T.C.
KAFKAS UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

AILEVI AKDENIZ ATESI (FMF) HASTALARINDA VE AiLE
BIREYLERINDE MEFV GEN MUTASYONLARININ INCELENMESI

OZKAN OZTAS

YUKSEK LISANS TEZi

DANISMAN

YRD. DOC. DR. iLHAMI GOK

HAZIRAN - 2013

KARS



Bu tez calismast MMF-61 numarali proje ile KAU/BAP tarafindan desteklenmistir.

T.C.
KAFKAS UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIiM DALI

AILEVI AKDENIZ ATESI (FMF) HASTALARINDA VE AiLE
BIREYLERINDE MEFV GEN MUTASYONLARININ INCELENMESI

OZKAN OZTAS

YUKSEK LISANS TEZi

DANISMAN

YRD. DOC. DR. iLHAMI GOK

HAZIRAN - 2013

KARS



T.C. Kafkas Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali Yiiksek Lisans
dgrencisi Ozkan OZTAS in Yrd. Dog. Dr. Ilhami GOK’tin damsmanhginda yiiksek
lisans tezi olarak hazirladigt “ Ailevi Akdeniz Atesi (FMF) Hastalarinda ve Aile
Bireylerinde MEFV Gen Mutasyonlarmin Incelenmesi * adh bu ¢alisma, yapilan tez
savunmasi sinavi sonunda jiiri tarafindan Lisansiistii Egitim Yonetmeligi uyarinca

degerlendirilerek oy .Ai"(lf 71.... ile kabul edilmistir.

18.106 1013

Adi ve Soyadi

Bagskan: Yrd. Dog. Dr. ilhami GOK

Uye: Dog. Dr. M. Ali KIRPIK
Uye : Yrd. Do¢. Dr. Muhammet SAKIROGLU

Bu tezin kabulii, Fen Bilimleri Enstitiisii Y6netim Kurulunun ..../..../2013 giin ve ..../

....................... say1li karar1 ile onaylanmistir.

Enstitii Miidiiri



ICINDEKILER

ONSOZ .o Vi
OZET oottt \l
ABSTRACT ettt VIl
KISALTMALAR ...ttt ettt e ettt e e et b e e e nnnbeeas IX
SEKILLER DIZINI ...oooiviiiiiicteeceeeeee ettt X
RESIMLER DIZINI......cuiiitiiiiieeeeeeeeeeeeeee ettt XI
CIZELGELER DIZINI .....ooiiiiiieieeeeee e XIl
LR 123 1R 1
2. GENEL BILGILER ........cocooiiiiiiiniii e 3
2.1 GeNetik HaStalIKIAr ........cccueeeiiiie et e e e e e e snneee e 3
2.1.1 Multifaktoryel kalitimla gecen hastaliklar: .............cccooiiiiiiii, 3
2.1.2 Kromozom hastaliKIars: ...........ccooueiiiiiiiiiiiiiiee e 4
2.1.3 Tek gen hastalikIars: ..........ooooiiiiii e 4
2.2 Ailevi Akdeniz Atesi (AAA) ya da Familial Mediterranean Fever (FMF) ............ 4
2.2 1 TariNGe..ccceeeeeieeeceee 5
2.2.2 HastahZin KInik OzelliKIETi..........cvoveevireerieerieiesteesseeessieeeseessieesstes e s, 5
2.2.3 Ailevi Akdeniz Atesi HastaliZimin Genetigi........cccccvevrvviiivvieiiieeenniiiiiiiiennenn. 9
2.2.4 Genetik Hastaliklarin Tanisinda Kullanilan Molekiiler Yontemler ............... 13
3. MATERYAL VE METOT ... 16
3.1 Hasta Grubu Bireylerin SeCimi ..........oovuuiiviiiiiiiiiiiiiiiiiiieee et 16
3.2 Hastalar ve DemOgrafi:.........cociviiiieiiiie st 17
3.3 Kontrol Grubu Bireylerinin SeCImi: .........uuvvviiieiiiiiiiiiiiiiiiieee i 18
3.4 Kullanilan Kimyasallar ..........c.ooooiiiiiiiiiiicie e 18
3.5 Kullanilan Arag Ve GEeIreGIer .......uuuuuuuiriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiierenrnnrnnrnenn———. 18
3.6 Kullanilan SoISYONIAT .......cccuuiiiiiiiiiiiieee e 19
3.7 Periferik Kanda DNA 1Z0laSyonU ............cccoveviueiiiiieieereeceeeeeeeeve e 20
3.8 DNA Konsatrasyonunun Nanodrop Spektrofotometrede Olglimii....................... 21
3.9 FMF’li Hastalarda ve Kontrol Gruplarinda Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
Yontemi ile Mutasyon ANaliZi........c..ooooiiiiiiiiiiiiiiceiiiice e 21
3.10 Agaroz Jel EIeKtrofOrezi .......cc.ecocuvveiiiee e 23



311 TStALISTIK ANAIIZE c.vveeeeeeeeee e e e oo e e et e e e e e et e e e e e e e eee e et e e seeeraesireaenes 24

A BULGULAR . ....cooiteeeeeeeee ettt ettt n s sttt sttt et eaer s s s s 24
5. TARTISMA ........coooiiuieeeieeieeee ettt nen ettt ettt nen s sttt 31
KAYNAKLAR ......ooiviiitieeeeee ettt es s s s st et sttt ettt s e eaees e s s e 35
(07463 200 1 £ TSRO 40



ONSOZ

Bu ¢aligma Kafkas Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali’nda

yiiksek lisans tezi olarak hazirlanmistir.

Calismada Dogu Akdeniz Bolgesinde bulunan Hatay ilimizde yasayan farkli ailelerin

M694V ve E148Q gen mutasyonlarinin yayginligi belirlemek amaciyla yapildi.

Tez ¢aligmamda biiyiilk emegi gecen, yogun caligmalarindan bana zaman ayirarak
bilimsel katki ve Onerileri ile yol gdsteren, ¢alismami yiiriitme ve sonuglandirma
konusunda olanaklar1 en 1yi sekilde kullanmami saglayan degerli danisman hocam Yrd.
Dog. Dr. ilhami GOK'’e, klinik tanilarm konulmasi ve &rneklerin almmasinda
yardimlarini1 esirgemeyen Saym Yrd. Dog. Dr. Murat CELIK’e tesekkiir ederim.
Laboratuvar ¢aligmalar1 esnasinda katkilarini esirgemeyen degerli hocam Yrd. Dog. Dr.
Cem OZIC’e ve Saym Ars. Gor. Sevcan MERCAN’a, yiiksek lisans dgrencisi Ilknur
CELEBI, Vasfiye ESEN’e ve Meryem BADAY, tez yazimmda yardimci olan Neset
TIMUR, Mirza OZBEG ve diger ev arkadaslarima, yiiksek lisans egitimim boyunca
gerek maddi gerekse manevi desteklerini esirgemeyen aileme ve degerli nisanlim
Hemsire Sinem KART’a ve daha ismini yazamadigim biitiin arkadaslarima sonsuz

tesekkiirlerimi sunmay1 bir borg bilirim.
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OZET

Bu c¢alisgma Hatay ilimizde yasayan farkli ailelerden M694V ve E148Q gen

mutasyonlarinin yayginhigini belirlemek amaciyla yapildi.

Aragtirmamizda kliniklerde Ailevi Akdeniz Atesi (FMF) hastaligi 6n tanisi alan, 19
aileden toplam 78 birey ve 100 kisilik kontrol grubu incelendi.

Ailevi Akdeniz Atesi (FMF) hastaligina bagli mutasyonlardan Ekson 2’de M694V ile
Ekson 10°da E148Q mutasyon tiplerinin yayginligi incelendi. Klinik olarak her aileden
en az bir FMF 6n tanis1 konulan biitiin aile bireylerinden tam kan 6rnekleri alind.
Alman kan orneklerinden DNA izolasyonu yapildi ve izole edilmis DNA Ornekleri
mutasyon gen primerleri kullanilarak Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) amplifiye
edildi. Daha sonra PCR fiiriinleri agaroz Jel Elektroforezi yiiriitiilerek FMF ile iliskili

nokta mutasyonlarinin bu gruplardaki siklig1 jel resimleri yardimiyla belirlendi.

Sonug olarak 19 aileden toplam 78 kisinin hepsinde M694V mutasyonu (%100)
gorildii. Caligilan 100 kisilik kontrol grubunda ise 26 (%26) kiside M694Vmutasyonu
gozlendi. Bu bulgular hastaligin otozomal resesif geg¢isli oldugunu dogrulamaktadir.
Ayrica incelenen tiim aile bireylerinde E148Q mutasyonu 28 (%35.89) kiside
kontrollerde ise bu mutasyon 8 (%8) kiside goriildii. Arastrmamizda E148Q mutasyonu
Tiirkiye i¢in yapilan ilk ¢alisma oldugu i¢in iilkemiz FMF Klinik tanilarinda onemli

katk1 saglayacagi goriisiindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Ailevi Akdeniz Atesi (FMF),MEFV geni, Dogu Akdeniz, PCR,

Mutasyon
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ABSTRACT

This research was made to estimate frequency of mutation of M694V and E148Q gene
from different families in Hatay.

A total of 78 members from 19 different families, who have the FMF disease diagnosed

in clinics, and a control group consist of 100 members were examined in this research.

The frequencies of mutations belong to FMF, M694V were examined from Exon 2 and
E148Q were examined in exon 10. The member who has clinically diagnosed with FMF
gene had attracted our intention to take blood examples from whole family members.
The DNA isolation was carried out from family member’s blood examples. Polymerase
chain reaction procedure was applied to isolated DNA examples by using primer pairs
in order to identify mutations. The jel electrophoresis procedure was used to visualize

the presence of point mutations in FMF and control group.

The result revealed that M694V mutations were seen in all the 78 members of 19
different families. Among 100 members of control group, 26 (%26) had M694V. This
rate of diagnoses confirm the autosomal ressesif transition. Besides that E148Q
mutation was seen in 28 (%35.89) members of FMF and 8 (%8) members of control
group. To the extend of our knowledge, this is the first study target E148Q mutation for
FMF gene in Turkey, so this research assumed to have crucial importance in clinics to

diagnose FMF gene.

Key words: Familial Mediterranean Fever (FMF), MEFV Gene, East Mediterranean,
PCR, Mutation.
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1. GIRIS

Genetik hastaliklar, ebeveynlerin gelecek nesillere genlerle aktardiklari hastaliklardir.
Genetik hastaliklar son zamanlardaki genetik bilimindeki gelismeler sayesinde daha
rahat tespit edilmekte ve gerektiginde genlerden bu hastaliklar ayiklanmaktadir[1].
Ailevi Akdeniz Atesi (AAA veya FMF MIM 249100); Akdeniz cevresinde yasayan
toplumlarda sik goriilen, tekrarlayan, kendi kendini sinirlayan, ates ile birlikte karin
agrisi, plorit, artrit, erizipel benzeri deri lezyonlar1 ve zamanla amiloidoz gelisimi ile

karakterize otozomal resesif gegisli otoinflamatuar hastaliktir [2-3].

AAA (Akdeniz Atesi) bir¢ok etnik grupta goriilmekle beraber; Tiirkler, Ermeniler,
Araplar ve Yahudilerde siktir. Yapilan epidomiyolojik ¢alismalar tastyicilik sikliginin
Ermenilerde 1/7, Sefarad Yahudilerde 1/8-1/16 oldugunu ortaya koymustur. Ayni
gruplarda AAA prevelanst 1/250-1/1000 arasinda degismektedir [2,3]. Tirk AAA
calisma grubunun sonuclarina gore hastaligin goriilme sikligr 1/1000, tasiyicilik orani

ise 1/5 gibi yiiksek degerlerdedir [4].

Hastaligin otozomal resesif gegisli oldugu bildirildikten sonra, 1992 yilinda hastaliktan
sorumlu genin 16. kromozomun kisa kolunda oldugu gosterilmistir [5]. 1997 yilinda iki
uluslararas1 grup birbirinden bagimsiz olarak ayni zamanda MEFV (Mediterranean
FeVer) geni admi verdikleri AAA genini klonlamislardir [6-7]. Ilk olarak 1908 yilinda
Janeway ve Mosenthal tarafindan “uygun olmayan bir paroksimal sendrom” baslikli
makalede tanimlanmistir. 1945 yilinda Allerjist Dr. Sheppard Siegal 5 olguyu “Disleri
tutan destek kemige yakm olan timor” adi altinda yaymlamistir. 1946 yilindan
Marmarali Abrevaya “Garip bir karin sendromu”, Tiirk Tip Cemy Mecm. 1954 yilinda
Hobart Reimann Liibnan’dan ¢cogu Ermeni 72 vaka bildirmistir. 1958 yilinda Prof.
Heller hastaliga “Familial Mediterranean Fever” ismini vermistir. 1959 yilinda S6kmen
C. Trans Association American Physiology dergisindeki yorumunda iilkemizde Ermeni
kokenli olmayan ¢ok sayida FMF olgusundan bahsetmistir. 1967 yilinda Sohar Etal 470
vakalik bir seri yaymlamistir. 1972 yilinda Goldfinger Kolsisin kullanim1 6ne

stirmiistur.



DNA tabanli polimorfizm ¢esitliligi ve mutasyon arastirmalari polimeraz zincCir
reaksiyonu analizi ile yapilabilmektedir. Bu arastrma Tirkiye’nin Dogu Akdeniz
Bolgesindeki Hatay ilinden alinan AAA’li ailelerin hasta ve tasiyici bireylerindeki
MEFV geninde bulunan M694V ve E148Q mutasyonlari ¢alisilmasi planlanmustir.

Bu tez calismasinda molekiiler tanisi i¢in kullanilacak metodlar polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR)'na dayali metot ile mutasyon analizlerini igermektedir. Arastirmamiz
calisma icin etik kurul izninin alinmasi, Hatay bolgesinde belirlemis oldugumuz 78
bireyden kan Orneklerinin toplanmasi, numunelerden DNA izolasyonu ve molekiiler

temelli analizleri igermektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Genetik Hastahklar

Insan genomunda yaklasik 20.000 gen oldugu tahmin edilmistir [8]. Bundan 15 yil
oncesine kadar olan tahminlerde bu say1 100.000 dolaymnda iken, dizi kalitesi ve gen
bulma yontemleri gelistikce gen sayisi asagiya g¢ekilmistir [9]. Genetik hastaliklar
cogunlukla ¢ok ciddi sorunlara yol agan ancak tedavi olanaklar1 simdiki durumda smirl
olan hastaliklardir. Ayrica aile bireylerinden bir kiside bu hastaliklarin ortaya ¢ikmasi,
ailenin diger fertleri icin risk meydana getirebilir. Genetik hastaliklarin teshisleri igin
gerek yetismis insan giicii, gerek teknolojinin son imkanlar1 ile donatilmig
laboratuvarlara ihtiyac¢ oldugu i¢in bu hastaliklar biiyiik ¢ogunlugu ne yazik ki teshis
edilememektedir. Genetik hastaliklar nadir olmayan fakat olduk¢a sik goriilebilen

hastaliklardir [8].
Bu hastaliklar1 genel olarak ii¢ biiyiik grupta toplamak miimkiindiir;

* Multifaktoryel kalitimla gegen hastaliklar
* Kromozom hastaliklar

* Tek gen hastaliklar1

2.1.1 Multifaktoryel kalitimla gecen hastahklar:

Hemen biitliin dogumsal anomaliler bu sekilde kalitilir. Bunlar dogustan kolaylikla fark
edilebilen veya ilk bakista tanimlanamayan ancak 6zel muayene ve tetkiklerle ortaya
cikarilabilen sakatliklar olabilir. Fazla parmak gibi oldukc¢a zararsiz olabilecegi gibi
hayat1 ciddi sekilde tehdit eden agir sakatliklar seklinde de goriilebilir. Multifaktoryel
kalitimla gecen hastaliklarin aile bireylerinde goriilme olasiligi 1. derece akrabalar
(anne, baba ve kardes) arasinda yaklagik % 2-10 'dur. Bu siklik genel toplumda goriilme
olasiligna gore 20-40 kat fazladir [9].



2.1.2 Kromozom hastahklari:

Insanlarin normalde 23 ¢ift olarak diizenlenmis 46 kromozomlar1 vardir. Bunlardan ilk
22 ¢ifti cinsiyet diginda kalan o6zellikleri belirlerler. Son ¢ift X ve Y kromozomlar1
olarak adlandirilir ve cinsiyeti belirler [8]. Kromozomlar genetik bilginin tagiyicilaridir.
Kromozom hastaliklar1 insanlarda bulunan 46 kromozomun sayir ve sekil olarak
normalden farkli olmas1 sonucu ortaya ¢ikar. Sik goriilen hastaliklardir (1/700 - 1/1000).
Agir gelisme ve zeka geriligine neden olurlar. Hasta ¢ocuklarda bu zeka ve gelisme

geriligine ek olarak cesitli organlari ilgilendiren dogustan sakatliklar vardir.

2.1.3 Tek gen hastaliklari:

Bu hastaliklar insanda var oldugu tahmin edilen 35.000 kadar genden herhangi birinin
degisiklige ugramasi1 sonucu ortaya cikar. Kalitim sekli farkli olmakla birlikte bu
hastaliklar ailede yiiksek oranda tekrarlama riskine sahiptir. Hastaliga sebep olan gen
sayis1 ¢ok fazla oldugundan bulgular da ¢ok degisik olabilir. Hastalik zeka geriligi,
dogustan sakatlik, kan hastaligi, kas hastaligi, gorme bozuklugu, cilt hastaligi, bobrek
hastaligi, kalp hastaligi, ishal, zatiirre gibi cok degisik bulgularla karsimiza ¢ikabilir [9].

2.2 Ailevi Akdeniz Atesi (AAA) ya da Familial Mediterranean Fever (FMF)

Ailevi Akdeniz Atesi otozomal resesif kalitimli, akut, kendini sinirlayan ates ataklari ile
karakterize, inflamatuar bir hastaliktir. Bu ataklara genellikle steril bir peritonit, plorit,
mono veya oligo-artikiiler artrit ve/veya deri dokintiileri eslik eder [10]. FMF
hastalarinin yaklagik %90’inda klinik bulgular 20 yasindan 6nce ortaya c¢ikar [11].
Hastaligin baslangic yasi ortalama 4’tiir ve bu 6zelligi nedeniyle aslinda bir ¢ocukluk

¢ag1 hastaligidir [12].



2.2.1 Tarihce

AAA ile ilgili ilk olgu sunumu 1908 yilinda T.C. Janeway ve H. O. Mosenthal
tarafindan Yahudi bir gen¢ kizda siit ¢cocuklugu doneminden beri var olan, ayda bir
yineleyen, karin ve gdgiis agrisi ile birlikte 40 °C*ye varan ates ile seyreden bir
hastaliktir. Bu olguda ataklar ile birlikte 16kositoz varlig1 da rapor edilmistir [13]. Tlk
olgudan sonra 1945 yilinda Amerikali arastirmact Siegal, “Benign Paroksismal
Peritonitis” ad1 ile tekrarlayan ates ve karin agrisi ataklari ile seyreden bir klinik antite

(13

tanimlamistir  [14]. 1948 yilinda Reiman Periyodik hastalik” tanimlamasini
kullanmigtr [15]. 1951 yilinda ilk kez Catton ve Mamou hastaligin ailevi olduguna
dikkat ¢ekmisler ve 1956 yilinda ayni bilim adamalari AAA' Ii hastalarda amiloid
gelisebilecegini bildirmiglerdir [16]. Heller ve Sohar 1958 yilinda ilk kez “Ailevi
Akdeniz Atesi” tanimim kullanmiglar ve 1961 yilinda ayni bilim insanlar1 hastaligin
otozomal resesif kalitildigini gostermiglerdir [17]. Tiirkiye'de ise ilk FMF hastas1 “Garip
Bir Karin Agris1 Sendromu” adi ile 1946 yilinda Abrevaya Marmarali tarafindan bir

erigkinde tanimlanmustir [18].

Kolsisinin AAA tedavisinde kullanilabilecegi ilk kez 1972 yilinda yaymlanmigtir
[19,20].

1992 yilinda AAA’dan sorumlu genin 16. kromozom kisa kolunda oldugunun
anlasilmas1 ve 1997 de MEFV geninin klonlanmasi, hastaligin etiyopatogenezini

anlamamizda 6nemli bir adim olmustur [4,5,6].

2.2.2 Hastahgn Klinik Ozellikleri

Hastalik atesli, agrili ataklarla karakterize olup 38,5-40 C° arasindaki yiiksek atese,
periton, plevra ya da sinovyum ser6z membranlarindan birinde olusan inflamasyonun
neden oldugu ciddi karmn, gogiis veya alt ekstremitenin genis eklemlerinden birinin
agrist eslik eder. Hastalar genellikle ataklar1 baslatan bir etken tarif etmezler ancak
FMF ataklarinin bazi hastalarda menstruasyon, duygusal stres veya agir fiziksel aktivite
donemlerine rastladigi goriiliir. Bazi hastalarda ise titreme benzeri sikayetler de

goriilmektedir [21].



Ataklar kisa stireli olup 1-3 giin siirer ve tedavi edilmeden kendiliginden iyilesir. Ancak
ataga eslik edebilen artrit veya artralji daha uzun siirebilmektedir. Ortaya ¢ikan atesin
yiiksekligi ya da tutulan inflamasyon bdlgesi bir ataktan digerine farklilik gosterebilir.
Ataklarin seyri hastalar arasinda cesitlilik gosterebilecegi gibi ayni ailenin bireylerinde
bile farkl atak seyirleri goriilebilmektedir. Omiir boyu siiren bu hastaligin seyrinde bir
hastanin, hastaligin ¢ok ¢esitli fomlar1 ile karsilagmas1 miimkiindiir ancak siklikla ayni

hastada yillar boyunca ayni tip atak goriiliir [11].

Hastaligin erkek ve kadinlarda goriilme orani: erkekler lehine olup 1,2:1°dir. Bunun
nedeninin hastalik fenotipinin kadinlardaki eksik penetranst ya da MEFV’nin iki
alelinde de mutasyon tasiyan disi zigotlardaki artmis embriyonik Oliimden

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir [21,22].

AILEVI AKDENIZ ATESI
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Sekil 2.2.1: FMF hastaliginda goriilen belirti ve bulgular [23].



2.2.2.1 Ates

Ates her atak sirasinda goriilen ve tani igin gerekli kabul edilen bir bulgudur. Cok nadir
olmakla birlikte baz1 vakalarda ates olmayabilir [11,23,24]. Atak sirasinda hastanin atesi
38-40 °C arasinda degisebilir. Ates atak boyunca devam eder ve ortalama 12-72 saat
kadar siirebilir. Genelde atese diger bulgular eslik eder, fakat nadir de olsa yalniz atesle
seyreden olgularda tarif edilmistir. Kolsisin alan hastalarda ataklar sirasinda ates
goriilmeyebilir [3,11,23,24]. 40 °C’ye varan, agr1 ya da baska lokalize inflamasyon
bulgularmm eslik etmedigi kisa siireli izole ates yiikselmeleri 6zellikle ¢cocuk hastalarda
goriliip birkag saat siirer. FMF’in bu fenomeni ¢ogu zaman yanlislikla viral farenjite
veya tonsillite baglanir [11]. Bazi ataklarda ates tek bulgu olarak karsimiza

cikabilmektedir.

2.2.2.2 Karin Agnisi

FMF tanist ile izlenen hastalarin %91’inde peritoneal inflamasyona bagli olarak karin

agris1 goriiliir. Atesten sonra en sik goriilen bulgudur [3,23,25].

2.2.2.3 Gogiis Agrisi

Pl1orit unilateral ve bilateral gogiis agrisina neden olup hastalarin % 25-50’sinde goriiliir.
Semptomlar 24-72 saat siirer ve siklikla tek taraflidir [27]. Bu tek tarafli febril ploritde
tipk1 peritoneal ataklar gibi ani baslangi¢cli ve Onceden belirlenemeyen tekrarlarla
seyrettiginden akut bir tablo zannedilebilir. Nefes alip verirken agr1 olur ve etkilenen
tarafta solunum sesleri azalir. Kostofrenik siniisteki az miktardaki eksuda radyolojik

olarak gosterilebilir. Bu eksuda ¢ok sayida notrofil icerip 48 saat i¢inde geriler [26].

2.2.2.4 Eklem Agris1

Eklem ataklari, FMF’in 6nemli bir 6zelligidir ve sik (%75) goriiliir. Ataklar kiiciik
travmalar veya uzun siireli egzersizlerle tetiklenebilir. FMF’de goriilen klasik eklem

tutulumu akut monoartrit seklinde olup genellikle alt ekstremitelerin biiylik eklemleri



(ayak bilegi, diz, kal¢a) tutulur. Ates eslik eder, birkac giin, en fazla bir ay siirer ve
kendiliginden diizelir. Hastalardan alinan sinovyal sivi 6rnegi bulanik, viskozitesi

azalmis ve notrofillerce zengindir. Gram boyama ve kiiltiir sonuglar1 negatiftir [28,29].

2.2.2.5 Cilt Bulgulan

Cilt ile ilgili bulgularin siklig1 ¢esitli yaynlarda %12 ile %43 arasinda saptanmistir
(30,31). Bunlar iginde en sik goriileni olan erizipel benzeri eritem FMF’li ¢ocuklarin
%11’inde goriliir. Sicak, agrili ve sis olup 10 ile 35cm?’lik bir alan1 kaplar. Cogunlukla

alt ekstremitede ayak bilegi ile diz arasinda ayak sirtinda bulunurlar [4,21].

2.2.2.6 Vasculit

Henoch Schonlein Purpurast (HSP), Poliarteritis Nodosa (PAN) gibi vaskiilitlerin
FMF’li hastalarda ortaya ¢ikma oranmin genel populasyona gore daha sik oldugu

saptanmustir [32,33].

2.2.2.7 Kas Agrisi

FMF hastalarinin % 20 kadarinda miyalji vardir. Kas agris1 iki farkli sekilde ortaya
cikabilir. Hafif olan tipinde kas agris1 genellikle iki giin siirer ve genelde aksamlari
ortaya c¢ikar; etkilenen hastalar fiziksel aktivite ile artan alt ekstremite agrilarindan
yakmirlar ve bu agrilar1 genellikle NSAI ilaglara cevap verir. Nadir vakalarda hastalarda
inatg1 “febril miyalji” ortaya ¢ikar. Bu vakalarda ates bir ay kadar siirebilir ve buna kas

agrisi, artrit, diyare ve purpura eslik edebilir [34].

2.2.2.8 AA (Amiloid A) Amiloidoz

Amiloidoz, ¢esitli organlarda fibriler proteinlerin depolanmasi ile karakterize bir protein
metabolizmasi hastaligidir. Sistemik amiloidozun etyolojisi multifaktdriyel olup primer
ve sekonder (reaktif) tipleri tanimlanmustir [11]. FMF ve AA Amiloidoz hastaliginin en
onemli komplikasyonu sistemik progresif AA amiloidoz gelisimidir. Amiloidoz, FMF’li

hastalarda sik gorillen bir durum olup, FMF’in amiloid A (AA) protein



depolanmasindan kaynaklanan en ciddi komplikasyonudur. Bu AA tipi bir amiloidozdur
ve son donem bobrek yetmezligine neden olan progresif nefropati olarak ortaya ¢ikar.
FMEF ile ilgili amiloidoz klinikte en sik nefrotik sendrom ile karsimiza gelir. Bu hastalar
cogunlukla normotansif ve nonhematiiriktir [11]. Bunun disinda kalp, bobrek iistii
bezleri, karaciger, tiroid ve ince bagirsaklarda da amiloidoza rastlanabilir [11]. AA
proteininin karacigerde yapilan bir akut faz reaktani olan SAA bir yikim firiinii oldugu
tahmin edilmektedir. SAA’nm uzun siire plazmada yliksek konsantrasyonda bulunmasi
sonucu yikim iiriinii olan AA proteini dokularda birikebilir. Ancak SAA’nin artmis
konsantrasyonu amiloidoz gelisimini agiklamak i¢in yeterli degildir. Son zamanlarda
yapilan calismalar amiloidogenezin genetik alt yapisimi agiklama konusunda SAA

polimorfizmi tizerine odaklanmistir [25].

2.2.3 Ailevi Akdeniz Atesi Hastah@inin Genetigi

Klasik olarak, otozomal resesif sekilde kalitilmaktadir. Fakat nadirde olsa otozomal
dominant kalitim bildirilmistir. 1992 yilinda tanimlanan hastaliktan sorumlu gen iki
farkli ¢alisma grubu tarafindan (Uluslararasi AAA konsorsiyumu ve Fransiz AAA
konsorsiyumu) tarafindan klonlanmis ve MEFV geni olarak isimlendirilmis ve 1997

yilinda yaylanmistir.

MEFV geni 16. kromozomun kisa kolunda yerlesmis olan 10 eksonluk orta biiyiikliikte
(yaklasik 10 kilobazlik) bir gen olup 781 aminoasitlik bir proteini kodlamaktadir [5,
35]. Bu proteine uluslararasi konsorsium grubu ates anlamia gelen pyrin, Fransiz grup
ise Latince bizim Akdeniz anlamma gelen “mare nostrum” kelimelerinden olusan

marenostrin adin1 vermislerdir. Her iki isimde halen giiniimiizde kullanilmaktadir.



Cizelge 2.2.3.1: MEFV Geni Genel Yapisi [6].

Protein: Pyrin/Marenostrin Uzunluk
Transkript Pozisyonu: chr 16: 3292313-3306912 14.600 bg
DNA dizi Analizi Pozisyonu: hr 16: 3293426-3306872 13.447 be
Ekson/intron Numarasi Pozisyon Uzunluk be¢
Ekson 1 3306914-3306596 317
Intron 1 3306597-3305076 1522
Ekson 2 3305077-3304443 633
Intron 2 3304444-3300066 4379
Ekson 3 3300067-3299716 350
Intron 3 3299717-3299290 428
Ekson 4 3299291-3299194 96
Intron 4 3299195-3297532 1664
Ekson 5 3297533-3297301 231
Intron 5 3297302-3296833 470
Ekson 6 3296834-3296810 23
Intron 6 3296811-3294874 1938
Ekson 7 3294875-3294758 116
Intron 7 3294759-3294572 188
Ekson 8 3294573-3294539 33
Intron 8 3294540-3294178 363
Ekson 9 3294179-3294148 30
Intron 9 3294149-3293983 167
Ekson 10 3293984-3292313 1670
Eksonlar Toplami mRNA 3499
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Sekil 2.2.3.1: MEFV Geni ve sematik olarak gdsterimi [6].

MEFV geni baglica graniilositlerde, sitokin tarafindan aktive edilen monositlerde,
serozal ve sinovyal fibroblastlarda eksprese edilir [38]. MEFV {izerinde 140 mutasyon
tanimlanmistir. Bir anlamsiz (nonsense) mutasyon [36], {ic delesyon ve iki insersiyon
disinda tlim mutasyonlar yanlis anlamli mutasyonlardir [37]. Ucuna yakin (Ekzon 10)
kiimelenmislerdir. Fransiz FMF konsorsiyumu (1997) 10. ekzondaki 4 missense
mutasyonun (M694V, M680I, V726 Ave M694I) hasta mutasyonlarin ¢ogu 3 grubunun

%385’1ni olusturdugunu bildirmislerdir.

2.2.3.1 MEFV Geninde Mutasyonlarin Dagilimi

FMF geni (MEFV) lokalizasyonunun tam olarak belirlenmesi ve klonlanmasindan
sonra, 1997 yilindan itibaren hastalikla ilgili mutasyonlar tanimlanmaya baslanmstir.
Mutasyon analizlerinde; klonlanan cDNA (Komplementer deoksiriboniikleik asit)'da
dort yanhs anlamli mutasyon “Met680Ile; Met694Val; Val726Ala; Met694lle”
tanimlanmstir [6]. 1998°de bu dort mutasyona ek olarak, 10. eksonda dort yeni nadir
mutasyon (692°de delesyon, Lys695Arg, Ala744Ser, Arg761His); 5.eksonda bir
Phe479Leu” ve 2.eksonda ise li¢c mutasyon daha (Glul48Gln, Glul67Asp, Thr2671e)
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bildirilmistir [40]. Giiniimiizde ise bu gende 76’dan fazla farkli mutasyon

tanimlanmustir [39].

Mutasyonlar MEFV geninin 1., 2., 3., 5., 9. ve 10. ekzonunda bulunmaktadir (Sekil
2.2.3.2). MEFV geninin 10. ekzonu mutasyonlar i¢in hassas bir bolgedir. 10.eksondaki
M694V, M680I, M694l ve V726A mutasyonlar1 ve 2. Ekzondaki E148Q mutasyonu
tagtyict ya da hasta kromozomlardaki FMF mutasyonlarmin %85’ini olusturur
[41,40,43,44]. FMF’de en sik gorilen 4 mutasyon (missense mutasyon) pirin
proteininin karboksi terminal bolgesinde bulunmustur. FMF vakalarinin biyiik
cogunlugundan, hangi etnik kokenden olursa olsun, bu mutasyonlarin sorumlu oldugu

tespit edilmistir [45].

MEF V GENINDEKI MUTASYONLAR

1 2 3 4 5 6 7 9 10
(41)277 633 350 06 231 23 116 33 33 551/(1105)
R4 2W TZ2671 P3695 F479L 1591T R761H 57445
E230K R4080) VI264
E147D V041 K695KR
E1480 MGD4AV MaD4l
E148BV Me9ddel
L1L10P 1192de]
FL I
Tag 1l
MGBOI (G/C)
MGS0I (G/A)
MGBIL
SETS N GaTEE
R653H Easdh

Sekil 2.2.3.2: MEFV genindeki bilinen ya da bugiine kadar tammlanmis olan mutasyonlar. En
stk goriilen 5 mutasyon, E148Q, V726A, M694V, M6941 ve M680I (G/C)’dir. Rekombinasyon 3
mutasyon E148V, M680I (G/A) ve M680L’dir. Delesyonlar, 1192del ve M694del’dir. Bu mutasyonlar

arasinda Y688X nonsensedir [42].
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2.2.3.2 MEFYV geni mutasyonlar fenotip-genotip iliskisi

MEFV geninde rastlanan mutasyonlarin biiylik bir kismi niikleotid yer degistirmesi
sekli ile olup genellikle 10. ekzondadir [42]. Piirinin B30.2 domaininde konservatif
aminoasit substitisyonlarina neden olmaktadir. M644V ve M6941 ilk belirlenen

mutasyonlardir. M6801 ve V726A daha sonra belirlenen mutasyonlardir.

Ozellikle homozigot olmak iizere M694V mutasyonunu tastyan Kuzey Afrikali
Yahudilerde %90 olguda mutasyonla amiloidoz gelismesi arasinda Siki bir iligki
gosterilmistir [19]. Bazi caligmalarda M694V mutasyonu ile agr bir fenotip
bildirilmesine ragmen bagka diger ¢alismalar tarafindan ise reddedilmistir [47]. Ayrica
amiloidozun M694V’den bagska mutasyon varliginda amiloidoz riskinin azaldig:

bildirilmistir [48,49,50].

2.2.4 Genetik Hastahklarin Tanisinda Kullanilan Molekiiler Yontemler

2.2.4.1 Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Canlilarda bulunan 6zgiin genetik parcaciklarin (DNA veya RNA) enzimatik olarak
invitro olarak cogaltilmasidir. Kullanilan enzim “polimeraz” enzimidir. Aslinda PCR
islemi (DNA polimerizasyonu-DNA’nin kopyalanarak c¢ogaltilmasi) canli hiicrelerde
devamli olmaktadir. PCR DNA polimerizasyon isleminin belli 6zel amaglar i¢cin minik
deney tiiplerinde (PCR tiipleri) veya cam borucuklarda yapilan bir kopyasidir. Canli
hiicreler igindeki polimerizasyon islemi, PCR tiipleri icinde, gerekli tiim kimyasal

maddeler konularak ve sicaklik parametreleri uygulanarak taklit edilmektedir [52].
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PCR Cesitleri

» Klasik PCR: Hedef DNA dizisinin her iki ucuna spesifik primerler kullanarak
termostabik DNA polimeraz yardimiyla uygulanan DNA ¢esididir. Daha sonraki
analizler i¢in dongii sayisina gore iistel oranda artan diizeyde iiriin elde edilir
[52].

» Multipleks PCR: Klasik veya Real Time PCR’ in modifikasyonuyla iki veya
daha fazla farkli PCR amplifikasyonunun ayni reaksiyonda gerceklestirilmesine
dayanir. Multipleks PCR ile daha az zamanda daha c¢ok hedef bolge
amplifikasyonu gergeklestirildiginden kullanigh bir inceleme yontemidir [52].

» Nested PCR: Kompleks mikrobial popiilasyonlara ait hedef dizinin spesifik bir
sekilde amplifikasyonu klasik PCR yontemleriyle bazen miimkiin olmayabilir.
Eger amplifikasyonu yapmaya ¢alistigimiz fragment uzunlugunda non-spesifik
fragment(ler) amplifiye olmus ise bu bizi yanlis sonuca gotiirebilir. Bundan

kacmmak i¢in Nested PCR yontemi uygulanir [52].

2.2.4.2 Cogaltilmis Parca Uzunluk polimorfizm (AFLP)

AFLP teknigi, RFLP tekniginin kesme-tanima kisimlarinin PCR ile c¢ogaltilmasina
dayal1 bir DNA markir teknigidir. Cogaltilan par¢a uzunlugu farklhilifi veya
polimorfizmi anlamina gelen AFLP teknigi RAPD teknigini ile RFLP tekniginin
birlestirilmis formu olup RAPD tekniginin dezavantajlarmi  gidermek iizere
gelistirilmistir [53]. AFLP, toplam DNA’nin kesildikten sonra PCR reaksiyonuyla
cogaltilmasi esasina dayanan gii¢lii bir tekniktir. Bu teknikte genomik DNA genellikle
once birisi alt1, digeri dort bazi taniyan iki kesim enzimi (RE) tarafindan kesilir. Kesilen
parcalarin uglarma niikleotid dizilisi sentetik olan DNA’lar eklenir (Adaptor). Eklenen
sentetik DNA nin yani adaptoriin niikleotid dizilisini de tasiyan baslatict DNA'lar yani
primerlerin kullanimiyla nisbeten spesifik DNA cogaltimi yapilir. Bu cogaltma iki
asamada gerceklestirilir [54].
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2.2.4.3 Ampification Refractory Mutation System- Polymerase Chain Rection
(ARMS-PCR)

ARMS-PCR yontemi genomik DNA’daki nokta mutasyonlar ve kiigiik delesyonlar veya
insersiyonlarin tanimlanmasi amaciyla kullanilmaktadir. 1989 yilinda tanimlanmis olan
bu yontem birbirini tamamlayan iki reaksiyon basamaginda gerceklestirilmektedir. Bu
basamaklardan biri mutasyona digeri normal diziye spesifik primerler icerdigi i¢in bu
yontemle kiside mutasyon olup olmadigi ortaya kondugu gibi homozigot/heterozigot

ayriminin yapilmasini da saglanmaktadir [55].

2.2.4.4 DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizii, DNA’nin birincil yapismin en yiiksek c¢oziiniirligidir. Diger
yontemlerle tanimlanamayan mutasyonlar1 incelemenin en etkin  yoludur.
Radyoaktiviteyle c¢alisilan maniiel sekli, son yillarda yerini floresan markali
kimyasallarla calisilan otomatik yonteme birakmistir. Tiirkiye’de sadece birkag
laboratuvarda bulunan yiiksek maliyetli cihaz, simdilik sadece gelismis arastirma
iinitelerine kisith olmakla birlikte, bir teknisyen godzetiminde klinik ortamda da

kullanilmaya elverislidir [56].

2.2.4.5 StripAssay Yontemi

Insan DNA’sinda gesitli hastaliklara neden olan baz1 énemli degisimlerin (mutasyon)
strip tlizerinde tespiti saglayan molekiiler bazli sistemlerdir. Cesitli 6rneklerden (kan
gaita gibi) genomik DNA elde edilir ve biyotin isaretli primerlerin kullanildigi
miiltipleks PCR ile mutasyonlu ve normal gen bdlgeleri ¢ogaltilir. PCR iirlinleri
nitroseliiloz membran iizerindeki allel-spesifik problara hibridize edildikten sonra

goriiniir hale getirilerek degerlendirme yapilir [57].
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3. MATERYAL ve METOT

Bu c¢alisma Haziran 2012 ve Mayis 2013 tarihleri arasinda yapildi. Arastirmanin ilk
asamasi olan DNA izolasyonu 2012 yilinda Kafkas Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii’nde gerceklestirildi. 2013 yilinda ise kalan laboratuvar galigmalari
Kafkas Universitesi Miihendislik-Mimarhik Fakiiltesi Biyomiihendislik Boliimii

Laboratuvarlari’nda tamamlandi.

3.1 Hasta Grubu Bireylerin Se¢imi

Hasta grubu, Mustafa Kemal Universitesi T1p Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Ana Bilim Dali
Poliklinigi’nde takipleri devam eden veya yeni On tan1 konulan Ailevi Akdeniz Atesi
(AAA) olgularindan olusturuldu. Kontrol grubu olarak ailesinde ve kendisinde AAA
anamnezi olmayan saglikli bireyler cinsiyet farki gozetilmeksizin segildi. Calisma
stiresince toplamda 78 FMF hastas1 hasta grubu olarak ve 100 saglikli birey kontrol
grubu olarak incelemeye alindi. Hasta bireylerin her bir bireyinden EDTA’11, tiipe 8 ml

kan almarak, DNA’larini izole etmek i¢in -20 °C’de sakland.

Calismaya dahil edilen biitiin hastalara hastaliklar1 ile ilgili 21 soru igeren bir anket
uygulanmistir. Bu ankette epidemiyolojik veriler, memleketleri, aile agaglari, aile
Oykiileri, tani yaslari, klinik bulgular, beraberinde goriilen hastaliklar, tedaviye
baslanma zamani, tedaviye yanit ve tedavi uyumu gibi dogrudan dogruya hastalik ile

ilgili bir takim kriterleri ve bilgileri i¢eren veriler bulunmaktadir.
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3.2 Hastalar ve Demografi:

Calismaya alman 19 aileye ait 78 bireyden 38’1 kadm (% 48,71) ve 40’i erkektir (%

51,29). Bu hastalarin cinsiyete ve yasa gore dagilimi Cizelge 3.2.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.2.1: Hastalarm cinsiyet ve yaslara gore dagilimi

Kadin % Erkek %
n n
18-20 yas 11 14,10 16 20,51
20-40 yas 13 16,66 12 15,38
40-60 yas 10 12,82 6 7,69
>60 yas 4 5,12 6 7,69
Toplam 38 48,71 40 51,29

Hastalarda klinik olarak en sik yakima karin agrisi (% 50) ve ates (% 44,87) iken

artrit/artralji (% 24,35) ve Erizipel benzeri eritem (% 6,41) izlenmekteydi (Cizelge

3.2.2)

Cizelge 3.2.2: Hastalarin klinik 6zellikleri

Ozellikler Hasta %

Karin agrisi 39 50
Ates 35 44,87
Artrit/artralji 19 24,35
Erizipel 5 6,41

benzeri eritem
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3.3 Kontrol Grubu Bireylerinin Se¢imi:

Calismamizda goniilli olarak kan vermek isteyen ve Kizilay kan toplama
kampanyalarinda goniillii olarak kan veren bireylerden kontrol grubu olusturulmustur.
Bu bireylere Goniilliileri Bilgilendirme Olur formu diizenlenmistir. Her bir bireyden
EDTA’l;, tiipe 8 ml kan almarak, DNA izolasyonu i¢in -20 °C’de saklandh.

3.4 Kullanilan Kimyasallar

Kullanilan kimyasallar Marka

e Potasyum Hidrojen Karbonat(KHCO3) MERCK

e Sodyum Kloriir(NaCl) MERCK

e Borik Asit(B(OH)3) SIGMA ALDRICH
e Agaroz (C21 H20 Br N3) SIGMA ALDRICH
¢ Aleminyum Kloriir(AIC3) SIGMA ALDRICH
¢ Sodyum Dodesil Siilfat SIGMA ALDRICH
e 10X Tris-Borate EDTA VIVANTIS

e Tris Hidrokloriir(Tris-HCI) SIGMA ALDRICH
e Sodyum Hidroksit(NaOH) SIGMA ALDRICH

3.5 Kullanilan Arac¢ ve Geregcler

Kullanilan Arac ve Gerecler Marka
e EDTA’ I steril kan tiipii (10ml) VACUTEST
e Su Banyosu MEMMERT
e PCR BIONEER
o Elektroforez THERMO SCIENTIFIC
e Nanodrop ND-1000 THERMO SCIENTIFIC
e Jel Gortintiileme Cihazi GEL LOGIC 2012 PRO
e Sogutmali Santrifiij NUVE NF 400R
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e FEtiv NUVE FN 500

e Mini Santrifiij SCAN SPEED

e (Ceker Ocak LABOR KIMYA

e Mikrodaga Firm BEKO

e Derin Doldurucu ARCELIK

e Vorteks VELP SCIENTIFICA
e Hassas Terazi SCALTEC

e Cam Siseler ISO LAP

e Pikro Pipet ve uglari EPPENDORF

e Beher ISO LAP

e Eldiven BEYBI

e Buz Akiisii

e Spor EPPENDORF

e Falkon Tiip ( 50ml ) ISO LAP

e Eppendorf Tiip ( 1ml) EPPENDORF

e Mezir ISO LAP

e Manyetik Karistirict VELP SCIENTIFICA

3.6 Kullanilan Soliisyonlar

Eritrosit Lizis Buffer(ELB):

82,9 GR NHA4CI, 10 gr KHCO3 ve 0,5 M’lik 20 ml EDTA eklenir ve 1000 ml’ye saf su

ile tamamlanur.
Niiklear Lizis Buffer(NLB):
10 ml Tris-HCI, 4 ml EDTA ve 24 gr NaClI eklenerek 1000 ml’ye saf su ile tamamlanir.

Tris-HCI(1M):

12,1 gr Trisbase 80 ml saf suda ¢oziiniir ve 100 ml’ye tamamlanir.

19



EDTA ( Etilendiamintetra Asetik Asit) :

18,6 gr EDTA 80 ml saf suda ¢oziiniir, Ph’mn1 ayarlamak i¢in NaOH konur ve 100 ml’ye

tamamlanir.

Sodyum Dodesil Siilfat(SDS):

10 gr SDS 60 ml saf suda ¢oziiniir ve 100 ml’ye tamamlanir.

NACI(6M):

87,96 gr NaCI 250 mlI’lik saf suda ¢oziiniir.
Proteinaz-K:

20 mg’lik proteinaz-K 1 ml saf suda sulandirilir.

Tris-Borik Asit-Edta Buffer(TBE):

5X’lik TBE buffer i¢in 54 gr Trisbace, 27.5 gr Boric Asit ve 20 ml 0.5 M EDTA konur

ve 1000 ml’ye tamamlanir.

3.7 Periferik Kanda DNA izolasyonu

10ml’lik EDTA’l tiiplere 8ml kan alindi. Alman kanlar -20°C’de saklanir ve bu kanlar
DNA izolasyonunun ilk basamaginda 37°C’deki su banyosunda 30 dk. bekletildi.
Falkon tiiplere alinan kanin {izerine 40 ml Eritrosit Lizis Buffer eklenerek hafifce
calkaland1 ve buz dolu kabin igerisinde 30 dk. bekletildi. Daha sonra tiipler 4°C’de 10
dk. 2500 rpm’de santrifiij edildi. Siv1 kisim uzaklastirildi ve pellet {izerine tekrar 40ml
Eritrosit Lizis Buffer eklenerek iyice ¢alkalandi, +4 °C’de 10 dk. 2500 rpm’de
santrifiijde edildi. Tiiplerin iizerindeki siipernatant kismi tekrar uzaklastirildi ve pelletin
tizerine bu kez 25ml Eritrosit Lizis Buffer eklend1 ve iyice calkalandi. Daha sonra
4°C’de 10 dk. 2500 rpm’de santrifiij edildi ve pelletin izerine 4 ml Niiklear Lizis Buffer
ve 10ul Proteinaz-K eklenerek hizlica karistirildi. Uzerine 425ul Sodyum Dodesil
Siilfat eklendi ve 37°C’de etiivde bir gece bekletildi.
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DNA izolasyon isleminde ikinci giin etiivde bir gece beklettigimiz tiiplerimizi etiivden
¢ikardiktan sonra 30 dk oda sicakliginda bekletildi. Uzerine 1,4 ml NaCl(tuz) eklenir ve
hizlica ¢alkalandi 20°C’de 15 dk. 4000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij islemi bittikten
sonra bu sefer supernatant temiz falkon tiipe alinarak tekrar 20°C’de 20 dk. 4000
rpm’de santrifiij edildi. Islem bittikten sonra tekrar siipernatant kismi 20 ml’ye
tamamlanacak sekilde %96’lik Etil Alkol eklendi ve 1- 2 dk. bekletildi. Bu asamadan
sonra ise DNA’lar 1.5ml’lik eppendorf tiiplere alindi1 ve iizerine 500ul %70’lik Etil
Alkol eklenerek 45 sn. 1000 rpm’de santrifiij edildi saf (steril) su igerisinde -20°C’de

saklandi.

3.8 DNA Konsatrasyonunun Nanodrop Spektrofotometrede Ol¢iimii

Elde edilen DNA Orneklerinin safligmi ve konsantrasyonlarmim belirlenmesi igin
spektrofotometre (Nanodrop ND-1000) kullanilarak 6lgiim yapildi. DNA’nin safligi
degerlendirilirken A260/A280 ve A260/A230 oranlar1 esas almmaktadir. 500ul ile
sulandirtlmis DNA 6rneginden 1pl alinarak nanodrop cihazina yiiklenir ve 6lgiim
yapilir. izole ettigimiz DNA &rneklerinde ortalama miktar 100 ile 500 ng/ul arasinda

gozlendi.

3.9 FMF’li Hastalarda ve Kontrol Gruplarinda Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR) Yontemi ile Mutasyon Analizi

Optimum c¢ogalmanin gerceklestigi PCR karisimi: 10X’lik tampon ¢ozeltisinden Sul,
magnezyum klortir (50mM) Sul, dNTP mix (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) 5Sul, ileri
primer ( 2.5pmol/ul) 5ul, geri primer ( 2.5pmol/ul) 5ul, genomik DNA (100ng/ul) 2ul,
DNA taq polimeraz enzimi (5u/ul) 1ul ve son olarak toplam hacim 50 pl olacak sekilde

distile su ile tamamland:.
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Cizelge 3.9.1: M694YV ile E148Q mutasyonlar1 i¢in optimum ¢ogalmanin gerceklestigi

PCR reaksiyonu karigima.

Stok Konsatrasyonu Miktar (ul) Son Konsantrasyon
PCR tamponu (10 X) Sul 5X PCR tamponu
MgCl (50mM) Sul 2.5mM
Ileri primer (2,5 pmol/pl) 5ul 12.5 pmol
Geri primer (2,5 pmol/ul) Sul 12.5 pmol
dNTP’ler 5ul 0.5 mM
Genomik DNA (100 ng/ul) 2ul 200 ng
Taq DNApolimeraz (5U/ul) lul SuU
Steril bidistile su 22ul
Toplam Hacim 50ul

Cizelge 3.9.2: M694V PCR yo6ntemi i¢in kullanilan primer dizileri.

GEN PRIMER

MEFV:

M694Vy/: lleri primer:
5-ACTCTGTCGCCAGAGAATGGCTACTGGGTGGAGATAAATG-3
Geri primer:

5-GTCAGGCCCCTGACCACCCACTGGACAG-3
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Cizelge 3.9.3: E148Q PCR yontemi igin kullanilan primer dizileri.

GEN PRIMER
MEFV:
E148Q: Tleri primer:
5’-GCCTGAAGACTCCAGACCACCCCG-3°
Geri primer:

5’-AGGCCCTCC-GAGGCCTTCTCTCTG-3’

Cizelge 3.9.4: M694V ve E148Q mutasyonlari i¢in uygun PCR programi

Reaksiyon Sicakhk °C Siire Dongii
asamasi Sayisi

Baslangic 94 3 dk. 1
Denatiirasyonu
Denatiirasyon 94 1 dk.
Primer baglanmasi 58 1 dk. 40
Zincir Uzamasi 72 1 dk.
Son Uzama 72 10 dk. 1

3.10 Agaroz Jel Elektroforezi

%?2’lik; 150 ml TBE ¢0zeltisi igerisine 3 gram agaroz ve 2 pl Etidyum Bomiir (EtBr)

eklenir ve traye dokiiliir ve polimerize olmasi igin en az 15 dk bekletilir.

15ul’lik 6rnek PCR iiriinii jel loading solusyonu ile beraber jele yiiklenir ve 90 Voltta
60 dakika yiiriitilir. Pozitif 6rneklerin belirlenmesi icin DNA markeri olarak 100 bp
DNA ladder kullanilir. Daha sonra jel resimleri ¢ekilerek pozitif ve negatif drnekler

belirlenir.
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3.11 istatistik Analizi

Bu caligmada istatistiksel analizler GraphPad Prism paket programi ile yapilmistir.
Verilerin degerlendirilmesinde tanimlayici istatistiksel metotlarin (ortalama, standart
sapma) yani sira ikili gruplarmn karsilastirmasinda student testi, nitel verilerin
karsilastirmalarinda Fisher gergeklik testi kullanilmistir. Sonuglarin degerlendirilmesine

:0.05 anlamlilik diizey esas alinmistir.

4. BULGULAR

Calisma grubumuzdaki FMF’li 78 hastanin genomik analizler sonucu MEFV geni
M694V mutasyonuna 78 kiginin tamamimda % 100 oraninda rastlandi. M694V
mutasyonu ¢alisilan 100 kontrol grubunun 26’sinda (%26 oraninda) gorildi. E148Q
mutasyonu ise 28 kiside (%35,89 oraninda) gozlendi ve kontrol gruplarinda ise bu
mutasyon 100 kisiden 8’inde (% 8 oraninda) goriildii. Her iki mutasyonun goriilme

orani ise 28 kiside (%35,89) seklinde gozlendi.

Cizelge 4.1: MEFV Geni mutasyonlarmin dagilimi

Mutasyon tipi Hasta %
M694V 78 100
E148Q 28 35,89
M694Vve E148Q 28 35,89
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Cizelge 4.2: Mutasyonlarin cinsiyetlere gore dagilimi

Mutasyon Kadin % Erkek %

M694V 38 48.71 40 51.28
E148Q 12 15.38 16 20.51
M694V/E148Q 12 15.38 16 20.51

[EIRRE 2N (AT WS ewe] 758 19 ~20 21

TEK BAND
CIFT BAND

Resim 4.1: M694V mutasyonunun jel resimleri
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Resim 4.3: E148Q mutasyonunun jel resimleri
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Resim 4.4: E148Q mutasyonunun jel resimleri
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Resim 4.5 : Kontrol Grubu M694V mutasyonunun jel resimleri
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Resim 4.6 : Kontrol Grubu M694V mutasyonunun jel resimleri
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Resim 4.7: Kontrol Grubu E148Q mutasyonunun jel resimleri
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Resim 4.8: Kontrol Grubu E148Q mutasyonunun jel resimleri

Cizelge 4.3: M694V mutasyonunun hasta kontrol grubuna gore dagilimi

Hasta Kontrol Toplam
Mutasyon (+) 78 26 104
(M694V)
Mutasyon (-) 0 74 74
(M694V)
Toplam 78 100 178
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100+
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Ornek Sayisi
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78
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Mutasyon (+)

Mutasyon (-)

Gen Mutasyonlari (M694V)

Hasta
Kontrol

Cizelge 4.4: E148Q mutasyonunun hasta kontrol grubuna gore dagilimi

Hasta Kontrol Toplam
Mutasyon (+) 28 8 36
(E148Q)
Mutasyon (-) 50 92 142
(E148Q)
Toplam 78 100 178
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5. TARTISMA

Calismamiz Dogu Akdeniz Bolgesinde Hatay ilimizde yasayan 19 farkl ailenin toplam
78 bireyinde MEFV geni icinde yer alan M694V ile E148Q mutasyonlarinin
popiilasyonda yaygmligini incelemek amaciyla yapildi. Calismamiz ailesel diizeyde
FMF hastalarinda MEFV geni M694V ile E148Q mutasyonlarmin incelenmesi

acisindan Tiirkiye’de ilk oldugunu diisiinmekteyiz.

MEFV geni M694V, mutasyonu Akdeniz Bolgesi popiilasyonlarinda en sik bulunan 10.
Ekzondan kaynaklanan mutasyondur. Onuncu ekzon bolgesi disinda farkli ekzon
bolgelerinde (2, 3 ve 5.ekzonlarda) AAA hastaligindan sorumlu olan bagska
mutasyonlarda bulunmaktadir [3]. MEFV geni E148Q mutasyonu sekans varyanti
olarak 2. eksonda tanimlanan ve FMF hastaligindan sorumlu olan bir mutasyondur. Baz1
caligmalarda bu iki mutasyonun (M694V, E148Q) Orta Dogu bdolgesindeki AAA
hastalarindaki mutasyonlarin %85’inden fazlasindan sorumlu oldugunu bildirilmektedir.
Simdiye kadar bu mutasyonlarla ilgili olarak 180’den fazla varyant degisikligi
bildirilmistir. Fakat bunlarin bir¢gogu rolatif olarak nadir goriilen, klinikte fenotipi
olmayan ve siklikla da AAA hastaliginin sik olarak goriilmedigi popiilasyonlarda

bulunmustur [3].
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M694V mutasyonu, Ashkenazi olmayan Yahudiler, Tiirkler, Araplar ve Ermenilerde en
stk gozlenen mutasyondur [43]. Kuzey Afrikali Yahudilerde % 97 oraninda tasiyici
kromozomda gosterilirken, Irakli Yahudilerde % 30, Ermenilerde ise % 25 oraninda
bulunmustur. Riva Brik ve arkadaslarmn Israilli 67 ¢ocuk iizerinde yapmis olduklar1 bir
calismada Yahudi kokenli ¢ocuklarda (Kuzey Afrika veya Irakli Yahudiler) M694V
mutasyonunu en az bir alleli lizerinde tagiyan ¢ocuklarin % 92 oraninda oldugunu tespit
etmislerdir. Ayn1 ¢alismada Arap c¢ocuklarda (Hristiyan, Miisliiman, Diirzi) M694V

mutasyonunun % 30 oraninda goriildigl, gosterilmistir [S1].

E148Q mutasyonunun ise Avrupa’da yaygm oldugu belirtilirken iilkemiz igin ¢
Anadolu Bolgesinde yapilan ve ailevi olmayan bir calismada siklig1 %13 olarak rapor
edilmistir. Bu mutasyonun fenotipik etkisi ile ilgili farkli yorumlar ¢esitli ¢alismalarda
verilmektedir. 2001 yilinda ABD’de yapilan ¢alismada E148Q mutasyonu bakimindan
homozigot olanlarin hasta olmadigi, hastaligin ortaya ¢ikmasi i¢in baska mutasyonlarin
da gerektigi vurgulanirken [59] bir bagka c¢alismada ise bu mutasyonun FMF’in
patofizyolojisinde rol oynadigi belirtilmektedir [60]. Tchernitchko ve ark. ise

E148Q’nun polimorfik bir varyant oldugunu ve zararl olmadigini belirmektedir.

Touitou, 2001 yilinda Fransa’da yaymlanan bir ¢aligmasinda, degisik popiilasyonlarda
MEFV gen mutasyon sikliklarini incelemistir. 1301 Yahudi hastada en sik goriilen
mutasyon % 65 ile M694V olarak bulunmus, bunu % 5 ile E148Q takip etmektedir.
Ermeniler ’de ise 378 hastadan olusan grupta, en sik mutasyon % 37 ile M694V
bulunmus. E148Q ise % 2 olarak bulunmustur. Araplar ’da 706 hasta i¢eren bir grupta,
M694V % 20 ile en sik goriilen mutasyon olurken, E148Q mutasyonu % 6 siklikta
gbzlenmistir. Tirkler ’de ise aile bagi olmayan 1390 hastadan olusan grupta, M694V %
45 siklikla en sik saptanan mutasyon olurken, E148Q mutasyonu % 2 siklikta
saptanmustir [10].

Stoffman ve ark.’nin 2000 yilinda Israil’de Yahudi toplumunda yapmis olduklar1 FMF
mutasyon tarama ¢alismalarinda; saglikli bireylerde mutasyon tiplerini M694V % 29,
E148Q % 53 olarak bulmuslardir. Buna karsin hastalarda M694V % 84,4, E148Q % 6,6
degerindedir. Bizim calijmamiza goére Yahudi toplumunda M694V goriilme frekansi

toplumumuzdan daha yiiksektir. Yilmaz ve ark.’nin Ulkemizde 1999 yilinda yaptiklar1
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calismada saglikli bireylerdeki E148Q mutasyonu frekansi sonuglari bizim

sonuc¢larimizla yakin degerdedir [61].

Ulkemizde yapilan ¢alismalarda genel olarak MEFV geni mutasyonlarinm tastyicilik
siklig1 acisindan yeterli bilgiye sahip olmamamiza ragmen, farkli yorelerde yapilan
genetik calismalarda bolgesel olarak tasiyicilik oranindan bahsedilmektedir. En genis
sekilde bilgilerin toplandig1 Tiirk FMF Calisma Grubu’nun 2005 yilinda Antalya’da
derlemis oldugu verilere gore oldukca genis hasta ve saglikli grup degerlendirilmistir
[62]. Bu degerlendirme raporuna gére 1090 hastada genetik analiz yapilmis ve siklikla
goriilen mutasyon tipleri M694V % 51,4 bulunmustur [62]. FMF Calisma Grubu’nun
yaptig1 calismadan yola ¢ikarak bizim arastirdigimiz iki mutasyon tipinin tayini ile
hastalarin bliyiik bir kisminda genetik tani1 konulabilecegi diisiiniilmektedir. Tepecik
Egitim Hastanesi Doku Tiplemesi ve Molekiiler Tan1 Laboratuvarinda FMF tanisiyla
MEFV gen mutasyon analizi arastirilmis ve en sik saptanan % 48,4 ile M694V

mutasyonu bulunmustur. E148Q mutasyonu orani ise % 16,5 siklikla bulunmustur [63].

Saglik Bakanlig1 Bakirkoy Kadin Dogum ve Cocuk Hastaliklar1 Egitim ve Arastirma
Hastanesi Cocuk Romatoloji polikliniginde izlenmekte olan ¢ocuk yas grubundan 123

hastada sik goriilen mutasyon M694V dir ve % 57,7 oranindadir [32].

Cizelge 5.1 M69V ile E148Q mutasyonlar iizerinde yapilan bazi ¢alismalarm sonuglari

M694V E148Q

Stoffman ve ark. % 84,4 % 6,6
Touitou, ve ark 2001 % 65 %5
Tirk FMF Calisma Grubu % 51,4 _

Tepecik Egitim Hastanesi 00 48,4 % 16,5

Mevcut Caismamiz %0100 35,89

Bizim sonuglarimiza gore mutasyonlarm aile gruplarindaki goriilme siklig1 sirasiyla
M694V mutasyonu i¢in %100 ve bu grubun saglikli bireyleri i¢in %26°dir. Aile gruplar1

diizeyinde yapilan bu arastirmanin inceledigimiz popiilasyon ag¢isindan klinik tanilarda
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kullanilabilecegi goriisiindeyiz. Arastirdigimiz ikinci mutasyon tipi ola E148Q orani ise
%35,89 olarak bulundu. Bu mutasyonun saglikli bireylerinde varyanti %8 olarak
gozlendi. Literatiirlerde E148Q mutasyonunun FMF hastaligina daha az duyarli

oldugundan klinik tani katkis1 az alacagi kanisinday1z.

Sonu¢ olarak, Tiirkiye’nin bircok yerinde oldugu gibi, inceledigimiz Hatay yoresi
popiilasyonunda daha genis gruplu ¢alismalar yapilarak FMF hastalarinda goriilen bu
iki mutasyonun frekanslarmin azda olsa degisebilecegini diisiinmekteyiz. MEFV geni
mutasyon tiplerinin bilinmesi ve hastaligm tedavisinin géz oniinde bulundurulmasi1 FMF
komplikasyonlarini azaltabilir. Calismamizda Hatay’da M694V mutasyonunun daha sik
oldugu gosterilmistir. Bu mutasyon tipi amiloidoz i¢in yiiksek risk faktorii oldugu icin
FMF hastalarimizin takip ve tedavisinde amiloidoz igin dikkatli ve titiz olunmasi

Onerilebilir.
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