, konjonktivit ve periorbital eritem bu
hastaligit FMF’ den ayiran baslica 6zelliklerdir (Kosan, 2003).

HIDS’ lu (Hiper Ig D sendromu) hastalar hayatlarinin ilk bir senesinden itibaren tekrarl
ates ataklar1 gegirirler. Ataklar titreme ile baslar, viicut 1sis1 hizli bir sekilde artar ve atak 48 giin
siirer (Joost, 2001). Otozomal resesif olarak kalitilir. Kendiliginden iyilesme, abdomen ve eklem
bulgular1 ile FMF’ e benzer. Avrupalilarda yaygin olarak bulunmasi, yiiksek Ig D diizeyi ve
servikal lenf nodlarinin tutulmasi ile FMF’ den ayrilir (Vinceneux ve Pouchot, 2005).

Behget hastaligi artrit, karm agrist ve epididimit ile birlikte epizodik bir atesli hastalik
seyri gosterebilir. FMF’ den farkli olarak, Behget hastaliginda karakteristik tekrarlayan oral ve
genital ilserler, Giveit, piistiilloz, eritema nodozum bulunmasi, ataklarin daha uzun siirmesi, oligo-

artrit varlig1 ve belirsiz karin agrisidir ( Kosan, 2003).

1.6. GENETIK ACIDAN FMF

Pras ve Ark. (1992) pozisyonel klonlama c¢alismalariyla ailevi Akdeniz atesinden sorumlu
genin (MEFV) tiim etnik gruplarda 16. kromozomun p kolunda oldugunu bulmuslardir. 1997
yilinda Uluslararast FMF konsorsiyumu ve Fransiz FMF konsorsiyumu genin tam lokalizasyonunu
16p13.3 olarak bildirmislerdir (The French FMF Consortium, 1997; The International FMF
Consortium, 1997).



MEFYV geni baslica graniilositlerde, sitokin tarafindan aktive edilen monositlerde, serozal
ve sinovyal fibroblastlarda eksprese edilir (Centola ve Ark, 2000). MEFV iizerinde 140 mutasyon
tanimlanmistir. Bir anlamsiz (nonsense) mutasyon (Notarnicola ve Ark, 2001), {i¢ delesyon ve iki
insersiyon digsinda tiim mutasyonlar yanlis anlamli mutasyonlardir (Touitou ve Ark., 2004).

Mutasyonlarin ¢ogu 3' ucuna yakin (Ekzon 10) kiimelenmislerdir. Fransiz FMF konsorsiyumu

(1997) 10. ekzondaki 4 missense mutasyonun ( M694V, M680I, V726Ave M694l) hasta

grubunun %85’ini olusturdugunu bildirmislerdir.

BTl E Bl BTRIT =

)T

E1480 Mesol Me94V V726A
V694l
Me94l

Sekil 1. MEFV geni ve sik rastlanan MEFV mutasyonlar1 (Joost ve Ark, 2001)

MEFV geni expresyonu pro-inflamasyon ajanlari interferon- (IFN-7), tiimor nekrozis

faktor ve lipopolisakkaritler tarafindan uyarilirken, yangi 6nleyici sitokinler olan interlokin-4 (IL-

4) ve interlokin-10 (IL-10) tarafindan inhibe edilir. IFN-7 tarafindan uyarim hizli bir sekilde
gerceklesir. Interferon —x da MEFV genini uyarir. Graniilositlerde MEFV ekspresyonu IFN-7,

IFN-ot  ve kolsisin kombinasyonu tarafindan diizenlenir (Centola ve Ark., 2000; Maltzner ve

Ark., 2000).

Notarnicola ve Ark. (2002) MEFV mRNA diizeyinin FMF’li hastalarda normal bireylere
gore daha diisiik oldugunu ve ayrica FMF’ li hastalar iginde de M694V gibi siddetli klinik tabloya
neden olan mutasyonlarda daha dramatik bir sekilde azaldigimi gostermis ve FMF
fizyopatolojisinin MEFV mRNA ifadesinin oransal eksikligine bagli oldugunu ileri siirmiilerdir.

MEFV geni 781 amino asitlik ve 86 000 molekiiler kiitleli pirin (marenostrin) proteinini
kodlar (Joost ve ark., 2001). Pirin sitoplazmada aktin filamentleri ile birlikte lokalize olur.
Bununla birlikte pirinin alternatif kesim sonrasi olusan, ekzon 2’den yoksun bir izoformu
niikleusta lokalize olmaktadir. Protein {izerindeki hicbir mutasyon proteinin hiicre ici

lokalizasyonu etkilememektedir (Mansfield ve Ark., 2001; Cazeneuve ve Ark., 2003).



Pirin, TRIM (RBCC) protein ailesine dahildir. TRIM (Tripartite motif) familyast
proteinler bir RING alt birimi, B-kutusu (B-box) olarak adlandirilan bir veya iki ¢inko baglayici
alt birim ve bir yumaksi sarmal (coiled-coil) alt birim olmak iizere ii¢ alt birime sahiptirler
(Meroni ve Diez-Roux, 2005). RING alt birimi sisteince zengin, ¢inko baglayan bir alt birimdir.
RING proteinler onkogenezis, apoptozis, viral replikasyon ve hiicre dongiisiiniin kontrolii gibi pek
¢ok hiicresel olayda gorev alirlar. B-box alt birimi sistein ve histidince zengindir ve ¢inko igerir.
Yumaks: sarmal bodlgesi TRIM proteinlerinin homooligomerizasyonunu saglar. TRIM ailesi
proteinlerde yumaks1 sarmal bolgesi B30.2, NHL veya ARF (ADP ribozilasyon faktor) gibi bir C-

terminal dizisi tarafindan izlenir.

Tripartite motif
- - e — )
€ o "uy )
_— e — )

RIMNG Bl B2 Caoiled-cwil WYariable C-lerminal domain

Sekil 2. TRIM familyasi proteinlerin yapisinin sematik gosterimi (Meroni ve Diez-Roux, 2005)

Pirin (TRIM 20) TRIM ailesinin RING alt birimi icermeyen atipik bir iiyesidir. Bununla
birlikte B-kutusu, yumaksi sarmal ve B30.2 alt birimlerini igerir. B30.2 alt birimi ( PRYSPRY,
rfp) pirinin C-terminalinde yaklasik 200 amino asitlik bir alt birimdir ve protein-protein
etkilesimlerine aracilik eder. Pirinin N-terminalindeki yaklagik 90 amino asitlik bolgesi PYRIN,
PYD, PAAD veya DAPIN olarak adlandirilmaktadir ve FMF hastalarinda nadiren mutanttir ( Chae
ve Ark., 2006; Stehlik ve Reed, 2004). PYD alt birimi 6liim domeini (DDs), 6liim efektér domeini
(DEDs) ve CARDs i¢ermektedir. DD, DED ve CARD domeinleri apoptozis ve yangida gorev

alan, protein-protein etkilesiminden sorumlu alt birimlerdir (Fairbrother ve Ark., 2001).
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Sekil 3. Pirin proteininde alt birimlerin sematik gosterimi

1.7. PATOGENEZ

FMF’ de en belirgin 6zellik serozal bdlgelere 10kosit gocilidiir. Yabanil tip pirin, ¢esitli
tetikleyici faktorlerle serozal hasar olustugunda, yangiya neden olan inflamatuar aracilarin (IL-8,
Cox-2) salinimini, mikrotiibiil aktivasyonunu ve adezyon molekiil ekspresyonunu inhibe ederken,
yang1 Onleyici aracilarin (C5a inhibitor, lipokortin-1) salinimin arttirarak 16kosit gogiinii kontrol
eder ve yanginin subklinik kalmasini saglar (Erdogan ve Ark., 2002).

Yapilan ¢aligmalar FMF ataklar1 esnasinda 6zellikle C-reaktif protein (CRP) gibi akut faz
reaktanlarmin (Korkmaz ve Ark., 2002) ve pro-inflamasyon sitokinlerinin diizeylerinin arttig

gosterilmistir. Oriin ve Ark. (2002) FMF hastalarinda tiimér nekrozis faktor-o (TNF-«), IL-6, IL-
8 diizeylerinin arttigmi bildirmislerdir. Koklu ve Ark. (2005) interferon-y diizeyinin FMF

hastalarinda normal bireylerden fazla oldugunu ayrica ataklar esnasinda 6nemli diizeyde arttigini
gostermislerdir. FMF hastalarinda nétrofil fonksiyonlarmi diizenleyen 6n yangi sitokinlerinden
interlokin-17 (IL-17), interlokin-18 (IL-18) (Haznedaroglu ve Ark., 2005) ve interlokin-12 (IL-12)
diizeyleri artarken, yangi Onleyici bir sitokin olan interlokin-10 diizeyi azalmaktadir (Erken ve
Ark., 2006). Fakat tiim bu degisiklikler FMF patolojisindeki esas bozukluklar olmaktan ¢ok ikincil
degisikliklerdir.

Bugiin FMF patogenezi ile ilgili bilinen molekiiler mekanizma yabanil-tip pirinin 6n
yang sitokinlerinin olgunlasmasini baskiladigi yoniindedir. Chae ve Ark. (2003) pirin” mutant
farelerde yaptiklar1 ¢aligmalarda yabanil-tip pirinin kaspaz-1’in proteolitik aktivasyonunu inhibe

ederek IL-1(3 pargalanmasini regiile ettigini ileri siirmiigtiir. Chae ve Ark.’in ileri siirdiigi

metabolik yolda pirin ASC proteinine baglanmak i¢in kaspaz—1 ile yarisir.

ASC (Apoptosis-associated speck like protein containing a CARD domain) kaspaz aktive
edici bir molekiildiir. N- terminal PYD ve C-terminal CARD domeini igerir. (Srinivasula ve Ark.,
2002; Stehlik ve Ark., 2003). ASC inflamazom olarak adlandirilan kompleksi bir araya getirir. Bu

makromolekiiler kompleks 6n yangi sitokinlerinin varhginda pro-kaspaz-1’i (ICE, IL-1(
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converting enzyme) aktive eder. Kaspaz—1 IL-1 nin 31kDa’luk kismini kirarak yangi ve ates

aracist olan 17kDa’luk aktif forma doniistiiriir.
Pirin bu metabolik yolda yang1 onleyici sitokinlerin uyarimi ile ASC’ ye baglanir ve pro-

kaspaz—1’in aktif hale gegmesini ve IL-1{3 salimmini engeller. Mutant pirin ASC’ ye

baglanamayacagindan inflamasyonu engelleyemez (Chae ve Ark,2003).

Chae ve Ark. tarafindan 2006 yilinda yapilan baska bir ¢alismada ise pirinin B30.2 alt
birimiyle kaspaz-1’e dogrudan baglanarak inaktivasyon sagladigi gosterilmistir. Ayrica hem bu
calismada hem de Goulielmos ve Ark. (2006) tarafindan yapilan ¢alismada B30.2 alt biriminin ii¢
boyutlu yapist belirlenmis ve ciddi hastalik fenotipiyle sonuclanan mutasyonlarin (M680I ve
M694V) bu alt birimin kaspaz—1 ile birlesme bolgesinde bulundugu gosterilmis ve bdylece

genotip-fenotip korelasyonuna molekiiler bir boyut kazandirilmustir.

kaspaz | Pisinin B30.2

Sekil 4.Pirin ve kaspazin etkilesim modeli. M694V ve M680I baglanma yiizeylerinde
bulunmaktadirlar (Chae ve Ark., 2006)
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Sekil 5. ASC aracilikli kaspaz-1 oligomerizasyonunda pirinin rolii. Sol taraf: 6n yangi sitokinleri ve
LPS ASC’yi uyarir, ASC CARD etkilesimleri tarafindan pro-kaspaz-1’e baglanarak oligomerizasyonunu ve
otakatalizi baslatir. Aktif P10/p20 alt tiniteleri Pro-IL-1(3” y1 olgun IL-1(3” ya gevirerek ates ve inflamasyonu
baglatir. Sag taraf: yangi onleyici sitokinler pirini indiikler, pirin homotipik pirin alt tniteleri etkilesimi ile
ASC’ ye baglanir ve kapaz-1 ile olan etkilesimleri bloke olur (Chae ve Ark., 2003)

1.8. AMILOIDOZIS

FMF’in en ciddi ve dliimciil komplikasyonu nefropatik AA tip amiloidozistir ve tedavi
edilmeyen hastalarmm ¢ogu  (%90) 40 yasina kadar amiloidoz gelistirir (Fietta, 2004). AA tip
amiloidozda AA protein olarak adlandirilan amiloid protein akut faz proteinlerinin bir grubu olan
serum amiloid A (SAA) proteininden tiirevlenmektedir (Pirson, 2003). Hasar gormiis dokularda
SAA diizeyi ¢ok fazla arttig1 i¢in (100-1000 kat) SAA’nin goérevinin tamir mekanizmasi ile ilgili
olabilecegi ileri siiriilmiistiir. AA proteini SAA proteinin C-terminalinden 27 amino asitin
proteolitik olarak uzaklastirilmasiyla olusur.

Birbirine sikica bagh iic SAA geni (SAAl, SAA2, SAA4) kromozom 11 iizerinde
yerlesiktir. Hepatosit, monosit ve fibroblastlarda ifade edilir . Dordiincii lokus SAA3 Yalanci
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gendir (Grateau ve Ark., 2005). Dokularda depolanan AA-fibrilleri daha ¢ok SAA1’den koken
almaktadir (Kutlay ve Ark., 2006).

FMF’in nefropatik amiloidozunun son doénem bobrek yetmezliginden once periklinik
(gizli evre), proteiniirik, nefrotik ve tiremik olmak iizere 4 evresi mevcuttur (Vinceneux ve
Pouchot, 2005). FMF’de amiloidoz iki farkli klinik tablo seklinde ortaya ¢ikar: fenotip I ve fenotip
II. Fenotip I’ de amiloidoz ilkin FMF belirtilerini takiben ortaya c¢ikar. Fenotip Il ise FMF
belirtilerinden 6nce baslayan sira dist bir amiloidozdur. Fenotip II amiloidozlu hastalar ve birinci
derece akrabalarinin FMF mutasyonlar1 agisindan taranmalari onerilmektedir (Livneh, 2006;
Gingold-Belfer ve Ark., 2006).

FMF amiloidozunda bobrek disinda adrenal (adrenal yetmezlik), mide-barsak (emilim
bozuklugu, ishal), dalak (splenomegali), karaciger (hepatomegali, KCFT’de bozulma), tiroit
(guatr, hipotiroidi), nadiren kalp (restriktif kardiyomiyopati, konjestif kalp yetmezligi), akciger ve
testislerde amiloid birikimi meydana gelebilmektedir (Erdogan ve Ark., 2002).

Amiloid gelisme riski tedavi edilmeyen Kuzey Afrika Yahudileri’'nde %90, Tiirkler’de
%60 olarak bildirilmistir. Ayrica Ermenistan’da yasayan Ermeniler’de amiloid gelisme riski
Amerika’da yasayan Ermeniler’den daha fazla saptanmistir (Erdogan ve Ark., 2002). Bu durum
FMF hastalarinda amiloidoz gelisiminin genetik faktorler, ¢evresel faktdrler ve etnik kokenin
birlikte katki yaptigini ortaya koymaktadir. Cogu genotip-fenotip iligkisi ¢alismasi homozigot
M694V mutasyonunun amiloidoz gelisim riskini arttirdigini ortaya koymustur (Livneh ve Ark.,
1999; Minouni ve Ark., 2000; Gershoni-Baruch ve Ark., 2003;).

Amiloidozda kesin tani, tutulan organ ya da dokudan biyopsi ile konulabilir. Tan1, bobrek
ve karaciger biyopsisi ile %80-100, submukozay1 igeren rektal biyopsi ile %70-80, kemik iligi
biyopsisi ile %060, abdominal yag biyopsisi ile %40, gingiva biyopsisi ile %19 oraninda
koyulabilir. Amiloidoz tip AA igin Kongo kirmizisi ile boyanip polarize 151k altinda
incelendiginde elma yesili ¢ift kiricilik goriilmesi spesifiktir (Erdogan ve Ark., 2002).

1.9. TEDAVI

Mikrotiibiil olusumunu engelleyen, anti-mitotik aktiviteye sahip bir alkaloit olan kolsisin
hem akut FMF ataklarini hem de amiloidozu 6nlemede basariyla kullanilan tek ilagtir (Rigante ve
Ark., 2006).

FMF hastalarinin tedavisi i¢in kolgisin kullanimi ilk kez 1972 yilinda Goldfinger
tarafindan ortaya atilnustir. Ayni tarihte Ozkan ve Ark. da FMF’in tedavisinde yeni bir yaklagim
olarak kolsisin tedavisini bildirmislerdir (Erdogan ve Ark., 2002). 1986’da Zemer ve Ark.

kolsisinin amiloidoza kars1 da etkili oldugunu gostermislerdir.
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Kolsisin, hastalarin cevabma gore, giinde 1-2mg olarak kullanilir. Renal amiloidoz
gelisen hastalarda kolsisin 2mg/giin olarak kullanilmalidir. Diizenli kolsisin tedavisine ragmen
ataklar devam ediyorsa kolsisin dozu giinliik 2,5-3,0mg’a ¢ikarilmali ve hasta takip edilmelidir.
Cocuklarda kolsisin dozu viicut agirligina veya viicut yiizey alanina gore ayarlanir. 1-2 yasindaki
¢ocuklarda minimal doz giinliik 0,25mg’dir. 67 yasindaki ¢ocuklar 1mg/giin’liik tam dozla tedavi
edilebilirler (Onen, 2006).

Kolsisin noétral ve yagda ¢oziinen bir alkaloiddir. Alblimine diisiik, nétrofillerdeki P-
glukoprotein dig pompasinin yoklugu nedeniyle mikrotiibiillere yiiksek afinite ile baglanir
(Erdogan ve Ark., 2002). Kolsisin farmakokinetiginde ii¢ protein anahtar rol oynar: kolsisin
reseptorii olan tiibiilin (ilacin plazma eliminasyon yari-Omriinii belirler), intestinal ve hepatik
CYP3A4 (kolsisinin biyotransformasyonunda anahtar rol oynar) ve bir hiicre effluks pompasi olan
P-glikoprotein (kolsisinin dokulara dagilmasini ve bobrekler yoluyla viicuttan atilmasini diizenler).
Kolsisin baslica ileumdan emilir, maksimum plazma konsantrasyonuna oral alimdan 0,5-2 saat
sonra ulagir, karaciger tarafindan doniistiiriilir ve 20—40 saatlik bir eleminasyon yari-dmriine
sahiptir (Niel ve Scherrmann, 2006).

Kolsisin yiiksek konsantrasyonda bulundugu nétrofil mikrotiibiillerini tespit ederek yeni
mikrotiibiillere polimerizasyonu, hiicre i¢i tasinimi, mitozu, yangt aract salinimini ve kemotaksisi
Onler. Ayrica membran iizerindeki adezyon molekiillerinin (endotel hiicrelerinde E-selektin,
notrofillerde L-selektin) ifadesini azaltarak notrofillerin hedef serozal dokulara baglanmasini
engeller (Erdogan ve Ark., 2002; Rigante ve Ark., 20006).

Notrofillerde yiiksek ve indiiklenemeyen MEFV ekspresyonunun aksine peritoneal
fibroblastlarda MEFV ekspresyonu diisiiktiir ve C5a inhibitdr aktivitesinin indiiksiyonuyla paralel
sekilde kolsisin ve sitokinlerce indiiklenebilir. FMF’ de sikinti olusturan serozal dokular kolsisinle
indiiklenerek MEFV ekspresyonu arttirilabilir (Abedat ve Ark., 2002).

Kolsisinin az sayida yan etkisi vardir; bunlar arasinda gastrointestinal sisteme ait olanlar
on plana c¢ikmaktadir. Diare, pansitopeni, miyopati ve daha az siklikta da dokiintii goriilebilir.
Diare doz azaltilmasiyla kisa siirede diizelir. Laktoz intoleransi normal populasyona gore 3 kat
daha sik gozlenmektedir; laktozsuz diyet ve simetikon ile diizelir. Diger yan etkiler olan
azospermi, hafif gecici 16kopeni, DIL, dokiintii alopesi, anjioddem, miyopati ve periferik ndropati
son derece nadirdir. 231 tamamlanmig gebeligi kapsayan bir ¢alismada hamileliginden dnce ve
hamileligi sirasinda kolsisin tedavisi almig annelerin bebeklerinde fetal anomali sikliginda artig
olmadig1 saptanmistir (Rabinovitch ve Ark., 1992). Hayvanlarda yapilan ¢aligmalar sonrasinda
kolsisinin bilingsel fonksiyonlart igeren sinir sistemi iizerine olumsuz etkileri olabilecegi ileri
stirlilmiistiir. Leibovitz ve Ark. (2006) 25 y1l boyunca kolsisin kullanmis ortalama 75 yaginda 55
hastayla yapmis olduklar1 ¢alismalar kolsisinin bilingsel bozukluklara yol agmayacagini aksine

uzun siireli kolsisin kullaniminin biling azalmasina karsi koruyucu olabilecegini gostermistir.
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Kolsisin FMF hastalarinin %5-10"unda ataklar1 kontrol altina alamamaktadir. Seyahi ve
Ark. (2006) kolsisin tedavisine yanit vermeyen 4 hastaya giinliik 100mg talidomid ve 25mg
etanercept tedavisi uygulamis ve abdominal ataklarin azaldigini gostermislerdir. Fakat talidomidin
teratojenite ve periferal néropati gibi toksik etkileri kullanimini sinirlamaktadir. Sayarlioglu ve
Ark. (2006) kolsisin tedavisine direngli 3 FMF hastasina giinliik olarak 100mg azatiyopirin
tedavisi uygulamis ve FMF ataklarinda tam iyilesme gozlemlemislerdir. Calguneri ve Ark. (2004)
kolsisin tedavisine ek olarak IFN-« tedavisinin kolsisine direngli hastalarda iyilesmeye yardimci
olabilecegini bildirmislerdir.

Amiloidoza bagli son dénem renal yetmezliklerde (ESRD) bobrek nakli iyi bir tedavi
sekli  olabilmektedir. ~Transplantasyonun uzun donemli sonuglar1 genel transplant
populasyonundakilere benzer olmaktadir ve kolsisin tedavisi almayan hastalarda amiloidoz tekrar

olusabilmektedir (Onen, 2006).
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2. MATERYAL VE METOD

Calisma, 2006 yilinda Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesine FMF 6n
tanistyla sevk edilmis 200 hasta ile gerceklestirildi. Her hasta strip test teknigi kullanilarak 12
MEFV gen mutasyonu agisindan tarandi ve FMF’e iligkin klinik bulgular1 kaydedildi. Mutasyon
analizi sonuglar1 ve klinik parametreler istatistiksel olarak degerlendirildi.

Kullanilan Cihaz ve Kimyasallar

1) Hibridizasyon cihazi (Profiblot T48, Tecan)

2) Thermal Cycler (Applied Biosystems, 2720)

3) Kuru 1s1 blogu (CHB-202, Bioer)

4) Santrifiij (Micro 120, Hettich)

5) 1000’lik, 200’ Lik ve 10’luk mikropipetler (Eppendorf ve Gilson)

6) DNA izolasyon kiti (Invitek,, Invisorb Spin Blood Kit)

7) FMF Strip Assay PCR ve hibridizasyon kiti (Vienna Lab)

8) Elektroforez (Biorad , Midi)

9) Giigkaynag1 (Biorad)

10) Tag DNA polimeraz (Fermentas)

11) Ethidium Bromide (EtBr)

12) TAE (Tris-asetik asit-EDTA) tamponu (Applichem)

13) Agaroz (Nu micropor, Prona)

14) Otoklav indikatorii

15) Tiip (K3- EDTA, Vacuette)

16) Eppendorf tiip (1.5, 2 ve 0.2 ml, Sarstedt)

17) Mikropipet uglar1 (beyaz, sar1 ve mavi, Biosphere Filter Tips)

18) Etil alkol (Merck)

19) Yiikleme boyasi (Fermentas)

2.1. Hasta Grubu

Arastirmaya C.U. Tip Fakiiltesi Genetik Anabilim Dali’na FMF 6n tanisi ile bagvuran 85
erkek ve 115 kadin olmak {izere toplam 200 hasta dahil edildi. Her hasta igin tibbi Genetik
Anabilim Dali’nda alinan anamnez raporlarina ek olarak, yas, cinsiyet, karn agrisi, eklem agrisi,
amiloidoz gelisimi, kolsisine cevap, ailede FMF oykiisii, erizipel benzeri eritem, anne-baba
akrabaligi, atak sikligi, atak siiresi ve appendektomi kriterlerini iceren FMF hasta bilgi formu
dolduruldu (tablo 5.). Anamnez sonrasi her hastadan EDTA’ I1 tiip ortamina 2 ml periferik kan

alinds, etiketlendi ve -20°Cde muhafaza edildi.
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2.2. DNA izolasyonu
Biitiin hastalardan genomik DNA izolasyonu periferik kan dokusundan yapildi. Bunun

i¢in Invitek Invisorb Spin Blood DNA izolasyon Kiti kullanildi. Yaklasik 20071 periferik kan
dokusunun kullanildig: teknik sonrasinda 30-50 ng /1 ultrapiir genomik DNA izole edilmektedir

(As60:Asg0 oramt 1,7- 2 arasi). Izolasyon igin kullanilan 50 hastalik kit icerigi asagidaki gibidir;
1) Proteinaz K, Iml(10pg/ul)
2) Liziz tamponu (Lysis Buffer A), 15ml
3) Baglama tamponu (Binding Buffer B6), 30ml
4) Eliisyon tamponu (Eluotion Buffer D), 15ml
5) Yikama Tamponu I, 30ml (Kullanilmadan 6nce 30ml %100’lik etil alkol eklenir)
6) Yikama Tamponu II,18ml (Kullanilmadan 6nce 42ml %100’liik etil alkol eklenir)
7) 2.0ml’lik toplama tiipleri, 100 adet
8) 1.5ml’lik toplama tiipleri, 50 adet
9) Filtreler, 50 adet

2.2.1. Kan Dokusundan DNA izolasyonu Protokolii

Calismadan once ornek sayisina yetecek kadar eliisyon tamponu (eluotion buffer D)
56°C’ye 1sitildi.

Kodlamasi1 yapildiktan sonra 1,5’luk ependorf tiipe 200,11 EDTA’Il kan, 2001 liziz

tamponu (lysis buffer A) ve 20/.1 proteinaz K konuldu. Kapag: kapatilarak tiip 10 sn vortekslendi
ve 56°C’de 10dk inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasi tiip ortamina 400//1 baglama tamponu (binding buffer B6) tiipe
eklendi, 3-4 kez pipetaj yapildiktan sonra lizatin tamamu filtreli toplama tiipiine aktarildi. Filtre
toplama tiipli daha sonra 3dk oda sicakliginda inkiibe edildi ve 12 000rpm’de 2dk santrifiij edildi.

Filtre yeni bir toplama tiipline aktarildi, tizerine 500,41 yikama tamponu 1 (wash buffer I)
eklendi ve 12000rpm’de 1dk santrifiij edildi. Toplama tiipii tekrar degistirildi, filtre iizerine 8001
yikama tamponu 2 (wash buffer II) eklenerek ve 12 000rpm’de 1dk santrifiij edildi. Filtre {i¢lincii
kez olarak 2ml’lik yeni bir toplama tiipiine aktarildi, 14 000rpm’de 5 dk santrifiij edilerek
yikama tamponlarindan gelen alkolden armndirildi. Alkolden tamamen armdirmak igin filtre
dordiincii ve son kez yeni 1,5’luk tiipe yerlestirildi ve 3 dk kapagi agik bigimde oda sicakliginda
bekletildi.

Daha sonra filtre membranmin tam ortasina 200, eliisyon tamponu (eluotion buffer-D)
eklendi, 5dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Filtreli tiip 10.000rpm’de 1 dk santrifiij edildi,

filtredeki DNA ¢ozeltisi toplama tiipiine aktarildi, etiketlendi ve -20°C’de ¢alisilmak {izere

muhafaza edildi.
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2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

MEFV geninin ilgili bolgelerinin (Tablo 2.) ¢oklu (multipleks) amplifikasyonu icin
Vienna Lab FMF PCR amplifikasyon kiti kullanildi. Kit, bir amplifikasyon karisimi (12 gen
bolgesine ait biyotin isaretli primerler, ve diger amplifikasyon igin gerekli bilesenleri icerir) ve

Taq DNA polimeraz tamponundan olugsmaktadir.

PCR anakarisim, her hasta i¢in etiketlenmis 0.2 ml eppendorf tiip ortami;

Amplifikasyon karigimi 21501

Taq DNA polimeraz seyreltici tapon: 4,6/:1

Taq DNA polimeraz 10,401
Kalip DNA 25l
Toplam hacim : 25 1] seklinde hazirland:.

Multipleks PCR kosullar1 asagidaki gibi ayarlandi:

95°C’de.......c.coenil. 2dk (ilk denaturasyon)
95°C’de.......c.cennil 15sn (denaturasyon)
56°C’de......cccvnennn. 30sn (baglanma)
72°C’de.....cooeninnnl. 30sn (uzama)
72°C’de.....cooeninnnnn, 3dk (son uzama)

35 dongiiden sonra elde edilen PCR iiriinleri strip test tekniginde degerlendirilmek iizere

+4°C’de sakland:.

2.4. Agaroz Jel Elektroforezi
Hibridizasyon isleminden once elde edilen PCR {iriinleri (4 pl) %1’lik agaroz jel
elektroforezinde basarili amplifikasonlar agisindan degerlendirildi. Basarili amplifikasyon elde

edilen PCR iiriinlerinden 10pl iiriin revers hibridizasyon analiz i¢in kullanilda.

2.5. Revers-Hibridizasyon

Southern Blot analiz icin Revers-hibridizasyon ProfiBlot T48 (Tecan) hibridizasyon
cihazi kullanildi. Revers-hibridizasyon, biyotin isaretli primerlerle ¢oklu (multiplex) polimeraz
zincir reaksiyonu sonrasinda olusan {iriinlerin nitroselluloz membranlar (stripler) tizerindeki kendi
komplementer zincirlerine baglanmasi ve bir konjugat-substrat reaksiyonu olusturmasi esasina

dayanan bir tekniktir.
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2.5.1. Revers Hibridizasyon basamaklar1 ve kullanilan soliisyonlar

Strip test tekniginide Revers Hibridizasyon 3 temel basamaktan ibarettir;

1) Srip iizerindeki problar ve PCR iiriinlerinin baglanmasi-hibridizasyon

Cihazin 6rnek yiikleme bolgesine (trey) yiiklenen 10ul PCR iiriinii kitle birlikte saglanan
10ul DNAT (NaOH igerikli bir denatiirasyon soliisyonu) soliisyonu kullanilarak denatiire edildi.
Treye strip yerlestirildi. Denatiire PCR {iriinii ve strip, cihazin sallanan platformunda, 45°C de
sicaklikta (yaklasik) 1ml hibridizasyon tamponu ile 20 dk inkiibe edilerek strip PCR iirlinii
hibridizasyonu saglandi. Hibridizasyon soliisyonu aspire edilerek ortamdan uzaklastirildi.

2) Yikama

Hibridizasyon sonrasinda ortamda bulunmasi istenmeyen PCR {iriinleri ve non-spesifik
baglanma yapan oligoniikleotidler kuvvetli bir yikayici olan yikama soliisyonu A (1ml) ile
45°C’de 15 dakikalik ii¢ yikama periyodu ile ortamdan uzaklastirildi.

3) Renk olusumu

Stripler oda sicakliginda 1ml konjugat soliisyonu ile 15 dk inkiibe edilerek konjugat
soliisyonu i¢inde bulunan streptavidin-alkalan fosfataz, biyotin isaretli hibrit DNA fragmentlerine
baglanmasi saglandi.

Konjuat soliisyonunun artiklari daha yumusak bir yikama soliisyonu olan yikama
soliisyonu B ile 10, 5 ve 5 dakikalik iiger periyotta temizlendi.

Strip {izerindeki hibridize olmus bantlarin goriiliir hale gelebilmesi i¢in ortama 1ml
alkalan fosfatazin subtrati olan nitro blue tetrazolium (NBT) ve 5-bromo-4-kloro-3-indolil
fosfatdan (BCIP) olusan renk gelistiricisi (color developer) eklendi, oda sicakliginda 15 dk
inkiibasyona tabi tutuldu. Strip son olarak distile su ile yikandi, k&git havlu ile kurutulduktan sonra

degerlendirme tablosuna (Collector) 6zenle yerlestirildi.

2.5. 2. Striplerin Degerlendirilmesi

Her stripin st tarafinda kirmiz1 ve alt tarafinda yesil bir belirte¢ bulunmaktadir. Bunun
disinda hibridizasyon sonrast striplerin degerlendirmeye alinabilmesi i¢in kontrol bantinin olusmus
olmasi gerekmektedir. Kontrol bantlar1 olusmamis stripler degerlendirilmeye alinmazlar.

Yabanil tip gen bolgelerine ait 8 prob stripin alt kisminda, mutant gen bolgelerine ait 12
adet prob ise stripin ist kisiminda sinyal verecek sekilde dizayn edilmislerdir (Sekil 6.).
Hibridizasyon sonrasi tim yabanil tip bantlart mevcut oldugu ve mutant gen bdlgelerine ait
bantlarin bulunmadigi bir strip profili hastanin mutasyona sahip olmadigini gosterir (Sekil 7.).
Mutant gen bolgelerine ait bantlardan birinden sinyal alintyorsa sinyal alinan mutasyonun yabanil

tip kodonuna bakilarak saptanan mutasyonun homozigot ya da heterozigot olma durumuna karar
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verilir. Mutasyonun yabanil tip gen bdlgesini gdsteren bantin mevcut olmasi durumunda mutasyon

heterozigot, mevcut olmamasi durumunda ise homozigot olarak degerlendirilir.

2.6. Istatiksel Analiz
Aragtirmadan elde edilen veriler Epi Info 6.04 paket programinda degerlendirildi.
M694V, M6801 (G/C) ve E148Q mutasyonlar i¢in genotip fenotip iliskisinin ortaya koyulmasi

icin Ki-kare( \?) ve Fisher’in Exact testi kullanildu.

Tablo 2. Hasta grubunda taranan MEFV gen mutasyonlari, mutasyonlarin bulunabilecekleri
ekzonik birimler, gen iizerindeki siralari ve strip testler icin dizi 6zgiilliikleri

Mutasyon tipi Ekzon Niikleotid Dizi spesifitesi
CAG CCC CAG GCC GGG (mutant)
E148Q 2 442 CAG CCC GAG GCC GGG (yabanil tip)
CTA AGC TCC CAG CCC _ (mutant)
P369S 3 1105 CTA AGC CCC CAG CCC  (yabanil tip)
GAG CAT TTG TTT GTG (mutant)
F479L 5 1413 GAG CAT TTC TTTGTG  (yabanl tip)
GGG AAC ATC ACT CTG (mutant)
M680I (G/C) 10 2040 GGG AAC ATG ACTCTG (yabanil tip)
GGG AAC ATA ACTCTG (mutant)
M6801 (G/A) 10 2040 GGG AAC ATG ACTCTG  (yabanil tip)

GGG AAC ATA ACTCTG (mutant)
1692del 10 2076-2078 | GGG AAC ATG ACT CTG  (yabanil tip)

ATA ATG GTG AAG GAA (mutant)
M694V 10 2080 AAA ATG ATG AAG GAA  (yabanil tip)

ATA ATG ATA AAG GAA (mutant)
M6941 10 2082 AAA ATG ATG AAG GAA (yabanil tip)

ATG ATG AGG GAA AAT (mutant)
K695R 10 2084 ATG ATG AAG GAA AAT (yabanl tip)

TAC AGA GCT GGA AGC (mutant)
V726A 10 2177 TAC AGA GIT GGA AGC (yabanil tip)

ACA TTC TCC AGC TGC (mutant)
AT44S 10 2276 ACA TTC GCC AGCTGC  (yabanil tip)

GGG ACA CAT GAT GGA  (mutant)
R761H 10 2283 GGG ACA CGT GAT GGA  (yabanil tip)
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- Kirmuz: Belirteg (iist)

Kontrol

mutant  E1480Q
mutant  P369S
mutant  F479L
mutant  M680I (G/C)
mutant ~ M68OI (G/A)
mutant  1692del
mutant  M694V
mutant  M694]1
mutant  K695R
mutant ~ V726A
mutant  A7448
mutant  R761H

G0 =] Sn oLh ds L D e

it

MUTANT

—_——
[

13 yabaml tip kodon 148
14 yabaml tip kodon 369
15 yabaml tip kodon 479
yabamil tip  kodon 680
yabaml tip kodon 692-695
1§ — s vyabamil tip kodon 726
19 yabaml tip kodon 744
20 yabamil tip  kodon 761

YABANIL TIP

JE——  Yesil Belirteg (alt)

Sekil 6. Arastirmada kullanilan stripin genel goriiniisii, mutasyon ve yabanil tip gen bolgelerinin
strip tizerindeki yerlesimleri
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Sekil 7. Calismada ¢ikan her mutasyon tipine ait strip Ornekleri a) E148Q/N, b) P369S/N,
¢) M680I(G/C), d) M680I(G/C)/ M680I(G/C), ) M694V/N, f) M694V/M694V, g) K695R/N, h) V726A/N,
1) A744S/N, i) A744S/R761H, j) A744S/M694V, k) M694V/VT26A, 1) M694V/M680I(G/C),
m) M694V/E148Q, n) E148Q/M680I(G/C), o) E148Q/P369S/M694V, p) N/N*

* Taranan mutasyonlar agisindan homozigot yabanil tip
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3. BULGULAR

3.1.Genetik Veriler

FMF 6n tanistyla C.U. Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Ana Bilim Dali’na bagvuran 200 hasta
12 MEFV gen mutasyonu (E148Q, P369S, F479L, M680I (G/C), M680I (G/A), 1692del, M694V,
M6941, K695R, V726A, A744S, R761H) agisindan tarandi. Hastalarin 127’sinde (%63,5) taranan
mutasyonlardan bir veya daha fazla sayida saptanirken 73 hasta (%36,5) taranan mutasyonlar
agisindan non-mutant olarak saptandi. Taranan 12 adet mutasyondan M694V, M680I (G/C),
E148Q, V726A, A744S, K695R, P369S ve R761H olmak iizere 8’i hasta grubunda belirlenirken
F479L, M680I (G/A), 1692del ve M6941 mutasyonlarina rastlanmadi (Tablo 3.).

Tablo 3. Hastalarimizda gozlenen mutasyon tipleri ve dagilimlari

Mutasyon Tipi ve allelik durumu Hasta sayis1 %
E148Q/N 32 16
M694V/ N 24 12,0
M680I(G/C)/ N 10 5,0
M680I/M694V 9 4,5
AT744S/N 9 4,5
M694V/ M694V 8 4,0
M694V ve V726A 8 4
M680I (G/C) ve M680I(G/C) 5 2,5
V726A/ N 5 2.5
E148Q ve V726A 3 1,5
M694V ve A744S 3 1,5
P369S/N 2 1
M694V ve E148Q 2 1
M680I ve V726A 2 1
E148Q ve P369S ve M694V 2 1
K695R/ N 1 0,5
A744S ve R761H 1 0,5
E148Q ve M680I 1 0,5
N/N 73 36,5
Toplam 200 100
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Sekil 8. Saptanan mutasyon tiplerinin say1 ve yiizdelerinin grafik olarak gosterimi

Saptanan mutasyonlar hastalarda bulunma durumlarina gére homozigot, heterozigot ve
birlesik olarak kategorize edildigi durumda (Tablo 3. ) en sik mutasyon heterozigot E148Q olarak
saptand1 (n=32, %16). Heterozigot E148Q mutasyonu heterozigot M694V (n=24, %12) ve
heterozigot M680I (G/C) (n=10, %5) mutasyonlar1 tarafindan izlendi. Hastalarin 38’inde 2 farklh

mutasyona 2’sisde ise 3 farkli mutasyona bir arada rastlandi.
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Calisilan mutasyonlarin hastalarda saptanan mutasyonlar igindeki siklig1, yiizdesi ve 400
allel igindeki yiizdesi tablo 4. de goriilmektedir. Taranan 12 mutasyondan M694V tim
mutasyonlarin %37’sini ve 400 allelin %16’sm1 tegkil etmektedir. E148Q mutasyonunun tiim
mutasyonlar igindeki siklig1 %23 olup M694V’ den sonra ikinci en sik mutasyondur. Ugiincii en

stk mutasyon olan M6801I (G/C) tiim mutasyonlarin %18,5’ini olusturmaktadir.

Tablo 4. Calisilan mutasyonlarin 200 hastada bulunma sikligi, tiim mutasyonlar igindeki yiizdesi ve
400 alleldeki yiizdesi

Tim | 400allel

Mutasyon Tipi siklik ?}ﬁgiﬁ?n fl;de icindeki
¢ yu yiizde

M694V 64 37 16
E148Q 40 23 10
M6801 (G/C) 3 18,5 8
V726A 18 10,5 4,5
A744S 13 7.5 3.5
P369S 4 2,5 1
K695R 1 0.5 0,25
R761H 1 0.5 0,25
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Sekil 9. Saptanan her bir mutasyonun tiim mutasyonlar igindeki yiizdesi




27

3.2. Klinik Veriler

Tell-Hashomer FMF tani kriterlerinin hastalarimizdaki dagilimi Tablo5.’de 6zetlenmistir.

Calisilan hasta grubunda en fazla karin agrisina rastlanmustir.

Tablo 5. Calisilan hasta grubunda degerlendirilen klinik parametrelerin dagilimlar
Arastirmaya dahil edilen hastalarin biiyiik bir oraninin karin agrist (% 65) ve ailede FMF &ykiisii

(% 58,5) sikayetleri ile klinigimize bagvurduklari anlagilmaktadir.

Klinik parametre n %
Karin agrist 130 65
Eklem agrisi 88 44
Ates 86 43
Kolsisine cevap 33 16.5
Amiloidoz 19 9.5
Erizipel benzeri eritem 17 8.5
Ailede FMF oykiisii 117 58.5

Tell-Hashomer FMF tani1 kriterleri disinda gézlenen en sik gézlenen klinik bulgu bulanti
ve kusmadir (% 8). Mide bulantist ve kusma halsizlik ve bas agrisi tarafindan izlenmektedir

(Tablo 6.).

Tablo 6. Tell-Hashomer kriterleri disinda en sik rastlanan klinik bulgular

Klinik parametre n %
Bulanti-kusma 16 8
Halsizlik 12 6
Bas agrist 8 4
Kas agris1 6 3
Bel agrisi 2 1
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ailede FMF 6ykusu | 58,50%

erizipel benzeri eritem [ ]8,50%

amiloidoz ] 9,50%

kolsisine cevap | 16,50%

ates | 43%
eklem agrisi | 44%
karin agrisi | 65%

0% 20% 40% 60% 80%

Sekil 10. Hasta grubunda saptanan her bir klinik parametrenin yiizdesi

Aragtirmaya dahil edilen 200 hastanin 11’inin daha once apandist ameliyati gecirdigi
saptandi. Mutasyon analizi sonucunda bu hastalarin 9’unda mutasyona rastlanmigtir. Saptanan

mutasyon gesitleri tablo 7’ de 6zetlenmistir.

Tablo7. Apandisit ameliyati gecirmis hastalarda gozlenen mutasyonlar

Mutasyon gesidi n
Homozigot M694V 3
Homozigot M680I (G7C) 1
Heterozigot mutasyonlar 5
Mutant olmayan 2

Aragtirma kapsaminda hastalarin anne ve babalarinin akraba olup olmadig1 sorgulanmis
ve 23 hastanin anne ve babasinin 1. dereceden akraba oldugu belirlenmistir. Bu hastalarin 9’unda

heterozigot, 4’iinde ise homozigot mutasyon saptanmistir.



29

3.3. Genotip-Fenotip iliskisi

M694V, M680I (G/C) ve EI148Q mutasyonlart fenotiple iligkileri agisindan
degerlendirildi. Ayrica tekli ve birlesik mutasyonlar fenotipik 6zellikleri karsilagtirildi.

3.3.1. M694V Mutasyonunun Fenotiple iliskisi

M694V mutasyonunun fenotiple iligkisinin belirlenmesi i¢in bu mutasyonun homozigot
formuna sahip hastalarla heterozigot formuna sahip hastalar ve M694V digindaki mutasyonlara
sahip hastalar klinik parametreler acisindan istatistiksel olarak karsilastirildi. Homozigot M694V
mutasyonuna sahip hastalarda amiloidoz ( P=0,000), karin agrist ( P=0,05) ve tekrarli atese

(P=0,001) istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha sik rastlandi.

Tablo 8. M694V mutasyonunun FMF hastalarinda ¢esitli klinik parametrelerle iliskisi

Mutasyon Cesiti
Homozigot Heterozigot Diger
.. M694 1
Klinik parametreler M694V/M694Y 694V/N mutasyonlar
P degeri
n % n % n %
Abdominal agr* var 8 100 14 58,3 46 64,9 P=0.05
yok 0 0 10 41,7 25 35,1
5 62,5 9 37,5 28 39,4
Eklem agrist var ’ > ’ P>0.05
yok 3 37,5 15 62.5 43 60,6
Amiloidoz** var 18 10 : 42 4 > P=0,000
yok 0 0 23 95,8 67 94,4
7 87,5 7 29,2 26 36,6
Tekrarl ates* M ’ ’ ’ P=0,001
yok 1 12,5 17 70,8 45 63,4
.. 2 25 1 4,2 14 19,7
Kolsisine cevap var P>0.05
yok 6 75 23 95.8 57 80,3
Er}zlpel benzeri var 1 12,5 1 4.2 9 12,7 P>0.05
eritem
yok 7 87.5 23 95.8 62 87,3
4 50 16 66,7 43 60,6
Ailede FMF A : ’ P>0.05
oykiisii yok 4 50 8 33.3 28 39,4
N: normal (Mutasyonsuz) allel
e : Homozigot M694V mutasyonu i¢in anlamli klinik bulgu ve 6nemlilik derecesi(p<0.05)

Diger mutasyonlar : M694V disindaki tekli ve M694V’yi igermeyen birlesik mutasyonlarin tamami
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3.3.2. M680I (G/C) Mutasyonunun Fenotiple Iliskisi

M680I (G/C) mutasyonu i¢in de homozigot, heterozigot ve bu mutasyonun disindaki

mutasyonlara sahip hastalar klinik parametreler agisindan karsilagtirildi. Abdominal agr1 diger

mutasyonlar lehine anlamli bir sekilde daha sik olarak saptandi (P=0,03).

Tablo 9. M680I (G/C) mutasyonunun FMF hastalarinda c¢esitli klinik parametrelerle

iliskisi

Mutasyon Cesidi

. . Homozigot Heterozigot Diger
Klinik parametreler
M680I1 M 1
M680L/M6S0I 680I/N utasyonlar
P degeri
n % n % n %
4
Abdominal agr1 var 80 3 30 * % P=0,03
yok 1 20 7 70 31 31
Eklem agrist var 3 60 ! 10 45 45 P>0.05
yok 2 40 9 90 55 55
Amiloidoz b 0 0 ! 10 13 13 P>0.05
yok 0 0 9 90 87 87
Tekrarli ates var 2 40 3 30 43 43 P>0.05
yok 3 60 7 70 57 57
2 40 1 4,2 19 19
Kolsisine cevap var ’ P>0.05
yok 3 60 1 10 81 81
Erizipel benzeri var 1 20 0 0 7 7
eritem P>0.05
yok 4 80 0 0 93 93
Ailede FMF 6ykiisii var 3 60 ’ %0 63 63 P>0.05
yok 2 40 1 10 37 37

N: normal (Mutasyonsuz) allel

Diger Mutasyonlar: M680I (G/C)’yi igermeyen tekli ve birlesik mutasyonlar
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3.3.3. E148Q Mutasyonunun Fenotiple Iliskisi

Calisma grubunda E148Q mutasyonunun homozigot formuna rastlanmamasi nedeniyle bu
mutasyon klinik parametreler agisindan heterozigot M694V mutasyonu ile karsilastirildi.

Istatistiksel olarak anlamli hi¢bir sonug elde edilmedi.

Tablo 10. Heterozigot M694V ve heterozigot E148Q mutasyonlarinin klinik parametreler

acisindan incelenmesi

M694V/ N E148Q/N
Klinik parametreler
P Degeri
n % n %
Abdominal agri var 14 58,3 2 68,7 P>0.05
yok 10 41,7 10 31,3
Eklem agrist var 2 37,5 ? 28,1 P>0.05
yok 15 62.5 23 71,9
Amiloidoz b ! 42 ! 31 P>0.05
yok 23 95,8 31 96,9
Tekrarli ateg var ’ 29,2 ? 28,1 P>0.05
yok 17 70,8 23 71,9
. 1 42 3 9,4
Kolsisine cevap var P>0.05
yok 23 95.8 29 90,6
N o var 1 42 3 9,4 P>0.05
Erizipel benzeri eritem
yok 23 95.8 29 90,6
var 16 66,7 19 59,4
’ ’ P>0.05
Ailede FMF &ykiisii
yok 8 333 13 40,6

N: Normal (Mutasyonsuz) allel
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3.3.4. Tekli ve Birlesik Mutasyonlarin Klinik Parametreler Acisindan Karsilastirilmasi

Tekli ve birlesik mutasyonlarin karsilagtirilmasinda eklem agrist (P=0,043) ve tekrarli atese

(P=0,019) birden fazla mutasyona sahip hastalarda daha sik rastlandig1 sonucuna ulasildi.

Tablo 11.

parametrelerle iligkisi

Caligma grubunda tek tip ve birlesik mutasyonlarin ¢esitli klinik

Tek tip mutasyon Birlesik
Klinik parametreler mutasyonlar
P Degeri
n % n %
var 62 64.6 23 74,2
Abdominal agr1 P>0.05
yok 34 35,4 8 25.8
var 37 38,5 21 67,7
Eklem agrist* P=0,043
yok 59 61,5 10 323
var 13 13.5 3 9,7
Amiloidoz P>0.05
yok 83 86,5 28 90,3
var 36 37,5 19 61,3
Tekrarlt ates* P=0.019
yok 60 62,5 12 38,7
var 14 14.5 11 35,5
Kolsisine cevap P>0.05
yok 82 85,5 20 64,5
Erizipel benzeri eritem var 9 9,4 9 29
P>0.05
yok 87 90,6 22 71
Ailede FMF o&ykiisii var 63 65,6 20 64.5
P>0.05
yok 33 344 11 35,5

N: Normal (Mutasyonsuz) allel

*: Birlesik mutasyonlar i¢in anlamli klinik parametreler ve 6nem derecesi (P<0,005)
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4. TARTISMA VE SONUC

FMF’ e neden olan genin (MEFV) 1997 de Fransiz FMF Konsorsiyumu ve Uluslar arast FMF
Konsorsiyumu tarafindan yerinin belirlenmesi ve FMF’e neden olan mutasyonlarin bildirilmeye
baslanmasi iizerine hastaligin yaygin olarak goriildiigii 4 etnik grupta (Tirkler, Ermeniler, Araplar
ve Yahudiler) mutasyon sikliklar1 ve saptanan mutasyonlarin fenotiple iliskisi arastirilmaya
baslanmigtir. Touitou ve Ark. (2002) FMF’in prototipini olusturdugu oto-immiin hastaliklar igin
bir veri tabani (Infevers) olusturmuslardir (http://fmf.igh.cnrs.fr/infevers). MEFV geni iizerinde
bulunan yeni mutasyonlar ve genotip-fenotip iligskisine dair aragtirma sonuglar1 bu veri tabaninda
toplanmaktadir. Bu giine kadar Infevers’de tanimlanmig 140’1 askin FMF mutasyonu bildirilmistir.
Ayrica Pugnere ve Ark. (2003) tarafindan ayni amagla kurulmus MetaFMF adinda bagka bir veri
tabani da ( http:/fmf.igh.cnrs.fr/metaFMF/index_us html) bulunmaktadir.

FMEF’e neden olan ekzon 10 ve ekzon 2 bdlge mutasyonlar1 (M694V, M6941, M6801,
V726A ve E148Q mutasyonlari) biitin mutasyonlarinin %74’tinii olusturmaktadirlar. Mutasyon
tipi ve siklig1 gerek farkli populasyonlarda ve gerek 4 etnik grupta farkli olabilmektedir. Bu etnik
gruplarin hepsinde en sik rastlanan mutasyon tipi M694V mutasyonudur. Tiirklerde tiim
mutasyonlarin %45’ini, Araplarda %20’sini, Yahudilerde %65’ini ve Ermenilerde ise %37 sini
M694V mutasyonu olusturmaktadir. M694V’yi Araplarda M694I1, Ermeni ve Tiirklerde M680I ve
Yahudilerde ise V726A mutasyonlar1 takip etmektedir. Bu mutasyonlar i¢cinde E148Q tiim etnik
gruplarda en az rastlanan mutasyondur (Touitou, 2001).

Yapilan ¢aligmada 200 hastanin 127’sinde (%63.5) mutasyon saptandi. Mutant bireylerin
131 homozigot (10,23), 83’1 heterozigot (%65,35), 31’1 ise birlesik heterozigot (24,5) genotip’e
sahip oldugu bulundu. Mutasyon frekanslar1 6ncelikle hastalarin sahip oldugu genotipe daha sonra
ise her mutasyonun saptanan tiim mutasyonlar i¢indeki sikligina gore hesaplandi. Yapilan hesaplar
sonrasinda en sik genotip E148Q/N genotipi olarak hesaplandi. Bu genotipi M694V ve M680I
(G/C) genotipleri izledi. Saptanan mutasyonlar i¢inde en yiiksek frekans M694V mutasyonuna ait
oldugu saptandi. Bunun sebebi M694V mutasyonunun E148Q’nun aksine homozigot formunun
da bulunmas: ve birlesik mutasyonlarda sik gozlenmesidir.

Bu ¢alismada kullanilan mutasyon tarama teknigi hizli ve giivenilir olmasina ragmen ayni
hastada birden fazla mutasyon bulunmas: durumunda mutasyonlarin ayni allelde mi yoksa farklh
alleller iizerinde mi oldugunun saptanmasina duyarli degildir. Bu ¢aligmada birlesik mutasyon
tastyan bireylerde ebeveyn ve kardeslerdeki mutasyon profili degerlendirilmis ve E148Q, P369S
ve M694V mutasyonlarini tagtyan iki kardesin P369S ve E148Q mutasyonlarini ayni allel iizerinde
tasidig1 saptanmustir.

Elde edilen klinik veriler bolim 1.2 ‘de anlatilan FMF bulgularinin siklik siralamasi ile

paralellik gostermektedir. En yaygin bulgu 130 hastada gozlenen karmn agrisidir (%65). Hastalarin
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88‘inde eklem agris1 (%44), 86’sinda ise tekrarli ates (%43) goézlenmektedir. Tell-Hashomer
major ve mindr kriterleri disinda hastalari %8’inde bulant1 kusma , %6°sinda halsizlik %4’iinde
ise bag agris1 oldugu saptanmustir.

FMF’in en sik rastlanan klinik bulgusu olan karin agrist ¢ogunlukla apandisit ile
karigtirilmaktadir. Bu nedenle c¢alisilan hastalarin  apandisit ameliyati gecirip gecirmedigi
sorgulanmis ve apandisit ameliyati gegirdigi saptanan 11 hastanin 3’iinde homozigot mutasyona
6’sinda ise heterozigot mutasyona rastlanmistir.

Ulkemizde akraba evliligi sikhigi %27 olarak hesaplanmustir (Ozvaris ve Ark., 1998).
Akraba evlilikleri tiim kalitsal hastaliklarda oldugu gibi FMF’ de de mutant allellerin bir araya
gelme olasiligint arttirmaktadir. Yapilan arastirmada hasta grubunda 23 hastanin anne ve babasinin
akraba oldugu tespit edilmistir. Bu hastalarin 4’ homozigot mutasyona sahiptir. Bu durum
homozigot 13 hastanin %31’inin akraba evliligi sonucu olustugu anlamina gelmektedir. Elde
edilen bu sonu¢ FMF gibi yiiksek tasiyici frekansimna sahip hastaliklarda genis c¢apta toplum
taramalari ile hasta ve tastyici bireylerin saptanmasi ve bu bireylere genetik danigma hizmetlerinin
verilmesi 6zellikle homozigot hasta frekansinin diistiriilmesi agisindan ¢ok bilylik 6nem arz ettigini
gostermektedir.

FMF i¢in ilk genotip-fenotip uyumu ¢alismalart MEFV geninin yerini belirleyen Fransiz
FMF Konsorsiyumu (1997) ve Uluslararasit FMF Konsorsiyumu (1997) tarafindan yapilmistir. Bu
calismalarda M694V mutasyonunun hastalik siddetini ve amiloidoza yatkinligi arttirdigi ileri
stirlilmiistiir. Daha sonra Mimouni ve Ark. (2000), Kone’ Paut ve Ark. (2000), Majeet ve Ark.
(2005), Zaks ve Ark. (2003) ve Sarkisian ve Ark. ( 2005) M694V mutasyonunun hastaligin daha
siddetli seyretmesine ve amiloidoza neden oldugu yoniinde sonuglara ulagmislar ve boylece
FMEF’de bir genotip-fenotip uyumu oldugunu dogrulamislardir. Bununla birlikte Yalg¢inkaya ve
Ark. (2000) ve Atagunduz ve Ark. (2004) FMF’de genotip-fenotip uyumu {iizerine yaptiklar
calismalarda MEFV mutasyonlar1 ve amiloidoz arasinda bir iliskiye rastlamamiglardir.

Chae ve Ark. (2006) ve Goulielmos ve Ark. (2006) bagimsiz olarak yaptiklari
caligmalarda MEFV geninin iiriinii olan pirin proteinin anti-inflamasyon sitokinlerinin varliginda
B30.2 alt birimi ile Pro-kaspaz-1’e baglanarak, inflamasyonu baglatici bu proteini bloke ettigini
boylece inflamasyonu kontrol altinda tutugunu gdstermislerdir. Daha da 6nemlisi bu iki ¢aligma
grubu da pirin ve pro-kaspaz—1 etkilesimi i¢in yaptiklar: ii¢ boyutlu calismalarda M694V ve
M680I mutasyonlarinin baglanma bdlgelerine denk geldigini gdstermis ve boylelikle genotip-
fenotip korelasyonunun molekiiler boyutuna agiklik getirmislerdir.

Bu calismada homozigot M694V, heterozigot M694V ve diger mutasyonlar (Tekli ve
M694V mutasyonunun yer almadigi birlesik mutasyonlar) major ve minér FMF kriterleri
acisindan karsilastirilmis ve baskin goriisii destekler nitelikte homozigot M694V mutasyonunun

amiloidoz riskini arttirdig1 sonucuna ulasilmistir. Bu karsilagtirmada ayrica homozigot M694V ile
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abdominal agr1 ve tekrarli ates parametreleri arasinda da pozitif korelasyon saptanmistir. Bu iki
bulgu homozigot M694V mutasyonunun aynit zamanda FMF hastalarinda daha siddetli bir klinik
tabloya neden oldugunu gostermektedir. Amiloidozun da karin agris1 ve ates yaptigi gercegi bu iki
bulguya homozigot M694V mutasyonunda daha sik rastlanmasimi agiklamaya yardimci bir
unsurdur.

Homozigot M6801 (G/C), heterozigot M680I (G/C) ve diger mutasyonlarin (tekli ve
M680I (G/C) mutasyonunu igermeyen birlesik mutasyonlar) majér ve mindr bulgulari arasinda
yalniz abdominal agri igin diger mutasyonlar kategorisinin lehine bir korelasyon goézlenmistir.
Literatiirde heterozigot M680I (G/C) mutasyonunun karin agrisina karst koruyucu olduguna dair
bir veri bulunmamaktadir.

Birden fazla mutasyona sahip hastalarda, mutasyonlarin farkl alleller {izerinde bulunmasi
durumunda hasta bireylerde hi¢ normal allel bulunmayacaktir. Bu durum bu tip hastalarin
homozigotlarda oldugu gibi daha siddetli hastalik belirtileri gdstermesini gerektirir. Bu nedenle
tekli ve birlesik mutasyonlar klinik parametreler agisindan karsilastirilmis ve eklem agrist ve
tekrarli ates parametrelerine birlesik mutasyonlarda daha sik rastlandigi saptanmuistir.

FMF mutasyon sikliklarinin saptanmasi iizerine yapilmis ¢ogu ¢alismada E148Q
mutasyonunun siklig1 diger mutasyonlara gore diisiik olarak saptanmistir (Majeet ve Ark. 2005;
Sarkisian ve Ark. 2005). Bu calismada ise ikinci en sik mutasyon olarak saptanmistir. Bu durum
calismaya mutasyon saptanan bireylerin ailelerinin de dahil edilmesi ile agiklanabilir. Bunun yan
sira diger calismalarda diisiik frekansta cikmasmin nedeni E148Q’nun MEFV iizerindeki
lokalizasyonu nedeniyle diisiik penetrasyona sahip olmasi ile agiklanabilir. Diisiik fenotipik
penetrasyon heterozigot hatta homozigot E148Q mutasyonuna sahip bireyleri bazen FMF
acisindan asemptomatik kilmakta ve FMF hastalarina yonelik mutasyon taramalarinda diisiik
frekansta saptanmasina neden olmaktadir (Minouni ve Ark.,2000). FMF’in yaygin oldugu etnik
gruplarda yapilacak olan genis ¢apta toplum taramalar1t E148Q mutasyonunun gergek sikligina 151k
tutacaktir.

E148Q’daki diisiik penetrans bazi arastiricilart E148Q” nun mutasyondan ziyade bir dizi
varyanti bagka bir degisle bir polimorfizm olabilecegini diisinmeye itmistir. Ben-Chetrit ve Ark.
(2000) hastalarinin ailelerinde yaptiklari mutasyon taramalarinda asemptomatik homozigot E148Q
mutasyonlarina rastlamis bunun iizerine 70 saglikli kontrol grubu ve 25 hasta iizerinde yaptiklar
calismadan elde ettikleri sonuglarla E148Q’nun hastalik sebebi bir mutasyon olduguna dair bir
gbzlemin bulunmadigint bildirmiglerdir. Booth ve Ark. (2001) 50 saglikli kontrol, 25 AA tip
amiloidoz ve 7 karakterize edilmemis ates sendromuna sahip 82 hastayr E148Q mutasyonu
acisindan taramis ve E148Q’nun bir dizi varyanti oldugunu ve homozigot E148Q’nun bile
hastaliga neden olamayacagini ileri siirmiiglerdir. Bununla birlikte, Topaloglu ve Ark. (2005) 26

homozigot ve 10 birlesik heterozigot E148Q mutasyonuna sahip bireyi fenotipik degerlendirmeye
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tabi tutmuslar ve E148Q’ya sahip ¢ogu hastanin FMF agisindan semptomatik oldugunu ve kolsisin
tedavisine ihtiya¢ duyduklarini bildirmislerdir.

Bu caligmada heterozigot E148Q mutasyonu majér ve minér FMF kriterleri agisindan
heterozigot M694V mutasyonu ile karsilastirilmis hicbir parametrede M694V mutasyonu lehine
istatistiksel olarak anlamli bir farka rastlanmamistir. FMF’de ataklarin olugmasinin duygusal stres,
fiziksel yorgunluk gibi faktorler tarafindan tetiklendigi diisiiniiliirse diisiik penetrasyonlu E148Q
mutasyonuna sahip fiziksel yorgunluk ve duygusal stresten uzak yasayan bazi bireyler
asemptomatik olarak goézlenebileceklerdir.

FMF otozomal resesif olarak kalitilan diger hastaliklardan farkli olarak heterozigot
durumda kendini gosterebilmektedir. Yaptigimiz calismada da heterozigot E148Q (% 16),
heterozigot M694V (% 12) ve heterozigot M6801 (G/C) ( %5) mutasyonuna sahip bireylerin FMF
belirtilerini gosterdigi ortaya konmustur. Bu durum i¢in muhtemel bir aciklama heterozigot
hastalarda FMF’e eslik eden farkli bir inflamatuar bir hastaligin varhigidir. Yapilan galigmalar
Behget hastaligi  varligmin tek mutasyon tasiyan bireylerde bile hastalik belirtilerini
yogunlastirdigini kanitlamistir. FMF de hastalik siddetini etkileyen bir diger unsur SAA1 (serum
amiloid A 1) lokusudur. SAA1 o/ genotipi diger SAA genotipleriyle karsilastirildiginda

ozellikle M694V mutasyonu varliginda Renal amiloidoz riskini 7 kat arttirabilmektedir (Ben-
Chetrit, 2001). Demirtiirk ve Ark. (2005) diinya genelinde en yaygin gastrodiiodénal enfeksiyon
sebeplerinden biri olan ve FMF’ dekine benzeyen bir inflamasyon mekanizmasini tetikleyen,
Helicobacter pylori’ nin FMF ataklarinin siddetini arttirabilecegini ispatlamis ve Helicobacter
pylori igin yapilacak bir tedavinin FMF ataklarinin sikligi ve siddetini diisiirebilecegini ileri
surmiuigtur.

FMF tastyicilariyla ilgili dikkat ¢ceken bir baska durum ise FMF’ in yaygin oldugu 4 etnik
grupta da sayilarinin ¢ok yiiksek olmasidir. Tastyicilik orani Tiirkler, Askenazi Yahudileri ve
Kuzey Afrika Yahudilerinde 1/5 Ermenilerde ise 1/3’tiir (Yilmaz ve Ark., 2001). Pirinin gérevinin
inflamasyon yaniti kontrol altinda tutmak oldugu disiiniiliirse, heterozigotlarin Akdeniz
Bolgesi'ne endemik bazi organizmalara karst 6zel bir direng gelistirmis olabilecegi akla
gelmektedir. Bu hususta Ross (2006) FMF’ in Brucellosis’ e kargt koruyucu olabilecegini ileri
stirmiistiir. Ross’a gore Brucellosis hem FMF’in yaygin oldugu toplumlara endemiktir hem de
viicudun bu bakteriye cevabi bir FMF atagini andirmaktadir. Ross, giiniimiizde Brucellosis’ den
oliimler az sayida olsa bile Bronz Cagi Orta Asya toplumlarinda ¢ok daha fazla olabilecegini
diisinmektedir. Ayrica FMF’in tiiberkiiloza karst da koruyucu oldugu ileri atilmis fakat yapilan
calismalar bu goriisii destekler nitelikte sonuglanmamugtir (Ross, 2006).

FMF tedavi edilebilen ender genetik hastaliklardan biridir. Uygun tani sonrasinda
kullanilan kolsisin hastalarmn %95’ inde hem FMF ataklarinin hem de amiloidoz olusumunun

oniline gecebilmektedir. FMF tanisi her ne kadar daha ¢ok klinik bulgulara dayansa da mutasyon
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taramalar1 sonrasi ortaya ¢ikan heterozigot M694V mutasyonuna sahip hastalarin klinik bulgular
gostermeseler bile tedavi edilmeleri dnerilmektedir.

Sonug olarak; bu c¢alisma sonrasinda calisilan hasta grubunda en yaygin MEFV gen
mutasyonunun M694V  oldugu, yapilan genotip fenotip korelasyon analizi sonrasinda bu
mutasyonun homozigot formda amiloidoz gelisimini 6nemli oranda arttirdig1 saptanmistir. Ayrica
tilkemizde sik olarak gozlenen akraba evliliklerinin, tasiyict frekansinin yiiksek olan bu hastalikta
mutant allellerin bir araya gelme riskini arttirdigit ve FMF belirtilerinin apandisit ile siklikla
karistirilabildigi ortaya konmustur. Bu nedenlerden dolayi, genis ¢apta toplum taramalar
yapilarak hasta ve tasiyict bireyler belirlenmeli ve bu bireylere uygun genetik danisma hizmetleri

verilmelidir.
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