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OZET

Ailevi Akdeniz Atesi Hastalarinda Fas Gen -670 A/G, Fas Ligand Gen -
844 T/C Polimorfizimleri ve MEFV Gen Mutasyonlarinin Arastirilmasi

Ailevi Akdeniz Atesi (AAA) otozomal resesif gecisli otoinflamatuvar bir
hastaliktir. Calismamizin amaglarindan biri, Fas gen -670 A/G ve FasL gen -844 T
fonksiyonel polimorfizmleri ile AAA arasindaki iliskiyi arastirmaktir. Bu amagla 97 AAA
hastas1 ve 70 saglikli kontrolde PCR-RFLP yontemi ile Fas gen-670 A/G ve FasL gen -
844 T/C fonksiyonel polimorfizmleri ¢alisilmistir. Calismamizin diger amaci ise Hatay’da
yasayan 97 hastanin 92’sinde DNA dizi analizi yontemiyle MEFV geninin 2. ve 10. ekzon
mutasyonlarmin sikligi ve dagilimimi arastirmaktir. Calismamizda, FMF hastalar1 ve
kontrol grubu arasinda Fas gen-670 AG genotipi ve G alleli frekansi yoniinden anlamli bir
fark bulunamamistir (AG genotipi i¢in: GR = 0.732, %95 GA = 0.392-1.366, P = 0.344; G
alleli i¢in: GR = 1.192, GA = 0.766-1.855, P = 0.500). Buna karsin, FasL gen -844 TC
genotipi hasta grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik bulunmakla birlikte
(GR =0.413, %95GA = 0.213-0.800, P = 0.01), FasL gen -844 C alleli agisindan hasta ve
kontrol gruplari arasinda fark bulunamamistir (GR = 0.972, %95 GA = 0.629-1.501, P =
0.912). Ayrica, hasta ve kontrol gruplari arasinda calisilan her iki gen polimorfizmi
acisindan da fark bulunamamistir. AAA hastalarinin temel klinik bulgulariyla calisilan
polimorfizmler arasinda korelasyon saptanamamistir. Sonuglarimiz, Fas gen -670 AG
genotipi ya da T alleli ve FasL gen -844 T allelelinin AAA igin bir risk faktori
olamayabilecegini, buna karsin FasL gen -844 TC genotipinin Tiirk populasyonu i¢in
koruyucu bir faktdr olabilecegini gostermektedir. Diger yandan, 92 hastanin 71
(%77.17)’inde bir ya da daha fazla sayida MEFV mutasyonu saptanmistir. 92 hasta i¢inde
ayn1 mutasyon tipini her iki allelde de bulunduran (homozigot) hasta sayis1 14 (%15.22),
mutasyonlarin farkli kombinasyonlarini birlesik heterozigot halde bulunduran hasta sayisi
16 (%17.39), heterozigot hasta sayis1 34 (%36.96), kompleks genotipe sahip hasta sayisi
ise 6 (%6.52) olarak belirlendi. 21 hastada mutasyon saptanamadi. Calismamizda en sik
goriilen mutasyon R202Q mutasyonu olup bagimsiz allellerin %21.20’sinde mevcuttur.
E148Q mutasyonu bagimsiz allellerin %16.30’unda, M694V 9%11.41’inde, M6941
%4.89’unda, V726A %4.89’unda, M6801 9%2.17’sinde saptanmig olup bunu A744S
(%1.09), E230K (%1.09), K695R (%0.54) ve R761H (0.54) mutasyonlar1 takip etmektedir.
Sonuglarimiz, MEFV mutasyonlarmin Tirkiye nin diger bolgelerindeki gibi Hatay ilinde
de oldukga heterojen oldugunu gostermektedir

Anahtar kelimeler: Ailevi Akdeniz atesi, Fas, FasL, MEFV, mutation



ABSTRACT

Investigation of MEFV Gene Mutations and Fas Gen -670 A/G,
Fas Ligand Gen -844 T/C Polymorphisms in Patients with Familial
Mediterranean Fever

Familial Mediterranean fever (FMF) is an autosomal recessive autoinflammatory
disorder characterized by recurrent fever, serositis, abdominal pain, arthritis, arthralgia and
erysipelas like erythema.

There were two aims of the present study. The first aim was to investigate the
association between Fas gene -670 A/G and FasL gene -844 T/C functional polymorphisms
in patients with FMF and its relation to the main clinical features of the disease. The
polymorphisms in the promoter regions of Fas gene -670 A/G and FasL gene -844 T/C
have been investigated in 97 non-related FMF patients and 70 healthy controls by using
PCR-RFLP technique. The second aim of the study was to identified the frequency and
distribution of exons 2 and 10 mutations in the MEFV gene using DNA sequence analysis
in 92 of 97 Turkish patients with FMF from Hatay Province.

The frequencies of Fas gene -670 AG genotype and G allele were not significantly
different between FMF patients and healthy subjects (GR = 0.732, %95 GA = 0.392-1.366,
P = 0.344 for AG genotype; GR = 1.192, GA = 0.766-1.855, for G alele, P = 0.500). The
frequency of FasL gene -844 TC genotype was found significantly different between
patients with FMF and healthy controls (GR = 0.413, %95GA = 0.213-0.800, P = 0.01)
wheras C allele frequency was not significantly different between the groups (GR = 0.972,
%95 GA = 0.629-1.501, P = 0.912). Haplotype frequencies of the studied polymorphisms
were also not significantly different between FMF patients and controls. There were no
correlations between the studied polymorphisms and the main clinical features of FMF
such as fever, arthritis, arthralgia, abdomimal and chest pain and erysipelas-like erythema.
These results may suggest that Fas gene -670 AG genotype or T allele and FasL gene -844
T allele were not to be a risk factor, wheras FasL gene -844 TC genotype may be protective
in the studied Turkish population. On the other hand, 92 patients studied, 71 (77.17%) had
one or more MEFV mutations. Of those with mutations, 14 were homozygous, 16 were
compound heterozygous, 16 were complex genotype, and 34 had only one identifiable
mutation. Of the observed alleles, the most frequent mutation was R202Q (21.20%),
followed by E148Q (16.30%), M694V (11.41%), M6941 (4.89%), V726A (%4.89), M680I
(2.17%), A744S(%1.09), E230K (%1.09), K695R (%0.54), and ve R761H (0.54)
mutations. No mutation was found in 21 (%22.83) patients. Our results show that MEFV
mutations are very heterogenous in Hatay Province like other regions of Turkey.

Key words: Familial Mediterranean Fever, Fas, FasL, MEFV mutation.



1. GIRIS

Ailevi Akdeniz Atesi (AAA) Tiirk, Arap, Ermeni ve Yahudi toplumlarinda sik
goriilen, kendini simirlayan, tekrarlayan ates ataklari, karin agrisi, gogiis agrisi, artrit ve
plorezi ataklariyla karakterize, otozomal resesif gecis gosteren genetik bir otoinflamatuvar
hastaliktir. Hastaligin major komplikasyonu bdbrek yetmezligine yol acan bdbrek
amiloidozunun gelismesidir. AAA geni 1997 yilinda Uluslararast AAA Konsorsiyumu ve
Fransiz AAA Konsorsiyumu tarafindan birbirinden bagimsiz ve eszamanli olarak
klonlanmis ve bu gene MEFV (MEditerranean FeVer) geni adi verilmistir. Her iki
aragtirma grubu tarafindan 16. koromozomun kisa kolu {izerinde bulunan MEFV geninin
genomda yaklasik 16 kilobazlik bir bolge isgal ettigi, 10 ekzon ve 9 introndan ibaret
oldugu gosterilmistir. Bu gruplar ayrica M694V, M6801, V726 A ve M694I1 olmak iizere 4
farkli MEFV gen mutasyonunun AAA hastalarinin %80’inde bulundugunu bildirmislerdir
(The International FMF Consortium 1997, The French FMF Consortium 1997)

AAA daha ¢ok Dogu Akdeniz kdkenli Yahudi, Ermeni, Tirk ve Arap halklari
arasinda yaygin oldugu bildirilmis olsa da, giiniimiizde goglere baglh olarak diinyanin
cesitli iilkelerinde hastaliga rastlamak miimkiindiir. Ulkemizde hastaligin prevalansinimn
10.000°de 1, tastyicilik oranini ise %20 dolaylarinda oldugu bildirilmistir (Yilmaz ve ark.
2001, Touitou ve Ben-Cherit 2009).

AAA’dan sorumlu genin ilk kez 1992 yilinda yapilan bir ¢alismada (Pras) 16.
kromozomun kisa kolu iizerinde lokalize oldugu gosterilmis, daha sonra birbirinden
bagimsiz iki calisma grubu tarafindan AAA hastaliindan sorumlu genin 16q 13.3
bolgesinde konumlandigi, 3505 niikleotid uzunlugunda, 10 ekzon ve 9 introndan olustugu
ve 781 amino asitlik bir proteini (pirin/marenostrin) kodladigi1 gosterilmistir (The
International FMF Consortium 1997, The French Consortium 1997). Pirinin fonksiyonu
tam olarak bilinmemekle birlikte, inflamasyon mediatorlerinin baskilanmasinda
diizenleyici rol oynadigi distiniilmektedir (Grateau 2004). MEFV genindeki
mutasyonlardan dolayr pirin proteininin fonksiyonunu yapmada yetersiz kaldigi, AAA
hastalarinda inflamasyona yatkinligin bu yetersizlikten kaynaklandigi, hastaligin inaktif
doneminde proinflamatuvar bir yanitin oldugu, aktif donemde ise inflamasyonun ortaya

ciktig1 diistiniilmektedir (Stanjov ve Kastner 2005).
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MEFV geninde simdiye kadar gerek missense mutasyonu gerekse polimorfizimler
olmak tizere 240’dan fazla sekans varyasyonu oldugu gosterilmistir
(http://fmf.cnrs.fr/infeverssMEFV). Bu mutasyonlardan 70°den fazlasinin fenotip iliskili
oldugu gosterilebilirken 30’dan fazlasinin ise hastalikla iliskisinin olmadig1 bildirilmistir.
Geri kalan diger sekans varyasyonlarinin ise patojenite ile iliskisi net olarak
belirlenememistir. Calismalarda ekzon 10°da yer alan en yaygin 4 mutasyonun M694V,
M6941, V726 A ve M6801 mutasyonlar1 oldugu, daha nadir olmak tizere ekson 2, 3, 5 ve
9’da goriilen mutasyonlar oldugu bildirilmistir (Touitou 2000).

AAA hastalig1 onceleri Akdeniz’e kiyis1 olan iilkelerle sinirlt endemik bir hastalik
olarak tanimlansa da giinlimiizde diinyanin ¢esitli iilkelerindeki toplumlarda hastaliga
rastlamak miimkiindiir. Son zamanlarda AAA hastalarinda mutasyon siklig1 ve tiplerinin
tilkeden iilkeye, hatta bolgeden bolgeye degisebildigi bildirilmektedir. Ermenistan, Tiirkiye
ve Irak Yahudilerinde tastyicilik oranmm %20 ile %39 arasinda degistigi, en sik
rastlanilan mutasyonlarin ise M694V, M6801, M6941 ve V726A ve E148Q mutasyonlari
oldugu belirtilmistir (Peynircioglu ve Yilmaz 2001, Gershoni-Baruch ve ark.2001).
Glniimiize kadar yapilan c¢alismalarda iilkemizde AAA hastaliginda ¢ok sayida MEFV
geni mutasyonunun tespit edildigi, en sik goriilen mutasyonlarin ise M694V, M68O0I,
M6941 ve V726A mutasyonlari oldugu bildirilmistir (Akar ve ark.2000, Yal¢inkaya ve
ark.2000, Yilmaz ve ark.2001). Izmir, Diyarbakir, Kahramanmaras ve Tokat bolgelerinde
yapilan c¢aligsmalarda en sik rastlanilan mutasyonlarin M694V, M6941, V726A ve E148Q
oldugu bildirilmistir (Giinesacar ve ark. 2005, Kiling ve ark. 2006, Ulgenalp 2009,
Evliyaoglu ve ark. 2009, Sahin ve ark. 2009). Ulkemizde Dogu Anadolu, Karadeniz,
Cukurova ve Ege bolgelerinde hastaligin sikligi ve mutasyon dagilimu ile ilgili yapilmis
cesitli calismalara rastlanabilse de, Hatay bolgesinde AAA hastaliginda mutasyon dagilimi
ve frekansi konusunda daha Once yapilmig herhangi bir calismaya rastlayamadik.
Bolgemizde AAA hastalarinda DNA dizi analizi yontemiyle daha ©once mutasyon
analizinin yapildig1 bir calisma olmadigi i¢in bolgemizde mutasyon tipleri ve sikligina

iliskin bir veri bulunmamaktadir.

Calismamizda ailevi Akdeniz hastalarinda MEFV geni mutasyon tipleri ve
frekansinin arastirilmasi yaninda, ¢esitli otoinflamatuvar hastaliklarda apoptozisde 6nemli

rol oynayan Fas ve FasL gen polimorfizlerinin frekansi da arastirilmistir. Programlanmis
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hiicre o6liimii olarak tanimlanan apoptozis, hemostazisin devamliligini saglayan énemli bir
mekanizmadir (Vaux 1993). Apoptozisde rol alan Fas ve FasL gibi g¢esitli sinyal
molekiilleri kusurlarinin otoimmiin hastalaliklarin gelisiminde olduk¢a onemli oldugu
bildirilmistir. Fas ve FasL etkilesiminin immiin sistemin énemli bir regiilator mekanizmasi
oldugu bildirilmektedir. FasL molekiilli, bir hiicre ylizey reseptorii olan Fas molekiiliine
baglanarak, apopitotik kaskati  baslatmaktadir. Fas-FasL  sistemi  apoptozisin
diizenlenmesinde O6nemli bir mekanizma olup, Fas-FasL sistemindeki bozukluklar
inflamatuvar hastaliklarin da dahil oldugu bir¢ok hastalikta 6nemli rol oynamaktadir
(Oktem ve ark.2001). Fas geni 10. kromozomda, FasL geni ise 1. kromozomda lokalize
olmus olup, her iki gende de polimorfizmler saptanmistir (Sibley ve ark.2003). Fas geninin
5’ promotor bolgesindeki -670 A/G polimorfizminde varyant allel olan G allelinin, Fas
ekspresyonunu azalttig1 bildirilmistir (Sibley ve ark.2003, Kanemitsu ve ark.2002). FasL
geninin promotor bolgesindeki -844 T/C fonksiyonel polimorfizminde ise varyant allel
olan C allelinin transkripsiyon aktivitesinin yiiksek oldugu gosterilmistir (Kanemitsu ve
ark. 2002).

AAA hastalign ve Fas/FasL molekiilleri arasindaki korelasyonun arastirildigi
calisma sayis1 oldukca smirli olup sunuglar birbirleriyle celigkilidir. Bu c¢aligmalardan
birinde amiloidoz gelisen hastalarda soluble Fas (sFas) diizeyleri yiiksek bulunurken, bagka
bir ¢alismada ise diisiik oldugu bildirilmistir (Kiraz 2003). Calismada inaktif hastalardaki
sFas diizeyi yiiksekliginin kronik proinflamatuvar aktivite nedeniyle polimorfoniikleer
16kositlerin apoptozisinin gecikmesine bagli olabilecegi, amiloidli hastalardaki diisiik sFas
diizeylerinin ise artmis apoptozise katki saglayabilecegi bildirilmistir (Kiraz 2003). Bir
baska calismada ise notrofillerin yiizeyinde Fas ve FasL ekspresyonunun yiiksek oldugu,

akut atak donemindeki AAA hastalarinda nétrofil apoptozisinin arttig1 gosterilmistir (Ozen
2001).

Bu ¢alismada Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Hastanesi I¢
Hastaliklari Anabilim Dalina miiracaat eden AAA hastalarinda DNA dizi analizi
yontemiyle MEFV geni mutasyon sikliklarinin ve ayni hastalarda PCR-RFLP yontemiyle
ise Fas ve Fas ligand gen polimorfizmlerinin analiz edilmesi amaglanmistir. AAA
hastalarinda MEFV geni mutasyonlarinin ve Fas-670 A/G ve FasL -844 T/C fonksiyonel
gen polimorfizmlerinin arastirtldigi bu ¢alisma bolgemizde ilk olup literature 6nemli katki

saglayabilecektir.
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2. GENEL BILGILER

2.1.Ailevi Akdeniz Atesi

2.1.1.Tammm: (AAA) Tiirk, Yahudi, Ermeni ve Araplarda sik goriilen, etyolojisi tam
olarak bilinmeyen peritonit, plorit, artrit, erizipel benzeri eritem ve tekrarlayan ates
nobetleri ile karekterize, otozomal resesif gegisli genetik bir hastaliktir (Lightfoot 1993,
Shohat ve Halpern 2011, Ben-Chetrit ve Touitou 2009).

2.1.2.Tarihge: Kalitsal inflamatuvar bozukluklar grubunun bir prototipi olan bu
hastalik, 6zellikle Akdeniz’e kiyis1 olan iilke popiilasyonlarinda daha yaygin goriildiigii
icin “Ailevi Akdeniz Atesi” olarak adlandirilmis olup hastaligin tarif edildigi zaman tam
olarak bilinmemmektedir (Touitou 2001, Ben-Chetrit ve Touitou 2009).

Hastalik ilk kez 1908 yilinda Janeway ve Mosenthal tarafindan tekrarlayan ates,
karin agris1 ve lokositozu olan Yahudi bir kizda “olagan dis1 tekrarlayan peritonit™ adi ile
tanimlanmistir (Janeway ve Mosenthal 1908). Hastalik 1945 yilinda Siegal tarafindan “iyi
huylu tekrarlayan preitonit” adi ile yeniden tanimlanmis olup sonrasinda bu olgular igin
“tekrarlayan poliserozit ve periyodik hastalik” ismi verilmistir (Cobankara ve Balkarli
2011). Hastaligin ailesel gecisi ve amiloidozla olan iliskisi 1951 yilinda Mamau ve Kattan
tarafindan gosterilmistir (Cobankaya ve Balkarli 2011). Sohar ve arkadaslarinin onerisi
dogrultusunda 1967 yilindan bu giine kadar hastalik FMF (Familial Mediterranean Fever)
ismi ile anilmaktadir (Odabas ve ark.1999). 1972 yilinda Colchicum autumnale (safra
bitkisi)’nin koklerinden elde edilen dogal bir alkoloid olan kolsisinin hastalik ataklarini
onlemedeki fonksiyonunun anlasilmasi, hastaligin tedavisinde bir doniim noktas1 olmustur
(Goldfinger 1972).

AAA periyodik ates sendromlarinin genetik temeli tanimlanan ilk hastaligi olmakla
birlikte ayn1 zamanda MEFV geni mutasyonlarinin kesfedilen ilk sendromudur (Bodar ve
ark.2008). Hastaligin kalitimindan sorumlu gen 1992 yilinda 16. kromozomun kisa
kolunun 13.3 bandinda tanimlanmistir (Pras 1992). Bu gen daha sonra ilk kez 1997 yilinda
pozisyonel klonlama yontemi kullanilarak Uluslararast AAA Konsorsiyumu ve Fransiz
AAA Konsorsiyumu tarafindan es zamanli olarak klonlanmistir. Uluslararast AAA

konsorsiyumu MEFV geninin kodladigi 781 amino asitlik proteine ates teriminin
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yunancasi ifadesi olan “Pyrin” adin1 vermistir, Fransiz AAA konsorsiyumu ise Mare

Nostrum’dan esinlenerek, “Marenostrin” olarak adlandirmistir.

2.1.3. Hastahgin Molekiiler Genetigi: Ailevi Akdeniz atesi otoinflamatuvar bir

hastalik olup otozomal resesif ge¢is gostermektedir.

TASIYICI TASIYICI

MUTANT GEN

SAGLIKLI TASIYICI TASIVICI HASTA

Sekil 2.1. AAA hastalarinda hastaligin otozomal resesif gegisi.

Hastaligin kalitimindan sorumlu gen (MEFV) 1992 yilinda Amerikan Ulusal Saglik
Enstitiisinde (NIH) 16. kromozomun kisa kolunun 13.3 bandinda (16p13.3) sirasiyla
“telomer-D16S246-MEFV-D16S138-sentromer” olarak tanimlanmistir (Pras 1992).

MEFV geni 1997 yilinda iki farkli ¢alisma grubu tarafindan birbirinden bagimsiz
ve es zamanl olarak farkli iki konsorsiyum (The International FMF Consortium, The

French Consortium) tarafindan klonlanmistir. MEFV geni 10 ekzondan olugmakta olup
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781 amino asitlik bir proteini kodlamaktadir. Kodladigi bu proteine ‘“Pyrin” ya da

“Marenostrin” adini verilmistir.

Sekil 2.2. MEFV geninin 16. kromozom {izerindeki lokasyonu (http://ghr.nlm.nih.gov/gene/MEFV).

Ekzon: 1 2 3 & 58T 8D 10
’ ——— e e ’
SR SENGEGERRIsEEESES 2000 =
UTR UTR
sentromerik telomerik
RAIW T2671 P369S F479OL ISIT R761H  SO7SN

E230K R408Q |[V726A| R6S3H
|E143Q | VMl  G6TSE
EL48V [M694V]  E656A
L110P M604del AT44S
1692del | A£694I)
TO...o
|M680I (G/C) |
MOS0 (G/A)
M6S0L
K695R

Sekil 2.3 MEFV geninin ekzonlari ve iizerinde tespit edilen belli bagli mutasyonlar

(http://www.burclab.com/tr/genetik/teknik-bultenler/fmf).
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Bugiine kadar MEFV geninde meydana gelen mutasyonlarin 50’den fazlasinin
hastaliga neden oldugu ve bunlarin ¢ogunun missense mutasyon oldugu bildirilmistir
(Zadeh ve ark.2011). MEFV geni mutasyonlarinin ¢ogunun 2. ve 10. ekzonda meydana
geldigi bildirilmektedir. Bu mutasyonlardan 2. ekzonda bulunan E148Q mutasyonu ile
ekzon 10’daki M694V, M680I, M6941 ve V726A mutasyonlarinin AAA vakalarinin
%80’inden sorumlu oldugu bildirilmistir (Sayan ve ark., 2011). Bu 5 mutasyona yaygin
kurucu mutasyonlar denmektedir (Gershoni-Baruch ve ark.2001).

M694V mutasyonu MEFV geninin 2080. pozisyondaki adenin niikleotidi yerine
guanin niikleotidin geg¢mesiyle (c.2080 A—G) ve sentezlenen pirin proteininde 694.
pozisyonda bulunan metioninin yerini valin amino asitinin almasiyla olusmaktadir (The
International FMF Consortium, 1997, The French Consortium, 1997).

M6941 mutasyonu ise MEFV geninin 2082. pozisyondaki guanin yerine adenin
gecmesiyle (¢.2082 G—A) olusmakta olup sentezlenen proteinin 694. pozisyonundaki
metionin yerini izolosin almaktadir (The French Consortium 1997).

M680I mutasyonunda genin 2040. pozisyonundaki guanin niikleotidinin yerine
sitozin gegmekte (¢.2040 G—C) ve bu kodonun kodladig1 amino asit degiserek, proteinin
680. pozisyonundaki metionin yerine izoldsin girmektedir (The International FMF
Consortium, 1997, The French Consortium 1997). Benzer sekilde 2040. pozisyondaki
guanin niikleotidinin adeninle yer degistirmesiyle (2040 G—A) M6801 mutasyonunun
olustugu da bildirilmistir (Aksentijevich ve ark.1999).

V726A mutasyonu MEFV geninin 10. eksonunda meydana gelmekte ve burada
genin 2177. pozisyonundaki timin, sitozinle yer degistirmekte (c.2177 T—>C) ve
sentezlenen pirin proteininin 726. pozisyonundaki valin yerini alanin almaktadir (The
International FMF Consortium 1997, The French FMF Consortium 1997).

E148Q mutasyonu ise MEFV geninin 2. ekzonunda meydana gelmekte olup genin
442. pozisyonundaki guanin, sitozinle yer degistirmistir (c.442 G—C). bu yer degistirme
sonucu sentezlenen pirin proteininin 148. pozisyonundaki glutamin yerine glisin amino
asiti gegmektedir (Bernot ve ark.1998).

Klasik AAA semptomlar1 gosteren ve Akdeniz bolgesindeki etnik kokenden gelen
hastalarin biiylik ¢cogunlugu homozigot veya birlesik heterozigottur (Zadeh ve ark.2011).
Tek mutasyonun tespit edildigi bireylerde ise hastaliga yol acan ikinci bir mutasyonun
genin  kodlama yapmayan intronik bolgelerinde meydana gelmis olabilecegi
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diistiniilmektedir ki, bu durumda mRNA splaysing ve ekspresyonunun etkilenecegi
bildirilmektedir (Zadeh ve ark.2011).
MEFV geninin kodladigi pirin proteini 86 kD molekiiler agirliga sahip olup,

DNA’ya baglanma aktivitesi bulunan bazi proteinlerle benzerlik gostermektedir.

Sekil 2.4. Pirin proteininin yapis1 (Liepinsh ve ark., 2003).

Bu proteinlerin arasinda Ro/SSA riboniikleoprotein, interferon indiikleyici
transkripsiyonel regiilator Staf 50, interlokin 2 reseptoriiniin down regiilasyonunu saglayan
rpt-1 (regiilator protein T lenfosit 1), kurbagada mitotik kromozomlara baglanan bir faktor
olan Xnf7 (Xenopus niikleer faktdr 7) ve butirofilini de kapsayan birkac peptit yer
almaktadir. Ayrica pirin sekans motiflerinin bilgisayar analizi iki varsayimsal niikleer
lokalizasyon sinyali ile birlikte bir bZIP transkripsiyon faktdr domeini ortaya koymakta
olup bu bulgular pirinin bir transkripsiyon faktorii oldugunu diisiindiirmektedir.

Pirin proteini dort fonksiyonel domain (bolge) igerir. Bunlar; PyD veya DAPIN
olarak da isimlendirilen N terminal PIRIN domaini (1-300 aa), BB-ZF (B box zinc finger,
375-407 aa), alfa helical bolge ya da “coiled coil” domain (408-594 aa) ve karboksi
terminal ucta bulunan B.30.2 domainidir (Chae ve ark.2006, Richards ve ark.2001).
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MEFV GENI

16p 13

EXON 3,—|1H2}—|3H4H5H6H?—{3 QHW}E
Y \\\L‘ ‘M‘-\M - . -
\\\\ ) h'"‘w._‘ ,»""'f ,-* ’

T 4

Sekil 2.5. Pirin protein ve fonksiyonel bolgeleri ( Bodar ve ark. 2008).

PyD 92 amino asitten olusmakta olup 6liim domeinleri (death domains: DD), 6liim
efektor domeinleri (deaht effector domains: DED) ve kaspaz calistirict domeinlerini de
(Caspase Recruitment Domains: CARD) kapsayan 6liim domeini siiperailesinin tyesidir.
Oliim domeini superailesinin iiyeleri apoptozis ve inflamasyon proteinlerinin bir ¢ogunda
bulunmakta ve protein-protein etkilesimi yoluyla sitokin aktivasyonunu saglamaktadir.
(Fairbrother ve ark.2001, Chae ve ark.2006). Pirin’in C-terminal bolgesinde yer alan “B-

bh

box” ve “coiled coil” domainleri multimerizasyonda gorev yapmakta, C-terminal
kismindaki B30.2 domaini ise protein-protein etkilesimini saglamaktadir (Hashim ve ark.

2010).

PD CARD

ASC
1 9N 195

B-box CC PRY SPRY

Pyrin

1 87 - 781

Sekil 2.6. Pirin ve ASC proteinlerinin fonksiyonel kisimlar.
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ASC pirin ile iliskili bir proteindir. PyD ve CARD proteinleri birleserek
proapoptotik ASC’yi olusturur. ASC pirin ile baglanarak nétrofillerde ASC ile indiiklenmis
apoptozisi modiile eder (Richard ve ark.2001).

Pirin inflamasyon hipotezi
$30.D -
baltif i G, o
e caspase-1
CO-BHED —
@30.D) T i )
PAMP —» 3 —CARD) — BrelL1E
WX ProteinX —_— e
C )
el 2
I
B> (CARD) S— Inflamasyon
ED——CRD
L ASC

pirin inflamasyonu

Sekil 2.7. Pirin inflamasyon hipotezi (Jenny 2006)

Siddetli inflamasyonun bulundugu alanlarda, nétrofillerde ASC ekspresyonunun
arttigl gosterilmistir. Proinflamatuvar mediatorler nétrofillerde ASC ekspresyonunu in-
vitro olarak artirmaktadir. ASC’nin anti-Fas antikoru ya da soluble Fas ligandi ile arttigi,
bununla birlikte Fas aracili indiiksiyonun kaspaz inhibitorleriyle inhibe edildigi tespit
edilmistir. ASC’nin nétrofil inflamasyonu ve apoptozis ile yakin iliski i¢inde oldugu
gosterilmistir (McDermont 2002)

Pirin ile ASC etkilesimi interlokin (IL)-1 beta sekresyonu, niikleer faktor kappa B
(NF-KB) aktivasyonu ve apoptozun regiilasyonunda rol oynar. ASC hem “pirin”
domainleri araciligi ile pirine baglanir, hem de CARD-CARD baglanmasi yoluyla kaspaz-
1’1 oligomerize edip ASC-kaspaz 1 etkilesimini saglamaktadir. ASC-kaspaz 1 etkilesimi
sonucu kaspaz 1 aktive olarak, IL-1 beta prekiirsoriiniin biyolojik olarak aktif olan, ates ve
inflamasyondan sorumlu aktif IL-1 beta sekline doniismesi saglanir (Kastner ve
Aksentijevich 2005, Grateau 2004, Stanjov ve Kastner 2005).
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/ Kaspaz-1
IL-1 prossesi \
l Apoptoz

Ates ile birlikte inflamasvon NF-kB modiilasvonu

Sekil 2.8. Pirin ile ASC etkilesiminin sematik olarak gosterilmesi (www.medscape.com).

IL-18 IFNy TNFa _LPS
012 4124124124 e

ASCl = ——

-)
0 2 4 (saar)
ASC = = «

Sekil 2.9. Proinflamatuar sitokinlerin ASC ekspresyonu iizerindeki etkisi.

Proinflamatuar sitokinlerin (IL-1, IFN, TNF ve LPS) maksimum ASC ekspresyonu
yaptig1 ve daha sonra ekspresyon seviyelerinin bazal diizeye indigi bildirilmistir (Papin ve
ark.2007). Bu sitokinlerin hiicre kiiltlirine  eklendiginde, noétrofillerde ASC
ekspresyonunda artisa yol actigi tespit edilmistir. Bu sitokinler apoptozu geciktirerek
notrofillerin sag kalimini, artirmaktadirlar. (http://www.afigberdeli.com/caps.html).
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Bunun yaninda pirin proteininin sitokinin tretimini ihhibe ettigini gosteren
calismalar da mevcuttur (Papin ve ark.2007). Bu ¢alismalarda pirinin ASC’nin kaspaz-1 e
baglanmasini inhibe ettigi diistiniilmektedir. Bir ¢calismada C terminal B30.2 bolgesinin
dogrudan kaspaz-1 ile etkilesim i¢inde oldugu ve IL-1b’nin lretimini inhibe ettigi
gosterilmistir (Chae ve ark.2006). Pirin proteininin, ASC ile indiiklenen IL-1b
aktivasyonunu engelleyerek ve makrofaj apoptozuna yol agarak anti-inflamatuar bir
molekiil olarak gorev yaptig1 diisliniilmektedir (Chae ve ark.2004).

Pirin proteini interlokin IL-la’nin aktivasyonu yoluyla da apoptozu
diizenleyebilmektedir (Ugan ve ark.2011). Proinflamatuar sitokin olan IL-1a’nin AAA
hastaliginin patogenezinde olduk¢a 6nemli rol oynadigi bildirilmektedir. Apoptoz pirin
tarafindan hem indiiklenebilmekte ve hem de inhibe edilebilmektedir (Bodar ve ark. 2008).
Pirin proteininin proinflamatuar sitokin tiretimine neden olduguna dair ¢esitli ¢alismalar
mevcuttur. Pirin’in IL-1b, IL-18 ve IL-33 olusumuna yol agan inflammasyon olusturma
yetenegine sahip oldugu bildirilmistir (Yu ve ark.2006).

Notrofiller inflamasyon alanindaki fonksiyonlarini tamamladiktan sonra nedeni
kesin olarak bilinmeyen bir mekanizma ile apoptozise ugramaktadirlar (Shiohara 2002).
Pirin proteininin biyolojik fonksiyonunun inflamasyon mediatorlerinin regiilasyonunu
azalttig1 ve nétrofillerin apoptozisine yol agmasidir. Mutant pirin proteininin bu fonksiyonu
yerine getirmede daha az etkili olabilecegi diisiiniilmektedir (McDermot ve ark.2002).
AAA’da MEFV mutasyonuna bagli olarak pirinin defektif olmasi sonucu inflamasyona
yatkinliginin arttig1 ve hastalarin proinflamatuvar bir seyir gosterdigi, ataklar sirasinda
inflamasyonun belirgin hale geldigi kabul edilmektedir (Kastner ve Aksentijevich 2005,
Grateau 2004, Stanjov ve Kastner 2005).

-21-



Serozal hasar ve cevresel stres

2

Inflamatuvar olaylar ( PY";) Antiinflamatuvar olaylar

A

Serozal yuzeylere Iokosit migrasyonu artar

-

Inflamasyon

Sekil 2.10. inaktif pirin protein ve inflamasyon olusumu.

2.1.4. Apoptozis

Apoptozis, hiicrenin kendini yok etmek igin ¢esitli metabolik ve fizyolojik
faaliyetlerini devreye soktugu bir olaydir. Yapilan bir ¢calismada apoptozis ve sinyal iletim
mekanizmas arasinda bir baglanti oldugu gosterilmistir (Vaux 1993). Her hiicre, yagamini
devam ettirmek i¢in diger hiicrelerden devamli olarak sinyal almaktadir. Bu sinyal akisinin
herhangi bir sekilde bozulmasi veya sinyal iletiminin kesilmesi hiicreyi Oliime
stiriklemektedir. Apoptozis, homeostaz mekanizmalar1 i¢in gerekli oldugu kadar birgok
inflamatuar hastaligin patogenezinde de rol oynar. Fas/FasL ve sFas proteinlerinin ¢esitli
otoimmiin hastaliklarin gelisiminde rol oynadigi ve hiicrede apoptozise yol agtig

bildirilmektedir (Oktem ve ark.2001).
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2.1.5. Fas-FasL. Molekiilleri: Fas-FasL sinyali apoptozis indiiksiyonunda bilinen
en iyi mekanizmadir (Gilhar ve ark.2006, Oskay ve Erdem 2000).

Inaktif Fas

.. FasL baglanma reseptiri
resaptor

F—'__'-.__

Hiicre ici
dliim domaini ?
FADD

Apoptozis -f———— kaspaz e ——

aktivasyonu

Pro-kaspaz B

Sekil 2.12. Fas-FasL sinyal mekanizmasi.

Timor nekroz faktor (TNF) siiperailesinin bir iiyesi olan ve hedef hiicrelerde
apoptozu baslatan Fas (Apo-1, CD95) 45 kDa molekiiler agirliga sahip tipl membran
proteinidir. Notrofillerin de iginde bulundugu cesitli hiicre ve dokularda eksprese edilmekte
ve birgok hiicre tipinde apoptozis sinyalinde merkezi rol oynamaktadir. Fas reseptoriiniin
ligand1 (FasL) 40 kDa biiyiikliigiinde olup, dolasimda dimer ya da trimer seklinde bulunur.
Reseptor-ligand (Fas-FasL) etkilesiminin bir¢ok fizyolojik siire¢te apoptozisin primer
mediyatorii oldugu bildirilmistir (Grell ve ark. 1994). FasL’in hiicre ylizeyindeki Fas
reseptoriine  baglanmasi sonucu sitoplazmaya kaspaz-8'i aktive eden sinyaller
yayilmaktadir. Kimyasal, fiziksel ya da ¢esitli infeksiyonlar sonucu hasar goren hiicrelerde
IL-1 gibi pro-inflamatuar sitokinlerin etkisi ile hiicre yiizeyinde Fas ekspresyonu
baslamaktadir. Bu siire¢ Fas proteininin “up-regiilasyonu” olarak adlandirilmaktadir. Bu
olay esnasinda hiicreler FasL yapimi i¢in uyarilirlar ve FADD (Fas ile iligkili 6lim

domaini) aracilifiyla olusan Fas-FasL baglanmasi sonucu prokaspaz 8 ve 2’nin
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aktivasyonu saglanarak hiicrenin apoptozise gitmesi indiiklenmis olur (Grell ve ark.1994,

Ashkenazi ve Dixit 1998).
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Sekil 2.13. Fas, FADD, CARD ve PYD molekiillerinin kimyasal kompozisyonu (Gottfried ve
ark.2003).

Fas’in antagonisti olarak fonksiyon goren sFas, Fas molekiiliiniin FasL’ye
baglanmasini siirlayarak Fas aracili apoptozisi inhibe etmektedir. Tiirkiye’de 2003 yilinda
yapilan bir ¢aligmada remisyondaki AAA hastalarinda sFas ligand diizeyinin arttig1 ve bu
nedenle polimorfoniikleer l6kositlerin apoptozunun bozularak subklinik inflamatuvar
aktiviteye neden oldugu bildirilmistir ( Kiraz 2003).

Fas geni 10. kromozomun kisa kolu lizerinde lokalize olup 9 ekzon ve § introndan
ibarettir. FasL geni ise 1. kromozomda bulunmakta ve 4 ekzon 3 intron i¢cermektedir. Her
iki gende de ¢ok sayida polimorfizm saptanmistir. Fas geninin 5° promotor bolgesindeki -

670 A/G tek niikleotid polimorfizmi gama interferon aktivasyon bolgesinde yer alir. Bu
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bolge sinyal doniistiiriicli ve transkripsiyon aktivatorleri (signal transducers and activator
of transcription, STAT) gibi transkripsiyon faktorlerine baglanarak Fas geninin
transkripsiyonunu etkilemektedir (Sibley ve ark.2003). Fas-670 G allelinin Fas
ekspresyonunu azalttig1 bildirilmistir (Sibley ve ark.2003, Kanemitsu ve ark.2002).

FasL geninin promotdr bolgesindeki -844 T/C fonksiyonel polimorfizmi de
“CAAT/enhancer binding protein beta” olarak isimlendirilen diger bir transkripsiyon
faktoriiniin baglanma bolgesinde yer almaktadir. C allelinin, T allelinden daha yiiksek

bazal transkripsiyon aktivitesine sahip oldugu gosterilmistir (Kanemitsu ve ark. 2002).

2.1.6. AAA’nin Epidemiyolojisi

AAA hastaligr o6zellikle Akdeniz bolgesinde yasayan insanlari etkilemektedir.
Hastalik basta Araplar, Ermeniler ve Tiirkler olmak iizere, Yunanllar, italyanlar, Kuzey
Afrika Yahudileri ile Sefarad ve Askenaz Yahudilerinde gorilmektedir (Zadeh ve
ark.2011). Bunun yaninda Akdeniz halklar1 soylarindan olmayanlarda da hastaligin
goriildiigii bildirilmektedir. Japon, Cin, Avrupa ve Giiney Amerika kokenli bireylerde de
bu hastaligin goriildiigiine dair baz1 kayitlarin oldugu bildirilmektedir (Zadeh ve ark.2011).
Bununla birlikte Sahra-alti Afrika, Etiyopya, Yemen, Iskandinav iilkeleri, Giiney Asya,
Hindistan, ve Tayland gibi iilkelerde AAA hastaligimin bildirilmedigi toplumlar da
mevcuttur (Zadeh ve ark.2011).

Tiirkiye, diinyanin AAA hasta sayisinin en yiiksek oldugu iilkesidir. ~AAA
prevalansi yaklasik olarak 1:300 ile 1:1.000 arasinda olup niifusun yaklagik 70 milyon
civarinda oldugu g6z oniine alindiginda, Tiirkiye’de 100.000°den fazla AA A hastas1 oldugu
tahmin edilmektedir (Touitou ve Ben-Cherit 2009). Simdiye kadar yapilan c¢esitli
caligmalarda Tiirkiye’de AAA hastalarinda goriilen en yaygin mutasyonlarin M694V,
M680I, V726A ve M694I oldugu bildirilmistir (Turkish FMF Study Group 2005).

-25-



m BiLINMEYEN
H DIGER

/_ m E148Q
' m M694I
‘ = M680I
mV726A
m M694V

Sekil 2.15. Tiirk toplumunda MEFV geni mutasyon dagilimi (Touitou, 2001).

Ermenistan’in AAA prevalansinin en yiiksek ikinci iilke oldugu sanilmaktadir.
Prevalansi yaklagik olarak 1:500 dolaylarinda olup iilkede yaklasik 6.000 AAA hastasinin
oldugu tahmin edilmektedir (Touitou ve Ben-Cherit 2009). Ermeni hastalarinda
mutasyonlarin biiyiik oranda tanimlandigi, mutasyonlarin sadece kiiciik bir kisminin (%16)
heniiz tanimlanamadigi bildirilmektedir. Diinyanin g¢esitli iilkelerine dagilmis olan
Ermeniler arasinda benzer mutasyon dagilimlarinin oldugu bildirilmistir.  Erivan’da
yasayan Ermeniler ile Kaliforniya ya da Fransa’da yasayan Ermeniler arasinda mutasyon
dagilimi konusunda herhangi bir farklilik tespit edilememistir (Touitou 2001).

AAA hastaligmin yiiksek insidansta goriildiigii iilkelerden biri olan Israil’de ise
AAA prevalansiin 1:1000 oldugu, 10.000’den fazla hastanin bulundugu tahmin
edilmektedir (Daniels ve ark. 2005). Yahudi toplumlarindaki mutasyon dagilimlari
incelendiginde Kuzey Afrika Yahudilerinde en sik M694V mutasyonunun bulundugu
goriilirken (%71), Dogu Avrupa Yahudilerinde ise V726A mutasyonunun en yiiksek
oranda (%38) saptandig1 bildirilmistir.

Urdiin, Suriye ve Liibnan gibi Orta Dogudaki diger iilkelerde de birgok AAA
hastas1 oldugu bilinmekte olup toplam hasta sayis1 hakkinda kesin bir bilgi mevcut degildir
(Touitou ve Ben-Cherit 2009). Bununla birlikte Arap populasyonlarindaki mutasyon
dagilimlan iilkelere gore ¢esitlilik gostermektedir. Ornegin, Urdiin’de en sik goriilen
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mutasyonun M694V  mutasyonu oldugu bunu V726A mutasyonunun takip ettigi
bildirilmistir. Bir calismada ise Urdiin ve Liibnan’da AAA hastalarinda en sik goriilen
mutasyonlarin M694V ve M6941 oldugu bildirilmistir (Medlej-Hashim ve ark.2005).
Suriye’de ise en yaygin mutasyon tipinin M694V mutasyonu oldugu, Misirh AAA
hastalarinda ise V726A mutasyonunun en yiiksek frekansta goriilen mutasyonlar oldugu
bildirilmistir (Shoat ve Halpern 2011).

AAA’da tastyicilik oranlart hastaligin goriildiigii biitiin toplumlarda yiiksektir.
Tastyiciligin Irak Musevilerinde %39, Ermenilerde %37, Askenazi Musevilerinde %21 ve

Tiirklerde %20 dolaylarinda oldugu bildirilmektedir. (Peynircioglu ve Yilmaz 2006).

2.1.7. Patogenez

AAA hastaligina yol agan MEFV geni iriinii pirin apoptozun ve inflamasyonun
diizenlenmesinde gorev yapan protein sinifinin bir tiyesidir. MEFV geninde meydana gelen
mutasyonlar kusurlu {irlinlerin sentezlenmesine yol agacagindan inflamasyon kontroli de
bozulmaktadir. Pirin’in IL-1b salgilanmasi, NFKB aktivasyonu ve apoptoz iizerindeki
etkilerinden dolay1 inflamasyon ile ilgili degisik sonuclar ortaya ¢ikmaktadir (Lidar ve
Livneh 2007).

Mutant olmayan MEFV geninin ekspresyonu ile olusan normal pirin kaspaz-1’in
aktivasyonunu regiile etmek ve sonugta IL-1beta iiretimini diizenlemek amaciyla AAA
mutasyonlarinin yerlestigi yer olan C terminal B30.2 domaini ile direkt olarak etkilesime
girmektedir. Bu bolgedeki mutasyonlar AAA hastalarinda daha az IL-1beta aktivasyonuna
yol acmakta ve IL-1 cevapsizlii ile inflamatuar ataklarda artiglara sebep olmaktadir
(Shohat ve Halpern 2011, Chae ve ark.2006, Chae ve ark.2008).

Cogu otoimmiin hastaligin olusumunda ortak yolun kaspaz-1 aktivasyonu ve IL-1
salimiminin oldugu bildirilmistir. Monogenik hastaliklarda da bu durum séz konusudur.
Ciinki aktive kaspazl’i birlestiren molekiiler yolaklardan biri uygun olmayan kosullarda
aktive edilebilmekte veya bir mutant protein sayesinde yetersiz  sekilde
diizenlenebilmektedir (Savica ve ark.2012).

AAA hastaliginin patogenezinin daha iyi anlagilmasi1 amaciyla 6zellikle Pirin ve pirin
ile iligkili proteinler {izerine ¢alismalar yapilmaktadir. Pirin ile iliskili proteinlerden biri de
ASC’ dir. ASC, prokaspaz-1’e baglanarak agrege olabilmekte ve otoaktivasyonu
baslatabilmektedir. Aktif kaspaz 1, pro-IL-1 b’yi IL-1b’ye ¢evirmekte ve salgilanan IL-1
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kendi reseptoriine baglanarak inflamasyonu baglatmaktadir (Peynircioglu ve Yilmaz 2006).
Fonksiyonel pirin proteininin ASC’ye baglanarak ASC-prokaspaz-1 iliskisini engelledigi
ve bu sayede IL-1° fonksiyonunu baskiladigina iliskin ¢alismalar bulunmaktadir. ASC
proteini ayrica inflamatuar cevabin baslamasi ve yayilmasinda gorevli bir transkripsiyon
faktorii olan NFKB aktivasyonunda da rol oynamaktadir (Peynircioglu ve Yilmaz 2006).
FMF hastalarin1 tehdit eden en 6nemli komplikasyon bobrek yetmezligine yol
agabilen amiloidoz gelisimidir (Oriin ve Yalginkaya 2003). Amiloid suda erimeyen, fibriler
yapida anormal bir proteindir. Amiloid fibril proteinleri; Ig hafif zincir, beta2,
mikroglobiilin, apolipoproteinler, (AA/SAA, Apo-Al), prokalsitonin, amylin, atrial
natritiretik faktor, prion, sistatin-C, transtiretin, aktin ile iliskili protein ve gelsalin’dir
(Kacar ve ark.1999). Bu anormal proteinin ¢esitli organlarda, ekstraselliiler bolgede ve
damar duvarinda birikimi sonucu kronik infiltratif hastaliklarin bir grubu olan amiloidozis

ortaya ¢ikmaktadir (Kacar ve ark.1999).

MEFV GEN
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Sekil 2.16. Amiloidozis olusum mekanizmasi (www.cocuknefroloji.com).
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AAA hastaliginda gelisen amiloidoz, AA tipi amiloid fibrillerinden olugmakta ve
SAA (Serum Amyloid-A) olarak isimlendirilen yiiksek dansiteli bir lipoproteinin
komponenti olan biiyiik bir Onciil proteinden meydana gelmektedir (Peynircioglu ve
Yilmaz 2006).

2.1.8.Genotip-Fenotip Tliskisi: AAA hastaliginda her gecen giin ilerleme kaydeden
tan1 testleri hastaligin genotip-fenotipi iliskisine yonelik yeni korelasyonlarin kurulmasina
olanak saglamaktadir. Hastaligin siddeti, hastanin genotipinde bulunan mutasyona ugramis
allelerin sayisina ve kombinasyonuna bagli olup, mutasyona ugramis olan alleller fenotipi
degistirebilmekte, kronik komplikasyonlar1 arttirabilmekte veya Onleyebilmektedir
(Touitou 2001). AAA’da gelisen amiloidoz AA tipi, sekonder veya reaktif amiloidoz olarak
bilinmektedir. (Kiykim ve ark.2000). Ayrica, genotip-fenotip iliskisinin en belirgin oldugu
durumun, pirin genindeki M694V homozigot mutasyon oldugu, bu mutasyonu tasiyan
hastalarda klinigin daha agir, ataklarin daha sik seyrettigi, kolsisin gereksinimin daha fazla
oldugu ve amiloidoz gelisim riskinin 6nemli derecede yiikseldigi bildirilmistir (Kiykim ve
ark.2000). M694V mutasyonunun homozigot olarak goriildiigii hastalarda amiloidozis ve
artrit gibi klinik belirtilerin daha sik olustugu bildirilmistir. Bunun yaninda bu hastalarda
yiikksek ates, splenomegali ve kronik miyaljinin de sik oldugu belirtilmektedir (Touitou
2001). Ulkemizdeki AAA hastalar1 arasinda V726A mutasyonu frekans: diisiik olup, etkili
bir mutasyon olmadig:i bildirilse de, bu mutasyon varliginda amiloidoz gelisiminin
olabilecegi de bildirilmistir (Yesilada ve ark.2005).

AAA hastaliginda sik goriilen mutasyonlar arasinda sayilan E148Q mutasyonu
acisindan homozigot veya heterozigot genotipe sahip olan hastalarda, hastanin klinik
acidan asemptomatik oldugu bildirilirken, bu mutasyonun diger mutasyonlarla birlikte
bulunmasi durumda klinik belirtilerin  ortaya ¢ikabildigi bildirilmistir. E148Q
mutasyonunun sadece polimorfik bir varyant oldugu bildirilmektedir (Yalginkaya ve
ark.2002, Medlej-Hashim ve ark.2004, Mansfield ve ark.2001). Ayrica, E148Q
mutasyonunun karmagsik bir allelin pargasi oldugu durumlarda hastanin klinik tablosunu
agirlagtirdigi da bildirilmistir. Calismalarda 10. ekzondaki 680 ve 694. kodonlar arasinda
kalan kii¢iik bir bolgede goriilen mutasyonlarin yiiksek frekansta seyrettigi ve hastaligin

siddeti ile dogrudan iliskili oldugu tespit edilmistir. Hastalikta V726A ve E148Q
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mutasyonlarindan yalniz herhangi birini iceren genotiplerin ve amiloidoz riskinin de diisiik

frekansta goriildiigi bildirilmistir. (Touitou, 2001).

2.1.9.Klinik

Hastalik ataklar halinde seyretmekte ve ataklar arasi siire her seferinde degiskenlik
gosterebilmektedir. Ataklar genellikle 12 saatten uzun ve 72 saatten kisa stirmektedir. Agir
fiziksel ve emosyonel stres, soguk, menstriiasyon, gebelik ve infeksiyonlarin ataklarin
tetiklenmesine neden olabilecegi bildirilmistir (Ugan ve ark.2011). Hastaligin klinik tanisi

asagida belirtilen Tel-Hashomer Kriterlerine gore yapilmaktadir (Livneh ve ark.1997).

Major kriterler Minor Kkriterler Kesin tam Olas1 Tam
Poliserozit ile seyreden Yineleyen atesli ataklar 2 major veya 1 major +2 1 major + 1 minor kriter
tekrarlayan ates ataklari mindr kriter
Baska bir nedene Erizipel benzeri eritem
baglanamayan AA tipi
amiloidoz
Siirekli kolsisin Birinci derece akrabada
tedavisine iyi yanit FMF varlig1
2.1.9.1.Ates

Hastalarda en sik goriilen klinik bulgudur. Genellikle serozit bulgularina eslik ettigi
gibi bagh basina tek semptom da olabilir. Ates tipik olarak lisiime titreme ile 39-40 °C’ye
kadar yiikselmekte, tedavisiz olarak 12-36 saat arasinda kendiliginden diismektedir.

Nadir olarak ates, AAA’nin tek belirtisi olarak goriilebilmektedir. Kolsisin alan
hastalarda ataklar ates olmadan da olusabilir (Ugan ve ark. 2011, Odabasi1 ve ark. 1999).

2.1.9.2. Karin agris1
Atesin disinda en sik goriilen semptomlardan biri de karin agrisidir. Peritonun
inflamasyonu sonucunda ortaya c¢ikmaktadir. Genellikle saatler iginde baglaylp tiim

kadrana yayilim gostermektedir. Agrinin siddetli oldugu donemde karinda hassasiyet,
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rijidite, defans ve distansiyon gelismektedir. Peritonitin lokalizasyonuna gore agri akut
apandisit, renal kolik veya akut kolesistiti taklit edebilir. Karin agris1 genellikle kendi
kendini sinirlar tarzda olup 3 giine kadar uzayabilmektedir (Ugan ve ark. 2011; Odabasi1 ve
ark. 1999).

2.1.9.3.Gogiis agrisi

Ailevi Akdeniz Atesinde ploreziye bagli olusan gogiis agrisinin hastalarin %25-
80’ninde goruldiigli bildirilmektedir. Genellikle agr1 tek tarafli, solunumu giiclestiren,
hastanin yiizeyel solumasina neden olan gogiis agrisi seklindedir. Goglis agrisi ataklari
gosteren hastalarda akciger grafisinde plevral efiizyon goriildiigii de bildirilmistir. Bazi
hastalarda gogiis agris1 ataklarina perikardit tablosunda da eslik ettigi bildirilmektedir.
Ayrica AAA’l1 hastalarin yaklagik %0.5'inde ise perikardit gortildiigi bildirilmistir. (Kees
ve ark. 1997, Oriin ve Yal¢inkaya, 2003).

2.1.9.4. EKlem Tutulumu

Ailevi Akdeniz Atesinde eklem tutulumu hastalarin ¢ogunda goriilen akut veya
subakut formda kisa siireli ve bazi hastalarda ise kronik gidisli olan iki farkli sekilde
kendini gostermektedir. AAA’da akut eklem tutulumunun daha sik gorildigi
bildirilmektedir. Eklem tutulumunun 3 karakteristik 6zelliginin; a) ilk 24 saatte iginde
genellikle artrite ¢cok yiiksek atesin eslik etmesi, b) genellikle ayak bilegi, diz ve kalga gibi
alt ekstremite gibi biiyiik eklemleri tutmasi, ¢) sikayetlerin cou zaman 24-48 saat i¢inde pik
yapmasi ve hizla diizelmesidir.

Hastalikta etiklenen eklemin oldukga agrili oldugu bildirilmektedir. Kizariklik ve 1s1
artist akut ve siddetli artrit tablosuna gore daha diisiiktiir. Sinoviyal sivi steril olup,
goriiniimii bulanik veya piiriilan da olabilmektedir. Bu tip ataklar genellikle 3-5 giin i¢inde
azalamakta, bazen de 1-4 hafta kadar siirebildigi bildirilmektedir. Artritli olgularin %6-
10’unda ise aylarca siirebilen uzamis artrit tablosu goriilebilmektedir. Mono-oligo veya
nadiren poliartritle seyreden bu ikinci tip eklem tutulumda eritem ve lokal 1s1 artiginin az
oldugu bildirilmistir. Hareket kisithilig1 aylarca siirebilmekte ve komsu adelelerde atrofi
olabilmektedir. Kas enzimleri genelde yiikselmemektedir. Boyle uzamis ataklar sirasinda,
bazen AAA’nin diger klinik bulgularinin eslik ettigi ataklar da tabloya eklenebilir
(Cobankara ve ark. 2011).
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2.1.9.5. Erizipel benzeri eritem

AAA igin tipik olan yegane dokiintiidiir. Genellikle alt ekstremitelerde dizin alt
kisminda lokalize sekilde goriiliir. Ayak {izerinde veya ayak bileginde sik rastlanir.
Dokiintiiler genellikle tek eksremite goriiliir. Lezyonlar genisce bir sahayi etkileyen keskin
siirl, kizarik, sicak ve hassas bir cilt bolgesi olarak ortaya ¢ikar. Eritem 2-3 giin iginde
kendiliginden geger. Erizipel benzeri eritemli hastalarin cilt 6rneklerinde 6dem ve hiicresel
infiltrasyon goriilebilir. AAA’da bildirilen akut epizodik cilt lezyonlarindan biri de nodiiler
lezyonlardir. Bu lezyonlar genellikle 1 cm’den kiigiiktiir. Ustiinii drten deri kizarik olup
kismen de hassastir. Eritema nodozum benzeri eriipsiyon olarak adlandiriimaktadir (Kosan,
2003).

2.1.9.6. Akut Skrotum

Bu klinik tablo genellikle 20 yasindan sonra ve nadiren goriilmektedir. Cocuklarda
ve geng erigkinlerde daha siktir. Ataklar genellikle tek tarafli olup sislik, kizariklik,
hassasiyet ile kendini belli eder. Tunica vaginalis’in inflamasyonundan ileri gelmektedir.
Anatomik bir sekil birakmadan 12-24 saat sonra kendiliginden gegmektedir. Akut skrotum
tek basina veya abdominal atakla birlikte de goriilebilmektedir. (Eshel ve ark., 1988,
Kosan, 2003).

2.1.9.2. Amiloidoz

Amiloid suda erimeyen, fibriler yapida anormal bir proteindir. Amiloidoz, amiloidin
cesitli organlarda, ekstraselliiler bolgede ve damar duvarinda birikimi sonucu olusan
kronik infiltratif hastaliklarin bir grubudur. (Kacar ve ark. 1999). Amiloidoz AAA'nin en
ciddi komplikasyonu olup, ataklarin tipi, siddeti ve sayisi arasinda bir iliski yoktur.
Amiloidoz AAA’nin farkli bir fenotipik 6zelligidir ve etnik 6zellik amiloidoz gelisme
sikligin1 belirlemektedir. Sefardik Yahudiler ile Tiirklerin amiloidoz gelisimine Ermeni ve
Askenaz Yahudilerinden daha yatkin oldugu bildirilmistir (Cobankara ve Kiraz, 2000).

Serum Amiloid A'nin (SAA) basta bobrekler olmak iizere, adrenal, bagirsaklar,
dalak, akciger, karaciger ve testislerde birikmesine bagli olarak amiloidoz gelismektedir.
Renal amiloidoz kendini proteiniiri ile gostermektedir. Amiloidozis vakalarinda hasta
tedavi edilmedigi durumda yaklasik 7 yil icinde nefrotik sendromun gelisebilecegi ve son
donem bobrek yetersizliginin olugabilecegi bildirilmektedir. Amiloidozis tanisi i¢in bobrek,

cilt alt1 yag dokusu, kemik iligi ve rektumdan biyopsiler alinabilir. Fenotip II olarak
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gruplandirilan olgularin az bir kisminda amiloidoz ilk bulgudur. Bunlarin bir kisminda
amiloidoz gelistikten sonra ataklar baslayabilmektedir. Ozellikle bobrek naklinden sonra
bu organlarda amiloid birikimi daha belirgin hale gelebilmektedir (Cobankara ve Kiraz,
2000)

Amiloidozisin tanis1 esas olarak doku biyopsi materyallerinin mikroskobik olarak
incelenmesi ile konur. Bunun yaninda serum ve idrarda tayin edilen bazi maddelerin ortaya

konulmasi ile tan1 kollayca konabilmetedir. (Kacar ve ark. 1999).

2.1.9.3.Laboratuvar Testleri

AAA hastaliginin tanist i¢in 6zglin bir laboratuar testi bulunmamakla birlikte
hastaligin tanisinda genetik testlerin %75 oraninda dogrulugu gosterilmistir. En 6nemli
laboratuar bulgusunun ataklar arasinda normal seyredip, atak sirasinda yiikselen
sedimentasyon degerlerinin olmasi, C reaktif protein, serum amiloid A, fibrinojen ve
16kosit sayisinin yiiksekligi, ancak bu parametrelerin de her atakta yiikselmeyebilecegi de
bildirilmektedir. Ataklar sirasinda gecici olarak ortaya c¢ikan hematiiri ve proteiniiri
goriilebilecegine dair ¢alismalar da mevcuttur (Ugan, 2011).

Tipik periyodik ates ataklart ve 1-4 giin siiren serozit, etnik kokeni uygun
hastalarda AAA tanisin1 dogrulamakla birlikte ailede AAA Oykiisii ve kolsisine yanit bu
tanty1 daha da desteklemektedir (Ben-Chetrit ve Touitou 2009).

MEFV geninin tanimlanmasindan giiniimiize kadar olan siirecte tani amacgh
molekiiler testlerde hizli bir artis meydana gelmistir. Bu yontemler arasinda hastaliktan
sorumlu mutasyonlarin tespitinde PCR temelli molekiiler testler yer almaktadir. Klasik
olarak hastalarin %80’inden sorumlu oldugu bildirilen en yaygin 5 mutasyonun (M680I,
M694V, M6941 ve E148Q) tespiti ile tipik AAA klinik bulgular1 ve endemik bdlgelerde
bulunma tanida oldukga onemlidir.

Strip Assay, PCR RFLP, ARMS gibi yontemlerin hastaliga yol acan mutasyonlari
tespit etmedeki eksiklikleri durumunda MEFV geni dizi analizi yontemine basvurulmasi
gerektigi bildirilmektedir. Yontemlere bagli olarak mutasyonlarin tespit edilememesi
olasilig1 diislintildiigiinde, ataklarin siddeti ve sikliginda bir azalma olup olmadigin1 tespit
etmek i¢in 4-6 aylik deneme kolsisin tedavisi onemli bir tani kriteridir. AAA Kolsisin
tedavisine cevap veren bir hastalik oldugu i¢in, genetik testlere bakilmaksizin, deneme

tedavisi tanty1 kuvvetlendirmektedir.
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Kolsisin ile tedavi denemesi hem giivenli hem de nispeten ucuz oldugundan,
cogunlukla yetersiz sonu¢ veren pahali DNA testlerine baslamadan 6nce, tan1 i¢in tercih
edilen bir yaklagimdir. Bunun yaninda proteiniiri tespit edilmesi amiloidozis i¢in erken bir
isaret olacag akilda tutulmali, hastanin ya da ebeveynlerinin hatta yakin akrabalarinin en

az yilda bir kez rutin idrar tahlili yaptirmalar1 gerekmektedir ( Zadeh ve ark., 2011).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu ¢alisma Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim
Dalinda yapilmistir. Calismaya Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve
Uygulama Hastanesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dalina miiracaat edip FMF tanis1 konmus
hastalar dahil edilmistir. Calismaya 58 (%59.8)’1 kadin, 39 (% 40.2)’u erkek olmak {izere
toplam 97 hasta ile 42°si kadin, 28’1 erkek olmak tizere toplam 70 kisiden olusan saglikli
kontrol grubu dahil edildi. Hastalarin ve saglikli kontrol grubunun yas ortalamasi sirasiyla
32.9+12.9, 30.7+10.2 idi. Calisma yapilmadan once Mustafa Kemal Universitesi Tip

Fakiiltesi insan Etik Kurulu’ndan onay alind.

3.1. Arag ve Geregler

3.1.1.Cihaz ve Teknik Malzemeler

PCR Cihazi (Thermal cycler, Applied Biosystems, ABD)

Santrifiij (NF 048; Niive, TURKIYE)

Is1 blogu (Thermo shaker; TS 100, Biosan)

Elektroforez tinitesi (Wealtec, Elite 300 Plus, ABD)

UV Transillumunator (Wealtec, Dolphin-View, ABD)

DNA Dizi Analizi Cihaz1 (Applied Biosystems Genetic Analyzer; Hitachi AB,
Applied Biosystem Genetic Analyzer 3130, USA)

© a k~ w e

7. Otomatik pipetler (Discovery, Transferpette)

3.1.2.Kimyasal Malzemeler

1.PCR Tamponu (Fermentas)

2.MgCl;, (Fermentas)

3.Primerler (Fermentas)

4.dNTPs (Fermentas)

5.Tag DNA (Fermentas)

6.Restriksiyon Enzimleri; Hin 1 1I, Mva I, BsrDI (Fermentas)
7.Marker 50b¢ ve 100bg (Fermentas)

8.Etidyum Bromid (Merck)

9.NaCl (Merck)
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10.Proteinaz K (Sigma)
11.Etil Alkol (Sigma)
12.Distile su

13.Agaroz (Sigma)
14.Loading Dye (Fermentas)
15.Tris EDTA (Sigma)
16.Sodyum dodesil siilfat (Sigma)
17. Siikroz (Sigma)

18. NaOH (Sigma)

19- Triton X-100 (Sigma)
20- Borik Asit (Merck)

3.1.3.Calismada Kullanilan Cozeltiler
3.1.3.1. DNA izolasyonunda Kullanilan Soliisyonlar
a. Eritrosit Lizis Tamponu (pH=7.5, 1 Litre igin)

0.32 M Siikroz =109.6 g
10 mM Tris-HCI (pH=7,5) Tris-HCI =12g¢
5mM MgCl> MgCl2 =109
%1 Triton X 100 Triton X- 100 =10.0g

Kimyasal maddeler tartilip son hacim 1000 ml olacak sekilde ayarlanarak otoklavize edildi

(pH = 7.5). Otoklavizasyondan sonra soliisyona Triton X-100 ilavesi yapildu.

b. Fizyolojik Tampon (pH=7.5, 1 litre igin)

0.075 M NaCl =449

0.025 M EDTA =93¢

Kimyasal maddeler tartilarak son hacim 1000 ml olacak sekilde ayarlanarak otoklavize

edildi (pH = 7.5).

c. TBE (pH=9, 1 litre i¢in)

500 mM Tris baz =60.5gr
20 MM EDTA =7.4qr
10 mM NacCl =0.69r
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Kimyasal maddeler tartilarak son hacim 1000 ml olacak sekilde ayarlanarak otoklavize
edildi (pH =9).

d. %10’luk SDS (Sodium Dodesyl Sulfate)
10 g SDS tartildiktan sonra bidistile su ile son hacim 100 ml olacak sekilde ayarlandi.

e. Proteinaz-K (10mg/ml)
10 gr Proteinaz-K tartilarak tartildiktan sonra bidistile su ile son hacim 100 ml olacak

sekilde ayarlandi.

f. 6 M NacCl, (1 litre igin)
321.4 g NaCl tartilarak bidistile su ile son hacim 1000 ml olacak sekilde ayarlandi.

g. TE Tamponu (Tris/EDTA) (pH=8)
10 mM Tris-Cl (pH=8)
0.1 mM EDTA (pH=8)

Kimyasal maddeler tartilarak son hacim 1000 ml olacak sekilde ayarlanarak otoklavize
edildi (pH =8).

h. %70 Etil Alkol Soliisyonu
70 ml absolii etil alkol tizerine 100 ml’ye tamamlanacak sekilde (30 ml) bidistile su ilave

edilerek hazirlandi.

3.1.3.2.Elektroforez Analiz Soliisyonlar:

a. 10 X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) Stok soliisyonu

Tris baz (890 mM) 108 g

Borik asit ( 890 mM) 55¢

EDTA, (0.5 M, 20 mM, pH 8.0) 40 ml

Kimyasal maddeler 900 ml bidistile su i¢inde ¢oziildiikten sonra pH 8.0’e ayarlanarak 1

litreye tamamlandi (Toplam hacim 1000 ml)
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b. 1 X TBE (1 litre icin)
100 ml 10 X TBE stok soliisyonu
900 ml bidistile su

¢. Etidyum Bromid Soliisyonu (10 mg/ml)
Etidyum Bromidten 0.1 g tartilarak 10 ml bidistile su iginde ¢oziildii. Soliisyon

tiikketilinceye kadar 151k almayacak sekilde koyu bir sise i¢inde +4 °C’de muhafaza edildi.

d. DNA Yiikleme Tamponu (Loading Buffer)

40 g siikroz

0.25 g bromfenol mavisi

Kimyasal maddeler tartilarak bidistile su ile 100 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan soliisyon

ependorf tiiplerine konarak +4 °C’de muhafaza edildi.

3.2. Kan Orneklerinin Ahnmasi
Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali’na miiracaat eden
ve Tel Hashomer kriterlerine gore (Livneh ve Langevitz, 1997) Ailevi Akdeniz Atesi
hastalig1 tanist konan, akrabalik iliskisi bulunmayan 97 hasta ile 70 saglikli bireyden
antikoagiilanli (EDTA) tiiplere 5’er ml kan Ornekleri alindi. Kan orneklerinden DNA

izolasyonu tuz ile ¢oktiirme yontemi kullanilarak yapildi.

3.3. DNA izolasyonu
Alman kan 6rneklerinden DNA izolasyonu i¢in Miller ve arkadaslarinin (Miller 1988) tuz
ile ¢oktiirme yontemi laboratuvar sartlarimiza gére modifiye edilerek kullanildi.
1. Ik olarak 10 mI’lik steril bir tiipe 1 ml 5x lizis tamponu, iizerine 3 ml bidistile su
konup pipetle homojen hale getirildikten sonra bu karisima tam kan orneginden 1
ml ilave edilerek tiiplin kapagi kapatildi ve tiip alt-list edilerek homojen karisim
saglandi.
2. Tiipler buz ig¢inde 10 dakika inkiibe edildi.
3. Sonra +4 °C’de 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek iist sivi uzaklastirildu.
4. Pellet tlizerine 2 ml bidistile su ve 0.5 ml 5x lizis tamponu konup, pipetleme

yapilarak pellet ¢oziildii.
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10.
11.

12.

13.

14.
15.

16.

17.
18.

19.

Homojenize edilen tiip +4 °C’ de 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek siipernatan
uzaklagtirildu.

Cokelti tizerine 1 ml %10 SDS ve 20 mg/ml’lik proteinaz-K’dan 2.5 pl konup
kopiik olusmamasina dikkat edilerek pipetaj yapildi.

Tiipler inkiibatdrde 65 °C’de ara sira hafifce calkalanarak 15 dakika inkiibe edildi.
Karisim ependorf tiiplere alinarak buz i¢inde 5 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda tiiplere 300 pl doymus (sature, 6N) NaCl ilave edildikten
sonra vortekslenerek homojenize edildi.

Ependorf tiipler buz i¢inde 5 dakika tutuldu.

Sonra +4 °C’de 13.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek, supernatant yeni bir
ependorf tiipe aktarildi.

Tiiplere 0.5 ml, 24:1 kloroform/izoamil alkol karisimi kondu ve tiip iyice
calkalanarak karisim homojen hale getirildi.

Homojenizasyon islemini takiben tiipler yeniden +4 °C’de 13.000 rpm’de 2 dk
santrifiij edildi.

Stipernatan dikkatli bir sekilde 2 mI’lik steril bir ependorf tiipe aktarildi.

Uzerine 1 ml absolii etil alkol konarak tiipler 8-10 kez alt-iist edilerek DNAnin
presipite olmasi saglandi. Bu asamada genomic DNA yumak seklinde goriildii.
Presipite edilen DNA +4 °C’de 13.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek
¢oktiirtildii ve alkol uzaklastirildi.

Sonra tiiplere 1 ml % 70 etil alkol konulup, tiip alt-iist edildi.

+4 °C’de 13.000 rpm’de 5 dk santriflij edildikten sonra tiipler ters g¢evrilerek
alkoliin tamamen uzaklastirilmasi saglandi.

Tiiplere 200’er pl steril bidistile su konuldu ve DNA’nin tamamen ¢oziilmesi ve

DNaz akivitesinin ortadan kaldirilmasi i¢in 75 °C’de 10 dk tutuldu.

3.4. PCR-RFLP Yontemi ile Fas -670 A/G ve FasL -844 T/C Gen

Polimorfizminin Belirlenmesi

Fas -670 A/G ve FasL -844 T/C gen polimorfizmlerinin belirlenmesi i¢in asagida (Cizelge
3.1.) niikleotid dizileri verilen primer g¢iftleri kullanilarak PCR-RFLP teknigi uygulandi.

PCR optimizasyonu i¢in dncelikle ¢izelge 1 ve 2’de verilen PCR miksleri ve amplifikasyon
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dongiileri secildi. Amplifikasyon {iriinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek PCR {irtinleri jel

goriintiileme cihazinda goriintiilendi.

Cizelge 3.1. Primer dizileri ve amplifiye tiriinlerin PCR biiyiiklikleri.

Gen Primer Primer dizileri (5°-3°) PCR iiriinlerinin
biiyiikliigii
Fas F 5’-CTACCT AAGAGC TAT CTACCGTTC-3’
-670 A/G 233 be
R 5’-GGC TGT CCATGT TGT GGC TGC-3°
FasL F 5’-CAG CTACTC GGA GGC CAAG-3’
844TIC 401 b
R 5’- GCT CTG AGG GGA GAG ACCAT-3’

Cizelge 3.2. Fas -670 A/G ve FasL -844 T/C gen polimorfizmleri i¢in amplifikasyonun gergeklestirildigi

reaksiyon karigimi.

Reaksiyon Karisim Kullamilacak Miktar (ul)  Final Konsantrasyon
10X PCR tamponu 5 1X

Forward primer (5 pmol/ul) 1 5 pmol
Reverse primer (5 pmol/ul) 1 5 pmol

Deoksi NTPs (25 mM) 0.4 0.2 mM

MgCl; (50 mM) 1.5 1.5mM
Genomik DNA (50 ng/ul) 1 100 ng

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

Steril bidistile su 39.9

Total Hacim 50 ul
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Cizelge 3.3. Fas gen -670 A/G polimorfizmi i¢in PCR program

Reaksiyon Asamast Sicaklik (°C) | Siire | Dongii Sayisi
Initial (ilk denatiirasyon) 94 3 dk. 1
Denatiirasyon 94 1 dk.

Annealing (baglanma) 58 1 dk. 40
Extension (uzama) 72 2 dk.

Final extension (son uzama) 72 10 dk. 1

Cizelge 3.4. FasL gen -844 T/C polimorfizmi i¢in PCR programi

Reaksiyon Asamasi Sicaklik °C | Siire | Dongii Sayisi
Initial (ilk denatiirasyon) 94 2 dk. 1
Denatiirasyon 94 30 sn.

Annealing (primer baglanmasi) 62 30 sn. 35
Extension (zincir uzamasi) 72 45 sn.

Final extension (son uzama) 72 7 dk. 1

3.5. PCR Uriinlerinin Goriintiilenmesi

Agaroz jel elektroforezi Maniatis ve arkadaslarinin (Maniatis ve Fritsch,1982) tarif

ettigi gibi asagidaki sekilde yapilmastir.

Elektroforez i¢in 2 g agaroz tartilarak 0.5x TBE tamponu ile 100 ml’ye
tamamlandi.

Agaroz mikrodalga firinda 1s1 yardimiyla ¢oziildi, 45 °C’ye kadar sogutulduktan
sonar ¢ozeltiye 3 pl etidyum bromid (10 mg/ml) eklendi.

Sonra ¢ozelti jel dokme kaplarma dokiilerek u¢ kisimdan 1 cm kadar uzakliga,
uygun taraklar yerlestirilerek sogumaya birakildi.

Yaklasik 30 dakika agarozun polimerizasyonu i¢in bekletildi.

Taraklar dikkatlice ¢ikartilarak jel kabi elektroforez tankina yerlestirildi.

-41-



e Jeldeki acilmis olan kuyucuklara 10’ar ul miktarlarda sirasiyla DNA marker ve
PCR iiriinleri (yiikleme soliisyonu i¢inde) ytiklendi.

e Elektroforez islemi baslatilarak (100-150 volt/ 30-60 dk) amplifikasyon tiriinlerinin
elektrik akimi sayesinde yliriitiilmesi yapildi.

e Yiriitme islemi sonunda olusan bantlar jel goriintiileme cihazinda goriintiilendi.
Amplifikasyon isleminden sonra firiinlerin restriksiyon enzimleriyle kesimleri

yapild.
Fas geni -670 A/G polimorfizminin belirlenmesi i¢in Mval, FasL -844 T/C
polimorfizminin belirlenmesi igin ise BsrDI restriksiyon enzimleri kullanildi.

Kesim islemi i¢in kesim karigimi asagidaki ¢izelgede verildigi formiile gore yapildi.

Cizelge 3.5. Fas geni -670 A/G ve FasL geni -844 T/C polimorfizmlerinin kesim reaksiyon karigimlari.

Reaksiyon Karigimi Miktar (ul)
Amplifiye iirtin (PCR {iriinii) 5

Steril bidistile su 13
10xTampon 1.5
Restriksiyon enzimi (10 U/pl) 0.5

Cizelge 4’deki karigimlar iceren tiipler, Fas geni -670 A/G polimorfizmi i¢in 37 °C’de, Fas
L geni -844 T/C polimorfizmi i¢in ise 55 °C’de bir gece inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
kesim firiinleri %3’lik agaroz jel hazirlanarak elektroforez islemine tabii tutuldu.
Elektroforez islemini takiben jel goriintiileme cihazi yardimiyla olusan kesim iirlinleri

goriintlilendi.
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Cizelge 3.6. Fas-FasLPCR iiriinlerinin sirastyla Mval(BstNI ve BsrDI(BseMI) enzimleriyle kesimi

sonucu olusan iiriin boylar1

Polimorfizm Primer Dizisi Mval(BstNI) ve
Uriin | BsrDI(BseMI)
biiyiik- . . ..

enzimleriyle kesimi
lugii
sonras1 Uiriin boylar1
Fas -670 A/G | 5’-CTACCT AAG AGC TAT CTACCG TTC-3’ AA:233-99
233 bg | GG:189-99-44
5°-GGC TGT CCATGT TGT GGC TGC-3’ AG:233-189-99-44

FasL -844 T/C | 5>-CAG CTACTC GGA GGC CAAG-3’ TT:401

401 bg | CC:233-168
5°- GCT CTG AGG GGA GAG ACC AT-3’ TC:401-233-168

3.6. MEFV Gen Mutasyonlarimin DNA Dizi Analizi Teknigi ile

Belirlenmesi

Genomik DNA Hazirlanmasi

Dizi analizi i¢in her hastadan 20 ng/ul DNA 6rnegi kullanildi.
PCR Amplifikasyonu

e Asagidaki cizelge kullanilarak PCR amplifikasyon karigimlart hazirlandi

Cizelge 3.7. PCR amplifikasyon karigimlari

Bilesen Miktar pl
AmpliTaq Gold® PCR Master Mix (2X) 125
Forward Primer 2.0
Reverse Primer 2.0
DMSO 2.0

Distile su 4.0
Genomik DNA (5-20 ng/pul) 2.5
Toplam 25
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e Hazirlanan karisim 0.2 ml’lik ependorf tiiplerine dagitildi.

e Reaksiyon hacmi 25 pl olacak sekilde ayarlandi.

e Cihazda 9600 emiilasyon modiilii (emulation module) secilerek amplifikasyon
islemine gecildi.

Hazirlanan karigimlar thermal cycler cihazinda asagida belirtilen program secilerek

PCR islemi gergeklestirildi.

95°C =mmmmmmmmm 10 dak.

95 °Cemmmmemem- 30 sn.

60 °C---------- 15 dak.} 40 dongii
72 °C--mmmeeem 1 dak.

72 OCeemmmmnnen 7 dak

+4 °C--mmmmmmm ~

Amplifikasyon isleminden sonra {iriinler %2’ lik agaroz jelde yiiriitiilerek

goriintlilendi.

DNA Dizileme Islemi
Asagidaki cizelgede belirtildigi gibi karisim hazirlandi.

Cizelge 3.8. DNA dizileme karigimi

Bilesen Miktar (ul)
[saretli boya v3.1 Kit 2.0

5x Sequencing Buffer 2.0
Primerler (Forward ve Reverse) 2.0

PCR amplifikasyon tiriinii 2.0
Bidistile su 2.0

Toplam hacim 10.0

Karsim hazirlanadiktan sonra dizileme islemine derhal geg¢ildi.

Hazirlanan karigimlar asagidaki dongiilerde amplifiye edildi.
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Cizelge 3.9. DNA Dizilemede Amplifikasyon dongiileri.

Asama Tanim Is1 °C) Siire
1 Aktivasyon 96 1 dakika
2 Amplifikasyon 96 10 Saniye
. 50 5 Saniye
25 siklus 60 4 dakika
3 Bekleme 4 -

e Reaksiyon hacmi 10 pl olarak ayarlandi.
e (Cihazda 9600 emiilsiyon modiilii secilerek analiz islemi gergeklestiridi.
Amplifikasyon Uriinlerinin Piirifikasyonu

e Piirifikasyon iglemi i¢in 1 g Sephadex 14 ml distile su i¢inde ¢oziilerek 30 dakika
arasira ¢alkalanarak oda 1sisinda inkiibe edildi.

e Sonra karisim Sephadex kolonlarina 600’er pl dagitildi.

e Kolonlar 2000 g de 2 dakika santrifiij edildi.

e Santrifiij sonras1 Sephadexli kolonlar baska tiiplere alindi.

e Sonra 10 pl Cycle Sequencing lriinii Sephadex’in lizerine kolona temas
ettirilmeden konuldu.

e Kolonlar 2000 g de 2 dakika santrifiij edildi.

e Kolonlarin altinda sizan iirlin piirifiye {riin olup dizi analizinde kullanildi
(yiiklenen tirtin miktart 10 pl’den az ise tizeri distile su ile 15 pul’ye tamamlanarak

cihaza yiiklendi).

Sonuclarin Degerlendirilmesi
Sekans degerlendirme islemi Sequencing Analysis, SeqScape ve BioEdit software ile

mutasyon tablolar1 kullanilarak yapildi.

3.7.Istatistiksel Analiz

Arastirmanin istatistiksel analizleri i¢in SPSS 16 programi kullanilmistir. Hasta ve
kontrol gruplar1 arasinda genotip ve allel sikliklarinin karsilagtirilmasinda Fisher’s Excact
Test, hastalarin klinik bulgulariyla genotiplerin karsilagtirilmast i¢in ise X% testi

kullanilmastir.
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4. BULGULAR

Calismaya Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim
Dalinda klinik olarak AAA tanis1 konulmus 97 hasta dahil edildi. Fas geni -670 A/G ve
FasL geni -844 T/C polimorfizmleri PCR-RFLP yo6ntemi ile, MEFV geninin 2. ve 10.
ekzon mutasyonlari ise sekans analizi teknigi ile incelendi. Hastalarin %59.7 (58/97)’si
kadin, %40.2 (39/97)’si erkek, kontrol grubunun ise % 60(42/70)’1 kadin, %40 (28/70)’1
erkeklerden olusmaktaydi. Hasta ve kontrol grubunun yas ortalamasi ise sirasiyla 32.9 ve
30.7 yil idi.

Hastalarin demografik bulgulari incelendiginde, kadin hastalarin erkek hastalara
oraninin 1.5, hastalarin tamami goéz Oniine alindiginda hastalik baglangi¢c yasinin;
17.1+11.9, tam1 konulma yasinin; 29.2+13.8 oldugu tespit edilirken, hastalik baglangici ile
tan1 yaslar1 arasinda gegen siirenin ise (yil olarak tamidaki gecikme) 12.5+11.9 oldugu
saptandi. Calismada hastalarin %49.5 (48/97)’unun ailesinde AAA hastalig1 6ykiisii oldugu
tespit edildi (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Ailevi Akdeniz atesi (AAA) hastalarinin demografik bulgulart.

Yas ortalamasi (y1l) 32.9+13.9
Kadmn/Erkek orani (y1l) 58:39 (1.48)
Hastalik baslangi¢ yas1 (y1l) 17.1+11.9
Tan1 yas1 (y1l) 29.2+13.8
Tanida gecikme (y1l) 12.45+11.9
Hastalik oykiisii 48/97

Calismaya dahil edilen hastalarin hastalarin %90.7’sinde karin agrisi, %60.2’sinde
ates, %75.7’sinde eklem agrisi, %66.9’unda kas agrisi, %56.3’linde goglis agris1 ve
%10.7’sinde erizipel benzeri dokiintiilerin oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Ailevi Akdeniz Atesi hastalarinin klinik bulgulari.

Klinik Bulgular %

Karin agrisi 90.7
Eklem agrisi 75.7
Kas agris1 66.9
Ates 60.2
GOgiis agrisi 56.3
Erizipel benzeri dokiintii 10.7

Hasta ve kontrol grubuna ait bireylerin Fas gen -670 A/G ve FasL gen -844 T/C
genotipleri Cizelge 4.3. ve Cizelge 4.4°de verilmistir.

Cizelge 4.3. AAA hastalarinda Fas gen -670 A/G ve FasL gen -844 T/C genotiplerinin daglhim.

Say1 Cinsiyeti | FasL -844 T/C | Fas -670 A/G
1 K cC AG
2 E TC AG
3 E TC AA
4 K cC AG
5 E cC AA
6 K TC AG
7 K TC GG
8 K TC AA
9 K TT AG
0 K TC AG
11 E TC AA
12 E TC AA
13 E TT AA
14 K TT GG
15 E TC AA
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Cizelge4.3.iin devamm

16 TC AA
17 TC AG
18 TT AA
19 TT AA
20 TC AG
21 TC GG
22 TT AA
23 CcC AA
24 TT AG
25 TT GG
26 TC AG
27 TC AA
28 TC AA
29 TT GG
30 TT AG
31 TC GG
32 TT GG
33 TC AA
34 TC GG
35 TC AG
36 TT AA
37 TT GG
38 cC AG
39 TC GG
40 TC AA
41 cC AG
42 cC AA
43 CcC AA
44 TC AA
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Cizelge4.3.iin devamm

45 cc AA
46 TC AA
47 TT GG
48 TC AG
49 T GG
50 TC AA
51 T GG
52 cC AG
53 TC GG
54 TT AG
55 TC AA
56 cC AG
57 TT AG
58 cc AG
59 TT AA
60 TC AG
61 TC GG
62 TC GG
63 cC AA
64 TC AA
65 TC AG
66 TC AG
67 TC AA
68 cC AG
69 cC AG
70 TT AG
71 TC AG
72 cC GG
73 TT AA
74 TC AG
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Cizelge4.3.iin devam

75 TC AG
76 TC AG
7 cC GG
78 TC AA
79 CcC GG
80 cC GG
81 CcC AA
82 TT AG
83 CcC GG
84 TC GG
85 TC AG
86 TC AG
87 TC AG
88 TC AA
89 TC GG
90 CcC GG
91 TT AG
92 TC GG
93 TC AA
94 TC AA
95 TC AG
96 CcC AG
97 TC GG
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Cizelge 4.4. . Kontrol grubunda Fas gen -670 A/G ve FasL gen -844 T/C genotiplerinin daglimi.

Say1 Cinsi | Fas-844T/C | Fas-670/G
yeti
1 E TC AA
2 K TC AG
3 E CcC GG
4 E CcC AG
5 E CcC AA
6 K CcC GG
7 K TC AG
8 K TC AG
9 K CcC AG
10 E TC AG
11 K TC AG
12 K TC AG
13 E TC AG
14 K CcC AG
15 K TC AA
16 E TC AA
17 E TT AA
18 K TT GG
19 K TC GG
20 K TC AA
21 E TC AG
22 K TC AG
23 E TC AA
24 E TC AG
25 E TT AG
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Cizelge4.4.iin devamu

56 E TC AG
57 E TC AA
58 E TC GG
59 K TC AA
60 E TC GG
61 E CC GG
62 K TC AG
63 E TC AG
64 K TC GG
65 K TC AA
66 K TT AG
67 K TT AA
68 E CcC GG
69 K TC AA
70 K TT AG

Bazi hastalara ait Fas gen -670 AA, AG ve GG genotiplerinin elektroforez
gorlntiisii sekil 1°de, FasL geni -844 TT, TC ve CC genotiplerinin elektroforez goriintiisii

ise Sekil 4.1°de verilmistir.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 M 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

100bp 99bp 233bp 189bp

Sekil 4.1. Fas geni -670 A/G polimorfizminin agaroz jel elektroforezi goriintiisii M:Marker (100bp ladder); 3,
8, 11 ve 18. siradaki hastalar normal (AA genotipi), 1, 4, 5, 6, 12, 15, 16 ve 17. siradaki hastalar heterozigot
(AG genotipi), 2, 7,9, 10, 13, 14 ve 19. siradaki hastalar homozigot mutant (GG).

100bp 233bp 168bp 401bp

Sekil 4.2. FasL geni -844 T/C polimorfizminin agaroz jel elektroforezi goriintisii M:Marker (100bp ladder).
5. ve 8. siradaki hastalar normal (TT); 1, 2, 6 ve 9. siradakiler heterozigot (TC); 3, 4 ve 7. siradaki hastalar
homozigot mutant (CC).

Fas gen -670 genotip ve allel frekanslar1 incelendiginde, 97 AAA hastasinin
34’inde (%35.1) AA, 37’sinde(%38.2) AG ve 26’sinda (%26.8) GG genotipi, saglikli
kontrol grubunu olusturan 70 saglikli bireyin ise 25’inde (%35.7) AA, 32’sinde (%.45.7)

AG ve 13’linde (%18.6) GG genotipi saptanmistir. A ve G allellerinin frekanslar1 ise
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sirastyla AAA hastalarinda %52.6 ve %47.4, saglikli kontrol grubunda %58.6 ve %41.4
olarak bulundu. Cizelge 4.7’ de goriildiigii gibi her iki grupta genotip ve allel frekanslari
benzer olup, gruplar arasinda gerek genotip ve gerekse allel siklig1 yoniinden istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptanamadi (p>0.05).

FasL gen -844 genotip ve allel frekanslar1 ele alindiginda ise Cizelge 4.7’ de
goriildiigii gibi, AAA hasta grubunda TT, TC ve CC genotiplerine sahip olanlarin sayilar
sirastyla 23 (%23.7), 51 (%52.6) ve 23 (%23.7), kontrol grubunun ise 9 (%12.9), 51
(%.72.9) ve 10 (%14.3) olarak saptandi. T ve C allelelerinin siklig1 ise sirasiyla, hasta
grubunda %50 ve %50, kontrol grubunda ise % 49.3 ve % 50.7 olarak tespit edildi. Kontrol
grubunda TC genotipi sikligi, hasta grubuna gore oldukga yliksek ve istatistiksel olarak
anlamli bulundu (Goéreceli Risk: GR: 0.413, P=0.01). Hasta grubunda CC genotipi siklig1
kontrol grubuna gore yiiksek olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanamadi (GR: 1.865, P=0.169).

Haplotip dagilimlar1 incelendiginde ise, AAA grubunda -670A/-844C haplotipi
%27.9, -670G/-844C haplotipi % %22.1, -670A/-844T haplotipi %26.2 ve -670G/-844T
haplotipi % 23.8 olarak bulunurken, kontrol grubunda ise-670A/-844C haplotipi %24.6, -
670G/-844C haplotipi %26.1, -670A/-844T haplotipi 33.9 ve -670G/-844T haplotipi %15.3
olarak tespit edilmistir. -670G/-844T haplotipi sikligi hasta grubunda (%26.1), kontrol
grubuna gore (%15.3) yiliksek olmakla birlikte birbirleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark saptanmamstir (p>0.05). Ayrica, hasta ve kontrol gruplar1 arasinda diger

tic haplotipin siklig1 agisindan da istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir

(p>0.05) (Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.3. Ailevi Akdeniz atesi hastalar1 ve kontrol grubu arasinda Fas geni -670 A/G ve FasL geni -844

T/C polimorfizminin genotip, allel ve haplotip frekanslarinin karsilastirilmasi.

Genotip /Allel/ Haplotip Kontrol (n=70) AAA (n=97) X? GR (%95 GA) P
Fas-670 A/IG

Genotip frekansi

AA 25 (%35.71) 34 (%35.05) 0.008 0.971(0.511-1.847) 1.000
AG 32 (%.45.71) 37 (%38.15) 0.961 0.732(0.392-1.366) 0.344
GG 13 (%18.57) 26 (%26.80) 1.540 1.606 (0.757-3.404) 0.267
Allel frekansi

A 82 (%58.57) 105 (%52.58)  0.607 0.839 (0.539-1.305) 0.500
G 58 (%41.43) 89 (%47.42) 0.607 1.192 (0.766-1.855) 0.500
FasL -844 T/C

Genotip frekansi

TT 9 (%12.85) 23 (%23.71) 3.092 2.107 (0.908-4.889) 0.110
TC 51 (%.72.85) 51 (%52.58) 7.034 0.413(0.213-0.800) 0.010
CC 10 (%14.30) 23 (%23.71) 2.278 1.865 (0.824-4.220) 0.169
Allel frekansi

T 69 (%49.28) 97 (%50.00) 0.017 1.029 (0.666-1.589) 0.912
C 71 (%50.72) 97 (%50.00) 0.017 0.972(0.629-1.501) 0.912
Haplotip frekansi

-670 A/-844 C 34.48 (%24.60)  54.14 (%27.90) 0.448 1.185(0.721-1.946) 0.503
-670 G/-844 C 36.52 (%26.10)  42.86 (%22.10) 0.715 0.804 (0.484-1.335) 0.397
-670 A/ -844T 47.52 (%33.90) 50.86 (%26.20) 2.336 0.692 (0.430-1.111) 0.126
-670 G/-844 T 21.48 (%15.30)  46.14 (%23.80) 3.587 1.722(0.977-3.032) 0.058

*AAA, ailevi Akdeniz atesi; X?, Ki-kare; GR, goreceli risk; GA, giiven araligi

Cizelge 4.8’ de hastalarin klinik bulgularina gore polimorfizmlerin dagilimlar:

verilmistir. Hastalarin klinik bulgulari ile Fas gen -670 ve FasL gen -844 genotipleri

karsilagtirildiginda, hastalarin klinik bulgulariyla ¢alisilan genotipler arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark saptanamamistir (P>0.05).
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Cizelge 4.4. AAA hastalarinin klinik bulgularina gore Fas ve FasL genotiplerin dagilimi.

Genotipler Fas -670 A/IG FasL -844 T/C P

Klinik Bulgular (%) AA AG GG TT TC CC >0.05
Ates 64.2 66.6 100.0 875 66.6 555 >0.05
Karin Agrist 92.8 88.8 88.8 100.0 83.3 100.0 =>0.05
Eklem Agrisi 928 77.7 888 875 722 888 >0.05
Goglis Agrist 642 T77.7 333 500 66.6 555 >0.05
Kas agrisi 785 888 66.6 625 722 888 >0.05
Erizipel dokiintii 142 2.0 0.0 0.0 16.6 11.1  >0.05

Calismamizda 97 hastanin 92’sinde MEFV gen mutasyonu bakilabilmistir.
Yaptigimiz mutasyon analizi sonucu c¢aligmaya aldigimiz 92 hastanin 71’inde (%77.17)
mutasyon saptanmistir Cizelge 4.6.da goriildiigi gibi, MEFV geninin 2. ve 10. ekzonunda
saptadigimiz mutasyonlar goz oniine alindiginda, hastalarimizda 10 farkli mutasyon ve 23
farkli genotip belirlenmistir. 92 hasta i¢inde ayni mutasyon tipini her iki allelde de
bulunduran (homozigot) hasta sayisi 14 (%15.22), mutasyonlarin farkli kombinasyonlarini
birlesik heterozigot halde bulunduran hasta sayis1 16 (%17.39), heterozigot hasta sayisi1 34
(%36.96), kompleks genotipe sahip hasta sayist ise 6 (%6.52) olarak belirlendi.21 hastada
(%22.83) calisilan 2. ve 10. ekzon mutasyonlarindan hicbirisi saptanamadi. Mutasyon
frekanslarin1 allel diizeyinde inceledigimizde, 184 bagimsiz MEFV allelinin 118’inde
(%64.12) mutasyon bulunmustur (Cizelge 4.6). Calismamizda en sik goriilen mutasyon
R202Q mutasyonu olup bagimsiz allellerin %21.20°sinde mevcuttur. E148Q mutasyonu
bagimsiz allellerin %16.30’unda, M694V %11.41’inde, M6941 9%4.89’unda, V726A
%4.89’unda, M680I %2.17’sinde saptanmis olup bunu A744S(%1.09), E230K (%1.09),
K695R  (%0.54) ve R761H (0.54) mutasyonlar1 takip etmektedir(Cizelge 4.5.).
Calismamizda ayrica, mutasyon analizi yapilan 92 hastanin 53’{inde MEFV geninin 2.
ekzonu (G138G, A165A, D102D, P124P) ve 10 ekzonunda (P706P) tek niikleotid
polimorfizmi olarak bilinen ve hastaligin klinigini etkilemeyen sessiz genetik varyantlar da
tespit edilmistir. Bu polimorfizmler genellikle diger MEFV mutasyonlar: ile birlikte
kompleks halde bulunmaktadir.
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Cizelge 4.5. Ailevi Akdeniz atesi hastalarinda MEFV geni 2. ve 10. ekzon mutasyonlarinin allel dagilimlari

Mutasyon tipi Allel sayis1  Frekans (%)
R202Q 39 21.20
E148Q 30 16.30
M694V 21 11.41
M694I 9 4.89
V726A 9 4.89
M680I 4 2.17
AT744S 2 1.09
E230K 2 1.09
K695R 1 0.54
R761H 1 0.54

Polimorfik varyant™ ya da bilinmeyenler 66 35.87

Cizelged4.6. Ailevi Akdeniz atesi hastalarinda MEFV geni 2.ve 10.ekzon mutasyonlarinin genotip dagilimlari

Genotip
Mutasyon Genotip Hasta sayis1 | frekansi (%)
Homozigot R202Q/R202Q 5 5.43
M694V/M694V 3 3.26
M6941/M6941 3 3.26
E148Q/E148Q 2 2.17
M6801/M680I 1 1.10
Heterozigot E148Q 14 15.21
R202Q 11 11.95
V726A 4 4.34
AT44S 2 2.17
M680I 1 1.10
M694V 1 1.10
E230K 1 1.10
Birlesik heterozigot E148Q/R202Q 5 5.43
E148Q/M694V 3 3.26
M6941/V726A 2 2.17
E148Q/VT726A 1 1.10
R202Q/M694V 1 1.10
E148Q/VT726A 1 1.10
E148Q/K695R 1 1.10
M6941/R761H 1 1.10
E148Q/M680I 1 1.10
Kompleks genotip M694V/M694V/R202Q/R202Q | 4 5.43
E230K/E148Q/R202Q 1 1.10
R202Q/M694V/VT726A 1 1.10
Mutasyon saptanan hasta
sayisi 71 77.17
Mutasyon saptanamayan
hasta sayisi 21 22.83
Toplam hasta sayisi 92 100
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Asagidaki sekillerde rastgele secilmis bazi hastalara ait E148Q, M694V, M680I ve V726A
heterozigot mutasyonlarinin sekans elektroferogramlari goriilmektedir
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Sekil 4.3. E148Q heterozigot mutasyonunun dizi analizi goriintiisii.
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Sekil 4.4. M694V heterozigot mutasyonunun dizi analizi gorintiisi.

-60 -



E SeqScape -  GENMOMED APPLICATION is logged in

File Edit View Tools Analysis DBSearch ‘window Help
dEE B 8 18 a8 -x/p @ B
BB Ay mey [ [(:e] ] Active Layer| MEFV_CDS  v| | Tab jumps ta next

FrF_310_1 ¥ Specimen! 1 NG_007871 / SEDA_CELIK_10R10-9-12-3-26-AM
| annotation | Sequence | Features| Electropheragram | Raw

-
@
-
-
@
@
-
-
&
@
@
@
=
-
a
-
I
w g
-
a
4
a
4
@

1260 M680l HETEROZIGOT

792
756
720
634
B4
612
576
540
504
468
432
396
360
324
288
252
216
180
144
108
72 !
6 \

03 sz 3DEE 3080 3064 3103 322 w13 3150 364 378 3162 3205 3220 3234 sw4s 322 326 3290 3304
€l | > < | >

Sekil 4.5. M680I heterozigot mutasyonunun dizi analizi goriintiist.
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Sekil 4.6. V726A heterozigot mutasyonunun dizi analizi goriintiisii
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5.TARTISMA

Ailevi Akdeniz Atesi hastaligi genellikle Dogu Akdeniz iilkelerinde kendini
siirlayan ataklar halinde goriilen ates, karin ve eklem agrisi, gogiis bolgesinde agri
seklinde ortaya ¢ikan kalitsal otoinflamatuar bir hastaliktir. Hastaligin en 6nemli
komplikasonu ise bobrek yetmezligi ile sonuglanabilen amiloidozis gelismesidir.
(Lightroof 1993, Shohat and Halpern 2011). Diinya genelinde 100.000°den fazla AAA
hastasinin oldugu tahmin edilmektedir. AAA, otozomal resesif olarak aktarilip, cogunlukla
Yahudiler, Tiirkler, Araplar ve Ermeniler gibi Akdeniz bdlgesinde yasayan toplumlari
etkilemektedir. Tiirkler ve Yahudi toplumlarinda tasiyiciligin %20, Ermeniler arasinda ise
%15 dolaylarinda oldugu, Askenaz Yahudileri arasinda ise bu oranin %10’un asagilarina
kadar indigi bildirilmektedir (Onen 2006). Baz1 galismalarda hastaligin erkekler arasinda
daha yaygin oldugu tespit edilse de, hastaligin her iki cinsi de benzer oranlarda
etkileyebilecegi bildirilmektedir. Calismamizda ise hastalarin 39’u erkek, 58’1 kadin olup
erkek-kadin orani 0.67 oalark bulunmustur, yani ¢alismamizda kadin hasta orani erkeklere
gore daha yiiksektir. Bu da c¢aligmadaki toplam hasta sayisinin yetersizliginden
kaynaklanabilir. Hastalarin ¢ogunda (yaklasik %90’1nda) hastalia iliskin ilk sikayetlerin
20 yasindan Once ortaya ciktigi, sikayetlerin 6-96 saat aralifinda devam eden AAA
ataklartyla sekillendigi ve kendiliginden azaldigi bildirilmektedir (Zonios ve ark. 2007).
AAA hastaligt MEFV genindeki mutasyonlar sebepiyle olusmaktadir. Bu gen 10 ekzondan
olusmakta olup temel olarak granulositlerde sentezlenen pririn veya marenostrin olarak
bilinen 781 aminoasitlik bir proteini kodlamaktadir. Ayrica bu genin inflamasyonun
negatif regiilatorii oldugu da diistiniilmektedir (Grateau 2004).

AAA periyodik atesle seyreden tiim kalitsal hastaliklar icerisinde en sik rastlanan
hastaliktir. Karin agrist AAA’da en sik goriilen semptom olup, hastaligin ilk bulgularindan
biri oldugu bildirilmektedir (Ugan ve ark. 2011, Odabas ve ark. 1999). AAA hastaliginda
MEFV geninin tanimlanmast ile molekiiler yontemlerin tamida kullanilmasina
baslanilmistir (Ugan 2011). MEFV geninde giiniimiize kadar ¢ok sayida mutasyonun ve
polimorfizimin oldugu bildirilmistir. Hastaligin en yaygin mutasyonlarinin M694V,
M6801, M6941, E148Q ve V726A mutasyonlar1 oldugu ve bu mutasyonlarin en ¢ok ekzon
10 ve ekzon 2 iizerinde yer aldigi bildirilmistir. AAA hastalarinda yapilan ¢alismalarda

Tirk, Yahudi, Arap ve Ermeni popiilasyonlarinda bu 5 mutasyonun frekanasinin %80’in
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tizerinde oldugu bildirilmistir (Gershoni-Baruch ve ark. 2001). AAA hatalarinda MEFV
geninin tanimlanmasi ve farkli mutasyonlariin tespit edilmesinin hastalarin ve ailelerinin
tedavilerinde temel tibbi ve genetik yaklasimlarin ortaya konmasi agisindan énemli oldugu
bildirilmistir (Ugan ve ark. 2011).

Tiirkiye, AAA hastaligmin sik goriildiigii nadir iilkelerden biridir. Ulkemizde AAA
hastaliginin genetigi konusunda yapilmis bircok ¢alisma mevcuttur. Tiirkiye’nin ¢esitli
bolgelerinde yapilan calismalarda AAA hastalarinin farkli bir MEFV genetik profiline
sahip oldugu goriilmesine ragmen, lilkemizin Dogu Akdeniz Bolgesinde bulunan Hatay
ilinde AAA hastalarinda MEFV mutasyonlarinin sikligi ile ilgili bir veri bulunmamaktadir.
Hatay bolgesinde DNA dizi analizi yontemiyle ilk kez gerceklestirilen bu ¢alismada ise en
sik tespit edilen mutasyonun R202Q oldugu bunu E148Q mutasyonunun takip ettigi tespit
edilirken bu mutasyonlart M694V, M6941, V726A ve M6801 mutasyonlarinin takip ettigi
tespit saptanmuistir.

Calismamizda en yiiksek siklikta buldugumuz R202Q mutasyonu 28 hastada
belirlenmis olup, bu hastalardan 5’1 homozigot, 11°1 heterozigot, 6’s1 birlesik heterozigot
ve 6’s1 da kompleks genotipe sahipti. R202Q mutasyonu literatiirde ilk olarak Bernot ve
ark. tarafindan tariff edilmistir. Literatiirde R202Q mutasyonuyla ilgili ¢alisma sayisi
oldukca smirhidir. Gizglis ve ark. (2007) tarafindan Yunanistan’da yapilan bir ¢aligmada
152 AAA AAA hastasinda R202Q homozigot ve hererozigot mutasyon oranlari sirastyla
%9.2 ve %31.6, 140 saglikli kontrol grubunda ise %0.7 ve %33.6 oraninda bulunmustur.
Tiirkiye’den Oztiirk ve ark. da (2008) bu ¢alismayla benzer sonuglar elde etmislerdir. Her
iki calismada, AAA hastalarindaki R202Q homozigot mutasyon sikligi kontrol grubuna
gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Bununla birlikte R202Q heterozigot mutasyon
sikligt AAA hastalar1 ve saglikli kontrol grubunda benzer bulnmustur. Her iki arastirmaci
grubu da bulduklar1 sonuglara gére R202Q homozigot mutasyonunun hastalikla iligkili
oldugunu ve bu mutasyonun rutin MEFV gen mutasyonu taramalari arasina alinmasi
gerektigini ifade etmislerdir. Calismamizda R202Q mutasyonu allel sikligi %21.20
oranindasaptanmis olup, biz de mu mutasyonun AAA hastalarinin molekiiler tanisi i¢in
rutin uygulamada bakilmas1 gerektigini diisiinmekteyiz. Calismamizda R202Q
mutasyonununu heterozigot olarak belirledigimiz hastalarda da AAA klinik bulgulan
oldugunu gozlemledik. Bu bulgu da bu hastalarda MEFV geninin ¢alistigimiz 2. ve 10.

ekzonlar1 disinda diger ekzonlarda baska mutasyonlar tagiyabileceklerine isaret etmektedir.
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Calismamizda ikinci siklikta buldugumuz E148Q mutasyonu 92 hastanin 184
bagimsiz allelinin 30’unda (%16.30) sikliginda tespit edilmistir. Bu mutasyon hastalarin
2’sinde (%3.26) homozigot, 14’linde (%15.21) heterozigot, 12’sinde (%13.04) birlesik
heterozigot ve 2 hastada (%3.26) ise komplex genotip seklinde saptanmistir. Tiirkiye’de
yapilan diger ¢alismalarda bu mutasyonun sikligi oldukea farklilik gostermekte olup birgok
calismada en sik goriillen mutasyonlar arasinda bulunmaktadir (Oztiirk 2008, Pasa 2008,
Solak 2008, Ulgenalp 2009, Akin 2010, Etem 2010). E148Q mutasyonu bulgularimiz
tilkemizde yapilan diger calismalarin bulgulariyla uyum gostermektedir. Bu mutasyon
Evliyaoglu ve ark. (2009) ile Yesilada ve ark. (2012)’nin ¢aligmalarinda birinci siklikta
goriilmekte olup, frekanslar sirasiyla %30.8 ve %10.8 olarak belirlenmistir. Bulgularimiz
bu iki ¢aligmanin bulgulariyla ve genel olarak Tiirkiye’de yapilmis olan diger ¢alismalarda
uyum gostermektedir. Buna karsin Ceylan ve ark. (2011) ile Diindar ve ark. (2012)
calismalarinda bu mutasyonu 3. en sik goriilen mutasyon olarak belirlemis olup, allel
sikligini sirasiyla %4.42 ve %5.15 olarak saptamiglardir.

Son yillara kadar yapilan ¢aligmalar, M694V mutasyonu sikliginin %8.4 ile %67.2
arasinda bulundugunu ve iilkemizde olduk¢a yaygin bir sekilde bulundugunu
gostermektedir (Akar 1999, Yalginkaya 2000, Yilmaz 2001, Giinesagar 2005, Turkish
FMF Study Group 2005, Pasa 2008, Ulgenalp 2009, Akin 2010, Etem 2010). M694V
mutasyonu AAA hastaligiin yaygin olarak goriildiigii Iranli Azeri Tiirkler, Yahudiler,
Araplar ve Ermenilerde birinci siklikta goriillen mutasyondur (Cazeneuve 1999, Ben-
Chetrit 2000, Medlej-Hashim 2000, Gersoni-Baruch 2001, Ben-Chetrit 2002, Al-Alami
2003, Ayesh 2005, Medlej-Hashim 2005, Majeed 2005, Sarkisian 2005, Mattit 2006,
Bonyadi 2009, Dode 2009). Calismamizda, yukarida zikredilen yurt i¢i ve yurt disi
calismalardan farkli olarak, M694V mutasyonu ii¢lincii sik goriilen mutasyon olup allel
frekans1 %7.95 olarak saptanmustir.

Calismamizda 4. ve 5. siklikta bulunan yaygin mutasyonlar M680I ve V726A olup
bu iki mutasyonun frekansi sirasiyla %2.4 ve %1.85 olarak belirlenmistir. Tirk FMF
calisma grubu (2005) ile Demirkaya ve ark. (2008) genis serilerde yaptiklar
aragtirmalarinda M680I ve V726A mutasyonlarin1 2. ve 3. en sik goriilen mutasyonlar
olarak belirlemisler ve bu iki mutasyonun allel frekanslarini, M680I i¢in %14.4 ve %14.10,
V726A igin ise %8.6 ve %9.70 olarak rapor etmislerdir ( Turkish FMF Study Group 2005,
Demirkaya ve ark. 2008). Buna karsin Yesilada ve ark (2012) ile Evliyaoglu ve ark. (2010)
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AAA hastalarinda bu mutasyonlar1 en sik goriilen 3., 4. ya da 5. mutasyon olarak
saptamiglar ve bu iki mutasyonun allel frekanslarini, M680I i¢in %4.77 ve %6.70, V726A
icin ise %1.63 ve %8.60 olarak rapor etmislerdir. Glinesacar ve ark. (2005) ise M694V,
M680I and V726 mutasyonlarinin AAA hastalarindaki allel sikligini sirasiyla  %51.66,
%17.22 and %10.55% olarak belirlemislerdir. M680I ve V726 mutasyonlari frekans1 iran
Azeri Tiirkii AAA hastalarinda %15.2 ve %17 olarak saptamiglardir (Bonyadi ve ark.,
2009). Bu iki mutasyon Arap ve Ermeni AAA hastalarinda ise en sik goriilen 3. ve 2.
mutasyonlar olarak rapor bildirilmistir (Cazeneuve ve ark. 1999,Sarkisian ve ark. 2005,
Medlej-Hashim ve ark. 2005, mattit ve ark. 2006, Settin ve ark. 2007). Calismamizda
M694V, M680I and V726A mutasonlarinin frekanslarinin yukarida bahsedilen diger
calismalarin frekanslarina gore diisiik oldugu goriilmektedir. Calismaniz ile Tiirkiye’de
yapilan diger calismalarin sonuglar1 arasindaki farkliliklar calismaya dahil edilen hasta
sayisindan, Tirk FMF hastalarindaki genetik heterojeniteden ve calismalarda kullanilan
mutasyon tarama yontemlerinden kaynaklaniyor olabilir.

Calismamizda M6941 mutasyonu 6 hastada saptanmis olup allel frekans1 %4.89
olarak belirlenmistir. Tiirk ve Iran Azeri Tiirkii AAA hastalarinda olduk¢a nadir goriilen
bir mutasyondur bu mutasyonun frekansi %0 ile %2.8 arasinda degismektedir (Yalginkaya
ve ark. 2000, Giinesagar ve ark. 2005, Ulgenealp ve ark. 2009, Bonyadi ve ark. 2009, Akin
ve ark. 2010; Diindar ve ark. 2010, Yesilada ve ark. 2012, Ceylan ve ark. 2012). M694V
yoniinden elde ettigimiz sonuglar Tiirkiye’de ve Iran’da (Azeri Tiirklerinde) yapilan
caligmalarin sonuglartyla uyum gdstermektedir. Bu mutasyonun frekansi Cezayir Suudi
Arabistan, Fas, Tunus, Filistin ve Urdiin gibi Arap iilkelerinde oldukga yasayan AAA
hastalarinda oldukga yiiksek olup, frekansi %9.8 ile %80 arasinda degismektedir (Al-
Alami ve ark. 2003, Belmahi ve ark. 2006, Oztiirk ve ark. 2009, Al-Wahadneh ve ark.
2010).

Calismamizda iki hastada heterozigot genotipte A744S ve iki hastada compleks
E230K mutasyonu tespit ettik. E230K mutasyonuna sahip hastalardan birisi heterozigot
genotipe, digeri ise kompleks genotipe (E230K/E148Q/R202Q) sahipti. Calismamizda
ayrica bir hastada R761H ve diger hastada K695R mutasyonu saptandi. R761H
mutasyonuna sahip hasta M6941 mutasyonunu da birlesik heterozigot halde tasimaktaydi.
Diger hasta ise K695R mutasyonunun yaninda birlesik heterozigot halde E148Q

mutasyonuna sahipti.
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Tiirkiye’de yapilan bazi ¢aligmalarda A744S ve R761H mutasyonlarinin en sik
rastlanan nadir mutasyonlar oldugu bildirilmistir. Ulkemizde Ege Bolgesinde yapilan 3
farkli genis kapsamli ¢alismada, A744S frekanst %0.7, %1.5 ve %0.36 olarak, R761H
frekans1 ise %1.08, %1.2 ve %1.07 olarak belirlenmistir (Ulgenalp ve ark. 2009, Etem
2010, Dogan ve ark. 2012). Calismamizda bu iki mutasyonun siklig1 sirasiyla %1.09 ve
%0.54 olarak belirlenmistir. Calismamizda hasta sayisi, diger caligmalara gore sinirlt
olmakla birlikte bu iki mutasyonun frekans: iilkemizdeki diger calismalara benzerlik
gostermektedir. Calismamizdan farkli olarak, Demirkaya ve ark. (2008) AAA hastalarinda
A744S mutasyonu saptayamadiklar1 ¢aligmalarinda, R761H mutasyonu frekansini (%6.7)
Tiirkiye ortalamasina gore yiiksek bulmuslar ve bu mutasyonun Tiirkiye’de AAA’nin rutin
tanisinda kullanilmasi gerektigini dnermislerdir. Calismalardan elde edilen sonuglar MEFV
gen mutasyonlarinin iilkemizde oldukca heterojen oldugunu gostermektedir. Calismamizda
rastladigimiz E230K ve R695R mutasyonlar1 da iilkemizde goriilen nadir mutasyonlar
arasinda sayilmaktadir.

AAA hastalarimizda buldugumuz MEFV 2. ve 10. ekzon mutasyonlarin sikligi
iilkemizde yapilan diger calismalarla kiyaslandiginda arada bazi mutasyonlar acisindan
benzerlik, diger bazi mutasyonlar agisindan ise farkliliklar oldugu goze g¢arpmaktadir.
Tiirkiye’de MEFV gen mutasyonlarinin  heterojen olmasi, c¢alismalara dahil edilen
hastalarin sayis1 ve de mutasyon tarama yontemlerinin farkliligindan kaynaklanabilir.
Ulkemizde MEFV gen mutasyonlari genellikle en yaygin goriilen 5 mutasyonun (M694V,
M6941, E148Q, M680I ve V726A) RFLP, ARMS veya benzeri bir yontemle ya da 12
farkli mutasyonun strip (Reverse dot blot hybridisation, RDBH) ydntemiyle taranmasi
seklinde gerceklestirilmektedir. Bu yontemlerle sadece smirli sayida ve bilinen
mutasyonlar taranabilmektedir. Tiirkiye’de MEFV gen mutasyonlari heterojen oldugundan
dolayr RFLP, ARMS, RDBH ve benzeri yontemler nadir goriilen ya da bilinmeyen
mutasyonlar1 belirlemede yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle, son yillarda bazi laboratuarlar
MEFV gen mutasyonlarinin taranmasi i¢cin DNA dizi analizi yOntemini tercih
etmektedirler. DNA dizi analizi yontemi ile MEFV geninin tamaminin taranmasinin
maliyeti yiiksek olacagindan dolayi, bu yontemle sicak noktalar denen, mutasyonlarin
yogun olarak bulundugu ekzonlar taranmaktadir. Bu nedenle rutin laboratuar
uygulamalarinda MEFV geni mutasyonlarinin belirlenmesinde genellikle mutasyonlarin

daha yogun olarak bulundugu 2. ve. 10. ekzonlar taranmaktadir. Bu gerekcelerden dolay1
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biz de calismamizda, MEFV 2. ve 10. ekzon mutasyonlarinin taranmasinda DNA dizi
analizi teknigini tercih ettik. Bu nedenle gerek iilkemizde, gerekse de AAA hastaliginin
yaygin oldugu ve MEFV mutasyonlar1 yoniinden heterojenite gosteren tilkelerde DNA dizi
analizi yonteminin uygulanmasi gerektigini diisiinmekteyiz.

MEFV geninin tanimlanmasi hastaligin klinik bulgular1 ile 06zgiil genotipler
arasindaki ilskinin arastirilmasina olanak saglamistir. M694V homozigotlugu ile amiloidoz
arasindaki iliskiyi gosteren ¢ok sayida veri mevcuttur. Bu mutasyonun amiloid riskinin
yiiksek oldugu kuzey Afrika Yahudi populasyonunda c¢ok sik rastlanan mutasyon olmasi
dikkatleri ¢ekmis ve boyle bir birlikteligin nedeni bu populasyonda muhtemel ikinci bir
polimorfizmin varligina bagli olabilir diye diislinlilmiisse de daha sonra diger etnik
gruplarda yapilan calismalar M694V ile amiloidoz arasindaki iligkiyi desteklemistir.
Calismalar diger MEFV gen mutasyonlarini tasiyan hastalarda da amiloidoz
geligebilecegini gostermektedir. Veriler yeterince giicli olmamakla birlikte M694V
homozigot AAA hastalarinda muhtemelen artrit atagi riski de artmis olabilir (Kastner
2001). M694V homozigotlarda hastalik erken yaslarda baglamakta, daha sik atak ve daha
fazla sayida eklem tutulmakta ve yiiksek doz kolsisin tedavisi gerekmektedir (Ben-Chetrit
1998). V726A mutasyonu ve diger mutasyonlara sahip olan hastalarda da amiloidoz
goriilebilmektedir. Tirk FMF Calisma Grubu (2005)’nun 2838 vakayr kapsayan
calismasinda M694V homozigot hastalarda hastaligin daha erken yaslarda basladigi, bu
hastalarda artrit ve artralji bulgularmin diger MEFV mutasyonlar: tasiyan hastalara gore
daha fazla oldugu, buna karsin homozigot M694V mutasyonu ile amiloidozis arasinda
korelasyon bulunmadigi bildirilmistir. Calismada, hastalarimizda hastalik baslangic
yasmin; 17.1£11.9, tan1 yasinin; 29.2+13.8 oldugu tespit edilirken, hastalik baslangici ile
tan1 yaslar1 arasinda gegen siirenin ise (yil olarak tanidaki gecikme) 12.5+11.9 oldugu
saptand1. Ayrica hastalarimizin %90.7’sinde karin agrisi, %60.2’sinde ates, %75.7’sinde
eklem agrisi, %66.9’unda kas agrisi, %56.3’linde gogiis agris1 ve %10.7°sinde erizipel
benzeri dokiintiiler meveut olup MEFV gen mutasyonlariyla ya da demografik verilerle

Klinik bulgular arasinda herhangi bir korelasyon saptanamamustir.
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Calismamizda AAA hastalarinda MEFV geni mutasyonlar1 yaninda, apoptozisin
regiilator mekanizmalarindan Fas/FasL gen polimorfizlerinin varligi bélgemizde ilk olarak
arastirilmistir. Bilindigi gibi apoptozis organizmanin ¢esitli doku ve hiicrelerinde fizyolojik
hiicre oliimiinii diizenleyen ve hemostazisin devamliligint saglayan 6nemli bir biyolojik
dongiidiir (Hacker ve Vaux, 1997, Zornig ve ark. 2001). TNFRSF6 (Tumor Necrosis Factor
Reseptor Super Family 6) CD95 TNFRSF6 veya APO-1 TNFRSF6 olarak ta bilinen Fas
molekiilii bir hiicre yilizey resptorii olup birgok hiicre tipinde apoptotik sinyali
saglamaktadir (Muschen ve ark. 2000). Tiimor nekroz faktor siiper ailesinin iiyesi olan ve
TNFS6 veya CDI5L olarak ta isimlendirilen FasL, kendi reseptorii olan Fas’a baglanarak
apoptozis kaskatin1 baslatmaktadir. Bu nedenle Fas-FasL, apoptozisin diizenlenmesinde
onemli bir mekanizma olup, Fas-FasL sistemindeki bozukluklar greft rejeksiyonu,
otoimmiin hastaliklar ve bazi kanser tiirlerinde asir1 ya da yetersiz apoptoz nedeniyle
onemli bir role sahiptir (Lieber ve ark. 1974, Savil 1994, Houston ve O’connel 2004, Zang
ve ark. 2009, Zang ve ark. 2009, Wang ve ark. 2012).

Notrofil inflamasyonunun eslik ettigi otoinflamatuvar bir hastalik olan ailevi
Akdeniz atesinde (AAA) Fas ve FasL gen polimorfizmleri ile ilgili giiniimiizde sinirh
sayida bilgi mevcut olup yeterli degildir. AAA’ da Fas ve FasL ekspresyonuyla ilgili ise az
sayida calisma mevcuttur. Kiraz ve arkadaglarinin (2003) serum sFas diizeyini gosteren
calismalarinda, amiloidozis gelismemis inaktif AAA hastalarinda serum sFas diizeyi
yiiksek, amiloidli hastalarda ise diisiik bulunmustur. Arastiricilar, inaktif hastalardaki sFas
diizeyi yliksekliginin kronik subklinik inflamatuvar aktivite nedeniyle polimorfontikleer
l6kositlerin apoptozisinin gecikmesine bagli olabilecegini, amiloidli hastalardaki diistik
sFas diizeylerinin ise artmig apoptoza katkida bulunabilecegini ileri siirmislerdir. (Kiraz ve
ark. 2003).

Ozen ve arkadaslar1 (2001) ise akim sitometri yontemi ile nétrofillerin yiizeyinde
Fas ve FasL ekspresyonunu AAA hastalarinda, kontrol grubuna gore yiiksek bulmuslardir.
Ayrica akut atak donemindeki AAA hastalarinda noétrofil apoptozisinin arttigin
gostermislerdir. Calismamizda, AAA hastalarinda ve kontrol grubunda Fas geninin
promotor bolgesindeki -670 A/G ve FasL geninin promotor bolgesindeki -844 T/C
polimorfizmleri incelenmis ve FasL geninde -844 TC alleli sikliit AAA hastalarinda
(%52.58) kontrol grubuna (%72.85) gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik
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bulunmustur (P=0.01). Istatistiksel olarak anlaml1 olmamakla birlikte FasL geni -844 CC
genotipi sikligr ise AAA hastalarinda (%23.71) kontrol grubuna (%14.30) gore yiiksek
olarak saptanmistir.

FasL geninin promoter bolgesindeki -844 T/C fonksiyonel polimorfizminin
CAAT/enhancer binding protein beta (C/EBPB) olarak isimlendirilen transkripsiyon
faktoriiniin baglanma bolgesinde yer aldigi ve C allelinin, T allelinden daha yiiksek bazal
transkripsiyon aktivitesine sahip oldugu, CC genotipine sahip olanlarda bu aktivitenin 2-3
kat daha fazla oldugu gosterilmistir (Wu ve ark. 2003). FasL ekpresyonundaki artis
malignant transformasyon ve progresyona neden olabilir (Houston ve ark., 2004). Birgok
calismada cesitli kanser tiirlerinde FasL geninde -844 T/C polimorfizminin ya da sFasL
diizeyinin yiiksek oldugu, bunun da apoptozu engelledigi bildirilmektedir (Reimer ve ark.
2000, Mottolese ve ark. 2000, Munakata ve ark. 2000, Ito ve ark. 2000, Cao ve ark. 2010).

Calismamizda da AAA hastalarinda -844 CC genotipi sikliginin kontrol grubuna
gore yiiksek olmasi FasL gen ekspresyonunu, dolayisiyla da serum sFas diizeyini artirarak
notrofil apoptozisinin gecikmesine ve neticede ndtrofilik inflamasyona neden olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu konuda kesin bir yargiya varmak icin ileri ¢alismalara ihtiya¢ olup
ozellikle FasL gen polimorfizmleriyle birlikte FasL diizeylerinin de ¢alisilmasinin uygun

olacagini diistinmekteyiz.
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6. SONUC

. Bu ¢alisma AAA hastalarinda MEFV geni mutasyonlar1 ile Fas-670 A/G ve FasL -
844 T/C fonksiyonel gen polimorfizmleri ile AAA hastalarinda DNA dizi analizi
yontemiyle MEFV geni mutasyon sikligi ve dagilimlariin birlikte arastirildigr ilk
ve en kapsamli ¢aligmadir.

. Calismamizda, AAA hastalarinda ve kontrol grubunda Fas geninin promotor
bolgesindeki -670 A/G ve FasL geninin promotor bolgesindeki -844 T/C
polimorfizmleri incelenmis ve FasL geninde -844 TC alleli sikligi AAA
hastalarinda (%52.58) kontrol grubuna (%72.85) gore istatistiksel olarak anlaml
derecede diisiik bulunmustur (P=0.01). Istatistiksel olarak anlamli olmamakla
birlikte FasL geni -844 CC genotipi siklig1 ise AAA hastalarinda (%23.71) kontrol
grubuna (%14.30) gore yiiksek olarak saptanmuistir.

Gerek ilkemizde, gerekse de AAA hastaliginin yaygin oldugu ve MEFV
mutasyonlart yoniinden heterojenite gosteren {lilkelerde DNA dizi analizi
yonteminin uygulanmasi gerektigini diisiinmekteyiz

. Calismamizda R202Q mutasyonu allel siklig1 %21.20 oranindasaptanmig olup, biz
de bu mutasyonun AAA hastalarmin molekiiler tanisi igin rutin uygulamada
bakilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.

. Hastalarimizda MEFV gen mutasyonlariyla ya da demografik verilerle, klinik
bulgular arasinda herhangi bir korelasyon saptanamamustir.

Bolgemizde AAA hastalarinda popiilasyon i¢i farkliliklarla agiklanabilecek yiiksek
oranda genetik heterojenite gdzlenmistir. Hastalarda bolgesel orijin AAA tanisinda

tespit edici bir faktor olarak degerlendirilebilir.

-71-



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

7.KAYNAKLAR

Akar N, Masirhoglu M, Yal¢inkaya F, Akar N, Tiimer N. MEFV mutations in Turkish patients
suffering from familial Mediterranean fever. Hum Mut, 2000, 15:118-119.

Akar N, Misirhoglu M, Yal¢inkaya F, Akar E, Cakar N, et al. MEFV mutations in Turkish
patients suffering from familial Mediterranean fever. Hum Mutat, 1999, 288: 1-5.

Akin H, Onay E, Turker E, Cogulu O, Ozkinay F. MEFV mutations in patients with familial
Mediterranean fever from the Aegean region of Turkey. Mol. Biol. Rep. 2010, 37:93-98.

Aksentijevich I, Torosyan Y, Samuels J, Centola M, Pras E, et al. Mutation and haplotype
studies of familial Mediterranean fever reveal new ancestral relationships and evidence for a high
carrier frequency with reduced penetrance in the Ashkenazi Jewish Population. Am J Hum Genet,
1999, 64: 949-962.

Al-Alami JR, Tayeh MK, Najib DA, Abu-Rubaiha ZA, Majeed HA, et al. Familial
Mediterranean fever mutation frequencies and carrier rates among a mixed Arabic population. Saudi
Med J, 2003, 24:1055-9.

Alp H, Tan H, Orbak Z, Selimoglu A. Ailevi Akdeniz atesi. Sendrom, 1998, 10(9): 64-69.

Al-Wahadneh A, Habahbeh Z, Qussous A, Abedalgani F, Alzabn S. Genotype Analysis of
Children with Familial Mediterranean Fever at King Hussein Medical Center. JRMS, 2010, 17( 2):
80-83.

Ashkenazi A, Dixit VM. Death receptors: signaling and modulation. Science, 1998, 281:1305-
1308.

Ayesh SK, Nassar SM, Al-Sharef WA, Abu-Libdeh BY, Darwish HM. Genetic screening of
familial Mediterranean fever mutations in the Palestinian population. Saudi Med J, 2005, 26:732-
737.

Barakat MH, El-Khawad AO, Gumaa KA Metaraminol Provocative test: a specific diagnostic
test for familial mediterranean fever. Lancet, 1984, 1: 656-657.

Bar- Eli M, Ehrenfeld Mi, Levy M. Leukocyte chemotaxis in recurrent polyserositis (familial
Mediterranean fever). Am J Med Sci, 1981, 281: 15-18.

Belmahi L, Sefiani A, Fouveau C, Feingold J, Delpech M, et al. Prevalence and distribution of
MEFV mutations among Arabs from the Maghreb patients suffering from familial Mediterranean
fever. C R Biol, 2006: 329(2):71-74.

Ben-Chetrit E, Chan EKL, Sullivan KF, Tan EM. A 52 KD protein is a novel component of the
SSA/Ro antigenic particle, J Exp Med, 1988, 167: 1560- 1571.

Ben-Chetrit E, Touitou I. Familial Mediterranean Fever in the world, American College of
Rheumatology, 2009, 61(10):1447-1453.

Ben-Chetrit E, Lerer I, Malamud E, Domingo C, Abeliovich D. The E148Q mutation in the
MEFV gene: is it a disease causing mutation or a sequence variant? Hum Mutat, 2000, 15:285-286.

Ben-Chetrit E, Urieli-Shoval S, Calko S, Abeliovich D, Matzner Y. Molecular diagnosis of
FMF: lessons from a study of 446 unrelated individuals. Clin Exp Rheumatol, 2002: 20:25-29.

Ben-Chetrit E, Levy M. Familial Mediterranean fever. Lancet, 1998, 351: 659-664.

-72-



18.

19.

20.

21,

22,

23.

24,

25,

26.

27.

28.
29.
30.

31.

32.

33.

34.

Bernot A, Silva C, Petit JL, Cruaud C, Caloustian C, et al.Non-founder mutations in the MEFV
gene establish this gene as the cause of familial Mediterranean fever (FMF). Hum Mol Genet, 1998,
7:1317-1325.

Brik R, Shinawi M, Kepten I, Berant M. Gershoni-Baruch R. Familial Mediterranean fever:
clinical and genetic characterization in a mix pediatric population of Jewish and Arab patients.
Pediatrics, 1999, 103:70.

Bodar EJ, Drenth JP, Van Der Meer JW, Simon A. Dysregulation of innate immunity:
hereditary periodic fever syndromes, Br J Haematol, 2008, 144(3):279-302.

Bonyadi M, Esmaeili M, Jalali H, Somi MH, Ghaffari A, et al. MEFV mutations in Iranian Azeri
Turkish patients with familial Mediterranean fever. Clin Genet 2009, 76: 477-480.

Booth DR, Gillmore JD, Booth SE, Pepys MB, Hawkins PN. Pyrin/marenostrin mutations in
familial Mediterranean fever. Q J Med, 1998, 91: 603-606.

Booty MG, Chae JJ, Masters SL. Familial Mediterranean fever with a single MEFV mutation:
where is the second hit? Arthritis Rheum, 2009, 60: 1851-1861.

Cao Y, Miao XP, Huang MY, Deng L, Lin DX, et al. Polymorphisms of death pathway genes
FAS and FASL and risk of nasopharyngeal carcinoma. Mol Carcinog. 2010, 49:(11):944-50.

Cazeneuve C, Sarkisian T, Pecheux C, Dervichian M, Nedelec B, et al. MEFV gene analysis in
Armenian patients with Familial Mediterranean fever: diagnostic value and unfavourable renal
prognosis of the M694V homozygous genotypegenetic and therapeutic implications. Am J Hum
Genet, 1999, 65: 88-97.

Chae JJ, Geryl W, Katharina R, Howard J, Nona TC, et al. The familial mediterranean fever
protein, pyrin, is cleaved by caspase-1 and activates NF-kB through its N-terminal fragment. Blod,
2008, 112(5):1794-1803.

Chae JJ, Wood G, Masters SL. The B30.2 domain of pyrin, the familial Mediterranean fever
protein, interacts directly with caspase-1 to modulate IL-1beta production. Proc Natl Acad Sci USA.
2006, 103:9982-9987.

Caliskan M, Apoptosis: Programlanmig hiicre 6limleri, Tiirk J Zool, 2000, ek say1:31-35.
Cobankara V, Balkarh A. Ailesel Akdeniz Atesi, Pam Med J, 2011, 4(2):86-98.

Daniels M, Shohat T, Brenner-Ullman A, Shohat M. Familial Mediterranean fever: high gene
frequency among the non- Ashkenazic and Ashkenazic Jewish populations in Israel. Am J Med
Genet, 2005, 55:311-4.

Deborah LG, Nitza G, Shoham and Daniel L, Kastner JJC. The familial Mediterranean fever
protein, pyrin, is cleaved by caspase-1 and activates NF- kB through its N-terminal fragment,
bloodjournal. Hematologylibrary.org , 2008, 112: 1794-1803.

Demirkaya E, Tunca Y, Gok F, Ozen S, Gul D. A very frequent mutation and remarkable
association of R761H with M694V mutations in Turkish FMF patients. Clin Rheumatol 2008,
27:729-732.

Dewalle M, Domingo C, Rozenbaum M, Ben-Chetrit E, Cattan D, et al. Phenotype-genotype
correlation in Jewish patients suffering from familial Mediterranean fever (FMF). Eur J Hum Genet,
1998, 6: 95-97.

Dode C, Pecheux C, Cazeneuve C, Cattan D, Dervichian M, et al. Mutations in the MEFV gene

in a large series of patients with a clinical diagnosis of familial Mediterranean fever. Am J Med
Genet 2000, 92:241-6.

-73 -



35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.
51.

52.

53.

Dogan HO, Koca Y, Erden G, Karaaslan Y, Bozat H. Evaluating MEFV mutation frequency in
Turkish familial Mediterranean fever suspected patients and gender correlation: a retrospective
study. Mol Biol Rep 2012, 39:6193-6196.

Doganavsargil E, Keser G. Ailesel Akdeniz Atesi. Klinik Romatoloji, Ege Romatoloji, 1999, 467-
474,

Erken E. Ailesel Akdeniz Atesi. Klinik Romatoloji, Ankara, Hekimler Yaywn Birligi, 1996, 263-
268

Erken E, Ozer HT, Gunesacar R. Plasma interleukin-10 and interleukin-12 levels in patients with
familial Mediterranean fever. Rheumatol Int. 2006, 26(9):862-4.

Etem E. Familial Mediterranean Fever: A Retrospective Clinical and Molecular Study in the East of
Anatolia Region of Turkey. The Open Rheumatology Journal, 2010, 4: 1-6.

Evliyaoglu O, Bilici S, Yolbas i, Kelek¢i S, Sen V. Diyarbakir yéresi Ailevi Akdeniz Atesli
cocuklarda MEFV gen mutasyon sikliklari. Dicle Tip Dergisi, 2009, 36(2):80-84.

Fairbrother WJ, Gordon NC, Humke EW, O’Rourke KM, Starovasnik MA, et al. The pyrin
domain: a member of the death domain-fold superfamily. Protein Sci, 2001, 10(9): 1911-1918.

Gershoni —Baruch R, Shinawi M, Leah K. Familial Mediterranean Fever: prevalence, penetrance
and genetic drift. Eur J Hum Genet, 2001, 9: 634-637.

Giaglis S, Papadopoulos V, Kambas K, Doumas M, Tsironidou V, et al. MEFV alterations and
population genetics analysis in a large cohort of Greek patients with familial mediterranean fever.
Clin Genet 2007, 71: 458-467.

Gilhar A, Yaniv R, Assay B, Serafimovich S, Ullmann Y, et al. Fas Pulls the Tigger on
Psoriazis. American Journal of Pathology, 2006, 168:170-175; DOI: 10.2353/aipath 2006.041354.

Goldfinger SE. Colchicine for familial Mediterranean fever [letter]. N Engl J Med, 1972, 287:1302.

Gumucio DL, Diaz A, Schaner P, Richards N, Babcock C, et al. Fire and ICE: The role of pyrin
domain-containing proteins in inflammation and apoptosis. Clinical exp rheumatology, 2002,
20(26):45-53

Gunesacar R, Erken E, Kasap H, Ozer HT. Comparison of Amplification Refractory Mutation
System and Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism Techniques
Used for the Investigation of MEFV Gene Exon 10 Point Mutations in Familial Mediterranean
Fever Patients Living in Cukurova Region(Turkey). Genetic Testing, 2005, 9: 220-225.

Grell M, Krammer PH, Scheurich P. Segregation of APO-/Fas antigen-and tumor necrosis factor
receptor-mediated apoptosis. European Journal of Immunology, 1994, 24(10).

Grateau G. Clinical and genetic aspects of hereditary periodic fever syndromes. Rheumatology,
2004, 43:410-415.

Hacker G, Vaux DL. A chronology of cell death. Apoptosis, 1997, 2:247-56.

Houston A, O’Connell J. The Fas signalling pathway and its role in the pathogenesis of cancer.
Curr Opin Pharmacol, 2004, 4:321- 6.

Ito Y, Monden M, Takeda T, Eguchi H, Umeshita K, et al. The status of Fas and Fas ligand
expression can predict recurrence of hepatocellular carcinoma. Br J Cancer, 2000, 82: 1211-1217.

Jack JCW, Mather IH. Cloning and molecular analysis of cDNA encoding Bovine butyrophilin,
an apical glycoprotein expressed in mammary tissue and secreted in association with the milk-fat
globule membrane during lactation. J Biol Chem, 1990, 265: 14481-14486.

-74 -



54,

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

Janeway T, Mosenthal H. An unusual paroxysmal syndrome, probably allied to recurrent vomiting
with a study of the nitrogen metabolism. Trans Ass Am Phys, 1908, 23: 504-518.

Kagar S, Karatan O, Tutkak H. Amiloidozisde serum IL-6, IL-10, TNF o diizeyleri, Ankara
Univ.Tip Fak.Mecmuast, 1999, 52(4):219-225.

Kanemitsu S, Ihara K, Saifddin A, Otsuka T, Takeuchi T, et al. A functional polymorphism in
Fas (CD95/APO-1) gene promoter associated with systemic lupus erythematosus. Journal of
Rheumatology, 2002, 29:1183-1188.

Kastner DL. Intermittent and Periodic Arthritic Syndromes. Koopman WJ. A Textbook of
Rheumatology. Philadelphia: Lippincott Williams and Wilkins, 2001, 1400-1441.

Kutlay S, Yilmaz E, Koytak ES, et al. A case of familial Mediterranean fever with amyloidosis at
the first manifestation. Am J Kidney Dis, 2001, 38:34.

Kiraz S, Ertenli I, Ozturk MA, Haznedaroglu IC, Calgiineri M, et al.Increased solube FAS
suggest delayed apoptosis in Familial Mediterranean Fever complicated with amyloidosis. J
Rheumatol, 2003, 30(2):313-5.

Kilin¢ M. Kahramanmarag’ta ailevi akdeniz atesi hastalarinda mefv mutasyonlarinin arastirilmast.
Biyokimya Anabilim Dali, Uzmanlik tezi, Kahramanmarag, 2008.

Kogan A, Shinar Y, Lidar M, Revivo A, Langevit P, et al. Common MEFV mutations among
Jewish ethnic groups in Israel: high frequency of carrier and phenotype Il states and absence of a
perceptible biological advantage for carrier state. Am J Med Genet, 2001, 102:272-6.

Kiykim AA, Altun B, Arict M. Ailevi Akdeniz Atesinin Degisen Yiizii: Patofizyolojide ve Tamda
Genetik Ozellikler. Tiirkiye Tip Dergisi, 2000, 7:(4): 201-204.

Kiraz S, Ertenli I, Ozturk MA, Haznedaroglu IC, Calgiineri M, et al. Increased solube FAS
suggest delayed apoptosis in Familial Mediterranean Fever complicated with amyloidosis. J
Rheumatol, 2003, 30(2):313-5.

Lightfoot RW, Mc Carty DJ, Koopman WJ. Intermittent and Periodic Arthritic Syndroms.
Arthritis and Allied Conditions. Philadelphia: Lea & Fabiger, 1993, 2:1121-1137.

Lidar M, Livneh A. Familial Mediterranean fever: clinical, molecular and management
advancements. Neth J Med, 2007, 65: 318-324.

Lieber M, Smith B, Szakal A, Nelson-Rees W, Todaro GA. continuous tumor-cell line from a
human lung carcinoma with properties of type Il alveolar epithelial cells. Int J Cancer, 1976, 17:
62-70.

Lightfoot RW. Intermittent and Periodic Arthritic Syndroms. Mc Carty DJ, Koopman WJ, Arthritis
and Allied Conditions. Philadelphia: Lea & Fabiger, 1993, 2: 1121-1137.

Livneh A, Langevitz P, Zemer D. Criteria for the diagnosis of familial Mediterranean fever.
Arthritis Rheum, 1997, 40(10):1879-1885.

Majeed HA, El-Khateeb M, El-Shanti H, Abu Rabaiha Z, Tayeh M, et al. The spectrum of
familial Mediterranean fever gene mutations in Arabs: report of a large series. Semin Arthritis
Rheum 2005, 34:813-818.

Mansfield E, Chae JJ, Komarow HD, Brot TM, Frucht DM, et al. The familial Mediterranean
fever protein, pyrin, associates with microtubules and colocalises with actin filaments. Blood, 2001,
98:851-859.

Matzner Y, Ayesh S, Hochner- Celniker D, Proposed machanizm of inflammatory attaccks in
familial Mediterranean fever. Arch Intern Med, 1990, 150: 1289-1291.

-75 -



72.

73.

74.

75.

76.

7.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.
85.

86.

87.

88.

89.

Mattit H, Joma M, Al-Cheikh S, El-Khateeb M, Medlej-Hashim M, et al. Familial
Mediterranean fever in the Syrian population: gene mutation frequencies, carrier rates and
phenotype-genotype correlation. Eur J Med Genet 2006, 49:481-486.

McDermot MF. Genetic clues to understanding periodic fevers, and possible therapies. Trends Mol
Med, 2002, 8(12):550-554

Medlej-Hashim M, Serre JL, Corbani S, Saab O, Jalkh N, et al. Familial Mediterranean fever
(FMF) in Lebanon and Jordan: a population genetics study and report of three novel mutations. Eur
J. Med Genet, 2005, 48:412-420.

Medlej-Hashim M, Rawashdeh M, Chouery E, Mansour |, Delague V, et al. Genetic screening
of fourteen mutations in Jordanian familial Mediterranean fever patients. Hum Mutat, 2000, 15:384.

Mimouni A, Magal N, Stoffman N, Shohat T, Minasian A, et al. Familial Mediterranean fever:
effects of genotype and ethnicity on inflammatory attacks and amyloidosis. Pediatrics, 2000,
105:70.

Mottolese M, Buglioni S, Bracalenti C, Cardarelli MA, Ciabocco L, et al. Prognostic relevance
of altered Fas (CD95)-system in human breast cancer. Int J Cancer, 2000, 89: 127-132.

Munakata S, Enomoto T, Tsujimoto M, Otsuki Y, Miwa H, et al. Expressions of Fas ligand and
other apoptosisrelated genes and their prognostic significance in epithelial ovarian neoplasms. Br J
Cancer, 2000, 82: 1446-1452.

Muschen M, Warskulat U, Beckmann MW. Defining CD95 as a tumor suppressor gene. J Mol
Med, 2000, 78:312-325.

Notarnicola C, Didelot MN, Kone-Paut I, Seguret F, Demaille J, et al. Reduced MEFV
Messenger RNA expression in patients with familial Mediterranean fever. Arthritis Rheum, 2002,
46(10):2785-2793.

Odabas AR, Cetinkaya R, Kaya H. Familial Mediterranean Fever. AUTD, 1999, 31:147-151.

Ozen S, Uckan D, Baskin E, Besbas N, Okur H, et al. Increased neutrophil apoptosis during
attacks of familial Mediterranean fever. Clin Exp Rheumatol, 2001, 19:68-71.

Oskay T, Erdem C. Apoptoz ve dermatolojideki 6nemi. Tiirkiye Klinikleri Drematoloji, 2000,
10:213-221

Oktem S, Mustafa H, Ozhan OD. Apoptozisin 6nemi. Toraks, 2001, 2(1):91-95.

Oriin E, Yalginkaya F. Tiirk tibbinda Ailevi Aldeniz Atesi Hastalig1 ve Amiloidoz, Tiirk nefroloji
diyaliz ve transplantasyon dergisi, 2003, 12(1):1-7.

Ozturk A. 1s MEFV Gene Arg202GIn (605 G>A) A Disease-Causing Mutation? Turk. J. Med. Sci.
2008, 38 (3): 205-208.

Ozturk A, Elbosky E, Elsayed SM, Alhodhod M, Akar N. Mutational Analysis of the MEFV
Gene in Egyptian Patients with Familial Mediterranean Fever. Turk J Med Sci 2009, 39(2): 229-234.

Papin S, Duguesnoy P, Cazeneuve C, Pantel J, Coppey-Moisan M, et al. Alternative splicing at
the MEFV locus involved in familial Mediterranean fever regulates translocation of the
marenostrin/pyrin protein to the nucleus, Hum Mol Genet, 2000, 9(20):3001-30009.

Pasa S, Altintas A, Devecioglu B, Cil T, Danis R, et al. Familial Mediterranean Fever gene
mutations in the southeastern region of Turkey and their phenotypical features. Amyloid 2008, 15:
49-53.

-76 -



90. Patarca R, Freeman GJ, Schwartz J, Singh RP, Kong QT, et al. Rpt-1, an intracellular protein
from helper/ inducer T cells that regulates genes expression of interleukin-2 receptor and human
immunodeficiency virus type 1. Proc Natl Acad Sci USA, 1988, 85: 2737-2738.

91. Peynircioglu B, Yilmaz E. Ailevi Akdeniz atesi hastaligimin molekiiler temeli, Hacettepe Tip
Dergisi, 2006, 37:223-229.

92. Pras E, Aksentijevich I, Gruberg 1, Balow Je Jr, Prosen |, et al. Mapping of a gene causing
familial Mediterranean fever to the short arm of chromosome 16. N Engl J Med, 1992, 326: 1509-
1513.

93. Pras E, Shinar Y, Shoham N, Livneh A, Padeh S, et al. Genotype-phenotype correlations in
Israeli FMF patients. Familial Mediterranean Fever Il. International Conference, 3-7 May, 2000,
Antalya, Turkey, pp: 29-31.

94. Reimer T, Herrnring C, Koczan D, Richter D, Gerber B, et al. FasL:Fas ratio — a prognostic
factor in breast carcinomas. Cancer Res, 2000, 60: 822—-828.

95. Richards N, Schaner P, Diaz A, Stuckey J, Shelden E, et al. Interaction between pyrin and the
apoptotic speck protein (ASC) modulates ASC-induced apoptosis. J Biol Chem, 2001, 19: 39320-
39329.

96. Rigante D, Ansuini V, Bertoni B, Pugliese AL, Avallone L, et al. Treatment with anakinra in the
hyperimmunoglobulinemia D/periodic fever syndrome. Rheumatology International, 2006, 27,:97—
100.

97. Rogers DB, Shohat M, Petersen GM, Bickal J, Schwabe AD, et al. Familial Mediterranean fever
in Armenians: autosomal recessive inheritance with high gene frequency. Am J Med Genet, 1989,
34:168-172.

98. Sarkisian T, Ajrapetyan H, Shahsuvaryan G. Molecular study of FMF patients in Armenia. Curr
Drug Targets Inflamm Allergy 2005, 4:113-116.

99. Savize M, Dubljanin B, Kostize M, Vasiljevize I, Niksize M. Accumulation of selenium from
selenized yeast in the cultivated mushroom Agaricus bisporus. Proc. Int. Conf. ICMBMP7
Mushroom Biol. Mushroom Prod, 2011, 1:135- 139.

100.Savic S, Laura JD, Michele B, Michael FM. Familial mediterranean fever and related periodic
fever syndroms\autoinflammatory disease, Curr Opin Rheumatol, 2012, 24(1):103-112.

101.Savill JS. Apoptosis in disease. Eur J Clin Invest, 1994, 24: 715-723.

102.Settin A, El Baz R, Abd Rasool M, El Khalegy H, El Sayed O, et al. Clinical and molecular
diagnosis of Familial Mediterranean Fever in Egyptian children Gastrointestinal Liver Dis. 2007:
16(2): 141-5.

103.Shiohara M, Taniguchi S, Masumoto J, Yasui K, Koike K. et al. ASC, which composed of a
PYD and CARD, is up-regulated by inflammation and apoptosis in human neutrophils. Biochem
Biophys Res Commun. 2002, 293: 1314-1318.

104.Shohat M and Halpern GJ. Familial mediterranean fever — A review, Genetics in Medicine,
2011,13(6).

105.Shohat M, Magal N, Shohat T, Chen X, Dagan T, et al. Phenotype-genotype correlation in
familial Mediterranean fever: evidence for an association between Met694Val and amyloidosis. Eur
J Hum Genet, 1999, 7: 287-292.

106.Sibley K, Rollinson S, Allan JM, Smith AG, Law GR, et al. Functional FAS promoter
polymorphism are associated with increased risk of acute myeloid leukemia. Cancer Research,
2003, 63:4327-4330.

-77 -



107.Solak M, Yildiz H, Koken R, Erdogan M, Eser B, et al. Analysis of Familial Mediterranean Fever
gene mutations in 202 patients with familial mediterranean fever. Genet Test 2008, 12: 341-4.

108.Stanjov S, Kastner DL. Familial autoinflammatory diseaes: genetics, pathogenesis and treatment.
Current Opinion in Rheumatology, 2005, 17:586-599.

109.Stoffman N, Magal N, Shohat T, Lotan R, Koman S, et al. Higher than expected carrier rates for
familial Mediterranean fever in various Jewish ethnic groups. Eur J Hum Genet, 2000, 8:307-10.

110.Swissa M, Schul V, Korish S, Livneh A, Pras M, et al. Dtermination of autoantibodies in patients
with familial Mediterranean fever and their first relatives. J Rhematol, 1991, 18: 606-608.

111.The French FMF consortium. Candidate gene for familial mediterranean fever. Natur Genet,1997,
17: 25-31

112.The International FMF Consortium. Ancient missense mutations in a new member of the RoRet
gene familya re likely the cause familial mediterranean fever. Cell, 1997, 90: 797-807.

113.The International FMF Consortium. Ancient missense mutations in a new member of the RoRet
gene family are likely to cause familial Mediterranean fever. Cell, 1997, 90:797-807.

114.Tutar E, Akar N, Atalay S, Yilmaz E, Akar E, et al. Familial Mediterranean fever gene (MEFV)
mutations in patients with rheumatic heart disease. Heart, 2002, 87:568-569.

115.Touitou 1. The spectrum of familial Mediterranean fever (FMF) mutations. Eur J Hum Genet,
2001, 9:473-483.

116.Topaloglu R, Ozaltin F, Yilmaz E, Ozen S, Balci B, et al. E148Q is a disease-causing MEFV
mutation: a phenotypic evaluation in patients with familial Mediterranean fever. Ann Rheum Dis,
2005, 64(5):750-752.

117.Touitou I. The spectrum of mutations. Il International conference of familial Mediterranean fever.
Antalya, Turkey, 2000, 3:26.

118.Uren AG, Pakusch CJ, Hawkins KL, Puis DL. Cloning and expression of apoptosis inhibitory
protein homologs that function to inhibit apoptosis and/or bind tumor necrosis factor receptor-
associated factors. Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 1996, 93:4974-4978.

119.Ugan Y, Ermis F, Sahin M. Ailesel Akdeniz Atesi. Tip Fak.Derg., 2011, 18(4):139-143.

120.Ulgenalp A. DEGETAM’a yonlendirilen hastalardaki MEFV geni mutasyonlarimin dagilimi, DEU
Tip Fak. Derg, 2009, 23(6):53-58

121.Yu JW, Wu J, Zhang Z, et al. Cryopyrin and pyrin activate caspase-1, but not NF kappaB, via
ASC oligomerization. Cell Death Differ, 2006, 13:236— 249.

122.Yesilada E, Savaci S, Yiiksel S, Giilbay G, Otlu G, et al. Ailesel Akdeniz Atesi (FMF) diistiniilen
olgularda MEFV gen mutasyonlar1. /nénii Univ. Tip Fak. Dergisi, 2005, 12(4):235-238

123.Yesilada E, Taskapan H, Gulbay G. Prevalence of known mutations and a novel missense
mutation (M694K) in the MEFV gene in a population from the Eastern Anatolia Region of Turkey.
Gene, 2012, 511:371-374.

124.Yalcinkaya F, Cakar N, Misirlioglu N, Tumer N, Akar N, et al. Genotype—phenotype correlation
in a large group of Turkish patients with familial Mediterranean fever: evidence for mutation-
independent amyloidosis. Rheumatology, 2000, 39:67-72.

125.Yilmaz E, Ozen S, Balci B, Duzova A, Topaloglu R, Besbas N, et al. Mutation frequency of
familial Mediterranean fever and evidence for a high carrier rate in the Turkish population. Eur J
Hum Genet, 2001, 9:553-5.

-78 -



126.Yal¢inkaya F, Cakar N, Misirhoglu M, Tiimer N, Akar N, et al. Genotype-phenotype correlation
in a large group of Turkish patients with familial Mediterranean fever: evidence for mutation
independent amyloidosis. Rheumatology, 2000, 39: 67-72.

127.Yuval Y, Hemo-Zisser M, Zemer Di Sohar E, Pras M. Dominant inheritance in two families with
familial Mediterranean fever. Am J Med Genet, 1995, 57: 455-57.

128.Zornig M, Hueber A, BaumW, Evan G. Apoptosis regulators and their role in tumorigenesis.
Biochim Biophys Acta, 2001, 1551:1-37.

129.Zadeh N, GetzuG T, Grody WW. Diagnosis and management of familial Mediterranean fever:
Integrating medical genetics in a dedicated interdisciplinary clinic. Genetics IN Medicine, 2011,
13:(3).

130.Zhang Z, Qiu L, Wang M, Tong N, Li J, et al. The FAS ligand promoter polymorphism,
rs763110 (-844C>T), contributes to cancer susceptibility: evidence from 19 case-control studies.
Eur J Hum Genet, 2009, 17: 1294-1303.

131.Zhang Z, Xue H, Gong W, Wang M, Yuan L, et al. FAS promoter polymorphisms and cancer
risk: a meta-analysis based on 34 case-control studies. Carcinogenesis, 2009, 30: 487-493.

132.Wu J, Metz C, Xu X, Abe R, Gibson AW, et al. A novelpolymorphic CAAT/enhancer-binding
protein element in the FasL gene promoter alters Fas ligand expression: a candidate background
gene in African American systemic lupus erythematosus patients. J Immunol, 2003, 170:132-138.

133.Wang W, Zheng Z, Yu W, Lin H, Cui B, et al. Polymorphisms of the FAS and FASL genes and
risk of breast cancer. Oncology Letters, 2012, 3: 625-628.

-79 -



OZGECMIS

1985 yilinda Istanbul' da dogdu. 2004 yilinda Firat Universitesi Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinii kazandi ve 2009 yilinda mezun oldu. Ayni yil Mustafa
Kemal Universitesi' nde Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans
egitimine bagladi ve 2012 yilinda mezun oldu.

-80-



