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YAYGIN GORULEN MEFV GENINE AiT MUTASYONLARIN GEN
EKSPRESYONLARININ ARASTIRILMASI

OZET

Bu calismada ilk olarak klinik acidan Tel-Hashomer tani kriterlerine gore Ailevi
Akdeniz Atesi (AAA) hastasi oldugu diisiiniilen hastalarda bulunan mutasyonlarin DNA
dizi analizi yontemiyle tespit edilmesi ve mutasyon tespit edilen hastalarin gen ekspresyon
diizeylerinin Real-Time PCR yontemiyle incelenmesi amag¢lanmistir. Bu amagla MEFV
geninde mutasyon bulunan 47 hasta ile mutasyon bulunmayan 8 kisi kontrol grubu olarak
incelenmis olup, genotip-fenotip ile gen ekspresyon diizeyi arasindaki iliski aragtirilmastir.

Calisma sonucunda sik goriilen mutasyonlar, heterozigot genotipte, R202Q, E148Q
ve M680I; birlesik heterozigot genotipte, R202Q/M694V, R202Q/E148Q; kompleks
heterozigot genotipte, R202Q/M694V/M680I ve R202Q/M694V/V726A; homozigot
genotipte, M680I/M680I; birlesik homozigot genotipte, R202Q/R202Q+M694V/M694V
olarak bulunmustur.

MEFV geninde mutasyon bulunan hastalarin gen ekspresyon diizeyleri saglikli
kontrol grubundan diisiik bulunmustur. Homozigot mutasyon bulunan hastalarin gen ifade
diizeyi, saglikli kontrol grubu ve heterozigot mutasyon bulunan hastalardan 6nemli oranda
disik bulunmustur. R202Q mutasyon birlikteliginde goriilen mutasyonlarin gen
ekspresyon diizeyindeki azalma dikkat ¢cekmektedir.

Mutasyon goriilen hastalarda karin agrisi ve ates en sik goriilen belirti olarak
karsimiza c¢ikmaktadir Klinik belirtilerin siddetli goriildiigii R202Q/M694V homozigot
mutasyonunda gen ekspresyon diizeyinde Onemli oranda bir azalma tespit edilmistir.
Klinik belirtilerin hafif goriildiigii E148Q mutasyonunda genin ekspresyon diizeyi ise diger
mutasyonlara oranla daha yiiksek bulunmustur.

Sonug olarak genotip ile gen ekspresyon diizeyi arasinda bir iliski mevcut olup, gen
ekspresyon diizeyi ile klinik belirtiler arasinda ters bir korelasyon bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Ailevi Akdeniz Atesi (AAA), MEFV geni, gen ekspresyonu
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Fen Bilimleri Enstitiisti
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Danigman: Prof. Dr. Metin KILINC
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INVESTIGATION OF GENE EXPRESSIONS OF COMMON MEFV GENE
MUTATIONS

ABSTRACT

In this study, the first aim was to detect the mutations in the patients who were
diagnosed with Familial Mediterranean Fever (FMF), according to Tel-Hashomer
diagnostic criteria by gene sequencing and to determine the gene expression levels in the
patients with a mutation by Real-Time PCR methods. For this purpose, we studied 47
patients with MEFV gene mutation and 8 control individuals without mutation and
investigated the relationship between genotype-phenotype and the gene expression levels.

At the end of the study, the most common mutations; in heterozygote genotype
were R202Q, EI148Q and M680I; in compound heterozygote genotypewere
M694V/R202Q and R202Q/E148Q; in complex heterozygote genotypewere
R202Q/M694V/M6801 and R202Q/M694V/V726A; 1in homozygote genotype
M6801/M680I; and n compound homozygote genotype were
M694V/M694V+R202Q/R202Q.

The expression levels of the genein patients with mutations in the MEFV gene was
lower than healthy control groups. The gene expression levels of the patients homozygous
mutations were found to be significantly lower than the control group and the patients with
heterozygous mutations. It was also revealed that the decline in the gene expression seen in
the patients with any mutation co-existed with R202Q was found to be significant.

Peritonitis and fever were the most common symptoms in the patients with
mutation. In the patients R202Q/M694V homozygous mutations, where clinical
manifestations are severe, a remarkable decrease in gene expression was observed. In those
with E148Q mutations, on the other hand, clinical symptoms were mild and the gene
expression levels were higher.

As a result, it was found that there was a relationship between the genotype and
gene expression level and the level of gene expression and clinical symptoms were
inversely correlated.

Key Words: Familial Mediterranean Fever (FMF), MEFV gene, gene expression
Kahramanmaras Siit¢ii imam University
Institute for Graduate Studies in Science and Tecnology
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1. GIRIS

Ailevi Akdeniz Atesi (AAA) (Familial Mediterranean Fever, FMF), otozomal
resesif gecis gOsteren genetik bir hastaliktir. Hastalik, yaygin olarak Akdeniz
kokenliYahudi, Tiirk, Ermeni ve Arap toplumlarinda goriilmektedir. AAA, tekrarlayan ve
kendi kendini sinirlayan ataklarda ates ile birlikte peritonit, plorit, sinovit ve erizipel
benzeri eritem goriilmesi ile karakterizedir (Ben-Chetrit ve Levy,1998; Yalginkaya ve
ark.,2000). Hastaligin en ciddi komplikasyonu amiloidoz olup, bobrek yetmezligine neden
olmaktadir (Shohat ve ark., 1999). Hastaligin tedavisinde diizenli kolsisin kullanimi ile
hem ataklarin siklig1 ve siddeti azalmaktadir, hem de bobrek yetmezligine neden olan

amiloidoz gelisimi 6nlenmis olmaktadir (Cazeneuve ve ark., 1999).

Ailevi Akdeniz Atesine sebep olan MEFV geni (MEditerrenean FeVer), 16.
kromozomun kisa kolunda 16p13.3. bolgesinde bulunmaktadir. MEFV geni 10 ekzon
bolgesi igermekte ve 781 amino asit igeren sitoplazmik bir protein olan Pyrin/Marenostrini
kodlamaktadir (Yilmazve ark.,2001; Tiirk FMF Calisma grubu, 2005; Oztiirkve ark.,
2012). MEFV geni, olgun nétrofillerde eksprese olup, inflamasyonun diizenlenmesine
yardimc1 olmaktadir (Centola ve ark., 2000). Pyrin proteini miyeloid/monositik hiicrelerde
eksprese olup, interlokin 1 beta (IL-1P) islemlerinin diizenlenmesinde, transkripsiyonel
diizenleyici faktor NF-kappaB aktivasyonunda gorev yapmakta ve apoptozisi
saglamaktadir (Abraham, 2003; Onen, 2006). Tiirkiye’de FMF hastalig1 goriilme siklig
diger iilkelerle kiyaslandiginda yiiksek bulunmustur. Hastaligin goriilme sikligi 1:400 ile
1:1000 arasinda degismektedir (Ben-Chetrit ve Touitou, 2009).

Ailevi Akdeniz Atesi hastaligina ait bugiine kadar 300°den fazla mutasyon
tanimlanmis olup bu mutasyonlarin ¢ogu ekzon 10, ekzon 2, ekzon 3 ve ekzon 5°te
bulunmakta iken az sayida mutasyon ekzon 1, ekzon 4, ekzon 7, ekzon 8 ve ekzon 9’da

bulunmaktadir (Infevers, 2018).

Calismamizda ilk olarak tanmi kriterlerine gére AAA hastasi oldugu diisiiniilen
hastalardaki mutasyonlarin DNA dizi analizi yontemiyle tespit edilmesi ve belirlenen
mutasyon tiirline gore gen ekspresyon diizeylerinin Real Time PCR yontemiyle

incelenmesi amaglanmaktadir.



1.1. Ailevi Akdeniz Atesi (AAA), Familial Mediterranean Fever (FMF)

Ailevi Akdeniz Atesi (AAA), Familial Mediterranean Fever (FMF), baslica
Akdeniz kokenli olan, Yahudi, Ermeni, Tiirk ve Arap toplumlarmnda yaygin olarak
goriilmekle birlikte nadir olarak Fransa, Almanya, Italya, ispanya’nimn yani sira Amerika ve
Avustralya gibi iilkelerde de goriilebilen otozomal resesif gegisli genetik bir hastaliktir
(Cakar ve ark., 2001; Ben-Chetrit ve Touitou, 2009; Ozalkaya ve ark., 2011). AAA,
klinik belirti olarak tekrar eden ataklarda peritonit, plorit, artrit/artralji, miyalji ve erizipel
benzeri eriteme atesin eslik etmesi ile karakterizedir. Tipik bir AAA atagi yaklasik olarak 3
glin siirmektedir. Serum amiloid A (SAA) tipindeki amiloidoz hastaligin en 6nemli
komplikasyonu olup, baslica kronik bdbrek yetmezligine neden olmak {tizere diger
organlarda etkilenmektedir (Onen, 2006; Ben-Chetrit ve Touitou, 2009). Kolsisin tedavisi,
AAA’ya ait ataklarin sikligin1 ve siddetini azaltmanimn yani sira amiloidozuda dnlemektedir
(Bakkaloglu, 2003). AAA’ya ait klinik belirtilerin %80°den fazlasinin 20 yasindan once
ortaya ¢ikmasi nedeniyle FMF c¢ocukluk cagi hastaligidir. Hastalarin yaklasik olarak
%5’inde hastalik belirtileri 30 yasindan sonra ortaya ¢ikmistir (Samuels ve ark., 1998;
Ben-Chetrit ve Levy, 1998).

Ailevi Akdeniz Atesi hastaligina sebep olan gen, 16. kromozomun kisa kolunda
16p.13.3 bolgesinde bulunup, ‘“MEFV’’ (for MEditerranean FeVer) olarak kisaltilmistir.
Bu gen, 10 ekzon icermekte ve 781 amino asit iceren Pyrin ya da Marenostrin olarak
adlandirilan proteini kodlamaktadir (Tiirk FMF Calisma Grubu, 2005; Farivar ve ark.,
2010).

Hastaligin goriilme sikligi diger iilkelerle kiyaslandiginda yiiksek bulunmustur.
Tirkiye ‘de AAA prevalansi yaklasik olarak 70 milyon olan toplumda 1:400 ile 1:1000
arasinda degismektedir. Tiirkiye’de 100.000’den fazla AAA hastast oldugu tahmin
edilmektedir (Ben-Chetrit ve Touitou, 2009). MEFV geninin mesaj diizeyi genotip-fenotip

arasindaki iliskiyle baglantili bulunmustur (Notarnicola ve ark., 2002).

1.2. Tarihge

Ailevi Akdeniz Atesi, literatiirde ilk olarak 1908 yilinda Janeway ve Mosenthal
tarafindan, 16 yasindaki Yahudi bir kiz ¢cocugunda goriilen tekrar eden ataklarda ates, karin
agris1 ve lokositoz ile tanimlanmistir (Samuels ve ark., 1998). Hastalik 1945 yilinda, Siegal
tarafindan tam olarak tanimlanarak “’benign  paroksismal peritonitis’’olarak

adlandirilmistir. Bu tanimlamadan sonra hastalifa, periyodik peritonitis, ailevi tekrarlayan



poliserotis, periyodik hastalik gibi isimler verilmistir (Samuels ve ark., 1998; Adwan,
2015). 1948 yilinda Reimann hastaligi *’Periyodik hastalik’” olarak isimlendirmistir
(Adwan, 2015). 1951 yilinda Fransiz iki doktorCattan ve Mamou FMF ile bdbrek
hastaliklarinin baglantili olduguna dikkat ¢cekerek hastaligin ailevi oldugunu belirtmislerdir
(Oriin ve Yalginkaya, 2003; Adwan, 2015;). 1958 yilinda ilk kez Heller ve arkadaslar
“Ailevi Akdeniz Atesi’’ tanimini yapmuglar, aynmi yazarlar 1961 yilinda hastaligin
otozomal resesif gecisli genetik bir hastalik oldugunu belirtmislerdir (Oriin ve Yal¢inkaya,
2003; Adwan, 2015). Hastaligin “’ailevi Akdeniz atesi’’ olarak tanimlanmasi otozomal
resesif gecisli genetik olmasi, Akdeniz kokenli toplumlarda goriilmesi ve tekrarlayan ates
belirtisiyle ortaya ¢ikmasi nedeniyle yapilmistir (Samuels ve ark., 1998).

Ailevi Akdeniz Atesi hastaligi1 Tirkiye’de ilk olarak 1946 yilinda Abrevaya
Marmarali tarafindan 1946 yilinda “’Garip Bir Karin Agrisi’”’ tamimi ile bir hastada
tanimlanmistir (Oriin ve Yalgmkaya, 2003).

Ailevi Akdeniz Atesi hastaligina sebep olan MEFV geni 1997 yilinda tanimlanarak,
Amerikan ve Fransiz iki ayr1 grup tarafindan 16. kromozomda haritalanmistir. MEFV
geninin irlinii 781 amino asit igeren bir protein olan Amerikali grup tarafindan Pyrin
olarak; Fransiz grup tarafindan Marenostrin olarak adlandirilmistir. 1972 yilinda kolsisinin
bulunup kullanilmasi ile hastaliga ait ataklarin siklig1 ve siddetinde azalma gozlenerek,

amiloidoz gelisimi de onlenmistir (Adwan, 2015).

1. 3. Epidemiyoloji

Ailevi Akdeniz Atesi hastaligi, baslica Akdeniz ve cevresindeki toplumlarin
etkilendigi, klinik olarak tekrar eden ataklarda ates ile birlikte peritonit, plorit, artirit gibi
belirtiler ile ortaya ¢ikan kalitsal otoinflamatuar bir hastaliktir (Ben-Chetrit ve Levy, 1998;
Beheshtian ve ark., 2016). AAA, Dogu Akdeniz kokenli olan 6zellikle Askenazi olmayan
Yahudi, Ermeni, Tiirk ve Arap toplumlarinda yaygin olarak goriilmektedir. Hastalik daha
az siklikta Fransa, Ispanya, Almanya, Polonya, Avustralya, Brezilya, Yunanistan, Italya,
Kiiba, Belcika gibi iilke populasyonlarinda da goériilmektedir (Ben-Chetrit ve Levy, 1998;
Onen, 2006; Ben-Chetrit ve Touitou, 2009). Diger iilkelerle kiyaslandiginda Tiirkiye’ deki
AAA hastas1 sayis1 yiiksek bulunmus olup, hastaligin goriilme sikligi 1:400 ile 1:10,000
arasinda degigmektedir. Orta Anadolu hasta sayisinin en fazla goriildiigii bolge olup
prevalansi 1:395 bulunmustur (Onen, 2006; Sar1 ve ark., 2014). Hastaligin ikinci olarak

yaygmn goriildiigii etnik grup Ermeniler olup, yapilan calismalarda hastaligin goriilme



sikligmin 1:500 oldugu belirtilmistir. Sefardik Yahudilerde yapilan caligmalarda hastaligin
goriilme sikligmin 1:250 ile 1:1000 arasinda degistigi bulunmustur. Israil’de yapilan
calismalarda hastaligin goriilme siklig1 ortalama 1:1000 olarak tespit edilmistir. Orta Dogu
ve Bat1 Avrupa iilkelerinde yapilan calismalarda 19 yas alti AAA hastas1 goriilme siklig1
2:1milyon oldugu rapor edilmistir (Sar1 ve ark., 2014). Orta Dogu’daki Suriye, Liibnan,
Urdiin gibi iilkelerde AAA hastas1 prevalansi tam olarak bilinmemektedir. Kuzey Afrika,
Yunanistan, Fransa, Almanya, Italya ve Amerika gibi iilkelerde dnemli sayida AAA hastas1
oldugu bildirilmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda Japonya’da 100 kadar AAA hastas1
oldugu rapor edilmistir. Etiyopya, Yemen, Iskandinav iilkelerinin yan1 sira Giiney Asya ve
Hindistan, Tayland gibi Uzak Dogu iilkelerinde ise hangi lilkede ne kadar AAA hastasi
oldugu tespit edilememistir (Ben-Chetrit ve Touitou, 2009).

AAA hastaligini tastyici sikligi diger toplumlarla kiyaslandiginda Tiirklerde yiiksek
bulunarak 1:5 oldugu tespit edilmistir. Kuzey Afrika Yahudileri ve Ermenilerde tasiyici
sikligmin 1:7 oldugu bulunmustur. Tasiyic1 sikli§1 Askenazi olmayan Yahudiler arasinda
diisiik bulunarak 1:11 oldugu bildirilmistir (Onen, 2006).

Yapilan bazi ¢calismalarda erkeklerde hastaligin daha fazla goriildiigi bildirilmesine
ragmen her iki cinsiyette hastaligin goriilme siklig1 ayni1 oranda bulunmustur (Ben-Chetrit
ve Levy, 1998).

Ailevi Akdeniz Atesi hastaligma sebep olan MEFV geni 16. kromozomun kisa
kolunda bulunmaktadir. MEFV geni 781 amino asit igeren Pyrin/Marenostrin ad1 verilen
proteini kodlamaktadir (Yilmaz ve ark., 2001; Tiirk FMF Calisma Grubu, 2005; Ozalkaya
ve ark., 2011). 10 ekzon iceren MEFV geninde ilk olarak yaygin goriilen 4 yanlis anlamli
mutasyon M694V, M6941, V726A ve M6801 ekzon 10 bolgesinde tanimlanmistir (Yilmaz
ve ark., 2001; Ozen ve ark., 2017). Daha az sikhikta mutasyon ise ekzon 2, 3, 5 ve 9
bolgelerinde bulunmaktadir (Yilmaz ve ark., 2001). Ekzon 2 bdlgesinde E148Q mutasyonu
yaygin olarak goriilmektedir. Israil’de, Kuzey Afrika Yahudi’lerinde M694V ve E148Q
mutasyonu, Irak Yahudi’lerinde V726A, M694V, E148Q ve M680I mutasyonlari,
Askenazi Yahudilerinde E148Q ve V726A mutasyonlar;; Orta Dogu’da bulunan
Arap’larda V726A, M680I, M694V, M6941 ve E148Q mutasyonlari; Tiirkiye’ler ve
Ermeni’lerde M694V, M680I, V726A ve E148Q mutasyonlari; Japon’larda M694I,
R761H, L110P ve E148Q mutasyonlar1 yaygin olarak goriilmektedir (Ben-Chetrit ve
Touitou, 2009). Yaygin goriilen M694V ve V726 A mutasyonlarinin iilkelere goére dagilimi
Sekil 1.1.°de gosterilmistir (Ben-Chetrit ve Levy, 1998).



e 1604V denizyolu ve karayolu ile
4— lspanyvayi fetheden miislimanlarla
+—---  V726A mutasyonu

Sekil 1.1. AAA’da yaygin gorilen M694V ve V726A mutasyonlarmin iilkelere gore
dagilimi (Ben-Chetrit ve Levy, 1998).

1.4. Patogenez

Ailevi Akdeniz Atesi hastaliinda mutasyonlara sebep olan MEFV geni, pyrin ya
da marenostrin olarak adlandirilan proteini kodlamaktadir (Oktem ve ark., 2004). Pyrin
proteinin sentezinde meydana gelen bozukluktan dolayr mutasyonlar meydana gelmektedir
(Balkarl1 ve ark., 2016). Baslica olgun granulosit ve fibroblastlarda eksprese olan pyrin
protein, inflamasyonun diizenlenmesi ve apoptoziste énemli rol oynamaktadir (Oktem ve
ark., 2004; Balkarl ve ark., 2016).

Pyrin proteinin granulositlerde fazla miktarda eksprese olmasi inflamasyon
aracilarinin down regiilasyonunu sagladigi goriisiinii desteklemektedir (Ben-Chetrit ve
Levy, 1998). Kemik iligi hiicrelerinde MEFV mRNA’s1 tespit edilmemistir. Notrofiller
akut inflamasyonun onemli hiicreleri oldugu i¢in pyrin proteinin bu hiicrelerdeki roli
onemlidir (The International FMF Consortium, 1997). Bir bagska 6nemli nokta sinoviyal ve
peritoneal hiicrelerde pyrin/marenostrin ekspresyonunun eksik olmasindan dolayr doku
spesifik tarzda etkili olmadigi ortaya konulmustur. Mutasyon nedeniyle noétrofillerde
pyrin/marenostrinde meydana gelen bozukluk, kontrolsiiz notrofil aktivasyonuna yol
acarak bu hiicrelerin serozal dokulara gbgiine sebep olmaktadir. AAA’da meydana gelen
inflamasyonlarin baslica hedefinin ni¢in serozal dokular oldugu ag¢iklik kazanmamistir

(Ben-Chetrit ve Levy, 1998). Hastaliga ait ataklarmn ortaya ¢ikismi fiziksel ve duygusal



stres, menstruasyon, yiiksek yagl diyet gibi faktorler tetiklemektedir (Ben-Chetrit ve Levy,
1998).

Pyrin protein, apoptozis ile ilgili bir protein olan ASC (apopstosis-associated speck
like protein) ile etkilesim sonucunda kaspaz-1 aktivasyonu ve interlokin-1 yapiminda artig
meydana gelmesiyle inflamasyonu diizenlemektedir (Samuels ve Ozen, 2006; Onen, 2006;
Sonmez ve ark., 2016). MEFV geninde meydana gelen mutasyonlar sonucunda interlokin-
1B (IL-1pB) diizeylerinde meydana gelen artis inflamasyonun fazla olmasina yol agmaktadir
(Sonmez ve ark., 2016).

Ailevi Akdeniz Atesi hastalarinda akut atak doneminde C-Reaktif Protein (CRP),
serum amiloid A, fibrinojen gibi akut faz reaktanlarmin yiiksek olmasi nedeniyle akut faz
yanitindan sorumlu tutulan sitokinler iizerine ¢alismalar yapilmistir (Oktem ve ark., 2004;
Cobankara ve Balkarli, 2011). Interlokin-1beta (IL-1p), interlokin-6 (IL-6), Tiimdr Nekroz
Faktor-alfa (TNF-a) gibi proinflamatuvar sitokinlerin serum diizeyleri saglikli bireylerle
kiyaslandiginda AAA hastalarinda akut atak doneminde yiiksek bulunmakla birlikte
hastalarin atak aras1 donemlerinde de yliksek bulunmustur (Balkarlh ve ark., 2016).

Ailevi Akdeniz Atesi hastaliginin patogenezi ile ilgili gesitli hipotezler ortaya
atilmistir. Bunlardan bir tanesi AAA’nin dogustan gelen bir hastalik olmasina inflamasyon
aracilarinin biyosentezini i¢eren lipokortin bir proteinin eksikliginin sebep olmasidir. Diger
hipotez ise hastaligin, C1 esteraz inhibitor eksikliginden kaynaklanan kalitimsal anjiyo
0dem gibi inflamasyon yanitin diizenlenmesinin engellenmesinin kalitsal olarak
eksikliginden olabilecegidir (Ben-Chetrit ve Levy, 1998).

Matzner, (1995); Samuels ve ark., (1998) tarafindan yapilmis olan calismada
hastaligin anormal katekolamin metabolizmasi ile ilgili oldugu belirtilip sempatomimetik
bir ajan olan metaraminol infiizyonu ile AAA’ya benzer semptomlar olusturularak plazma
dopamin beta hidroksilaz diizeyi 6l¢iilmiis ve AAA hastalarinda yiiksek oldugunu tespit
etmistir. Ancak bu goriis katekolamin metabolizmasmin dogustan gelen bir bozukluk
olmamas1 nedeniyle gecersiz kabul edilmistir. Cesitli caligmalarda AAA’da fagosit
fonksiyonunun gergcekte normal oldugu gosterilmis; yalnizca 6dnemli farklilik normal ve
AAA’ya ait fagositler karsilastirildiginda 42-46'C’de inkiibasyon altinda AAA
notrofillerindeki lizozimlerin normalden fazla dagilim gostermis oldugu, gelismis
kemilemiinesansta atak siiresince fagosit kemotaksisinin arttigi bildirilmistir (Matzner,
1995).

Yapilmis olan bazi laboratuvar caligmalarinda AAA hastalarinda, hastalikla ilgili

olas1 otoimmun mekanizmalardan kaynaklandigi varsayilan immunolojik anormallikler



gorilmiistiir. Fakat bu degisikliklerin AAA patofizyolojisine ait birincil degisiklikler
olmayip, ikincil degisiklikler olabilecegi bildirilmistir (Samuels ve ark., 1998). Hastalarin
serum immunoglobulinlerinde poliklonal artis olmasmnin yani swra, yapilmig in vitro
calismalarda atak siiresince proinflamatuvar sitokin olan interlokin 1 ve tiimor nekroz
faktor alfa indiiksiyonunda azalma oldugu gosterilmistir (Samuels ve ark., 1998; Baykal ve
ark., 2003).

AAA ataklari iltihapl bolgelere biiyiik bir polimorfoniikleer 16kosit akis1 olmasi ile
karakterizedir (Bhat ve ark., 2007). C5a kompleman ve interlokin 8 (IL-8) biiyiik
inflamasyon aracilar1 olup, sinoviyal ve peritoneal sivilarda bulunarak inflamasyonun
engellenmesinde gorev yaparlar. AAA hastalarmin eklem ve peritoneal sivilarinda C5a/IL-
8 inhibitor aktivitesine rastlanmamistir. Bu nedenden dolayr AAA’da meydana gelen akut
ataklara inflamasyon diizenleyicilerindeki eksikligin sebep olabilecegi bildirilmistir (Ben-
Chetrit ve Levy, 1998; Matzner, 1995; Bhat ve ark., 2007). AAA’nin patogenezinin

sematik gosterimi Sekil 1.2. ‘de verilmistir (Samuels ve ark., 1998).
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Sekil 1.2. AAA’nin patogenezi (Samuels ve ark., 1998)



Sekil 1.2.°ye gore AAA’da seroza hasar1 ve ¢evresel stres gibi durumlarda hastaligi tasiyici
olarak bulunduran bireylerde pyrin protein goérevini yerine getirebilir ve anti-inflamatuvar
olaylar gergekleserek lokosit gocii kontrol edilebilir ve hastaliga ait belirtiler ortaya
cikmaz. AAA hastalarinda ise seroza hasar1 ve gevresel stres gibi durumlarda pyrin protein
mutasyonlar nedeniyle gorevini yerine getiremedigi i¢in anti-inflamatuvar aracilar
baskilanir, C5a kompleman inhibitor eksikligi gibi durumlar meydana gelerek serozal

bolgelere 16kosit gd¢ii meydana gelir ve inflamasyon goriiliir (Samuels ve ark., 1998).

1.5. Genetik

1.5.1. MEFV geni

Ailevi  Akdeniz  Atesi  hastaliginda  mutasyonlara sebep olan gen
MEFV(MEditerranean FeVer), 1997 yilinda birbirinden bagimsiz iki konsorsiyum;
Uluslar aras1 FMF konsorsiyumu (Amerika, Israil, Avustralya gibi iilkelerden olusmus) ve
Fransiz FMF konsorsiyumu (Fransa’daki cesitli laboratuarlar ve Israil’deki doktorlardan
olusmus) tarafindan pozisyonel klonlama yontemi kullanilarak tanimlanmistir (Centola ve
ark., 1998; Ben-Chetrit ve Levy, 1998). MEFV genini tespit etmek i¢in ilk olarak Askenazi
olmayan Yahudi ailelerinde kromozom spesifik genin belirlenmesi amaci ile 100°den fazla
polimorfik marker (isaretleyici) kullanilmistir. Bu ¢alismadan sonra MEFV geninin yeri
16. kromozomun kisa kolunda hemoglobin alfa genine goére sentromerik yerlesimli
bulundugu Askenazi olmayan Yahudi ailelerinde dogrulandiktan sonra, Ermeni, Arap ve
Tirk aileleri gibi diger toplumlarda da dogrulanmistir (Samuels ve ark., 1998). MEFV
geni, kromozomda 250 kilobazlik aralikta D16S468/D16S3070 telomerik bolge ile
D16S3275 sentromerik bolge sinirlar1 arasinda bulunmaktadir (Balow ve ark., 1997).
MEFV geninin 16. kromozomdaki konumu Sekil 1.3.’te gosterilmistir (NCBI, 2018). 15
kilobazlik MEFV geni 16. kromozomun kisa kolunda 16p13.3. bolgesinde bulunup, 10
ekzon bolgesinden olusmakta, 3505 niikleotid uzunlukta ve 781 amino asit iceren Fransiz
grubun Latince Akdeniz’in adi olan Marenostrin olarak adlandirdigi, Uluslar arasi
konsorsiyumun Yunanca ates anlamma gelen Pyrin olarak adlandirdigi proteini
kodlamaktadir (Cazeneuve ve ark., 1999; Akar ve ark., 1999; Touitou, 2001; Peynircioglu
ve Yilmaz, 2006; Oztiirk ve ark., 2012). MEFV geninin ifadesi baglica graniilositler yani

olgun notrofillerde olup, inflamatuvar ve immun yanitin olugmasinda o6nemli rol



oynamaktadir. Genin rolii ile ilgili bu goriisii, AAA hastalarinda tekrar eden ataklarda

inflamasyon goriilmesi desteklemektedir (Bernot ve ark.,1998; Matzner ve ark., 2000;

Dodé¢ ve ark., 2000).
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Sekil 1.3. AAA geninin (MEFV) 16. kromozomdaki konumu (NCBI, 2018)

Yiiksek diizeyde korunmus genler ailesinin {iyesi olan 3.7 kilobazlik MEFV
tamamlayict DNA (cDNA), embriyonik gelisim, hematopoez, onkogenez ve inflamasyon
diizenleyici niikleik asit bagli proteinleri ve niikleer efektor molekiilleri icermektedir

(Centola ve ark., 2000). Dizi 1.1."de MEFV genine ait cDNA dizisi gosterilmistir (NCBI,

2018).
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cccgggcaag
atccagaaca

cccaggaagqg

cttcgagaag
ccceccggage
ctatggggaa
cctgctggcec
cacagatgat
tccagaccac
cagcctgcgg
acgcagagag
ggccctgecg
ggtccggcetyg
cceggggceag
tagaagcctt
cctgactcta
gcccactccg
ttcggtcacc

agacccagtt

ttcaagttca
cagatccaga
gagtacgccg
gaggagctcc
tccgcagegt
ccecgagggga
tgcagccagc
aaggcctcgg
ggcgggagaa
cgcagaaacg
aaggagtgca
gaggtcacca
gaggaaaaga
gatggagggg
ggaaggccac

gacggtacct



1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

216l

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

gtgtgcgtga
gccgctcacc
taagccccca
gtgaggatca
accgggtgceg
tggagcatct
aggcagtgag
agcaggtgta
tgggccagat
ccctgctcga
ttctgcagga
ggaccactcc
tggagaagag
ttccagagct
cttaccccaa
agaggctgcc
gtttcctctc
tgggagcctg
gctactgggt
cccgectget
gaagcatctc
ctttctctgg
cagctcctct
catctctctt
cgactaggtg
gagcctaccc
agacatgtac
tccgceccectg
ccctcagaac
atatgggaag
ggattaatga
aggctggagt

gattctcctg

ttcctgcage
tggctgcccce
gcccctgeca
cgatgagccc
ccccattgag
gaagaagctg
ctttctgaaa
ctacttcctg
ggttgggcag
tgcgctgatt
cattggagac
tcaagagata
cacaaagtac
gattggcgct
cctcatcttc
tgatggcccg
tggccgececgt
caagacatcc
ggtgataatg
aataaaggag
cttttacaat
gccccttcaa
gactatctgt
cctgcttctg
ctagctgcta
gattatagca
tgatgacaca
gtgggtggca
cccacggcaa
cctagagaaa
actatgattt
gcagtggcac

cctcagcectc

ttccccgagg
cggtgccagg
cagtgtaagc
atctgcctca
gaggtcgccc
agaaaatcag
caaactgaag
gaacagcagg
atcaggaagg
ggggaactgg
atcttgcaca
aaacaaaaga
ttctcagaaa
caggcacatg
tctgatgatc
caaagatttg
tactgggagg
ataagcagga
atgaaggaaa
cctcccaagce
gtgacagcca
cctatcttca
ccagtgggtg
gccttgtatc
tgggaaatgc
gaggtaagtt
ccatggattt
ctctcaggtg
ggatatatgt
cgcaagcaga
tttttttttt
gatctcagct

ctgagcagct
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cagtttctgg
actcccatga
gccacctgaa
tctgcagtct
tggaacacaa
gggaggagca
cgctgaagca
agcatttctt
catatgacac
aggccaagga
gggctaagac
tccaactcct
ccctgegttce
ctgttaatgt
tgaagagtgt
acagctgtat
tggaggttgg
aagggaacat
atgagtacca
gtgtgggcat
gatcccacat
gccctgggac
gtcaggggcce
ttgcattcac
aaaaataaca
aggaacgaac
cagaggagga
ctcctgaaca
ccccttgtte
ctggattggg
tttttgagac
cactgcaacc

gggattacag

gcacccccag
aaggaagagc
gcaggtccag
gagtcaggag
gaagaaaatt
gcgatcctat
gcgggtgcag
tgtggcctca
ccgcgtatcc
gtgccagtca
agtgcctgtc
ccaccagaag
agaaatggaa
gattctggat
tagacttgga
cattgttctg
agacaagaca
gactctgtcg
ggcgtccagc
cttcgtggac
ctatacattc
acgtgatgga
tgactgaatg
actcaatagt
aaatagttac
atgttagtca
agtacggagt
gaagatttgg
tctctgcttce
atagaagtat
caaatcttgc
tccacctccc

gtgcgtgcca

gcctcaggca
ccgggaagcc
ctgctcttct
caccaaggcc
cagaagcagc
ggggaggaga
aggaagctgg
ctggaggacg
caggacatcg
gaatgggaac
cctgaaaagt
tcagagtttg
atgttcaatg
gcagaaaccg
aacaagtggg
ggctctccga
gcatggatcc
ccagagaatg
gttcccececga
tacagagttg
gccagctgct
gggaagaaca
cccaacactg
cacggaatgc
tgtgcccacg
atccgggtga
cgttgcataa
ccctcatttt
tgtcttgagg
ttgtgtacct
tctgtggccc
aggttcaagc

ccacaccagg



3001

3061

3121

3181

3241

3301

3361

3421

3481

ctggttttct
gaactcctga
atgagccact
ctcttgtcac
ccaggttcaa
caccatgccc
ggccggtctc
gattacaggc

tgaataaaaa

tgtattttta
cctcaggtga
gtgcccggcecc
ccaggctgga
gagattctcc
ggctaatttt
aaactcctga
atgagccacc

aattagaaaa

gtagagacgg
tccacccgcece
tatgattctt
gtgcagtggt
tgcctcagcece
ttgcattttt
cctcaggtga
atgcctggcece

tctaaaaaaa

gggtttcacc
tcagcctccc
tttttttttt
gcaatcttgg
tccgaagtag
agtagacatg
tgcacccacc
atgattctta

a

atgttagcca
aaagtgctgg
ttttttgaga
ctcactgcaa
ctgggattac
aggtttcatc
tcagcctccce

agagaattga

ggctggtctc
gattacaggc
caaagttttg
cctcecgectce
aggcgcccgce
atgttggcca
aaagtgcagg

ctgggcctca

Dizil.1. MEFV genine ait cDNA dizisi
1.5.2. MEFV geni mutasyonlari

Ailevi Akdeniz Atesi hastaligina sebep olan MEFV geninin klonlanmas: ile birlikte
tictane yanlig anlamli (missense) mutasyon M680I, M694V ve V726 A ekzon 10 bolgesinde
tanimlanmistir (The International FMF Consortium, 1997; Ben-Chetrit ve Levy, 1998;
Touitou, 2001). Ilk mutasyon olan M680I mutasyonu, 2040. niikleotidde guanin yerine
sitozin niikleotidin degigmesi sonucunda (transversiyon) metiyonin amino asidi yerine
1zolosin gegmesi ile meydana gelmis bir mutasyondur (The International FMF Consortium,
1997). M680I mutasyonu yaygin olarak Ermeniler ve Tiirklerde goriilmekle birlikte, klinik
olarak erken ¢ocukluk doneminde ciddi olarak tekrarlayan ates goriilmesi ile karakterizedir
(Salehzadeh, 2015). Ikinci olarak gorilen M694V mutasyonu, adenin ile guaninin yer
degistirmesi sonucunda (transisyon) 2080. niikleotidde metiyonin amino asidi yerine valin
gecmesi sonucunda olugsmustur (The International FMF Consortium, 1997). M694V
mutasyonu, Ermeniler, Askenazi olmayan Yahudiler, Araplar ve Tiirkler arasinda en
yaygin goriilen mutasyon olup, goriilme siklig1 %20-%65 arasinda degismektedir (Touitou,
2001). M694V mutasyonu diger mutasyonlarla kiyaslandiginda klinik belirtilerin en ciddi
sekilde gorildiigii mutasyondur. Hastaligin erken yasta goriilmesi, ataklarm sik
tekrarlamasi, ataklarmm kontrol altina almmast i¢in yiiksek dozda kolsisine ihtiyag
duyulmas1 ve tedavi edilmeyen hastalarda amiloidoz gelisiminin sik goriilmesi ile
karakterizedir (Onen, 2006). Ugiincii mutasyon olan V726A mutasyonunda timin ve
sitozin bazlarmin yer degistirmesi sonucunda (transisyon) 2177. niiklotidde valin amino
asidinin yerine alanin ge¢cmesi sonucunda olusmustur (The International FMF Consortium,

1997). Mutasyon goriilen toplumlarda V726 A mutasyonun goriilme sikligmin %38 oldugu
bildirilmistir (Touitou, 2001). Bu ii¢c mutasyon ile birlikte ekzon 2’de goriilen E148Q
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mutasyonu en yaygin gorillen mutasyondur (EI-Shanti ve ark., 2006). Mutasyonlarin
tanimlandig1 bolgeler ekzon 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8, 9 ve 10 olup, ekzon 2 ve ekzon 10 fazla
sayida mutasyonun olmasi agisindan mutasyonlarin sicak noktalaridir (Touitou, 2001;
Infevers, 2018). Ekzon 2’de goriilen E167D ve T2671 mutasyonlari; ekzon 3’te P369S
mutasyonu; ekzon 5’te F479L mutasyonu; ekzon 10’da M6941, K695R, A744S, R761H,
M694del ve 1692del mutasyonlar1 nadir olarak gériilmektedir (Akar ve ark., 1999; Oztiirk
ve ark., 2012).

AAA’da yaygim goriilen mutasyonlar amino asit degisikligi sonucunda meydana
gelen yanlis anlamli (missense) mutasyonlardir. Yanlis anlamli mutasyonlarin diginda
duplikasyon, delesyon, ¢er¢eve kaymasi (frame-shift) ve anlamsiz (non-sense) mutasyonlar
nadir olarak goriilebilmektedir (Chae ve ark., 2009). Homozigot mutasyonlar, ciddi klinik
belirtiler goriilmesi agisindan 6nemlidir. Homozigot mutasyonlarda hastalik baslangi¢
yasmin erken olmasi, yaygin olarak artirit goriilmesi ve amiloidoz goriilmesi baglantilidir
(Salehzadeh, 2015). MEFV geninde bugiine kadar Infevers veri tabaninda 300’den fazla
mutasyon tanimlanmistir (Infevers, 2018). MEFV geninde goriilen mutasyonlarin

ekzonlara gore dagilimi Sekil 1.4.te gosterilmistir (Infevers, 2018).

NIWD ToR1l
MEFV NM_000243.2 (16p13.3) Lol s6Hs
— TeosT — GosTD
09K : 14600bp, mRNA: 3499bp, Protein: 7T81aa If‘f-'>‘f"< ;r;t-MF
7 22K HRRF 2oV
aTx EIZSE  El63s  A193Y 261 Tddup 637 YOSEX  STUC
(NTR 390 39ling EledD  LI94P 1259Y 1692DEL
HGaN M3 s 1654 EL95E : ME93]
Di0zD Gliah  ALGST GL9GR MESDEL
D100 GI36R  BIGOL  GL96W
ALDSE GliaW s166%  GI9TR
SR G386 EI6TD RENH
LLLOP S1411 LIgoY  L203P
Lt L&Y RI43P DITIF NIMGS
GILIE EI430  PI7SH N206K a8
GG El48V TI771 6 621 3
Gk GLS0G S1791 S208C 524
334 335insG RISIS  SIT9N 52008 i AZEYE
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T121 M7
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RIC o I L0+0a0 =T MEROL TRS
R4IW ;L2804 10T | | MEEQIGA RILTS  Q778L
S71 200+ 8T IBST+18C=T 1. MGSOIGC TT20M (779G
Y65Y 210+29C=T I260493G-4 | [587+29G=T | ; '.Yu,;, R
“HIK Qi 78T ={ J261-284 =0 [iﬁﬁ AL =G JIRT+II f_| - - f =T
pl ABYT 0 - }J}' g 12611 1T G ,h-« IRC- T} 540G A 2 | HIT=C
SN J ~ H "‘lt i
H T
S*Manking . r' ] . |*_{ w E H 10 Z * flanl
Sizes{bp) 4 o 152 .=' :‘. 350 426 1662, 1936 “ﬁ‘wﬁ 1667
i | ¥ f i ri b i ': ". \‘ \_ '\_ \ \‘s\ .
i i H i I'd I ] H i 1Y " ™, - ,
b ! I i / [ i | LY S N S S
CDS joints i/ P/ [ S L
Positions 2TT2TE SI0911 1200/1261 135671357 1587/1588 1611611 17261727 17391 7ol 1792/1793
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Sekil 1.4. MEFV geninde goriilen mutasyonlarin ekzonlara gore dagilimi (Infevers, 2018).
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1.5.3. Pyrin/Marenostrin protein

Ailevi Akdeniz Atesinden sorumlu MEFV geni tarafindan kodlanan proteini
Fransiz grup Latince Akdeniz’in ad1 olan Marenostrin olarak adlandirmis, Uluslar arasi
konsorsiyum Yunanca ates anlamina gelen Pyrin olarak adlandirmistir (Touitou, 2001).
Pyrin protein, 781 amino asit i¢ceren, 86 kDa agirliginda, lizin ve arginin amino asitlerince
zengin olup, pozitif yiiklidiir (The International FMF Consortium, 1997; Touitou, 2001).
Pyrin protein, graniilosit, monosit, dendritik hiicreler, sinoviyal, peritonal ve ciltten elde
edilen fibroblastlarda ifade olup, gii¢lii proinflamatuvar sitokinlerin interlokin 1 beta (IL-
1B) gibi liretim ve salmimini diizenleyerek inflamasyon olaylar1 ve apoptoziste dnemli rol
oynamaktadir (Bakkaloglu, 2003; Ustek ve ark., 2007; Notarnicola ve ark., 2009;
Grandemange ve ark., 2011). Pyrin protein bes farkli bolgeden meydana gelmistir: PYRIN
bolgesi, bZIP transkripsiyon faktor bolgesi, B-box bolgesi, proteinin yapisi a-helikal olan
bolge, B30.2 bolgesi (Chae ve ark., 2009). Pyrin proteinin yapisi ve mutasyon bolgeleri
Sekil 1.5’te gosterilmistir. Proteinde amino ucu —NH, karboksil ucu —COOH ile
gosterilmistir (Samuels ve ark., 1998). Her bir bolge proteinde, protein-protein etkilesimi
yoluyla ayr1 bir rol iistlenmis olup, hiicre dlimiiniin (apoptozis) diizenlenmesi, sitokin
salinimi, transkripsiyonel diizenleme, hiicre iskeleti uyarimi yoluyla inflamasyonun
diizenlenmesini saglamaktadir (Chae ve ark., 2009). Hastaliga ait yaygin goriilen ekzon 10
mutasyonlar1 pyrin proteinin karboksil terminal ucunda B30.2 bolgesinde bulunmaktadir

(Ustek ve ark., 2007).

Bilinen RidEn

mutasyonlar MEDAN R7&1H
KEesR
WT2EA

E1480 MEEOI ATA4S
ao7 419
266 280 375 408 437 594 598 774
1 H

NH, - — cooH

b-z1 B30.2
P B am Cekirdek
R doman nyatiers
Muhtemel -
fonsivonlar:y | | l
Molekullerarasi
DNA ile protein-protein Cekirdege Bir ¢cok proteinle
etkilesim? veya tasuma homoloji
protein-DINA
etlkilegimi

Sekil 1.5. Pyrin proteinin yapisi ve mutasyon bdlgeleri (Samuels ve ark., 1998).
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Pyrin proteinin B30.2 bolgesinde goriilen AAA’ya sebep olan mutasyonlar ve
inflamasyona IL-1B ve NF-xkB gibi sitokinlerin kontrolsiiz olarak aktiflesmesi neden
olmaktadir (Chae ve ark., 2009). Hatali pyrin nedeniyle, serozal bolgelerde artmis 16kosit
gocli meydana gelerek inflamasyon uyarilarindaki yanitin uzamasi ve uygun olmamasi

sonucunda inflamasyon goriiliir (Bakkaloglu, 2003).

1.6. Klinik Belirtiler

Ailevi Akdeniz Atesi hastaligi tekrar eden ve kendi kendini smirlayan ataklarda
ates ile birlikte karin agrisi, artirit/artralji, kas agrisi, gégiis agrisi, eritem ve nadir olarak
uzamis febril miyaljiye benzeyen ciddi miyalji, perikardit, akut orsit gibi klinik belirtilerin
goriildiigii otozomal resesif gegisli bir hastaliktir (Oztiirk ve ark., 2012; Soriano ve Manna,
2012). AAA hastalarinin %50’s1 ilk ataklarini yasamin ilk yillarinda, %80°1 20 yasimndan
once gecirmektedir (Matzner, 1994). Bu nedenle AAA ¢ocukluk ¢agi hastaligidir (Livneh
ve Langevitz, 2000). AAA ataklarindan 12-24 saat Oncesine prodromal belirtiler olan,
huzursuz hissetme, bag donmesi, anormal tat alma, sinirlilik goriilebilir (Manna ve ark.,
2009). AAA’ya ait tipik ataklar yaklagik olarak 24-72 saat arasinda siirebilmekte ve
herhangi bir tedavi olmadan kendiliginden gegmektedir (Pras, 1998; Saglam ve ark., 2013).
Hastalar atak arasi donemlerde kendilerini iyi hissederler ve gelecek ataga kadar normal
fonksiyonlarmi yerine getirirler. Tekrar eden ataklar 6nceden tahmin edilemeyen, diizensiz
araliklarla olabilmektedir (Pras, 1998). Ataklarm siklig1 haftada bir, ayda 3-4 kez
olabilmekte ya da daha az siklikta goriilebilmektedir. Ataklarin ciddiyet ve siklig1 yas
ilerledikce azalmaktadir (Ben-Chetrit ve Levy, 1998). Duygusal stres, yorgunluk,
enfeksiyonlar, yagl yiyeceklerle beslenmek, menstruasyon, yogun egzersiz ve soguk
ortamda bulunmak ataklar1 tetikleyebilmektedir (Saglam ve ark., 2013; Padeh ve Berkun,
2016). AAA hastaliginda, MEFV genindeki mutasyonlara bagl olarak goriilen en ciddi
komplikasyon amiloid A proteini birikiminden kaynaklanan amiloidoz goriilmesidir
(Cazeneuve ve ark., 1999; Bakkaloglu, 2003). SAA1 —a/a genotipi ile iligkili olarak
amiloidoz goriilme riski yiiksektir (Bakkaloglu, 2003). AAA ile ilgili amiloidozda, baslica
bobrek fonksiyonlar1 zarar gormekte klinik olarak nefrotik sendrom gelismekte ve sonug
olarak kronik bobrek yetmezligi goriilmektedir (Matzner, 1995; Bakkaloglu, 2003).
Kolsisin tedavisi, ataklarin sikligi ve siddetini azaltmanm yami swra amiloidozuda

Onlemektedir.
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Hastaliktaki klinik belirti ve semptomlarin goriilme sikligi, ates %96, peritonit
%91, plorit %57, artirit/artralji %45, erizipel benzeri eritem %13, amiloidoz %?2 olarak
belirtilmistir. Diger nadir goriilen belirti ve semptomlar bas agrisi, aseptik menenjit,
perikardit, splenomegali, akut skrotum, febril miyalji, daginik purpura ve proteiniiri olarak
siralanabilir (Bakkaloglu, 2003). AAA’ya ait klinik belirti ve bulgular Sekil 1.6’da

gosterilmistir (Samuels ve ark., 1998).

Hastaliga ait 3 fenotip tanimlanmistir. Tip 1 fenotipte, serozit ve inflamasyonla
seyreden tekrar eden kisa ataklarda ates, peritonit, sinovit, plorit ve nadir olarak perikardit
goriilmektedir. Amiloidoz hastaligin en ciddi komplikasyonudur. Tip 2 fenotipte,
asemptomatik olan bireylerde sadece amiloidoz klinik belirti olarak goériilmektedir (Shohat
ve Halpern, 2011). Tip 3 fenotipte ise iki MEFV mutasyonu olan sessiz homozigot ya da
birlesik heterozigot durumlarinda goriiliir ve herhangi bir klinik belirti ve sistemik
amiloidoz yoktur. Ancak bu mutasyonlarda renal AA tipi amiloidoz gelismesine yatkinlik

vardir (Soriano ve Manna, 2012).
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Sekil 1.6. AAA’ya ait klinik belirti ve bulgular. Akut skrotum disinda belirtiler cinsiyet
ayrimi yapilmadan gosterilmistir. Atak siiresince beyaz kan hiicreleri (WBC),
eritrosit sedimentasyon hizi (ESR) ve fibrinojen diizeyleri artabilir, mikroskobik

hematiiri ya da proteiniiri goriilebilir (Samuels ve ark., 1998).

1.6.1. Ates

Ailevi Akdeniz Atesi hastaliginda, akut ataklarda tekrar eden ates baslica belirti

olup, cocukluk doneminde tek belirti olarak goriilebilir (Shohat ve Halpern, 2011; Saglam

ve ark., 2013). Baz1 hafif gecirilen ataklarda diisiik derecede ates goriilmesine ragmen 38-
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40°C’ye kadar artabilir. Hastalarin %20-30’unda sicakligin artmasiyla titremede goriiliir.
Ates genellikle 12 saat ile 3 giin arasinda degisen siirelerde devam etmektedir. Kolsisin

tedavisi goren hastalarda atak esnasinda ates goriilmeyebilir (Ben-Chetrit ve Levy, 1998).

1.6.2. Karin agrnisi

Akut abdominal ataklar en yaygin goriilen belirtiler arasindadir. Karmn agrisinin
fiziki muayenede karakteristik O6zelligi rebound hassasiyet, karin kaslarinda sertlik,
abdominal distansiyon ve peristaltik seslerde azalma olmasi bakimindan yaygin peritonit
tanis1 ile uyumludur (Livneh ve Langevitz, 2000; Shohat ve Halpern, 2011; Padeh ve
Berkun, 2016). Bolgesel agr1 apandisit ya da kolesistite benzemektedir. Daha az siklikta
arka peritonyum etkilenmekte renal kolik ya da pelvik inflamatuvar hastaliklara
benzemektedir (Ben-Chetrit ve Levy, 1998). Akut abdominal ataklar siiresince peristaltik
hareketlerde yavaslama oldugundan dolay1 siklikla kabizlik, daha az siklikta ise ishal
goriiliir (Samuels ve ark., 1998; Onen, 2006; Saglam ve ark., 2013). Akut atak siiresince
cekilen abdominal filmde goriilen sivi diizeyleri ve ince bagirsakta goriilen distansiyon
ileusu diisiindiirmektedir (Livneh ve Langevitz, 2000). Belirti ve bulgular 24-48 saat
arasinda kendiliginden gegse bile akut batin genellikle laparotomiye ve apendektomiye yol
acar (Onen, 2006; Shohat ve Halpern, 2011). Bagirsaklarda hasar meydana gelebilir ve
pelvik yapisiklik nedeniyle kadinlarda infertilite goriilebilir (Saglam ve ark., 2013).

1.6.3. Gogiis agrisi

Ailevi Akdeniz Atesi hastaliginin diger sik goriilen belirtisi ploreziden kaynaklanan
gogiis agrisidir (Ben-Chetrit ve Levy, 1998). Gogiis agris1 ataklar1 akut tek tarafli olarak
ani baslangicli atesli plorit olarak karakterize olup, gogiiste agr1 ve etkilenen tarafta gogiis
seslerinde azalma vardir. GOgilis rontgen filminde plevrada kiiciik sizintilar ve hafif
kalinlasmalar goriilmiistiir (Shohat ve Langevitz, 2011; Padeh ve Berkun, 2016). Yapilan
fizik muayenede slirtlinme sesi ve perkiisyonda titresimsiz sesin durumuna gore
degerlendirme yapilir. G6glis agrist ataklar1 tanisindaki zorluklardan bir tanesi perikardit
ile karistirilabilmesidir. Ekokardiyografi cekilmesi taninin dogrulanmasma yardimci
olabilir (Livneh ve Langevitz, 2000). Belirtilegenellikle 48 saat i¢cinde kendiliginden
gecmekte bazen 1 hafta stirmektedir (Shohat ve Halpern, 2011; Saglam ve ark., 2013).
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1.6.4. Eklem agris1

Ailevi Akdeniz Atesi hastaliginda goriilen eklem tutulumlar1 monoartirit olup, ii¢
karakteristik ozelligi vardir. Ilk 24 saat icinde ¢ok yiiksek ates ile birlikte goriilmesi,
bacaktaki diz, ayak bilegi, kalca gibi genis eklemlerden birini etkilemesi, belirti ve
semptomlarin pik yaptiktan sonra 24-48 saat icinde herhangi bir iz birakmadan
kendiliginden ge¢cmesidir (Shohat ve Halpern, 2011). Tekrar eden akut monoartirit
ataklarinda siklikla alt ekstremitelerin genis eklemlerinde kizariklik sislik ve hassasiyet
goriiliir. Daha az olarak iist ekstremite ve temporomandibular eklem gibi diger eklemler
etkilenmektedir (Livneh ve ark., 1996). Steril sinoviyal sivi iltihap nedeniyle bulanik
goriiniir ve artmis sayida notrofil icermektedir (Pras, 1998). Akut atak siiresince ¢ekilen X-
Ray filmi kemiklerdeki degisiklik ile ilgili herhangi bir bilgi vermez. Kalca ekleminde
tekrar eden aspirasyon ile osteonekroz ve cerrahi miidahale Onlenmis olmaktadir.
Spondilartropati kolsisin tedavisine yanit vermez fakat nonsteroid inflamatuvar ilaglar ve
antiromatizmal ilaglar ile tedavi edilebilir (Samuels ve ark., 1998). Yetiskinlerde uzun
siren (1 aydan fazla) artirit nadir olarak goriiliir ve eklemlerde hasara neden olabilir
(Padeh ve Berkun, 2016). Travma ya da uzun siire egzersiz yapmak bacaklarda goriilen
artiriti tetiklemektedir (Saglam ve ark., 2013). AAA’da goriilen sakroileitte yaygin olarak
diz ve kalca etkilenmektedir. Uzun siire devam eden kisa siireli ataklarda kalici1 hasar
meydana gelebilir. Nadir goriilen sakroileit bel agris1 ile karakterize olup, genellikle HLA
B27 negatif olan hastalarda goriiliir (Ben-Chetrit ve Levy, 1998). Baska nedenlerden
dolay1 ortaya ¢ikan ve AAA ile benzerlik gosteren aralikli olarak goriilen eklem
agrilarindan olusan monoartikiiler ataklarda kristal birikimi ve enfeksiyon gibi durumlar1
ortadan kaldirmak i¢in eklem aspirasyonundan elde edilen kiiltiiriin incelenmesi
gerekmektedir. Cocuklarda eklem agris1 yaygin olarak goriildiiglinden sistemik juvenil
romatoid artirit tanis1 da dikkate almmalidir. Juvenil romatoid artirit, tipik deri dokiintiileri,
lenfodenopati ve her giin ates goriilmesi ile karakterize olup, AAA’dan ayirt edilir. Uzun
sire devam eden juvenil romatoid artirit genellikle kronik artirit ve radyolojik

degisikliklere neden olur (Samuels ve ark., 1998).

1.6.5. Cilt belirtileri

Ailevi Akdeniz Atesi hastaliginda goriilen cilt ile ilgili bulgular erizipel benzeri
eriteme benzemektedir. Lezyonlar 30-35cm”lik alanda keskin smurl kirmizi yama

goriiniimiinde olup, alt ekstremitede diz ile ayak bilegi arasinda ya da ayak yiizeyinde
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yaygin olarak tek tarafli veya simetrik olarak goriilmektedir (Ben-Chetrit ve Levy, 1998;
Samuels ve ark., 1998; Pras, 1998). Belirti olarak ates ile birlikte ciltte kizariklik, sislik,
hassasiyet bazende artralji goriilmektedir (Ben-Chetrit ve Levy, 1998; Padeh ve Berkun,
2016). Semptomlar hizla yogunlastiktan sonra 2-3 giin i¢inde kendiliginden kaybolur (Ben-
Chetrit ve Levy, 1998).

1.6.6. Nadir goriilen semptomlar

Ailevi Akdeniz Atesi hastalifina ait nadir goriilen belirti ve semptomlar vaskiilit,
perikardit, febril miyalji, splenomegali, akut skrotum, bas agris1 ve aseptik menenjittir

(Bakkaloglu, 2003).

Vaskiilitik hastaliklardan poliarteritis nodosa (PAN), Henoch-Schonlein purpura
(HSP) ve Behcget hastaligi AAA ile birlikte goriilebilmektedir. PAN, kiigiik ve orta
arterlerde goriiliip, immun kompleks birikimi, inflamasyon ve damar duvarmin orta ve i¢
tabakasinin nekrozu ile karakterizedir. Siklikla cilt vaskiilitleri, miyalji, periferal noropati,
hipertansiyon, renal ve merkezi sinir sistemi, gastrointestinal sistem ile iliskilidir (Elgin ve
ark.,2006). AAA ile birlikte goriilen PAN’in karakteristik klinik 06zelligi perirenal
hematoma sebep olmasidir (Ozen ve ark., 2001). Cocukluk ¢aginda goriilen PAN &nemli
vaskiilit olup, klinik olarak ates ve sistemik tutulum gostermektedir (Yal¢inkaya ve ark.,
2007). Henoch-Schonlein Purpura (HSP), cocukluk caginda AAA ile birlikte en yaygin
gortilen kiiciik damarlarm vaskiiliti olup, trombositopenik purpura olmadan genellikle cilt
ve gastrointestinal sistem etkilenmekte; karin agrisi, artirit ve glomerulonefrit gibi belirtiler
ile ortaya ¢ikmaktadir (Aksu ve Keser, 2011; Dogan ve ark., 2013; Altug ve ark., 2013).
Normal saglikli bireylerle kiyaslandiginda AAA hastalarinda HSP ve PAN daha sik
goriilmektedir (Yazic1 ve ark., 2012). Behget hastaligi (BD), atardamar ve toplardamarlarin
her ikisinide etkileyen sistemik vaskiilit olup, tekrarlayan oral aftoz {ilserler, genital
iilserler, cilt lezyonlar1 ve liveit gibi belirtiler ile karakterizedir (Aksu ve Keser, 2011).
Saglikli bireylerle kiyaslandiginda, BD olanlarda MEFV mutasyon siklig1 6nemli oranda
yiiksek bulunmustur (Tashyurt ve ark., 2013).

Perikardit, AAA’nin nadir goriilen belirtisidir. Atak siiresince goriilen perikarditte
genellikle siirekli olarak retrosternal goglis agrisi  bulunmaktadwr. Tanisinda
elektrokardiyografide (ECG) ST boliimiinde yiikselme, ekokardiyografide perikardiyal
eflizyona ait bulgular goriiliir (Pras, 1998; Erken ve Erken, 2018).
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Uzun siiren febril miyaljide, yaygin olarak alt ekstremitede genellikle cift tarafli
olarak fiziksel aktivite ve uzun siire ayakta durma gibi durumlardan sonra ortaya ¢ikan kas
agris1 goriliir. Semptom olarak, uzun siliren yiiksek ates, peritoneal iritasyon olmadan
meydana gelen karin agrisi, ishal, artirit/artralji, Henoch-Schonlein purpuraya benzer
gecici vaskiilitik kizariklik goriilebilir. Laboratuvar bulgusu olarak yiiksek eritrosit
sedimentasyon hizi1 (ESR) ile C-Reaktif Proteini (CRP), 16kositozis ve hiperglobulinemi
goriiliir. Tedavi edilmez ise semptomlar 6 hafta kadar siirebilir. Tedavide non-steroid
antiinflamatuvar ilaglar ya da yliksek dozda prednizon etkilidir (Livneh ve Langevitz,

2000; Shohat ve Halpern, 2011; Padeh ve Berkun, 2016).

Splenomegali, artmis hemoliz ile iliskili olup, infeksiyon ve inflamatuvar
hastaliklara sebep olabilir (Marzouk ve ark., 2015). AAA hastalarmin yaklasik olarak
%30’unda splenomegali goriilmiistir. Bu durum amiloidoz ile iliskili degildir (Onen,

2006).

Akut skrotum, AAA hastalarinda nadir olarak goriilmektedir. Akut skrotal
inflamasyon, ergenlik ¢agi 6ncesinde erkek cocuklarinda goriiliir. AAA’nin sebep oldugu
skrotal ataklar, genellikle tek tarafli olup, semptom olarak dereceli olarak 12 saatten uzun
siren agr1 ile birlikte skrotal sislik, kizariklik ve 6dem, kasikta agri ve hassasiyet
goriilmektedir (Samuels ve ark., 1998; Livneh ve Langevitz, 2000). Inflamasyondan dolay1
tunika vaginalis gorilmektedir (Livneh ve Langevitz, 2000). Testis torsiyonundaki
karisikliktan dolay1 gereksiz cerrahi miidahale yapilabilir. AAA’nin sebep oldugu skrotal
ataklarda sintigrafide hiperperflizyon goriilmektedir (Livneh ve ark., 1996).

Ailevi Akdeniz Atesi hastalarinda, bas agris1 ve aseptik menenjit gibi norolojik
belirtiler nadir olarak goriilmekle birlikte kolsisin ile tedavi edilebilir (Shohat ve Halpern,

2011; Feld ve ark., 2012).

Tekrar eden AAA ataklar1 siliresince meydana gelen peritonal yapisikliklarden
dolayr meydana gelen pelvik yapisikliklar ve tubal hastaliklar nedeniyle kadin AAA
hastalarinda infertilite goriilmektedir. Hamilelerde diizenli kolsisin kullanim1 diistikleri ve

peritonal yapisikliklar1 onlemektedir (Ben-Chetrit ve Levy, 2003).

1.6.7. Ataklar arasi1 donem

Akut ataklar aras1 donemde kronik artiriti olan hastalar haricinde,hastalar genellikle

asemptomatik olup, ates ve inflamasyon gibi belirtiler goériilmeyip, nadir olarak rahatsizlik
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ya da ates goriilebilir (Samuels ve ark., 1998; Livneh ve Langevitz, 2000). Atak arasi
donemde laboratuar degerlerinde fibrinojen diizeylerinde artis, hafif anemi ve serum

immunoglobulinlerde artis goriilebilir (Samuels ve ark., 1998).

1.6.8. Amiloidoz

Serum amiloid A (SAA) protein, yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL) ailesinden
olan bir apolipoproteindir. Uzamig SAA yiiksek plazma diizeyi nedeniyle dokularda
amiloid A (AA) proteini birikerek, romatoid artirit, spondiloartropati, inflamatuvar
bagirsak hastaliklari, tiiberkiiloz, kronik bronsit ve osteomiyelit gibi kronik inflamatuvar
hastaliklara sebep olmaktadir (Yilmaz ve ark., 2003; Ozkayar ve ark., 2012). Amiloid A
proteini, karaciger tarafindan tretilen akut faz reaktani olan serum amiloid A (SAA) nin
ayrilma tirtintidiir (Bakkaloglu, 2003). Ailevi Akdeniz atesi hastaliginda, yiiksek morbidite
ve mortaliteye sebep olan en 6nemli komplikasyon MEFV genindeki mutasyonlara bagh
olarak goriilen amiloid A (AA) proteini birikiminden kaynaklanan amiloidoz gdriilmesidir
(Cazeneuve ve ark., 2000; Balc1 ve ark., 2002: Bakkaloglu, 2003; Ozkayar ve ark., 2012).
AAA’da goriilen amiloidozda yaygin olarak, bobrekler, bobrek {istii bezi, karaciger,
bagirsaklar, dalak etkilenirken, daha az siklikta akciger, tiroid, kalp, mide ve testisler
etkilenmektedir (Samuels ve ark., 1998). AAA ile ilgili amiloidozda bdbrek tutulumu
baskin olup, amiloid fibrillerinin birikimi sonucunda hastalarda 2-13 yaslarindan sonra
proteiniiri baglayarak dereceli olarak nefrotik sendrom gelismekte ve bobrek yetmezligine
sebep olmaktadir (Cakar ve ark., 2001; Ozkayar ve ark., 2012; Saglam ve ark., 2013).
Amiloidoz gelisiminde etnik kdken, MEFV geni mutasyonlarmim tiirii, aile dykiisiinde
amiloidoz hikayesi olmasi, erkek hastalarin kadin hastalara oranla yatkinliginin fazla

olmas1 dnem tasimaktadir (Livneh ve Langevitz, 2000; Saglam ve ark., 2013).

AAA hastalarinda bobrek ile ilgili olmayan amiloidozda, klinik olarak, diyare,
emilim bozuklugu, karacigerde biiyiime, sarilik, karaciger enzimlerinde yiikselme,
hipertansiyon, konjestif kalp yetmezligi gibi belirtiler gériilmektedir (Livneh ve Langevitz,
2000). Rutin idrar tetkiki yapilmas1 AAA hastalarinda amiloidoz tanis1 agisindan énemlidir
(Samuels ve ark., 1998). Taniy1 dogrulamak ve altinda yatan nedeni anlamak i¢in doku
biyopsisi yapilmasi gerekmektedir (Livneh ve Langevitz, 2000). Bazi ¢alismalarda
amiloidoz tanismin dogrulanmasinda kullanilan bobrek biyopsisi %88 duyarlilikta iken,

rektal ve kemik iligi biyopsisinin %75’e yakin duyarlilikta oldugu bildirilmistir (Saglam ve
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ark., 2013). Abdominal yag dokusu aspirasyonu ve gingival biyopsi tani agisindan nadir

olarak kullanilan bagka yaklagimlardir (Samuels ve ark., 1998; Saglam ve ark., 2013).

Amiloidoz goriilen hastalar genellikle normotansif ve nonhematiiriktir (Bakkaloglu,
2003) Kolsisin kullaniminin yaygin olmasi, amiloidoz goriilen hasta sayisinda azalmaya
sebep olmakla birlikte hemodiyaliz ve renal transplantasyonlu hastalarda yasam siiresini
uzatarak nakledilen organda amiloid birikimini Onlemektedir (Samuels ve ark., 1998;

Bakkaloglu, 2003).

1.7. Tam Kriterleri

AAA hastaligmin tanisi, genellikle klinik belirtilerde kisa siirede {li¢ defa ates ile
birlikte serozit olan atak gec¢irilmesine ve doktor muayene bulgularina dayali olmaktadir
(Ben-Chetrit ve ark., 2002; Zadeh ve ark., 2011; Saglam ve ark., 2013). Taniy1 destekleyici
olarak, hastalik baslangi¢ yasmim 20 yasindan 6nce olmasi, aile hikayesinde amiloidoz ya
da AAA olmasi, diger periyodik atesli hastaliklarin olmamasi, etnik kdken ve kolsisine
yanit alinmasi gibi durumlar 6nem tasimaktadir (Nir-Paz ve ark., 2000; Saglam ve ark.,
2013). Hastalarda atipik klinik belirtiler varsa, hastaliga ait aile dykiisii yoksa, etnik koken
belli degilse ve diger periyodik atesli hastaliklar ile AAA arasinda ayrim yapilmasi
gerekiyorsa ve tanmin dogrulanmasi amaciyla MEFV genine ait mutasyon analizi
yapilmas1 gerekmektedir (Livneh ve ark., 1997; Bakkaloglu, 2003; Onen, 2006). Klinik
tanida cesitli tan1 kriterleri mevcut olup, yaygin olarak kullanilan kriterler Tel Hashomer
ve Livneh kriterleridir. Tel Hashomer tanmi kriteri AAA’da en yaygmn kullanilan tani
kriteridir. Pras’a ait olan diger tam kriterinde ise kisa siireli atesli ataklarda serozit olmas1
ve kolsisin tedavisine pozitif yanit alinmasi gerekmektedir. Son zamanlarda ise Yal¢inkaya
ve arkadaglar1 tarafindan yeni tanmi kriteri tanimlanmistir (Saglam ve ark., 2013). Tel
Hashomer tani kriterine gore kesin tan1 icin 2 major kriter ya da 1 major kritere ek olarak 2
minor kriter bulunmasi; muhtemel tani i¢in ise 1 major kritere ek olarak 1 mindr kriter
olmas1 gerekmektedir (Samli ve ark., 2006). Tel Hashomer tanmi kriteri Cizelge 1.1.’de
gosterilmistir (Pras, 1998; Saglam ve ark., 2013).
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Cizelge 1.1. Tel Hashomer tani kriterleri

Major kriterler

- Tekrar eden ataklarda ates ile birlikte peritonit, sinovit ya da plorit olmasi
- Bagka bir hastaliga bagli olmayan AA tipi amiloidoz

- Kosisin tedavisine yanit alinmasi

Minor Kriterler

- Tekrar eden atesli ataklar olmasi
- Erizipel benzeri eritem goriilmesi

- Birinci derece akrabalarda hastali§a ait 6ykii olmasi

Livneh tani kriterinde kesin tani i¢in, en az bir major kriter ya da en az mindr kriter
bulunmasi gerekmektedir. Cizelge 2.2.’de Livneh tani kriterleri gosterilmistir (Saglam ve

ark., 2013).

Cizelge 1.2. Livneh tan1 kriterleri

Major kriterler

- Peritonit (yaygin olarak)
- Plorit (tek tarafli) ya da perikardit
- Monoartrit (ayak bilegi, diz, kalca)

- Tek basima ates olmasi

Minor Kkriterler

- Inkomplet ataklarda abdomen, akciger, eklem gibi bir ya da daha fazla bdlgenin
etkilenmesi

- Egzersiz ile bacakta agr1 olmasi

- Kolsisin kullanimina yanit alinmasi

Yal¢inkaya ve arkadaslarinin ¢ocuk hastalardaki tami kriterlerine gore kesin tani

icin en az iki kriter bulunmas1 gerekmektedir. Bu tani kriterine gore atesin, {i¢ ataktan fazla
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olmasi, 6-72 saat arasinda goriilmesi, koltuk altindan 6l¢iilen atesin 38°C’den fazla olmasi,
karin agrisinin, ii¢ ataktan fazla olmasi, 6-72 saat arasinda goriilmesi, artiritin, ii¢ ataktan
fazla olmasi, 6-72 saat arasinda goriilmesi ve oligoartirit seklinde olmasi, aile dykiisiinde

AAA hastaliginin olmasi1 gerekmektedir (Saglam ve ark., 2013).

1.7.1. Laboratuvar bulgulan

Ailevi Akdeniz Atesinde hastalikla ilgili spesifik laboratuar testi bulunmayip, tani
klinik bulgulara dayanarak konmaktadir (Pras, 1998). Akut AAA ataklar1 siiresince beyaz
kan hiicreleri (WBC), serum amiloid A (SAA), fibrinojen, eritrosit sedimentasyon hizi
(ESR), C Reaktif Protein (CRP), haptoglobin, C3 kompleman, C4 kompleman gibi akut faz
reaktanlarinda yiikselme goriiliip, atak aras1 donemde degerler tekrar eski haline
donmektedir. Rutin idrar analizi normal olup, proteiniiri ya da hematiiri goriilmesi klinik
acidan amiloidoz olabilecegini gostermektedir. Bu nedenle AAA hastalarinda rutin idrar
tetkiki yapilmasi 6nem tasimaktadir ( Lidar ve Livneh, 2007; Zadeh ve ark., 2011; Padeh
ve Berkun, 2016). Uzun yillar boyunca AAA hastalarinda, sitokinler, kemokinler ve diger
inflamasyon ile ilgili proteinler iizerine ¢aligmalar yapilmistir. Bunlar I1L-1, 4, 5, 6, 10, 12,
18, TNF-a ve v, sitokin iliskili reseptorler, kompleman proteinler, yapigma molekiilleri,
biliylime faktorleri, immunoglobulinler ve genis spektrumlu antikorlar olup, sonug¢ olarak
AAA’nin otoimmiin bir hastalik olmadig1 goriilmiistiir (Lidar ve Livneh, 2007). Akut
AAA ataklar siiresince, sitokinlere ait bulgular 6nemli olup, inflamasyon belirteglerinden
interlokin 1 (IL-1) ve tiimor nekroz faktdriin salgilanimi artarken, interferon aktivitesinde
azalma bulunmustur (Livneh ve ark., 1996; Ben-Chetrit ve Levy, 1998). AAA ile ilgili
sinovitte sinoviyal sivi oldukca bulanik olup, sividaki beyaz kan hiicrelerinde (WBC) artig
var iken, viskosite korunmus olup, sterildir (Livneh ve ark., 1996). Serozal sivilarda,
ozellikle peritonal bosluktan elde edilen olmak iizere C5a kompleman aktivitesi azalmig

bulunmustur (Ben-Chetrit ve Levy, 1998).

1.7.2. Molekiiler genetik tam

Ailevi Akdeniz Atesi hastaligindan sorumlu olan MEFV geni, 16. kromozomun
kisa kolunda tanimlandiktan sonra hastaligin tanis1 giivenilir hale gelmistir (Settin ve ark.,
2007; Zadeh ve ark., 2011). ilk olarak MEFV genine ait yaygin goriilen 5 yanls anlamli
mutasyon tanimlanmistir. Bu mutasyonlardan M680I, M694V, M6941 ve V726A
mutasyonu 10. Ekzon bdlgesinde, E148Q mutasyonu ise 2. ekzon bolgesinde

bulunmaktadir (Zadeh ve ark., 2011). Bu mutasyonlarin yaninda ekzon 1, 3, 5, 7, 8 ve 9
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bolgelerinde de mutasyonlar tanimlanmistir (Infevers, 2018). Yanlis anlamli (missense)
mutasyonlar, bir amino asitin yerine baska bir amino asit gegmesi sonucu protein
degisikligi ile sonuglanmaktadir. AAA’nin genetik gegisi, anne ve/veya babada hastaligin
heterozigot ya da homozigot genotipte olmasinin fenotipi etkilemesi gibi ¢esitli durumlarla

aciklanmaktadir (Bhat ve ark., 2007; Fonnesu ve ark., 2009).

Bugiine kadar hastaliga ait 300’den fazla mutasyon tanimlanmis olup, genetik tani
ile hastaliga ait ciddi klinik belirtiler ile fenotip-genotip iliskisinin degerlendirilmesi
miimkiin olabilecegi gibi spesifik mutasyonlarin belirlenmesi, hastaliga ait yeni
yaklagimlarin belirlenmesi ve tanmin dogrulanmasi agisindan Onem tasimaktadir

(Cazeneuve ve ark., 1999; Marek-Yagel ve ark., 2009; Infevers, 2018).

1.8. Tedavi

Colchicum, ¢aywr safraninin Latince adi1 olup, Karadeniz’in Dogu kiyisinda Kolsis
(Colchis) olarak adlandirilan bdlgede yetistirilmektedir. Cayir safrani  (colchicum
autumnale) bitkisi, Sekil 1.6.’da gosterilmistir (Cerquaglia ve ark., 2005). Tedavi amaciyla
kullanilan ¢ayir safram kolsisin olarak adlandirilmis ve ilk olarak M.O. 6. yiizyilda Tralles
tarafindan gut hastaliginin tedavisi i¢in tavsiye edilip, kullanilmistir (Ben-Chetrit ve Levy,
1998; Lidar ve Livneh, 2007). 1972 yilinda Goldfinger kolsisinin AAA ataklarmi
onlemedeki etkisini agiklamigtir (Lidar ve Livneh, 2007).

Sekil 1.7. Cayir safrani (colchicum autumnale) bitkisi
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Kolsisin, trimetoksifenil halkasi, 7 iiyeli bir halka, 7. pozisyonda asetamit ve bir
tropolonik halka igeren trisiklik yapilt bir alkoloid olup, kimyasal formiilii N-(5, 6, 7, 9,
tetrahidro-1, 2, 3, 10, tetrametoksi-9 oksobenzo heptain-7-il) asetamit seklindedir (Ben-
Chetrit ve Levy, 1998; Cerquaglia ve ark., 2005). Kolsisinin kimyasal yapis1 sekil 1.7.’de
gosterilmistir (Cerquaglia ve ark., 2005).

Sekil 1.8. Kolsisinin kimyasal yapisi

Molekiiler agirligr 398 gr olan kolsisin, su ve eterde az ¢Oziiniirken, etanol ve
kloroformda serbestce coziinebildigi i¢in fizyolojik pH’da lipit yapili bilesiklerde iyi
coziinebilmektedir. Bu nedenle viicut dokularmmdan gecisi hizli ve kolay olmaktadir

(Cerquaglia ve ark., 2005).

Kolsisin AAA hastalarinda, akut ataklar1 kontrol altina alarak ataklarm sikligini
azaltmakta, amiloidoz gelismesini onlemekte ve yasam kalitesini artrmaktadir (La Regina
ve ark., 2013; Kara Eroglu, 2015; Alghamdi, 2017). Yapilan ¢alismalarda hamilelerde ve
emzirme donemi siiresince diizenli kolsisin kullanimmin giivenli ve etkili olabilecegi

bildirilmistir (La Regina ve ark., 2013).

Kolsisin mitotik hiicrelerde metafaz asamasini engelleyen antimitotik bir ilagtir.
Tedavi edici etkisi, tubulinlere baglanma kapasitesiyle ilgili olup, etkisini mikrotubullerde
polimerizasyonu engelleyerek gostermektedir. Mikrotubullerde, hiicresel diizenleme,
sitokin ve kemokin salinimi, hiicre goc¢ii, iyon kanallarmin diizenlenmesi, hiicre boliinmesi
gibi ¢esitli hiicresel islemler meydana gelmektedir (Leung ve ark., 2015). Kolsisin oral
alimdan sonra jejunum ve ileumdan absorbe olduktan sonra plazma diizeyi 2 saat i¢inde

yiiksek diizeye ulasir. Karacigerde metabolize olduktan sonra, oral dozun yalnizca %10-
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25’i degisiklige ugramadan idrarla atilmaktadir. Ilacin hepatik metabolizmasi,
demetilasyon ve sitokrom P450 (CYP450) sistemini icermektedir (Cerquaglia ve ark.,
2005).

Kolsisin baglangi¢ dozu normal bobrek fonksiyonu olan c¢ocuk hastalarda, giinliik
0.5 mg, yetigkinlerde giinliik 1 mg olup, tedavi sirasinda oral kolsisin dozu gegici olarak
artirilabilir ya da nonsteroid antiinflamatuvar (NSAID) ilaglar ile birlikte kullanilabilir
(Lidar ve Livneh, 2007; La Regina ve ark., 2013). Kolsisinin en sik goriilen yan etkisi
gastrointestinal belirtiler olup, kramp, karin agris1 ve diyare goriilebilmektedir (Lidar ve
Livneh, 2007). Kolsisine direncli hastalarda anti-IL1 tedavisi uygulanarak giivenli ve etkili

bir sekilde inflamasyon kontrol altina alinabilir (Kara Eroglu ve ark., 2015).

1.9. Genotip-Fenotip iliskisi

Ailevi Akdeniz Atesi hastaligindan sorumlu MEFV geninde baslica bes mutasyon
tanimlanmis olup, bunlar goriilme sikligina gore, ekzon 10°da bulunanlar, M694V, M694I,
V726A ve M680I olup, ekzon 2’de ise E148Q mutasyonudur (Ben-Chetrit ve Touitou,
2009; Ozalkaya ve ark., 2011). Tekrar eden ataklarda klinik belirtilerin goriilme siklig:
toplumlara gore farklilik gostermekle birlikte benzerlik bulunmaktadir (Diisiinsel ve ark.,
2008). En sik goriilen klinik belirtiler, karmn agris1 %83, ates %55, artirit veya artralji
%43,5, plorite bagl gogiis agrisinin %20 oraninda oldugu bildirilmistir (Diisiinsel ve ark.,
2008; Ozalkaya ve ark., 2011). Tiirklerde karin agris1 en yaygin gériilen belirti olup, bunu

ates, artirit, plorit ve erizipel benzeri eritem takip etmektedir (Diisiinsel ve ark., 2008).

M694V homozigot mutasyonu hastalik belirtilerinin en ciddi goriildiigii genotip
olup, erken baslangic yasi, ataklarin sik goriilmesi, eklem agrilarinin fazla olmasi, hastalar
arasinda yiiksek oranda amiloidoz goriilmesi gibi klinik belirtilere sebep olmakta ve
ataklarm kontrol altina alinmasi icin yiliksek dozda kolsisine ihtiya¢ duyulmaktadir (Ben-
Chetrit ve Touitou, 2009). M680I homozigot mutasyonunda, klinik belirtiler hafif
seyretmekle birlikte artirit ve amiloidoz goriilme siklig1 disiiktiir (Yalginkaya ve ark.,
2000). V726A ve E148Q mutasyonlarinin amiloidoz goriilmesi bakimimdan diisiik risk
tasidigr bildirilmistir. K695R (ekzon 10) ve P369S (ekzon 3) mutasyonlarmin hafif
fenotipik 6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir (Touitou, 2001).
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M694V, M6941 ve M680I tastyiciligr olan hastalarda, hastaligin ciddi goriilmesi,
eklem tutulumunun olmasi ve amiloidoz goriilmesi bakimindan yatkinlik bulunmaktadir

(Ben-Chetrit ve Touitou, 2009).

1.10. Molekiiler Tanimlama Yontemleri

1.10.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonunun (PCR), 1980 yilinda Kary Mullis tarafindan
kesfedilmesiyle birlikte, molekiiler biyolojide, tipta tani amaciyla, genom dizilemede,
mutasyonlarm belirlenmesinde, gen ekspresyon c¢alismalarinda, patojenlerin belirlenmesi
icin kullanilmaktadir (Booth ve ark., 2010; Ishmael ve Stellato, 2008). Polimeraz zincir
reaksiyonu, deoksiriboniikleik asitin (DNA) yiiksek sicakliga dayanikli Thermus aquaticus
(Taq) bakterisinden izole edilmis DNA polimeraz enzimi aracilifiyla c¢ok sayida
kopyasmin elde edildigi, molekiiler fotokopi teknigidir (Joshi ve Deshpande, 2011;
Ishmael ve Stellato, 2008). PCR yontemi, ¢abuk, ucuz, kolay uygulanabilmesi ve az
miktarda DNA materyaline ihtiya¢c olmasi nedeniyle yaygin kullanim alanlarma sahiptir

(Joshi ve Deshpande, 2011).

PCR uygulamasinda 4 temel bilesen, yiiksek sicakliga dayanikli DNA polimeraz,
niikleotid trifosfat, kan ya da dokudan elde edilen genomik DNA ornegi, gen spesifik
primer gerekmektedir (Ishmael ve Stellato, 2008). PCR, farkli sicaklik kosullarinda takip
eden 3 6nemli asamadan olugsmaktadir. Bu asamalar, denatiirasyon, yapigsma ve uzamadir
(Ishmael ve Stellato, 2008; Joshi ve Deshpande, 2011). Ilk olarak, DNA yiiksek sicaklikta
(90-97°C arasinda) denatiire olarak cift sarmali agilir. Agilan DNA sarmalina spesifik
primer baglanir. Son olarak istenilen bolgenin polimerizasyonu gerceklesir (Joshi ve
Deshpande, 2011). Sonug olarak DNA’nin kopya sayisi ikinin iissel katlar1 olacak sekilde
2" (n, dongii sayis1) c¢ogaltilir. PCR iglemi tamamlandiktan sonra, iiriinler agaroz jel
elektroforezinde ytiriitiiliir ve Etidyum Bromiir i¢eren boya ile muamele edilerek durumu
incelenir. Parlak bant goriilmesi istenmektedir. PCR yOntemi, genetik hastaliklarin teshisi
icin gen dizileme ile mutasyonlarin tespit edilmesi, kanser tanisi icin onkogen mutasyonlar
ve tiimor baskilayict genlerin tespit edilmesi gibi tipta tan1 amaciyla genis kullanim alanina

sahiptir (Ishmael ve Stellato, 2008).

PCR tekniginde meydana gelen gelismeler ile birlikte ¢esitli yontemler Ters
(Reverse) PCR (RT-PCR), Nested PCR, Inverse PCR, Multipleks PCR gelistirilmistir
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(Bermingham ve Luettich, 2003). Ters (Reverse) PCR yonteminde kalip DNA yerine
mRNA kullanilmakta ve klasik PCR yontemiyle tamamlayict DNA’ya (cDNA,
complementary DNA) c¢evrilmektedir  (Ishmael ve Stellato, 2008). Nested PCR
yonteminde, ard arda gelen iki PCR yapilmakta ve iki ¢esit primer kullanilmaktadir. Ikinci
PCR ilk PCR iiriiniine ikinci primer ¢ifti uygulanarak amplifiye edilmektedir. Nested PCR
yonteminde, amplifikasyon sirasinda istenmeyen primer baglanmasi nedeniyle
olusabilecek kontaminasyonun 6nlenmesi istenmektedir. Basarili bir yontem olup, dizileme
hakkinda detayli bilgi gerekebilir (Rahman ve ark., 2013). Multipleks PCR tekniginde,
kalip DNA dizisini ¢ogaltmak i¢in ayni reaksiyon kasirimina farkli sayida primer ¢ifti
eklenerek amplifiye edilir. Mutasyonlarin tespit edilmesi, delesyon, insersiyon belirlenmesi

gibi amaglar i¢in kullanilmaktadir (Bermingham ve Luettich, 2003).

1.10.1.1. Real Time PCR (RT-PCR)

Real Time PCR, ilk olarak Higuchi ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir caligmada
PCR iirlinlerini yaygin kullanilan floresan igerikli bir boya olan Etidyum Bromiir ile
ultraviyole 151k altinda goriintiilerken olusan DNA miktarii1 video kamera araciligiyla
kayit etmesi sonucunda ortaya c¢ikmistir (Valasek ve Repa, 2005). Real Time PCR,
amplifikasyonla ayni zamanli olmak {izere enerji kaynaginin uyarilmasi i¢in floresan
ozellikli boyalar kullanilarak, amplifikasyon {iriiniiniin kantitatif olarak 6lgiilmesi esasina
dayanmaktadir (Valasek ve Repa, 2005; Ishmael ve Stellato, 2008; Solanki, 2012).
Amplifikasyon siiresince floresan 151ma miktar1 ile amplifikasyon tiriin miktar1 arasindaki
iliskiye bagl olarak sinyal meydana gelmesinden dolay1 kantitatif 6l¢iim yapabilme imkani
sunmaktadir (Valasek ve Repa, 2005; Valones, 2009). RT-PCR yonteminin, PCR
dirtinlerinin miktarmin kantitatif olarak 6l¢iilmesi, hizli olmasi, diger PCR prosediirlerinde
oldugu gibi DNA amplifikasyonundan sonra -elektroforeze ihtiyag olmamasi gibi
avantajlar1  bulunmaktadir. Yontem ile gen ifade diizeylerinde meydana gelen
degisikliklerin kantitatif olarak Olciilebilmesi ile hastaliklarin teshis edilmesi, anlasilmasi

miimkiin olacaktir (Solanki, 2012).

Real Time-PCR cihazi1 baslica, 1s1 dongli cihazi, floresan algilama yapan optik
sistem, datalar1 toplayip analiz eden bilgisayar yazilimindan meydana gelmistir (Valones
ve ark., 2009). Ornek, 1s1 dongii cihazma yerlestirilir ve her PCR déngiisii i¢in sicaklik
ayarlanir. Ornek, enerji ile uyarildiginda meydana gelen floresan 1s1ma her dongii igin foto

dedektor ile dlgiiliir (Valasek ve Repa, 2005).
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Cihaz ii¢ temel yolla floroforlar i¢cin uyarilma enerjisi saglamaktadir. Bunlar
tungsten veya halojen lambalar, 151k yayan diyot (LED) ya da lazerdir (Valasek ve Repa,
2005; Ishmael ve Stellato, 2008). Cihazda lambalar genis kullanim alanma sahip iken,
LED ve lazer nadir olarak kullanilmaktadir. Lambalar, belirli dalga boyunda uyarilan 15181
sinirlamak i¢in filtre icermektedir. Veriler toplanirken, uygun dalga boyundaki emisyon
enerjileri tespit edilmektedir. Dedektor olarak, sarj ciftli cihaz kamerasi, foto ¢ogaltici
tiipler ya da diger tipteki foto dedektor kullanilmaktadir. Sinirli dalga boyuna sahip filtreler
ya da kanallar, foto dedektorle 6l¢iim yapilirken istenilen dalga boyuna geg¢is yapmak icin
kullanilmaktadir (Valasek ve Repa, 2005).

Real Time-PCR cihazinda sonuglar, mutlak kantitasyon (standart egri) ve bagil
kantitasyon olmak iizere iki metot kullanilarak kantitatif analiz edilir (Arya ve ark., 2005).
Mutlak kantitasyonda (standart egri), konsantrasyonu bilinen standartlar seri diliisyon
yapilarak kullanilir ve standart egri olusturulur. Olusturulan lineer standart egrinin C;
(dongti esik degeri) degeri ile baslangigtaki toplam RNA ya da cDNA miktari iligkili olup,
bu metot ile konsantrasyonu bilinmeyen {riiniin C; degeri belirlenebilir (Wong ve
Medrano, 2005). Bagil kantitasyon ile karsilastirmali esik dongii degeri olan C; degeri
belirlenmekte ve gen ifade diizeyi analizlerinde kullanilmaktadir (Arya ve ark., 2005;

Wong ve Medrano, 2005; Schmittgen ve Livak, 2008).

Gen ekspresyonunu kantitatif olarak belirlemek amaciyla yaygm olarak kullanilan
bu yontem ile C; degerleri belirlendikten sonra matematiksel esitlik kullanilarak gene ait
olan 224 degeri hesaplanmakta ve gen ifade diizeyi belirlenmektedir (Schmittgen ve
Livak, 2008). Bu metot ile standart egri kullanimina ihtiyac¢ yoktur. Hedef genin bagil ifade
diizeyi, kontrol ya da kalibrator ile karsilastirilarak hesaplanmaktadir. Kontrol referans
(housekeeping) gen olarak, beta aktin, gliseraldehit 3 fosfat dehidrogenaz, glikolitik enzim
kullanilabilir. Kalibrator olarak ise tedavi gérmemis O6rnek ya da normal dokudan elde
edilen RNA kullanilabilir. Genellikle referans kontrol genler ifade diizeyleri sabit oldugu
icin tercih edilmektedir (Arya ve ark., 2005).

1.10.1.1.1. Real Time PCR’da kullamilan belirleme teknolojileri

Real Time-PCR teknolojisinde kullanilan belirleme teknolojileri, ¢ift iplikli
DNA’ya (dsDNA) baglanan boyalarin kullanildig1 6zgiil olmayan belirleme yontemi ve
sekans spesifik oligoniikleotid problara spesifik olarak iiretilmis boyalarin kullanildigi

0zgiil belirleme yontemi olmak iizere iki ¢esittir (Giinel, 2007; Valones ve ark., 2009).
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Hedefe Spesifik Olmayan Belirleme Teknolojisi

Hedefe spesifik olmayan belirleme teknolojisinde, SYBR Green boya en yaygin
kullanilan boya olup, ¢ift zincirli DNA molekiiliine baglanarak floresan 1s1ma yapmaktadir
(Arya ve ark., 2005; Valones ve ark., 2009). Meydana gelen 1s1ma miktari ¢ift iplikli DNA
molekiiliiniin konsantrasyonuna bagli olarak artmaktadir (Wong ve Medrano, 2005).
Yontemin bazi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Boya baglanmasi hedef diziye spesifik
olmadig1 i¢in herhangi bir ¢ift iplikli DNA molekiiliine baglanma olabilir veya istenmeyen
primer-dimer {iriin olusabilir (Arya ve ark., 2005; Valones ve ark., 2009). Bu durum yanlig
pozitif sonu¢ alinmasina sebep olmaktadir (Wong ve Medrano, 2005). Boyanin hedef DNA
dizisine baglandigini anlayabilmek ve primer dimer olusumunu kontrol etmek i¢cin PCR
reaksiyonu sonrasinda erime egrisi analizi yapilmaktadir (Wong ve Medrano, 2005;
Valones ve ark., 2009). Erime egrisi analizinde, amplifikasyon {iriiniiniin sicakligi
artirildiginda ¢ift iplikli DNA molekiiliiniin birbirinden ayrilmasi (erime sicakligi, Ty) ile
floresan boya DNA’dan ayrilir ve floresan 6l¢lim miktar1 azalir (Arya ve ark., 2005;
Valones ve ark., 2009). Bu analizin yapilmasmin sebebi, PCR iiriiniin uzunlugunun ve
diziliminin farkli olmasma bagli olarak, DNA’larin farkli erime sicakligina sahip

olmasindan dolay1 ayr1 yerlerde pik vermesinden kaynaklanmaktadir (Giinel, 2007).
Hedefe Spesifik Belirleme Teknolojileri
Taq Man Prob Teknolojisi

Spesifik DNA dizilerini belirlemek amaciyla floroforlar ile isaretlenmis floresan
1s1ma yapabilen oligoniikleotid problar kullanilmaktadir. 5" niikleaz aktivitesine sahip olan
bu problar hibridizasyon prob ya da yaygin kullanimiyla TagMan prob olarak
adlandirilmistir (Valones ve ark., 2009). 25-30 niikleotid uzunlugunda dizilime sahip
TagMan probun 5 ucuna floresan raportdér boya, 3” ucuna ise sOndiiriicii olarak
adlandirilan boyalar kovalent olarak baglanmistir (Arya ve ark., 2005; Mirmajlessi ve ark.,
2016). Boyalar ¢esitli olup, 5" ucunda, 6-karboksifloresin (FAM), tetrakloro-6-karboksi
floresin (TET), hekzakloro-6-karboksi floresin (HEX) ve VIC; 3° ucunda ise 6-
karboksitetra metil rodamin (TAMRA) veya 4-(dimetilaminoazo)benzen-4-karboksilik asit
(DABCYL) bulunmaktadir. Spesifik dizileri belirlemek amaciyla floresan sinyal
olusturmak i¢in ilk olarak prob tamamlayic1 DNA zincirine baglanmakta, sonrasinda ise 5°
niikleaz aktivitesine sahip DNA Polimeraz enzimi 5'ucunda bulunan FAM’1 probdan

ayirmaktadr. Ayrilan FAM floresan sinyal olusturmakta ve bu sinyal Olciilmektedir.
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TagMan Prob, tek niikleotid polimorfizmi (SNP) ve farkli allellerin belirlenmesinde
kullanilabilecek ideal bir yontemdir (Arya ve ark., 2005; Wong ve Medrano, 2005).

Molekiiler Boncuk Teknolojisi

Molekiiler boncuk teknolojisindeki prob, sa¢ tokasina benzeyen tek zincirli
oligoniikleotid hibridizasyon probdur (Mirmajlessi ve ark., 2016). Bu yontemde molekiiler
boncuklar tek zincirli tamamlayict DNA molekiiliine kovalent bagli 5° ucunda floresan
boya ve 3" ucunda ise sondiiriicii boya igeren proba baglanmistir (Arya ve ark., 2005). PCR
esnasinda prob hedef diziye baglandiginda boyalar birbirinden uzaklasarak floresan 1s1ma
meydana gelmektedir. Probun sa¢ tokasma benzeyen yapist diger diiz yapili problarla
karsilastirildiginda spesifik olup, prob hedef molekiile baglandiginda termodinamik ac¢idan
kararli yap1 meydana gelmektedir. Bu 0Ozelliklerden dolayr molekiiler boncuk yontemi
allellik ayrimi ve nokta mutasyonlarin tanimlanabilmesi icin kullanilmaktadir (Arya ve

ark., 2005; Wong ve Medrano, 2005).
Akrep Primer Teknolojisi

Akrep primer teknolojisi, yapisal ve fonksiyon olarak molekiiler boncuk
teknolojisine benzemektedir (Valones ve ark., 2009). Akrep primerler proba kovalent
olarak baglanmis olup, prob sa¢ tokasima benzemektedir. Probun 5 ucu sap ilmek yapisinda
olup, florofor icermekte, 3" ucunda ise sondiiriicii bulunmaktadir (Arya ve ark., 2005;
Mirmajlessi ve ark., 2016). PCR reaksiyonu siiresince uzama asamasinda, akrep primerin
bagli bulundugu prob hedef diziye baglanmaktadir (Arya ve ark., 2005). Baglanma
sonucunda florofor ve sondiiriicii birbirinden ayrilarak floresan 1s1ma meydana gelmektedir
(Seifi ve ark., 2012). Bu yontemdeki farklilik, sa¢ tokasi yapismin digiim kismiyla
primerin 5 ucu arasinda DNA sentezini durdurucu hekzilen glikol grup bulunmaktadir.
Hekzilen glikol, sa¢ tokasinin diigiim kisminin ac¢ilmasini engellemektedir (Kaltenboeck ve
Wang, 2005). Akrep primer teknolojisi, meydana gelen sinyallerin gii¢lii olmasi sebebiyle
hassas bir yontem olup, mutasyonlarmm belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir

(Mirmajlessi ve ark., 2016; Arya ve ark., 2005).
FRET Teknolojisi

Floresan Rezonans Enerji Transfer (FRET) problar1 teknolojisinde, iki tane
oligoniikleotid prob bulunmaktadir (Kaltenboeck ve Wang, 2005). Problar, hibridizasyon
problar1 ya da Light Cycler problar olarak da adlandirilmaktadir (Seifi ve ark., 2012). Bir
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probun 3" ucunda florofor verici (donor), 5" ucunda florofor alici (acceptor)
bulunmaktadir. Verici prob 480 nm dalga boyunda 151ma yapabilen FAM gibi bir boya ile
isaretlenmis olup, alic1 prob ise uzun dalga boyunda 1s1ma yapabilen TAMRA, ROX gibi
boyalarla isaretlenmistir (Kaltenboeck ve Wang, 2005). Problar hedef diziye
baglandiginda, probun 3" ucundaki boya 5" ucundaki boya tarafindan baskilanmaktadir. 5
ucundaki ikinci probun uyarilmasi sonucunda ii¢lincii dalga boyunda bir 1s1ma meydana
gelmekte ve bu 1s1ma Olciilmektedir (Seifi ve ark., 2012). FRET problarda, hedef diziye
Ozgii iki probun ayni anda baglanabilmesi nedeniyle yiiksek spesifiklikte belirleme

yapilabilmektedir (Kaltenboeck ve Wang, 2005).

1.10.2. DNA dizi analizi

Dizi analizi yontemi hedef DNA, PCR ile amplifiye edildikten sonra saflastirilmis
DNA parcalar1 analiz edilmektedir (Nussbaum ve ark., 2007). DNA molekiiliinde bulunan
adenin, guanin, sitozin, timin bazlarinda meydana gelen degisliklikler incelenebilmektedir
(Munshi, 2012). En yaygin kullanilan DNA dizileme teknigi Sanger dizi analizidir
(Nussbaum ve ark., 2007). Sanger (dideoksi) yontemi ile dideoksiniikleotid trifosfat
(ddNTPs) kullanilarak DNA dizisinin sonlandirilmast amacglanmaktadir. Sanger (zincir
sonlandirma) yontemi i¢in, tek zincirli kalip DNA, primer, DNA polimeraz, radyoaktif ya
da floresan boya ile isaretlenmis niikleotidler, DNA uzamasini durdurmak amaciyla
ddNTPs gerekmektedir. DNA 6rnegi dort farkli deoksiriboniikleotid trifosfatin (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP) birbirine baglanmas1 sonucunda meydana gelmistir. Niikleotidler
3’hidroksil grubuna eklenerek zincir uzamasina sebep olmaktadir. Dideoksiniikleotidlerin
(ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) 3" karbonunda hidroksil grubu bulunmamasi nedeniyle
zincir sonlandirma reaksiyonlarinda zinciri sonlandirmak amaciyla kullanilmaktadir
(Munshi, 2012). Otomatik dizi analizi yapilirken ddNTP spesifik bir floresan boya ile
isaretlenmistir. Kapiler elektroforez kullanilarak yapilan analizde boya ile isaretlenmis
parcalar, florofor Ozellikleri nedeniyle cihazin lazerinde dort farkli renkte 1s1ma
yapmaktadir. Farkli renkte meydana gelen bazlarin dizilimi cihazda kromatogram olarak
belirlenmektedir (Metzker, 2005). Dizi analizinde, gende meydana gelen degisikliklerin
detayl1 olarak incelenebilmesi ile hastaliklara sebep olan mutasyonlar tespit edilerek uygun

tedavi secenekleri belirlenmektedir (Ravi ve ark., 2014).
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2. ONCEKI CALISMALAR

Notarnicola ve ark., (2002), yapmis olduklar1 ¢alismada, MEFV geninin mRNA
diizeyi saglikli bireylerle kiyaslandiginda AAA hastalarinda diisiik bulunmustur. MEFV
geninin mRNA ekspresyon diizeyinin mutasyon tipine gore azaldigi bildirilmistir. Saglikl
bireylerle kiyaslandiginda asemptomatik tasiyici bireylerde MEFV geninin ifade diizeyi
diisik bulunmustur. M694V mutasyonu, diger MEFV mutasyonlariyla kiyaslandiginda
fenotip olarak hastaligin en ciddi ve en sik goriilen genotipidir. Diger mutasyonlarla
kiyaslandiginda M694V mutasyonun gen ifade diizeyi en diisiik bulunmustur. M694V
homozigot mutasyonu olan hastalar ile saglikli kontroller arasindaki farklilik 6nemli
bulunmustur. Saglikli tasiyicilar ile kiyaslandiginda M694V mutasyonun ifade diizeyi
disik bulunmustur. Hastaligin klinik belirtilerinin daha hafif gorildigi E148Q
mutasyonunda ise gen ifade diizeyi saglikli bireylerle kiyaslandiginda biraz yiiksek
bulunmustur. M694V mutasyonunda allel sayisindaki artig ile birlikte genin ifade
diizeyinde azalma oldugu bildirilmistir. AAA 1ile ilgili semptomlar1 olan ve genetik acidan
mutasyon olan hastalarmm gen ifade diizeyleri saglikli bireylerle kiyaslandiginda diisiik
bulunmustur. Marenostrin protein pozitif otoregiilasyon yoluyla, MEFV geninin
ekspresyonunu diizenlemektedir. Marenostrin aktivitesi hasar gordiigiinde M694V
mutasyonunda oldugu gibi pozitif otoregiilasyon yolunun fonksiyonu bozulmaktadir. Bu
durum MEFV geninin ifade diizeyinin diisiik olmasina yol agmaktadir. Saglikli kontroller
ile karsilastirildiginda AAA hastalarinda hastaligin belirtisiz donemlerinde de gen ifade
diizeyleri diigiik bulunmustur. AAA ataklar: siiresince inflamasyon uyaricilart MEFV ifade
diizeyinde artisa sebep olamaktadir. Negatif geri besleme dongiisiindeki yetersizlik
nedeniyle inflamatuvar siiregte azalma olmaktadir. MEFV geninin ifade diizeyi ile genotip-
fenotip arasinda iliski oldugu bildirilmistir. Bulunan sonuglar AAA hastalarinda MEFV
geninin transkripsiyonel yolunun yanlis olarak diizenlenmesi sonucunda hastaligin
patofizyolojisine ait genin ifade diizeyinde kantitatif bozukluk olmasima dayanmaktadir.

Ustek ve ark., (2007), tarafindan yapilan ¢alismada, klinik belirtisi olmayan hastalar
kontrol grubu ile karsilastirildiginda genin ifade diizeyi asemptomatik hastalarda 6nemli
Olgide diisiik bulunmustur. MEFV geninin ekspresyon diizeyi, asemptomatik donemle
kiyaslandiginda AAA hastalarinda atak siiresince diisilk bulunmustur. MEFV geninin
azalmig ekspresyon diizeyinin inflamasyonla ilgili olabilecegi ve pyrin proteininde,
hastalikla ilgili meydana gelen degisikligin AAA hastalarinda inflamasyon ataklar1 olarak

goriilebilecegi bildirilmistir. Bulunan sonuglar ile pirin proteinin bagslica fonksiyonunun
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inflamasyonu onledigi ve inflamasyonun negatif diizenleyicisi oldugu dogrulanmistir.
Pyrin proteinin ekspresyonunda meydana gelen azalma sonucunda inflamasyon yolunun
diizenlenmesinde bozukluk olabilecegi bildirilmistir.

Booty ve ark., (2009), tarafindan yapilan ¢aligmada, 6nceki iki ¢aligmanin aksine
MEFV geninin ekspresyon diizeyi kontrol grubu ile kiyaslandiginda hastalarda yiiksek
bulunmustur. Meydana gelen farkliligin, kullanilan 6rnek tiiriiniin farkli olmasi, RT-PCR
yonteminin farkli olmasi, reaksiyonda kullanilan kimyasal ve primerlerin farkli olmasi ve
verilerin analiz yonteminin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi bildirilmistir.

Kirectepe ve ark., (2011) cocuk hastalar ile yapmis olduklar1 caligmada, Tiirk
toplumunda yaygin goriilen E148Q, M680I, M694V, M6941 ve V726A mutasyonlari
incelenmistir. Elde edilen sonuglar Notarnicola ve ark., (2002) yapmis oldugu calisma,
Ustek ve ark., (2007) yapmus oldugu ¢aligma ile uyumlu olup, MEFV geninin ekspresyon
diizeylerinin saglikli kontrol grubu ile kiyaslandiginda AAA hastalarinda 6nemli dlgiide
azaldig1 bildirilmistir. Genetik acidan mutasyon olan hastalar ile mutasyon olmayan
hastalar arasinda 6nemli bir farklilik bulunmamastir.

Mitroulis ve ark., (2011), yapmis olduklar1 ¢alismada, MEFV geni ekspresyon
diizeyi saglikli bireylerle kiyaslandiginda AAA hastalarinda diisiik bulunmustur.

Tozkir ve ark., (2014), yapmis olduklar1 ¢alismada bulunan sonuglar, Notarnicola
ve ark., Ustek ve ark., Kiregtepe ve ark., bulmus olduklar1 sonuglar ile uyumludur. MEFV
geninin mRNA ekspresyon diizeyi kontrol grubu ile kiyaslandiginda MEFV geninde
mutasyon olan ¢ocuk AAA hastalarda diisiik bulunmustur. Bu ¢alismada, MEFV geninde
mutasyon olmayan fakat klinik agidan hasta olan bireyler ile MEFV geninde mutasyon
olmayan kontrol grubu kiyaslanmis ve MEFV geni ekspresyon diizeyinde onemli bir
farklilik bulunmamistir. MEFV geninde heterozigot mutasyonu olan tasiyicilar ile
mutasyon olmayan kontroller kiyaslandiginda MEFV geni ekspresyon diizeyinde 6nemli
bir fark bulunmamistir. Genetik agidan mutasyon olan hastalar ile mutasyon olmayan
hastalar kiyaslandiginda MEFV geni ekspresyon diizeyinde goriilen farklilhik Onemli
bulunmugstur. M694V  homozigot mutasyonu heterozigot diger mutasyonlarla
kiyaslandiginda MEFV geni ekspresyon diizeyinde 6nemli bir fark bulunmamistir. E148Q
ve M694V heterozigot mutasyonlar1 kiyaslandiginda MEFV geni ekspresyon diizeyinde
onemli bir fark bulunmamistir. E148Q homozigot veya heterozigot mutasyonu olan
hastalar diger homozigot veya heterozigot MEFV mutasyonlar1 olan hastalar ile
kiyaslandiginda MEFV geni ekspresyon diizeyinde oOnemli bir fark bulunmamustir.

Notarnicola ve ark. aksine MEFV geni ekspresyon diizeyi ile genotip-fenotip arasinda
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herhangi bir iligki bulunmamistir. Bu durumun ¢alisilan hasta sayisindaki farkliliktan

kaynaklanabilecegi bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi Saghk Uygulama ve Arastirma
Hastanesine basvurmus olan ve Tel-Hashomer tani kriterine gore Ailevi Akdeniz Atesi
hastalig1 tanis1 almis 47 olgu ve klinik tan1 almayan 8 olgudan (kontrol grubu) a¢ karnina
antekiibital venden etilendiamintetraasetik asit (EDTA) (Becton—Dickinson, Franklin
Lakes, NJ) iceren tiipe vakutainer yoluyla alinan tam kan ile c¢alisilmistir. Caligma
oncesinde Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Bilimsel Arastirmalar Etik

Kurulundan izin almmastir.

3.2. Metod

3.2.1. DNA izolasyonu

Kan o6rneklerinin DNA izolasyonu Macharey Nagel kit (Genomic DNA from
Blood, Germany) ¢alisma prosediiriine gore yapildi. Kit prosediirii asagidaki gibidir.

Kan 6rnegi karistirildiktan sonra 200 ul alinarak eppendorf tiipe konuldu ve {izerine
25 pul proteinaz K ve 200ul B3 c¢ozeltisi eklenerek vorteks yardimiyla karistirildi.
Hazirlanan karigim termal blokta 70°C’de 10 dakika bekletildi. Sonrasinda karigima 210 pl
saf etanol eklenerek karigim kolona aktarildi Kolon 11000g’de 1 dakika santrifiij
edildikten sonra altta kalan kirli siizlintii tiipii atilarak tiip temiz toplama tiipiine aktarildi.
Uzerine 500 pul BW ¢dzeltisi eklenip, 11000g’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra altta
kalan kirli siiziintii tiipii atilarak tiip temiz toplama tiipiine aktarildi. Uzerine 600ul B5
cozeltisi eklendi ve 11000g’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra altta kalan kirli siiziintti
tiipli atilarak tiip temiz toplama tiipiine aktarildi. Kolon bos olarak 11000g’de 1 dakika
santrifiij edildi ve {izerine 6nceden 1sitilmis BE ¢ozeltisinden 100ul eklenerek 1 dakika oda
1s1sinda bekletildi ve 11000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Altta kalan ¢ozeltiden DNA elde
edildi.

3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Calismada uyguladigimiz PCR metodunda ekzon 2, ekzon 3 ve ekzon 10 i¢in farkli
karisimlar GML kit protokoliine gore hazirlanmistir. Ekzon 2 igin; PCR ile ¢ogaltma
isleminde her bir numune i¢in PCR tiiptine 7.5 ul GML PCR mix, 0.2 pl GML Taq
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Polimeraz, 1.0 pl Exon 2 Primer Mix, 3 pl G/C Enhancer, 2 pl Distile su ve 1.5 pl
Genomik DNA (20-60 ng/ul) eklendi ve karistirildi. Ekzon 3 icin; PCR ile ¢ogaltma
isleminde her bir numune i¢in PCR tiiptine 7.5 ul GML PCR mix, 0.2 pl GML Taq
Polimeraz, 1.0 pl Exon 3 Primer Mix, 3 pl G/C Enhancer, 2 pl Distile su ve 1.5 pl
Genomik DNA (20-60 ng/ul) eklendi ve karistirildi. Ekzon 10 i¢cin; PCR ile ¢ogaltma
isleminde her bir numune icin PCR tiipiine 7.5 ul GML Master Mix, 1.0 pl Ekzon 10
Primer Mix, 3 ul G/C Enhancer, 2 ul Distile su ve 1.5 ul Genomik DNA (20-60 ng/ul)
eklendi ve karistirildi. PCR islemi Cizelge 3.1°de gosterildigi gibi gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.1. PCR islemi asamalar1

Reaksiyon Asamas1  Yapilan Islem Sicakhik Siire
1 Polimeraz Aktivasyonu 95 °C 10 dakika
2 Amplifikasyon 95°C 40 saniye
(35 dongii) 62 °C 1 dakika
72 °C 50 saniye
3 Son uzama 72 °C 7 dakika
4 Mubhafaza 4°C o0

PCR islemi Bio-Rad T100 Thermal Cycler ile yapilmistir. Ekzonlarda kullanilacak

primerler:
Ekzon 2; F: SSCCACACAAGAAAACGGCACAGA3Z/, ve
R: S"CTGGACTCGGCAACAGAACCC3/,
Ekzon 3; F: 5’AGACACGGCTGCGAGTCCC3', ve
R:5"GGAGCATCTGAAGAAGCTG3/,
Ekzon 10; F: SSGTTAATGTGATTCTGGATGCA3Z', ve
R: SGGAGCATCTGAAGAAGCTG3'

baz dizilimine sahiptir.
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3.2.3. Agaroz jel elektroforezi

Jel elektroforezinde kullanilan Agaroz (Sigma-Aldrich, A.B.D) belirli yiizdelerde
hazirlanmaktadir. Bu ¢alismamizda biz PCR f{iriinlerini %1 ’lik agaroz jelde degerlendirdik.
%1’lik agaroz jel icin 1g agaroz tartilip, 1 XTBE tampon c¢ozeltisi ile 100ml’ye
tamamlandi. 1 X TBE tampon ¢6zeltisi 10X TBE tampon ¢6zeltisinin 1/10 oraninda ddH,O
ile seyreltilmesiyle hazirlanmistir. 10X TBE tampon c¢ozeltisi; 108 g Trizma (Sigma-
Aldrich, A.B.D), 55 g Borik asit (Sigma-Aldrich, A.B.D), 40 ml EDTA (0.5 M, pH: 8)
(Sigma-Aldrich, A.B.D) ve deiyonize su (ddH,O) ile 1L’ye tamamlanarak hazirlanmistir.
Agaroz istenilen ylizdelerde hazirlandiktan sonra mikrodalga firnda (Argelik, Tiirkiye)
coziinmesi saglandi. 15 dakika sogumasi i¢in bekletildikten sonra jel tabagina (OWL
Easycast B2 Thermo Scientific, A.B.D) uygun tarak konulduktan sonra dokiildii ve 30
dakika agarozun donmasi i¢in beklendi. Agaroz donduktan sonra jel tabagi jel elektroforez
tankina yerlestirildi. Jel tanki 1 X TBE tampon ¢6zeltisi ile sinir ¢izgisine kadar dolduruldu
ve tarak ¢ikarildi. Ornekler, 1uL boya (loading dye) (Vivantis, Malezya) ve SuL PCR
iriinii olacak sekilde parafilm iizerinde karistirilarak jele yiiklendi. PCR iirlinlerinin
degerlendirilebilmesi ve reaksiyonun istenilen uzunluktaki dogru bdlgeyi g¢ogalttigini
gorebilmek i¢in marker (Vivantis, Malezya) PCR friinleriyle birlikte jele 5 pL yiiklendi.
Gii¢ kaynagi (Thermo Scientific EC 300 XL, A.B.D) 120 volt, 60 amper, 30 dakika olacak
sekilde ayarlandi. Siire sonunda jel Etidyum Bromiir iceren ¢ozeltide 15 dakika bekletildi
ve UV transilliminatorde goriintiilendi. Gortintiilerde DNA olup olmadigma bakildi ve

bilgisayara kaydedildi.

3.2.4. Exosap

Goriintiileme sonucunda elde edilen PCR iiriileri, kirlilik ve dimer yap1 olusumunu
engellemek amaciyla exosap ¢ozeltisi ile muamele edilmistir. Bu islemde Ekzon 2, Ekzon
3 ve Ekzon 10°da her bir 6rnek icin 2 ul ExoSAP-IT (GML) ve 5 pl PCR iiriinii PCR
tiipiinde karistirildi. PCR islemi Cizelge 3.2.’de gosterildigi gibi gergeklestirilmistir.
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Cizelge 3.2. Exosap PCR islemi agamalar1

Reaksiyon Asamas1  Yapilan Islem Sicakhik Siire

1 Enzim Aktivasyonu 37°C 30 dakika
2 Enzim Inaktivasyonu 80 °C 15 dakika
3 Muhafaza 4°C o0

3.2.5. Dongii sekans reaksiyonu

Dongii sekans reaksiyonu, BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Thermo
Fisher, Austin/A.B.D.) kit kullanilarak hazirlanan karigimlar ile yapilmistir. Karisimlar
hazirlanirken, ileri (forward) primer i¢in Ekzon 2, Ekzon 3 ve Ekzon 10°da her bir 6rnek
icin PCR tiipiine 1 pul BigDye Terminator Mix, 3 ul Sequencing Buffer, 2 ul Sequence F
Primer, 2 pl Distile su, 2 pul PCR iirlinii eklenerek toplam hacim 10 pl olacak sekilde
hazirlandi. Geri (reverse) primer i¢in Ekzon 2, Ekzon 3 ve Ekzon 10°da her bir 6rnek i¢in
PCR tiipiine 1 pl BigDye Terminator Mix, 3 ul Sequencing Buffer, 2 pul Sequence R
Primer, 2 pl Distile su, 2 pul PCR iirlinii eklenerek toplam hacim 10 pl olacak sekilde
hazirlandi. PCR islemi Cizelge 3. 3.’te gosterildigi gibi gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.3. Dongii sekans PCR islemi asamalar1

Reaksiyon Asamasi  Yapilan Islem Sicakhik Siire
1 Aktivasyon 96 °C 1 dakika
2 Sekans 96 °C 10 saniye
(25 dongii) 50°C 5 saniye
60 °C 4 dakika
3 Muhafaza 4°C o0
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3.2.6. PCR iiriinlerinin piirifikasyonu

Piirifikasyon i¢in 1g Sephadex tartilarak 14 ml steril saf su ile falkon tiip icerisinde
karistirildi. Karistirma islemi 15 dakika aralikla 3 defa tekrarlandi ve karisimin kivaminin
yerine gelmesi i¢cin +4°C’de bekletildi. Hazirlanan Sephadex’ten 700 ul alinarak kolona
konuldu. Kolon 2000g’de 2 dakika santrifiij edilerek kolon i¢inde tabaka olusmasi
saglandi. Kolon kismi1 temiz eppendorf tiipe aktarildi. PCR iiriinleri tabakanin i¢ine 10 pl
olacak sekilde yerlestirildi ve 2000g’de 2 dakika santriftij yapildi. Santrifiij sonucunda

kolondan siiziilen kisimdan 20 pl almarak plate yerlestirildi.
3.2.7. DNA dizi analizi

DNA Dizi Analizi i¢cin ABI 310 (Hitachi, Japon) gen sekans cihazi kullanmildi.
Hazirlanan plate cihaza yerlestirildi. Sonuclar SeqScape programi kullanilarak

degerlendirildi.

3.2.8. Total RNA eldesi

RNA izolasyonu i¢in Macharey Nagel kit (NucleoSpin RNA Blood, Germany)

kullanilmistir. Kit prosediiriine gére ¢alisiimistir.

Kan 6rnegi karistirildiktan sonra 200 ul alinarak eppendorf tiipe konulup ve {izerine
200 pl DL ¢ozeltisi eklenerek karistirildi. Uzerine 5 pl proteinaz K ¢dzeltisi eklenip oda
sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. Karigim 2000g’de 10 saniye santrifiij edildi. Karisima
200 pl %70’lik etanol eklenip karistirildi. Karisim 2000g’de 10 saniye santrifiij edildi.
Karisim kolona transfer edilerek 11000g’de 30 saniye santrifiij edildi. Santriftij sonrasi
tiiplin alt kismi temiz toplama tiipiine aktarildi ve kolon iizerine 350ul MDB ¢ozeltisi
eklenerek 11000g’de 30 saniye santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 tiipiin alt kismi temiz
toplama tiipline aktarildi ve kolon iizerine 95 pl rDNase eklenerek 15 dakika oda
sicakhiginda bekletildi. Inkiibasyon sonrasi karisima 200ul RB2 ¢ozeltisi eklenerek karisim
11000g’de 30 saniye santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi tiipiin alt kismi temiz toplama
tiipiine aktarildi ve kolon iizerine 600ul RB3 ¢ozeltisi eklenerek 11000g’de 30 saniye
santrifiij edildi. Santriflij sonrasi tiipiin alt kism1 temiz toplama tiipiine aktarildi ve kolon
iizerine 250 pl RB3 ¢ozeltisi eklenerek karigim 11000g’de 2 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi tiipiin alt kismi temiz toplama tiipiine aktarildi ve kolon iizerine 60ul

RNase free H,O eklenerek 11000g’de 30 saniye santrifiij edildikten sonra RNA elde edildi.
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3.2.9. Tek sarmal cDNA eldesi

Elde etmis oldugumuz RNA’lardan cDNA elde etmek i¢in ProtoScript First Strand
cDNA Synthesis kit (New England Biolabs) kullanilmistir. Kit prosediirii asagida

aciklanmastir.

PCR tiipii icerisine total RNA’dan 5ul, d(T)23 VN (50 uM)’den 1pul, Nuclease-free
H,O’dan 1pl eklenerek karistirildi. Karisim PCR cihazinda 5 dakika 65°C’de bekletilerek
RNA denature edildi. Sonrasinda cDNA sentezi i¢in tiip igerisine ProtoScript II Reaction
Mix (2X)’den 10pul ve ProtoScript II Enzyme Mix (10X)’den 2 pl eklenerek karistirildi.
Karisim PCR cihazinda 42°C’de 60 dakika, 80°C’de 5 dakika bekletilerek cDNA elde

edilmis oldu.

3.2.10. MEFV geninin gen ifade diizeyinin Real Time PCR (Es Zamanh PCR)

yontemi ile belirlenmesi

Elde ettigimiz ¢cDNA’lar1 NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, A.B.D) cihazinda
Olcerek miktar1 ayarlanmistir. ¢cDNA O6lgiim sonuglar1t bulgular kisminda verilmistir.
Calismada Promega kit kullanilmis olup Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real-Time
PCR (A.B.D) sistem cihazinda reaksiyonlar gerceklestirilmistir. Primerler NCBI
veritabaninin Gene arayiizii kullanilarak 1ilgili genlerin primerleri tasarlandi. Gen
transkripsiyon diizeyleri, referans (house keeping) gen olarak GAPDH kullanilarak es
zamanlt (real time) PCR yontemiyle belirlenip kiyaslanarak ekspresyon diizeyleri ortaya

konulmustur. Analizde kullanilan primerler,

GAPDH: Forward S'GTTCGTCATGGGTGTGAACC3'
Reverse 5'GCATGGACT GTGGTCATGAGT3'

MEFV: Forward 5TGCCTGTCCCTGAAAAGTGG3'
Reverse 5'AATCAGCTCCGGAACAATGAA C3'

baz dizilimine sahiptir.

Promega kit (A.B.D.) prosediiriine gore, Master Mix’ten 12,5 pl, RNAaz
icermeyen sudan 5,5 pl, GAPDH Forward Primerden 1ul, GAPDH Reverse Primerden
Iul, cDNA’dan 5ul olacak sekilde toplamda 25ul karisim hazirlandi.Master Mix’ten 12,5
pl, RNAaz icermeyen sudan 5,5 pl, MEFV Forward Primerden 1ul, MEFV Reverse
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Primerden 1pl, cDNA’dan 5ul olacak sekilde toplamda 25ul karigim hazirlandi

Time-PCR islemi asamalar1 Cizelge 3.4.te gosterilmistir.

Cizelge 3.4.Real Time-PCR islemi agamalar1

Reaksiyon Asamas1  Yapilan Islem Sicakhik Siire

1 Enzim Aktivasyonu 95 °C 2 dakika

2 Aplifikasyon 95°C 15 saniye
(45 dongii) 60°C 1 dakika

3 Bekleme 60°C 00

. Real

MEFV geninin ifade diizeyleri, Real Time PCR yontemi ile dongii esik degeri olan

C: (threshold cycle) degerleri olarak elde edilmistir. MEFV geninin ifade diizeyi olan 2

-AACt

degeri Denklem 3.1. kullanilarak hesaplanmustir. 22" degeri MEFV geni ile ilgili katsay1

bilgisi vermekte ve MEFV geninin ifade diizeyinin kontrol ile gende meydana gelen

mutasyonlar arasinda kiyaslama yapilmasimi saglamaktadir.

2—AACt — 2—[OrnekACt (Gen — Referans) — KontrolACt (Gen-Referans)]

Denklem 3.1. 2”22 degeri hesaplama formiilii (Schmittgen ve Livak, 2008)

MEFV geninin ifade diizeyini, referans gen olarak kullandigimiz GAPDH geni ile

kiyaslamak amaciyla 2" degeri Denklem 3.2. kullanilarak hesaplanmustir. 2" degeri ile

MEFV geninin ifade diizeyinin referans gene gore hangi oranda degistigi belirlenmektedir.

2—ACt — 2—(GenCt — ReferansCt)

Denklem 3.2. 22 degeri hesaplama formiilii (Schmittgen ve Livak, 2008).
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4. BULGULAR

4.1. MEFV Geninin PCR AmplifikasyonuSonuclar

MEFV genine ait ekzon 2, ekzon 3 ve ekzon 10 bolgelerinin PCR amplifikasyonu

sonucunda elde ettigimiz agaroz jel elektroforez goriintiisii ekzon 2 ve ekzon 10 i¢in Sekil
4.1.°de, ekzon 3 i¢in Sekil 4.2.’de gdsterilmistir.

12 3 4 5 6 7 8§ 8 11 12 13 14 15 16 1718 M

Sekil 4.1. PCR amplifikasyonu sonucunda elde ettigimiz ekzon 2 ve ekzon 3 bdlgesi i¢in

jel goriintiisii. Hastalara gore ekzon 2 ig¢in elde ettigimiz bantlar 1-9 arasinda,
ekzon 10 i¢in elde ettigimiz bantlar 11-18 arasinda gosterilmistir. M markerdir.

M 1 2 3 4 5 6

!

1
|

[

Sekil 4.2. PCR amplifikasyonu sonucunda elde ettigimiz ekzon 3 bdlgesi igin jel
goriintiisii. 1-6 arasindaki bantlar hastalara aittir. M markerdir.
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4.2. Amplifikasyonlarin DNA Dizi Analizi Sonuclan

DNA dizi analizi sonucuna gore calismada 47 tane MEFV geninde mutasyon olan
AAA hastas1 ile mutasyonu bulunmayan 8 birey (kontrol grubu) olmak iizere toplam 55

kisi calisildi. DNA dizi analizinden elde ettigimiz sonuglara gore olgularm mutasyon

tiplerine gore dagilimi Cizelge 4.1.’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Olgulari mutasyon tiplerine gére dagilim

Mutasyon | Genotip Hasta sayis1
R202Q/0 4
E148Q/0 3
M6801/0 )
S R408Q/0 !
'S
S V726A/0
b 1
=
R202Q/M694V 4
R202Q/E148Q 3
(=)
é" E148Q/M6941 2
o
é.i V726 A/M680I |
= E148Q/M694V 1
[*]
= E148Q/R408Q 1
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R202Q/M694V/M6801 4
R202Q/M694V/VT726A 3
T R202Q/E148Q/M694V 2
E E148Q/M6941/VT26A |
[<P]
2 R202Q/E148Q/R408Q 1
< R202Q/P369S/R408Q 1
=
£
(=]
N4
M6801/M6801 7
R202Q/R202Q 1
E,J E148Q/E148Q 1
N
£ M694V/M694V |
(=]
=
R202Q/R202Q+M694V/M694V | 2
N
=]
£
[=]
=
=
)
'=
o)
Normal Genotip 8
Mutasyonlu genotip 47
Toplam 55

DNA dizi analizi sonucunda buldugumuz bazi mutasyonlardan ekzon 2 bolgesinde
goriilen R202Q heterozigot mutasyonuna ait goriintii Sekil 4.3.’te, ekzon 10 bolgesinde

goriilen M694V heterozigot mutasyonuna ait goriintii Sekil 4.4.°te gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Ekzon 2 bolgesinde goriilen R202Q heterozigot mutasyonu elektroforegram
goruntusu

Sekil 4.4. Ekzon 10 bolgesinde goriilen M694V heterozigot mutasyonu elektroforegram
goruntusu

4.3. MEFV Geninin ifade Analizi Sonuclar

Ekzon 2, ekzon 3 ve ekzon 10 gen bdlgelerinde tanimlanan genetik mutasyonlarin
MEFV geni ifade diizeyinin belirlenmesi i¢in Real Time PCR amplifikasyonlar1
yapilmistir. Real Time PCR amplifikasyonu sirasinda SYBR Green I boyasi tarafindan
meydana gelen floresan 1s1ma cihaz tarafindan kaydedilerek, Orneklerin baslangi¢
konsantrasyonlarina bagli olarak vermis oldugu C; degerleri bulunmustur. Real Time PCR
analizinde kullandigimiz cDNA’larin kalite ve miktart NanoDrop 2000 (Thermo Scientific,
AB.D.) spektrofotometre cihazinda  o6lgiildi.  Olgmiis  oldugumuz  c¢DNA
konsantrasyonlarinda A260/A280 oranlarinin 1,7-2,0 ng/uL arasinda olmasi nedeniyle
numunelerimizin ¢cDNA’larin1  seyreltme yapmadan kullandik. MEFV genine ait cDNA

konsantrasyonlari ile C; degerleri Cizelge 4.2.’de verilmistir.
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Cizelge 4.2. MEFV genine ait cDNA konsantrasyonlari ile C; degerleri

Hasta No cDNA Konsantrasyonu | MEFV genine ait C; degerleri
(ng/pL)
1 1122,6 25,9205
2 927,5 30,0844
3 965,6 33,8627
4 1003.4 26,8619
5 966,49 31,0087
6 933.4 30,6761
7 967,5 27,7390
8 933,5 31,1177
9 1024,3 31,3508
10 1054,5 30,9133
11 1015,1 25,5847
12 1043,2 29,9926
13 1036,2 30,8916
14 1025,1 32,4744
15 930,1 31,1654
16 960,7 32,5355
17 915,4 33,7519
18 962.,4 33,5704
19 943.,4 32,8527
20 1089,1 23,8470
21 1103,2 23,9147
22 1054,9 23,8583
23 1100,7 23,9767
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24 1094,1 23,9854
25 1067,4 23,9680
26 1065 23,7956
27 1076 24,0105
28 1069 24,0664
29 1090,8 26,3839
30 1067,4 26,3122
31 1034,4 26,1074
32 945,6 31,5955
33 947,6 30,4683
34 928 32,9961
35 967,9 30,5223
36 931,4 31,4731
37 924,7 30,2322
38 938,3 28,4709
39 923 29,4790
40 1068 28,7522
41 927,7 24,6842
42 942,9 28,5784
43 933,2 30,9830
44 918,4 28,1558
45 927 28,9963
46 922,2 31,1670
47 922,3 29,1900
48 kontrol 991,7 29,9488
49 kontrol 953,7 22,1450
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50 kontrol 956,1 29,6780
51 kontrol 950,6 29,6620
52 kontrol 926,7 30,8615
53 kontrol 1093.2 30,9230
54 kontrol 949.9 29,9537
55 kontrol 951,8 32,2556

Real Time PCR amplifikasyonu sonucunda MEFV geni i¢in elde ettigimiz C;

degerlerini ve referans gen olarak kullandigimiz GAPDH geni icin elde ettigimiz C;

degerlerini ayr1 ayri hesaplayarak kiyaslama yapacagimiz 2" degerlerini ve MEFV

genine ait katll oranlar ifade diizeyi olan 2*“" degerlerini bulduk. Mutasyonlara gore,

MEFV geni ve kiyaslama yaptigimiz referans gen GAPDH’e ait olan 27" degerleri ile

MEFV genine ait katli oranlar ifade diizeyi olan 2" degerleri Cizelge 4.3.’te verilmistir.

Cizelge 4.3. Mutasyonlara gore MEFV geni ve kiyaslama yaptigimiz referans gen

GAPDH’e ait olan 2" degerleri ile MEFV genine ait katli oranlar ifade
diizeyi olan 22" degerleri

HASTA | GORULEN 2 2 MEFYV geni
NO MUTASYON degerleri | degerleri | 2*¢
MEFYV geni | GAPDH | degerleri
icin (referans)
geni icin
1 Ekzon 2: R202Q 0,939199 10,9102 0,0549757
heterozigot mutasyonu
tespit edildi.
Ekzon 10: Mutasyon tespit
edilmedi.
2 Ekzon 2: Mutasyon tespit | 0,052394 19,8642 0,0016844
edilmedi.
Ekzon 10: M6801
homozigot mutasyonu
tespit edildi.
3 Ekzon 2: Mutasyon tespit | 0,003819 11,7697 0,0002073

edilmedi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: V726A
heterozigot mutasyonu
tespit edildi.
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Ekzon 2: E148Q
heterozigot mutasyonu
tespit edildi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: M6941
heterozigot mutasyonu
tespit edildi.

0,489055

18,7264

0,0166801

Ekzon 2: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: M6801
homozigot mutasyonu
tespit edildi.

0,027609

10,5758

0,0016672

Ekzon 2: R202Q
heterozigot mutasyonu
tespit edildi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: M694V
heterozigot, M680I
heterozigot mutasyonlar1
tespit edildi.

0,034766

10,4353

0,0021277

Ekzon 2: R202Q
heterozigot mutasyonu
tespit edildi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: M694V
heterozigot mutasyonu
tespit edildi.

0,266272

13,3855

0,0127039

Ekzon 2: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: M6801
homozigot mutasyonu
tespit edildi.

0,025599

11,3719

0,0014376

Ekzon 2: R202Q
homozigot mutasyonu
tespit edildi.

Ekson 10: M694V
homozigot mutasyonu
tespit edildi.

0,021781

11,0089

0,0012634

10

Ekzon 2: R202Q
heterozigot , E148Q
heterozigot mutasyonlar1
tespit edildi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: Mutasyon tespit

0,029495

10,3532

0,0018193
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edilmedi.

11

Ekzon 2: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: M6801
heterozigot mutasyonlar1
tespit edildi.

1,185343

6,186

0,1223751

12

Ekzon 2: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: M694V
heterozigot ve V726A
heterozigot mutasyonlari
tespit edildi.

0,055836

6,351

0,0056157

13

Ekzon 2: R202Q
homozigot mutasyonu
tespit edildi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: Mutasyon tespit
edilmedi.

0,029943

4,6107

0,0041476

14

Ekzon 2: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: M6801
homozigot mutasyonu
tespit edildi.

0,009996

1,463

0,0043633

15

Ekzon 2: E148Q
heterozigot mutasyonu
tespit edildi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: M6941
heterozigot mutasyonu
tespit edildi.

0,024767

0,8374

0,0188874

16

Ekzon 2: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: M6801
homozigot mutasyonu
tespit edildi

0,009582

0,9824

0,0062287

17

Ekzon 2: R202Q
heterozigot mutasyonu
tespit edildi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: M694V
heterozigot mutasyonu
tespit edildi.

0,004123

0,9919

0,0026551
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18

Ekzon 2: R202Q
homozigot mutasyonu
tespit edildi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: M694V
homozigot mutasyonu
tespit edildi.

0,004676

1,0024

0,0029793

19

Ekzon 2: R202Q
heterozigot mutasyonu
tespit edildi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: M694V
heterozigot mutasyonu
tespit edildi.

0,00769

0,9945

0,0049384

20

Ekzon 2: E148Q
heterozigot mutasyonu
tespit edildi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: M6941
heterozigot, V726A
heterozigot mutasyonlar1
tespit edildi.

3,953095

20,7623

0,1215965

21

Ekzon 2: R202Q
heterozigot mutasyonu
tespit edildi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: M694V
heterozigot ve V726A
heterozigot mutasyonlari
tespit edildi.

3,771709

19,6669

0,1224742

22

Ekzon 2: R202Q
heterozigot mutasyonu
tespit edildi.

Ekzon 10: M694V
heterozigot ve V726A
heterozigot mutasyonlar1
tespit edildi.

3,922142

21,0711

0,1188761

23

Ekzon 2: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: M6801
homozigot mutasyonu
tespit edildi.

3,613229

20,5021

0,1125504

24

Ekzon 2: E148Q
heterozigot mutasyonu

3,591459

17,5683

0,1305548
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tespit edildi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: Mutasyon tespit
edilmedi.

25

Ekzon 2: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: M6801
homozigot mutasyonu
tespit edildi.

3,634943

19,7379

0,1176062

26

Ekzon 2: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: M6801
heterozigot mutasyonu
tespit edildi

4,09638

17,6696

0,1480524

27

Ekzon 2: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: V726A
heterozigot, M680I
heterozigot mutasyonlar1
tespit edildi.

3,529579

19,5812

0,1151179

28

Ekzon 2: R202Q
heterozigot mutasyonu
tespit edildi.

Ekzon 3: H306N
mutasyonu tespit edildi.
Ekzon 10: M694V
homozigot mutasyonu
tespit edildi.

3,395411

17,0052

0,1275099

29

Ekzon 2: E148Q
heterozigot mutasyonu
tespit edildi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: Mutasyon tespit
edilmedi.

0,681134

11,2886

0,0385340

30

Ekzon 2: E148Q
heterozigot mutasyonu
tespit edildi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: M694V
heterozigot mutasyonu
tespit edildi.

0,715871

14,6822

0,0311362
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31

Ekzon 2: E148Q
heterozigot mutasyonu
tespit edildi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: Mutasyon tespit
edilmedi.

0,825068

21,2796

0,0247612

32

Ekzon 2:R202Q
heterozigot mutasyonu
tespit edildi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: Mutasyon tespit
edilmedi.

0,0184

2,6836

0,0043744

33

Ekzon 2: R202Q
heterozigot mutasyonu
tespit edildi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: M694V
heterozigot ve
M680Iheterozigot
mutasyonlari tespit edildi.

0,0402

3,2355

0,0079253

34

Ekzon 2: R202Q
heterozigot , E148Q
heterozigot mutasyonlar1
tespit edildi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: Mutasyon tespit
edilmedi.

0,00696

2,0181

0,0022032

35

Ekzon 2:R202Q
heterozigot mutasyonu
tespit edildi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: Mutasyon tespit
edilmedi.

0,0387

0,6756

0,0365593

36

Ekzon 2:R202Q
heterozigot mutasyonu
tespit edildi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: Mutasyon tespit
edilmedi.

0,0200

4,3935

0,0029085

37

Ekzon 2: R202Q
heterozigot , E148Q
heterozigot mutasyonlar1
tespit edildi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit

0,0473

2,3815

0,0126823
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edilmedi.

Ekzon 10: M694V
heterozigot mutasyonu
tespit edildi.

38

Ekzon 2:R202Q
heterozigot mutasyonu
tespit edildi.

Ekzon 3: P369S
heterozigot ve R408Q
heterozigot mutasyonlar1
tespit edildi.

Ekzon 10: Mutasyon tespit
edilmedi.

0,1604

0,2515

0,4071109

39

Ekzon 2: R202Q
heterozigot , E148Q
heterozigot mutasyonlar1
tespit edildi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: Mutasyon tespit
edilmedi.

0,0797

1,6443

0,0309597

40

Ekzon 2:R202Q
heterozigot mutasyonu
tespit edildi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: Mutasyon tespit
edilmedi.

0,1319

2,57

0,0327798

41

Ekzon 2:Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 3: R408Q
heterozigot mutasyonlar1
tespit edildi.

Ekzon 10: Mutasyon tespit
edilmedi.

2.2129

3,2716

0,4321191

42

Ekzon 2: R202Q
heterozigot mutasyonu
tespit edildi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: M694V
heterozigot ve
M680Iheterozigot
mutasyonlari tespit edildi.

0,14886

8,6296

0,0110131

43

Ekzon 2: R202Q
heterozigot mutasyonu
tespit edildi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

0,02883

0,8475

0,0211774
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Ekzon 10: M694V
heterozigot ve
M6801heterozigot
mutasyonlari tespit edildi.

44

Ekzon 2: R202Q
heterozigot , E148Q
heterozigot mutasyonlar1
tespit edildi.

Ekzon 3: R408Q
heterozigot mutasyonu
tespit edildi.

Ekzon 10: Mutasyon tespit
edilmedi.

0,19957

1,3174

0,0966795

45

Ekzon 2: E148Q
heterozigot mutasyonu
tespit edildi.

Ekzon 3: R408Q
heterozigot mutasyonu
tespit edildi.

Ekzon 10: Mutasyon tespit
edilmedi.

0,1114

7,9917

0,0089014

46

Ekzon 2: E148Q
homozigot mutasyonu
tespit edildi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: Mutasyon tespit
edilmedi.

0,02474

0,6796

0,0232476

47

Ekzon 2: R202Q
heterozigot , E148Q
heterozigot mutasyonlar1
tespit edildi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: M694V
heterozigot mutasyonu
tespit edildi.

0,0974

5,0679

0,0122729

48
kontrol

Ekzon 2: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: Mutasyon tespit
edilmedi.

0,0576

1,4328

0,0256569

49
kontrol

Ekzon 2: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: Mutasyon tespit
edilmedi.

12,862

9,9032

0,8293295
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50 Ekzon 2: Mutasyon tespit | 0,0694 1,738 0,0255167
kontrol edilmedi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: Mutasyon tespit
edilmedi.

51 Ekzon 2: Mutasyon tespit | 0,0702 0,8956 0,0500699
kontrol edilmedi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: Mutasyon tespit
edilmedi.

52 Ekzon 2: Mutasyon tespit | 0,0306 11,466 0,0017028
kontrol edilmedi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: Mutasyon tespit
edilmedi.

53 Ekzon 2: Mutasyon tespit | 0,0293 2,0806 0,0089929
kontrol edilmedi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: Mutasyon tespit
edilmedi.

54 Ekzon 2: Mutasyon tespit | 0,0574 1,931 0,0189707
kontrol edilmedi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: Mutasyon tespit
edilmedi.

55 Ekzon 2: Mutasyon tespit | 0,0116 4,3997 0,0016885
kontrol edilmedi.

Ekzon 3: Mutasyon tespit
edilmedi.

Ekzon 10: Mutasyon tespit
edilmedi

4.3.1. MEFYV geninin referans gen GAPDH ile karsilastirilmasi

Elde ettigimiz sonuglarda 22 formiiliine gore MEFV genini, referans gen olan
GAPDH ile kiyasladigimizda MEFV geninin ifade diizeyi diisiik bulunmustur. MEFV
geninin ifade diizeyinin referans gen olan GAPDH ile karsilastiriimast Sekil 4.5.°te

verilmistir.
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Sekil 4.5. MEFV geninin ifade diizeyinin referans gen olan GAPDH ile karsilastirilmasi

Referans gen GAPDH ve MEFV genine ait verilerin istatistiksel
degerlendirmesinde IBM SPSS paket programi versiyon 21 kullanilmistir. Degiskenlerin
normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk testi ile incelenmistir.
Ornekler normal dagilim gdstermedigi icin bu sartlar altinda parametrik olmayan Mann-
Whitney Testi uygulanmistir. Tanimlayicr istatistikler Ortalama+Standart Hata olarak ifade
edilmistir. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edilmistir. Mann-Whitney testine
gore p<0,001 bulunmus olup, sonuglar istatistik olarak anlamlidir. Cizelge 4.4.’te Referans

gen GAPDH ve MEFV genine ait istatistik analiz sonucu gosterilmistir.

Cizelge 4.4. Referans gen GAPDH ve MEFV genine ait istatistik analiz sonuglari

Gen n Ort.+Std.Hata p
GAPDH 47 8,9424+1,0761 <0,001
MEFV 47 0,9004+0,2111

4.3.2. MEFV geninde mutasyon olan hastalarin gen ifadesinin mutasyonu

bulunmayan kontrol grubu ile karsilastirilmasi

Katli oranlar ifade diizeyi olan 27*“' formiiline gére MEFV geninde mutasyon
bulunan 47 hasta ile mutasyonu bulunmayan 8 bireyin (kontol grubu) gen ifade

diizeylerini karsilastirdigimizda MEFV geninde mutasyon bulunan hastalarin gen ifade
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diizeyi diisiik bulunmustur. MEFV geninde mutasyon olan hastalarin gen ifade diizeyinin

mutasyonu bulunmayan kontrol grubu ile karsilastirilmasi Sekil 4.6.’da gosterilmistir.

0,25 -~

0,2 -
S 0,15 -
<
<
< 0,1 -
~
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0 7 T 1
KONTROL HASTA
n=8 n=47

Sekil 4.6. MEFV geninde mutasyon olan hastalarin gen ifade diizeyinin mutasyonu
bulunmayan kontrol grubu ile karsilastiriimasi

MEFV geninde mutasyon bulunan 47 hasta ile mutasyonu bulunmayan 8 bireyin
(kontrol grubu) gen ifade diizeyi sonuglarinin istatistik olarak degerlendirmesinde IBM
SPSS paket programi versiyon 21 kullanilmistir. Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu
Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk testi ile incelenmistir. Ornekler normal dagilim
gostermedigi i¢in bu sartlar altinda parametrik olmayan Mann-Whitney Testi
uygulanmistir. Tanimlayict istatistikler Ortalama+Standart Hata olarak ifade edilmistir.
Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edilmistir. Mann-Whitney Testine gore p>0,05
bulunmus olup, sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. MEFV geninde
mutasyon bulunan hastalar ile mutasyonu bulunmayan kontrol grubuna ait istatistik analiz

sonucu Cizelge 4.5.’te gosterilmistir.
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Cizelge 4.5. MEFV geninde mutasyon bulunan hastalar ile mutasyonu bulunmayan
bireylere ait istatistik analiz sonucu

n Ort.+Std.Hata p
Kontrol 8 0,1191+0,1003 0,962
Hasta 47 0,0557+0,0133

4.3.3. MEFV geninde goriilen mutasyon cesitlerinin ifade diizeylerinin mutasyonu

bulunmayan kontrol grubu ile karsilastirilmasi

MEFV geninde goriilen mutasyonlarin ifade diizeylerini mutasyonu bulunmayan
kontrol grubu karsilastirdigimizda, R202Q mutasyonunun ifade diizeyinin diisiik oldugu,
M680I mutasyonunun ifade diizeyinin diisik oldugu, V726A mutasyonunun ifade
diizeyinin diisiik oldugu, E148Q mutasyonunun ifade diizeyinin diisiik oldugu,
R202Q/M694V  mutasyonunun ifade diizeyinin diisik oldugu, E148Q/M6941
mutasyonunun ifade diizeyinin diisiik oldugu, R408Q/E148Q mutasyonunun ifade
diizeyinin diisiik oldugu, R202Q/E148Q mutasyonunun ifade diizeyinin diisiik oldugu,
R202Q/E148Q/R408Q mutasyonunun ifade diizeyinin diistik oldugu,
E148Q/M6941/VT26A mutasyonunun ifade diizeyinin diistik oldugu,
R202Q/M694V/M6801  ifade diizeyinin  diisik oldugu, E148Q/R202Q/M694V
mutasyonunun ifade diizeyinin diisiik oldugu, M680I/V726A mutasyonunun ifade
diizeyinin diisiik oldugu, R202Q/P369S/R408Q mutasyonunun ifade diizeyinin yiiksek
oldugu ve R202Q/H306N/M694V mutasyonunun ifade diizeyinin distik oldugu
bulunmustur. MEFV geninde goriilen mutasyonlara gore genin ifade diizeyinin mutasyonu

bulunmayan kontrol grubu ile karsilastirilmas: Sekil 4.7.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.7. MEFV geninde goriilen mutasyonlara gore genin ifade diizeyinin mutasyonu
bulunmayan kontrol grubu ile karsilastiriimasi

Buldugumuz sonuglar ile istatistiksel olarak ekzonlar arasinda kiyaslama
yaptigimizda Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk test sonuglarina gére 6rnekler normal
dagilim gdstermedigi i¢in bu sartlar altinda tek yonlii varyans analizinin parametrik
olmayan alternatifi olan Kruskal-Wallis H testi kullanildi. Tanimlayict istatistikler
Ortalama=+Standart Hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul
edilmistir. Verilerin degerlendirmesinde IBM SPSS paket programi versiyon 21
kullanilmistir. Sonu¢ olarak p>0,05 oldugu icin sonuglar istatistik olarak anlamli
bulunmamistir. Cizelge 4.6. ve Sekil 4.8’de Ekzonlar arasi istatistik analiz sonuglar1

gosterilmistir.

Cizelge 4.6. Ekzonlar arasi istatistik analiz sonuglari

Ekzon n Ort.+Std.Hata p
Ekzon 2 9 0,0331+ 0,01

Ekzon 10 10 0,0516+ 0,02 0,66
Her 2 ekzon 25 0,0374+ 0,09
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Independent-Samples Kruskal-Wallis Test
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Sekil 4.8. Ekzonlar arasi istatistik analiz sonuglar1

4.3.4. MEFV geninde bulunan heterozigot ve homozigot mutasyonlarin gen ifade

diizeylerinin karsilastirilmasi

MEFV geninde goriilen heterozigot ve homozigot mutasyonlar1 karsilastirdigimizda
R202Q homozigot mutasyonunun ifade diizeyinin R202Q heterozigot mutasyonundan
disik oldugu, E148Q homozigot mutasyonunun ifade diizeyinin E148Q heterozigot
mutasyonundan diisiik oldugu, M680I homozigot mutasyonunun ifade diizeyinin M680I
heterozigot mutasyonundan diisiik oldugu, R202Q/M694V homozigot mutasyonunun
R202Q/M694V heterozigot mutasyonundan diisiik oldugu tespit edilmistir. MEFV geninde
goriilen heterozigot ve homozigot mutasyonlarm ifade diizeylerinin karsilastirilmas: Sekil

4.9.°da gosterilmistir.
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Sekil 4.9. MEFV geninde goriilen heterozigot ve homozigot mutasyonlarin gen ifade
diizeylerinin karsilastirilmasi

4.3.5. MEFV geninde mutasyon olan hastalarin klinik belirtileri ile gen ifadesi
arasindaki iliski

MEFV geninde mutasyon olan 47 hastay1, klinik belirtiler ag¢isindan
inceledigimizde en sik goriilen belirtiler karmn agrisi, ates ve artirit olarak bulunmustur.
Nadir olarak gogiis agris1 gorilmiistiir. Hastalara ait fenotipik Ozellikler Cizelge 4.7.°de

gosterilmistir.
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Cizelge 4.7. Hastalara ait fenotipik 6zellikler

Hasta Sayis1 47
Kadmn/Erkek 24/23
Karin agris1 % 63,83
Ates % 48,94
Artirit % 42,55
Gogiis agnisi % 6,38
Apendektomi % 8,51
Aile dykiisii % 29,77
Kolsisin kullanim % 74,47

MEFV geninde mutasyon olan 47 hastayr genotip acisindan inceledigimizde
heterozigot mutasyon olarak R202Q, E148Q mutasyonlariin; birlesik heterozigot olarak
R202Q/M694V, R202Q/E148Q mutasyonlarinin; kompleks heterozigot mutasyon olarak
R202Q/M694V/M680I, R202Q/M694V/V726A mutasyonlarinin; homozigot mutasyon
olarak M680I/M680I, birlesik homozigot olarak R202Q/R202Q+M694V/M694V

mutasyonunun sik goriildiigii bulunmustur.

Hastaliga ait klinik belirtilerin sik goriildiigii homozigot mutasyonlarda genin ifade
diizeyi hafif klinik belirtiler goriilen heterozigot mutasyonlara gore daha diisiik
bulunmustur. Klinik belirtilerin siddetli goriildiigii M694V mutasyonu ile birlikte goriilen
R202Q mutasyonlarinda genin ifade diizeyinin diisiik oldugu tespit edilmistir. R202Q
mutasyonun birlikte goriildiigii diger mutasyonlarda genin ifade diizeyinin diisiik oldugu
goriilmiistiir. Klinik belirtilerin siddetli olarak goriildiigii diger bir mutasyon olan M680I
mutasyonunda da genin ifade diizeyi diisiik olarak tespit edilmistir. Klinik a¢idan hafif
belirtilerin goriildiigi E148Q mutasyonunda genin ifadesi digerlerine gore yiiksek
bulunmustur. Klinik belirtilerin hafif olarak goriildiigii ekzon 3 mutasyonlarinda da genin

ifadesi diger mutasyonlara gore yiiksek olarak tespit edilmistir.
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5. TARTISMA

Ailevi Akdeniz Atesi, lilkemizde oldukca sik goriilen bir hastaliktir. Hastalikta
goriilen mutasyonlarin klinikte ne sekilde belirti verdigi (genotip-fenotip iliskisi)
arastirilmakta ve goriilen mutasyon tipine gore hastalara yonelik tedavi yaklasiminda
bulunulmaktadir. Hastalikla ilgili mutasyonlarin gen ifadesi ile ilgili yapilmis olan ¢aligma
sayist az olup, hastaligin genotipi ile gen ifadesi arasinda bir iliski bulunmaktadir
(Notarnicola ve ark., 2002). Mutasyonu bulunmayan normal gen ile mutasyona ugramis
genin ifade diizeylerinin karsilastirilmasi ile hastaliga ait patogenezin daha iyi anlasilmasi
miimkiin olabilecegi gibi mutasyonlu genin ifade diizeyindeki degisimlerin
belirlenebilmesi ile farkli yaklagimlarda bulunulmasi miimkiin olabilecektir. Yapilmis olan
calismalarin ¢cogunda, strip assay ve PCR-RFLP ile belirli mutasyonlarin tanimlanmasi gibi
yontemler kullanildig1 i¢in sadece belirli mutasyonlar tespit edilmis ve gen ifade diizeyleri
calisilabilmistir. Bu calismada ise diger calismalardan farkli olarak DNA dizi analizi
yontemini kullanmamiz bakimindan belli mutasyonlar disinda kalan diger mutasyonlara ait
gen ifade diizeyleri de incelendi. Tartismada, mutasyonlar ile gen ifade diizeyi arasindaki

ilisk1 ve gen ifade diizeyleri ile klinik belirtilerin iliskilendirilmesi iizerinde duruldu.

Notarnicola ve ark. (2002), yapmis olduklar1 c¢alismada AAA hastaligina ait
semptomlar1 bulunan ve geninde mutasyon olan hastalarmn MEFV geni mRNA ifade
diizeylerini saglikli kontrol grubundan diisiik olarak tespit edilmistir. AAA hastaliginda,
genotip ile fenotip arasinda iliski bulundugunu, genotip ile MEFV mRNA ifade diizeyi
arasinda iliski oldugunu bildirmislerdir. Mutasyon sayisindaki artisa ve mutasyon tipine
bagh olarak MEFV mRNA ifade diizeyinin azaldigin1 belirtmislerdir. Hastalikta klinik
belirtilerin siddetli gorildigii M694V mutasyonunda MEFV mRNA ifade diizeyi diger
mutasyonlarla karsilastirildiginda daha diisiik oldugu, klinik belirtilerin daha hafif
goriildigi ya da goriilmedigi E148Q mutasyonunda ise MEFV mRNA ifade diizeyinin
daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. MEFV geni mRNA ifade diizeyi ile klinik

belirtiler arasinda ters bir korelasyon oldugunu bildirmislerdir (Notarnicola ve ark., 2002).

Ustek ve ark., (2007), MEFV geninde bulunan 5 mutasyonu (M694V, M680I,
V726A, M6941 ve E148Q) PCR-RFLP yontemi ile tanimlamislar ve MEFV geni ifade
diizeyini incelemislerdir. Hastalarda MEFV geni mRNA ifade diizeyi akut atak siiresince
asemptomatik periyotla karsilastirildiginda daha diisiik bulunmustur. Akut inflamasyona

bagl olarak MEFV geni mRNA ifade diizeyinin azalabilecegi 6ne siirtilmiistiir. M694V
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mutasyonu ile diger mutasyonlar1 karsilastirdiklarinda MEFV geni mRNA ifade diizeyinde
onemli bir fark bulamamuslardir (Ustek ve ark., 2007).

Kocadag Kocazorbaz, (2008), tarafindan yapilan ¢alismada ise M694V homozigot
mutasyonu bulunan hastalarda MEFV geni mRNA ifade diizeyinin saglikli kontrol
grubundan daha diisiik oldugu gozlenmistir. M694V homozigot mutasyonunun mRNA
ifade diizeyinin, E148Q heterozigot ve M694V heterozigot mutasyonu bulunan hastalardan
daha diisiik oldugunu tespit etmisdir.

Kirectepe ve ark., (2011), cocuk hastalar ile yapmis olduklar1 ¢alismada MEFV
geninde bulunan 5 mutasyonu (M694V, M680I, V726A, M6941 ve E148Q) PCR-RFLP
yontemi ile tanimlamislar ve MEFV geni ifade diizeyini incelemislerdir. MEFV geninde
mutasyon bulunan hastalarda MEFV geni ifade diizeyi saglikli kontrollerle kiyaslandiginda

anlamli oranda azalma oldugunu gérmiislerdir.

Bir diger ¢alismada ise, MEFV geninde mutasyon bulunan hastalarda MEFV geni
mRNA ifade diizeyi saglikli kontrol grubundan diisiik bulunmustur (Tozkir ve ark., 2014).

Calismamizda DNA dizi analizi ile mutasyonlar1 tespit etmemiz bakimindan diger
calismalardan farkli olarak daha ¢ok sayida mutasyona ait MEFV geni ifade diizeyini
inceledik. Diger ¢alismalarda MEFV geninde sik goriilen M694V mutasyonunun gen ifade
diizeyi incelenmistir. Bizim ¢alismamizda ise M694V mutasyonunun R202Q ile birlikte
bulundugu mutasyon sayisinin fazla olmasi dikkat ¢ekmektedir. Bu durumun nedeni,
R202Q mutasyonunun M694V ile cis konumunda bulunmasi ve birlikte kalitilmasindan
kaynaklanmaktadir (Infevers, 2018). Diger calismalarda calisma yontemi bakimindan
sadece belli mutasyonlar incelenebilmis ve R202Q mutasyonundan bahsedilmemistir.
Diger calismalardan farkli olarak, DNA dizi analizi sonuglarina gore birlesik heterozigot

ve kompleks heterozigot mutasyon sayisi da tarafimizdan fazla bulunmustur.

Calismamizda referans gen GAPDH ile mutasyona sahip olgulardaki MEFV genini
karsilastirdigimizda MEFV geninin ifade diizeyi diisiik bulunmustur. Diger calismalar ile
uyumlu olarak MEFV geninde mutasyon bulunan hastalarimn MEFV geni ifade diizeyi,
mutasyonu bulunmayan kontrol grubundan diisiik oldugu, homozigot mutasyonlarin
MEFV geni ifade diizeyinin ise heterozigot mutasyonlardan daha disiik oldugu
gozlenmistir. Bu da bize homozigot olgularda genin etkileniminin daha fazla oldugunu

gostermektedir. Mutasyon c¢esitlerine gore genin ifade diizeyini inceledigimizde mutasyonu
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bulunmayan kontrol grubu ile karsilastirdigimizda M680I mutasyonu ve E148Q
mutasyonunda genin ifadesi azalmis olup, R202Q mutasyonu ve V726 A mutasyonunda ise
genin ifadesinin daha diisiik oldugu goriilmistiir. Birlesik heterozigot genotiplerde,
E148Q/M6941, R202Q/M694V, R202Q/E148Q mutasyonlarinda mutasyonu bulunmayan
kontrol grubuna gore genin ifadesindeki azalma fazla iken, M6801I/V726 A mutasyonunda
gen ifadesinin yiiksek oldugu dikkat c¢ekmektedir. Ekzon 3 mutasyonlar1 ile birlikte
goriilen R202Q/E148Q/R408Q, R202Q/P369S/R408Q, R202Q/H306N/M694V kompleks
mutasyonlarinda MEFV geninin ifadesi yiiksek olup, kompleks heterozigot genotiplerde,
E148Q/M6941/VT726A  ve R202Q/M694V/V726A mutasyonlarinda genin ifadesi
mutasyonu bulunmayan kontrol grubundan biraz diisiik bulunmustur. Bu sonuglardan yola
cikarak mutasyon cesitlerine gore genin ifadesinde goriilen degisikliklere ekzonlarin
gendeki yerlesim yerlerinin farklihgindan dolay1 olmasi muhtemeldir. Ornegin ekzon
10’un gendeki yerlesim yeri olarak 3' ucuna yakin olmasi nedeniyle niikleaz aktivitesine

daha hassastrr.

MEFV geninde mutasyon bulunan hastalar1 fenotip yOniinden inceledigimizde
karin agris1 (%63,18), ates (%48,94) ve artirit (%42,55) en sik goriilen belirtilerdir. Klinik
belirtilerin siddetli olarak goriildiigii M694V/R202Q homozigot mutasyonunda genin ifade
diizeyinin diisik oldugu goriilmiistiir. Amiloidoz ve apendektomi gibi ciddi klinik
belirtilerin goriildiigi M680I homozigot mutasyonunda genin ifadesinde 6nemli azalma
oldugu, klinik belirtilerin daha hafif goriildiigii E148Q homozigot mutasyonunda ise genin
ifade diizeyinin diger mutasyonlara gore biraz daha yiiksek oldugu izlenmistir. Klinik
acidan belirtilerin hafif olarak goriildiigii tasiyici bireylerde MEFV geninin ifade diizeyinin
mutasyonu bulunmayan kontrol grubundan diisiik olmasi, gende meydana gelen molekiiler
hasarin semptomlar1 agiklamada muhtemelen katkisinin oldugunu disiindiirmektedir.
Fenotipik 0Ozelliklerin belirgin olarak goriildiigii kompleks R202Q/M694V/M6801 ve
E148Q/R202Q/M694V mutasyonlarinda ise genin ifadesi mutasyonu bulunmayan kontrol
grubu ile kiyaslandiginda daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Klinik agidan meydana
gelen inflamasyonlardan pyrin protein sorumlu olup, bu protein gende goriilen mutasyonlar
sonucunda gorevini yerine getirememektedir. Bu nedenle MEFV geninin transkriptinde
gortilen farklilasma neticesinde genin ifadesinde azalma meydana geldigi diisiintilmektedir.
MEFV geninin ifade diizeyi ile fenotipin incelendigi ¢alisma sayismin kisithh olmasmdan
dolay1 calisma verilerimizi ancak Notarnicola ve ark., (2002) ile Kirectepe ve ark., (2011)

yapmis olduklar1 ¢alismalarla kiyaslayabilme firsati bulabildik, karsilastirmada sonuglarin
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bu ¢aligmalar ile uyumlu oldugu gézlenmistir. Dolayisiyla muhtemel klinik belirtilerin gen
ifade diizeyleri ile iligkilendirilebilecegi ve farkli mutasyon tiplerinde, kombine ve
kompleks mutasyonlarin birlikteliginde, heterozigot ve homozigot olgularda, ayrica ayni
mutasyona sahip farkli olgularin ekspresyon diizeylerinin karsilastiriimasi ile elde edilecek

bilgilerle konuya daha agiklayic1 yonde yaklasimda bulunulmasi saglanabilecektir.

69



6. SONUC VE ONERILER

MEFV geni mRNA ifade diizeyinde goriilen degisiklikler, mutasyon tipi ve
mutasyonlarin gendeki konumu ile baglantilidir. Ornegin M694V mutasyonu gende 3'
ucuna daha yakin bulunmakta ve niikleazlara daha duyarli olmaktadir. Mutasyonlar
sonucunda DNA molekiiliiniin {ic boyutlu yapisinda meydana gelen degisiklikler
sonucunda transkripsiyon faktorlerine erisimde hasar meydana gelmis olabilir.
Mutasyonlar mesajlarin  islenmesini  degistirebilir. MEFV  geninin  ifadesinin
sirdiiriilebilmesini pyrin protein pozitif otoregiilasyon yoluyla kontrol etmektedir.
Mutasyonlarda oldugu gibi pirin proteinin bu fonksiyonu hasar goriirse pozitif
otoregiilasyon yolu fonksiyonunu tam olarak yerine getiremez ve sonug olarak MEFV geni
mRNA ifade diizeyinin diisiik olmasma sebep olmaktadir. MEFV transkripsiyon yolunun
AAA hastalarinda yanlis diizenlenmesi sonucunda hastaligin patofizyolojisi MEFV geni

mRNA ifade diizeyinde bozukluga sebep olmustur.

Sonu¢ olarak homozigot ve heterozigot olgulardaki gen ekspresyon diizeyleri
incelendiginde, homozigot ve kompleks heterozigot mutasyon tasiyan olgularin ekspresyon
diizeylerinde heterozigot ve mutasyonu bulunmayan olgulara goére anlamli oranda
azalmanin oldugu 6zellikle M694V olgularinin R202Q mutasyonu ile birlikteliginde ise
ekspresyon diizeyinde belirgin azalmanin oldugu goriilmistiir. Klinik agidan siddetli
belirtilerin goriildiigli mutasyonlarda genin ifadesinin diisiik olmas1 bize fenotip ile gen
ifadesi arasinda ters bir korelasyon oldugunu gostermistir. Bu g¢alismadan elde edilen
bilgilerin daha ileride yapilmasi diisiiniilen ¢aliymalarin planlanmasinda 6nemli katkilar
olacagi ve bu konuda yapilacak g¢alismalarin genisletilerek siirdiiriilmesi ile hastaliga

yaklagimda onemli bilgiler ortaya koyacagi diistiniilmektedir.
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