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Amac: Calismamizin amaci Trakya populasyonunda
Ailevi Akdeniz Atesi etyopatogenezinde yer alan MEFV
geni ekson 2 ve ekson 10 gen bdlgesi mutasyonlarinin
otomatize DNA dizi analizi metodu ile arastirilarak elde
edilen sonuglarin literatiirdeki diger ¢alismalar ile kargi-
lastiriimasidir.

Hastalar ve Yoéntemler: Calismaya Ailevi Akdeniz Atesi
tanili hastalardan, birbirileri ile akrabalk iligkisi bulun-
mayan, ayni karakteristik dil 6zellikleri gdsteren ve en
az U¢ kusaktir Trakya Bdélgesi'nde yasayanlar (34 kadin,
34 erkek) dahil edildi. MEFV geni ekson 2 ve ekson 10
gen bélgeleri polimeraz zincir tepkimesi ile ¢ogaltilarak,
otomatize DNA dizi analizi metodu ile niukleotid dizileri
belirlendi.

Bulgular: Trakya populasyonunda MEFV geni ekson 2
gen bélgesinde G442C, T306C, A414G, C495A, G605A,
ekson 10 gen bdlgesinde G2040C, A2080G, G2082A,
A2084G, T2177C, G2282A tek nukleotid degisimleri
belirlendi.

Sonug: Calismamizin sonuglart MEFV geni ekson 2 gen
bélgesinde belirledigimiz T306C, A414G, C495A, G605
tek nikleotid degisiklikleri ve ekson 10 gen bélgesinde
belirledigimiz mutasyonlarin sikliklar agisindan literatlr
ile farkliliklar géstermektedir.

Anahtar sézctikler: Ailevi Akdeniz Atesi; DNA dizi analizi; mutas-
yon; tek niikleotid degisimi.

Objectives: The objective of the study is to explore the
MEFV gene exon 2 and exon 10 gene region muta-
tions which take place in etiopathogenesis of Familial
Mediterranean Fever in the Thrace population with the
DNA sequence analysis method and to compare the
results with the other studies.

Patients and Methods: The study included patients
with Familial Mediterranean Fever who have no relative
relationship, have the same linguistic characteristic and
live in the Thrace region for at least three generations
(34 females, 34 males). MEFV gene exon 2 and exon
10 gene regions multiplied with PCR and their nucle-
otids were determined with the DNA sequence analysis
method.

Results: G442C, T306C, A414G, C495A, G605A SNPs
were found in MEFV gene exon 2 gene region and
G2040C, A2080G, G2082A, A2084G, T2177C, G2282A
SNPs were found in MEFV gene exon 10 gene region in
the Thrace population.

Conclusion: The T306C, A414G, C495A, G605 single-
nucleotide polymorphisms in MEFV gene exon 2 gene
region and the mutations in exon 10 gene region are not
compatible in terms of their frequencies with the results
of the other studies.

Key words: Familial Mediterranean Fever; DNA sequencing;
mutations; single-nucleotide polymorphisms.
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Ailevi Akdeniz Atesi (AAA; MIM 249100) siklik-
la Akdeniz etnik kokenine sahip Ashkenazi olmayan
Yahudiler, Araplar, Ermeniler ve Tiirklerde gériilen, oto-
zomal resesif gegisli, kendini sinirlayici tekrarlayan ates
ataklari, serozal membranlarin (periton, plevra, sinovya)
inflamasyonu, artrit ve ikincil amiloid (AA amiloidoz)
birikimi ile karakterize mikrobiyal ya da otoimmiin
tetikleme kaniti olmadan spontan inflamatuvar olusum
ile ortaya ¢ikan otoinflamatuvar sendromun en yaygin
tipidir.'" Ailevi Akdeniz Atesi Kibris, Italya, Ispanya ve
Yunanistan gibi diger Akdeniz tilkelerinde de inkomplet
penetrasyon ile rapor edilmekle birlikte diinya tizerinde
100000’den daha fazla insam etkileyen kalitsal bir has-
taliktir®®! Diinyadaki AAA hastalar1 biiyiik oranda 67
milyondan fazla niifusa sahip olan Tiirkiye’de yagamak-
tadir ve iilkemizde hastaligin tahmini prevalansi 1/1000
olup, tastyicilik orani 1:5'tir.®

1997 yilinda Uluslararast AAA Konsorsiyumu ve
Fransiz AAA Konsorsiyumu bagimsiz olarak 16. kromo-
zomun kisa kolunda (16p13.3 bélgesinde) bu hastaliga ait
geni klonlamislar ve AAA tagiyict kromozomlar iistiinde
dort yanlis anlamh mutasyon (M694V, M680L, V726A,
M6941) tanimlamiglardir.?” Ailevi Akdeniz Atesi hasta-
larinin ¢ogu pirin proteinini kodlayan MEFV genindeki
mutasyonlar1 tagir. Pirin, 781 aminoasitlik bir protein
olup graniilosit, monosit, dendritik hiicreler, sinoviyal,
peritoneal ve deri fibroblastlarinda eksprese edilmekte-
dir. Pirin proteininin interlokin- 1f (IL-1p) stireci, NF-xB
aktivasyonu ve apoptozisin diizenlenmesi ile kalitsal
immiinitede 6nemli bir rol oynadigi iddia edilmek-
tedir."¥ Bugtine kadar pirin proteinini kodlayan MEFV
gen bolgesinde AAA ile baglantili 152 adet mutasyon ve
tek niikleotid degisimi tanumlanmigtir.”) Bu mutasyon-
lardan 78'i yanlig anlaml1 ve anlamsiz mutasyon, sekizi
splicing mutasyonu, ikisi regiilatér bolge mutasyonu,
ikisi kiigiik delesyon ve ikisi de kiiciik insersiyondur.
Literatiirde tanimlanmis olan tek niikleotid degisiklik-
leri ise ekson 1, 2, 3, 4, 5, 8, 9, 10 kodlayic1 gen bolgele-
rinde yer almaktadir.'¥ Literatiirde MEFV geninde yer
alan bes mutasyonun (M694V, M680I, M6941, E148Q ve
V726A) AAA’dan sorumlu olabilecek tiim mutasyon-
larin %70-80'ini kapsadigi ve M694V mutasyonunun
Kuzey Afrikal hastalarda %97, Irakli Yahudi hastalarda
%30 ve Ermenilerde yaklasik %25 olarak gortldiigii
ifade edilmektedir.>”!!

Ailevi Akdeniz Ateginin semptomlar: hastalarin
%50’sinde yasamlarinin ilk on yilinda, %90'inda ilk
20 yil tamamlanmadan ve %5’inde 30 yasindan sonra
goriilmektedir. Abdominal ataklar hastalarn %95’inde
en yaygin sekilde ortaya g¢ikan semptomdur. Ailevi
Akdeniz Atesi'nin en yikici komplikasyonu kronik bob-
rek yetmezligine yol acan amiloidozdur. Amiloidoz
prevalans: etnik gruplara gore farkliliklar gostermekte-
dir. Yapilan kargilastirma calismalar1 sonucunda Tiirk
hastalarda diger etnik kokenli hastalara gore amiloidoz
gelisme insidansinin daha yiiksek oldugu sonucuna
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varilmistir. Amiloidoz gelisimi yiiksek insidansh popu-
lasyonlarda en yaygin sekilde goriilen mutasyonun
M694V oldugu ve M694V mutasyonunu homozigot
olarak tagtyan hastalarin amiloidoz gelistirmeye diger
MEFV gen mutasyonlarin tagiyan hastalara gore egilim-
li olduklar1 iddia edilmektedir.””

Calismamizin amaci Trakya populasyonunda Ailevi
Akdeniz Atesi etyopatogenezinde yer alan MEFV geni
ekson 2 ve ekson 10 gen bdlgesi mutasyonlarinin oto-
matize DNA dizi analizi metodu ile arastirilarak ve
elde edilen sonuglarin literatiirdeki diger calismalar ile
karsilagtirilmasidir.

HASTALAR VE YONTEMLER

Ocak 2003 - Haziran 2008 tarihleri arasinda Trakya
Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik Nefroloji Bilim Dali
ile Romatoloji Anabilim Dali'nda Tel Hashomer kriterle-
rinel® gére AAA tanisi konularak Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali'na MEFV geni ekson 2 ve ekson 10 gen bolgelerin-
deki mutasyonlarin arastirilmasi amaci ile gonderilen
220 hastadan agagida belirtilen kogullari saglayan 68
hasta (34 kadin, 34 erkek) ¢alismaya dahil edildi: hasta-
likla iligkili olabilecek mutasyonlarin genotip frekansla-
rinin dogru hesaplanabilmesi icin birbirleri ile akrabalik
iligkisi bulunmayanlar, ortak bir atasal soydan koken
almis olmak icin ayni karakteristik dil 6zellikleri goste-
renler, gen-cevre etkilesimini géz ardi etmemek icin en
az ti¢ kusaktir Trakya Bolgesi'nde yasayanlar. Calismaya
alinan her hastaya, ¢alisma hakkinda bilgi iceren ve has-
tanin onaymin alindigimi belgeleyen “Bilgilendirilmis
Olur Formu” imzalatildi. Genomik DNA periferik ventz
kandan (I6kositlerden) QIAMP DNA Blood Mini Kit
(Katalog no: 51104, Qiagen, Almanya) kullanilarak izole
edildi. MEFV geni ekson 2 ve ekson 10"un kodladig1 bol-
geler sentetik oligontikleotidler kullanilarak polimeraz
zincir tepkimesi (PZT) ile ¢ogaltildi (¢alismamizda PZT
cihazi olarak Applied Biosystems 9700 kullanulds).

Ekson 2 bolgesi igin 50 ul PZT reaksiyon karigimi
universal kosullara uygun olarak hazirlandr: 22.25 ul
steril distile su, 5 ul 10x PZT tampon ¢6zeltisi (MgCl,
icermeyen), 3.5 ul MgCl, 1 ul her bir deoksiriboniik-
leozid trifosfatdan, 5 pl 25 picomol her bir sentetik
oligontikleotidten (ileri yonde (F): 5- ACG TGG GAC
AGC TTC ATC AT -3’, geri yonde (R): 5'- ATT TCC AGG
GCC TTC CTT CA -3'), 0.25 ul DNA Taq polimeraz ve
5 pl (25-175 ng) genomik DNA. Ekson 2 bolgesi igin
PZT: 95°C’de 4 dakika denatiirasyon, 35 siklus 95°C’de
60 saniye, 56°C’de 60 saniye ve 72°C’de 60 saniye, final
ekstensiyonu 72°C’de 5 dakika.

Ekson 10 bélgesi i¢in 50 ul PZT reaksiyon karigimi
universal kosullara uygun olarak hazirlandr: 12.75 ul
steril distile su, 5 pl 10x PZT Tampon ¢ozeltisi (MgCl,
igermeyen), 3.5 ul MgCl,, 1 ul her bir deoksiriboniik-
leozid trifosfatdan 10 ul 25 picomol her bir sentetik
oligontikleotidten (ileri yonde (F): 5- CCT AGG TAT
TCA AAT TTT -3, geri yonde (R): 5'- CTT CCT GCT
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TCT GGC CTT -3’), 0.25 ul DNA Taq polimeraz ve 5 ul
(25-175 ng) genomik DNA. Ekson 10 bélgesi i¢in PZT:
94°C’de 10 dakika denatiirasyon, 40 siklus 94°C’de 30
saniye, 58°C’de 30 saniye ve 72°C’de 60 saniye, final
ekstensiyonu 72°C’de 5 dakika.

Polimeraz zincir tepkimesi uygulanan DNA 6rnek-
lerinde ilgili gen bolgelerinin ¢ogaltiip ¢ogaltilama-
digin1 kontrol etmek amaci ile her bir PZR iiriini
(5 ul), %2.5'luk agaroz jele yiiklenerek elektroforeze tabi
tutuldu. Elektroforez uygulanan 6rnekler transliimina-
torde degerlendirilerek bant (+) olanlar QIAquick Gel
Extraction Purification Kit (Katalog no: 28104, Qiagen,
Almanya) kullamilarak piirifiye edildi. DNA dizi analizi
icin BigDye Terminator V,.1 sekans kiti kullanilarak
final hacmi 20 ul olacak sekilde reaksiyon karigimu (7-8
pl steril distile su, 2 ul BigDye Terminator V,.1, 3 ul 5x
sekans tampon ¢6zeltisi, 5 yl ileri yonde veya geri yonde
sentetik oligontikleotid, 2-3 pl piirifiye PZT dirtinii)
hazirlandi. PZT 94°C’de 2 dakika denatiirasyon, 40 sik-
lus 94°C’de 0.10 saniye, 50°C’de 0.05 saniye ve 60°C’de
2 dakika 30 saniye, final ekstensiyonu (+) 4°C’de o sek-
linde uygulandi. Cogaltilan tiriinler Sephadex (Katalog
no: 064K1118, Sigma-Aldrich, Almanya) kullamilarak
spin kolon yontemi ile tekrar piirifiye edildi ve DNA
dizi analizi i¢in ABI 3100 Avant (Applied Biosystems,
Ingiltere) otomatize DNA kapiller sekans sistemine
yiiklendi. Ornekler 50 cm’lik kapiller ve POP 6 polimer
kullanilarak dye set Z’de yiirtittilddi.

DNA dizi analizi sonuglar1 6ncelikle Genescan
Version 3.7 (Applied Biosystems, Serial no: 8171) bil-
gisayar yazilim programinda kalite yoniinden kontrol
edildi. Degerlendirilmesi uygun bulunan analiz sonug-
lar1 Proseq ve BioEdit bilgisayar programlar1 kullani-
larak MEFV geni ekson 2 ve ekson 10 gen bolgelerine
ait referans (Ensembl Human Gene View, Vega Gene
ID: OTTHUMGO00000129324) kabul ettigimiz diziler ile
karsilastirildi ve olas1 niikleotid degisiklikleri belirlendi.
Niikleotid degisikligi ilgili gen bolgesindeki tek bir alleli
kapsiyorsa heterozigot mutant, her iki alleli kapsiyorsa
homozigot mutant, ilgili gen bolgesine ait niikleotid
dizisi referans dizi ile birebir uyumlu ise homozigot
saglam kabul edildi (Sekil 1).

istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi, Trakya Universitesi
T1p Fakiiltesi Dekanligi'na ait S0064 Minitab Relase 13
paket programu (Lisans No: wcp 1331.00197) kullani-
larak Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali’'nda yapildi. Calismada istatistiksel ana-
liz yontemi olarak, gruplar arasi karsilastirmalarda
(kadin ve erkek cinsiyetler arasinda “ekson 2 gen bol-
gesi” ve “ekson 10 gen bolgesi” mutasyonlar: dagilimi)
degiskenlerin dagilimlarina ve tiirlerine gore Ki-kare
testi kullanildi.

Yapilan degerlendirmeler sonucunda, p<0.05 istatis-
tiksel anlamlilik sinir1 olarak kabul edildi.
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(a) l

AMATOACTCTOTCOCCATAG ANTOOCTACTOOOTOOTO AT AATOGTOAAIC AAMATOAGTACCADOCGTCCADCETT
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(b)

GTCGCCAG AQAATGUCTACTOOGTIGOTOATAA

TGATOAAMNGAAAATGAGTACCAGGCG TCCAGCOG TTICCCCCE &

COG0GOCO0MCTOCCARCCTOCOGTOCAGCCAOCCCCACOCCOO0 AGO0OGCTATCOA
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Sekil 1. (a) MEFV geni ekson 10 gen bolgesi A 2080 G (M694V)
mutasyonu: Homozigot Mutant. (b) MEFV geni ekson 10
gen bolgesi A 2080 G (M694V) mutasyonu: Homozigot
Saglam. (c) MEFV geni ekson 2 gen bolgesi G 442 C
(E148Q) mutasyonu: Homozigot Mutant.

AGOAAGCCCCTO AGCAAACTGC AC

BULGULAR

Calismaya dahil olan hastalarda yapilan tetkikler
sonucunda amiloidoz gelisimine rastlanmadi. MEFV
geni ekson 2 ve ekson 10 gen boélgelerinin DNA dizi
analizi sonucunda 18 hastada (%26.4) niikleotid degi-
sikligi saptanmadi. MEFV geni ekson 2 gen bélgesin-
de 23 hastada (%34), ekson 10 gen bolgesinde ise 49
hastada (%72) niikleotid degisikligine rastlanmada.
MEFV geni ekson 10 gen bolgesinde niikleotid degi-
sikligi saptanmayan 49 hastanin 31’i (%63.2) ekson
2 gen bolgesinde niikleotid degisikligi tasimaktaydi.
14 hasta (%20) ekson 2 ve ekson 10 gen bolgelerinde
es zamanli olarak niikleotid degisikligi tasimaktaydi.
Ilgili gen bolgelerinde belirlenen niikleotid degisik-
liklerine ait genotipler ve sikliklar1 Tablo 1’de yer
almaktadir.

MEFV geni ekson 2 gen bolgesinde belirlenen
G442C (E148Q) tek niikleotid degisikligi literatiirde
tanmimlanmig olan bir mutasyon olup, aym gen bol-
gesinde belirlenen T306C, A414G, C495A, G605A
tek nitikleotid degisiklikleri Trakya populasyonunda
saptadigimiz tek niikleotid degisiklikleridir. Sadece
ekson 2 gen bolgesinde nitikleotid degisiklikleri tagsi-
yan 31 hastadan 17’si T306C, A414G, C495A, G605A
tek niikleotid degisikliklerini, altis1 ise T306C, A414G,
C495A tek nitikleotid degisikliklerini birlikte tasimak-
taydi. MEFV geni ekson 10 gen bolgesinde belirlenen
G2040C (M680I), A2080G (M694V), G2082A (M694I),
A2084G (K695R), T2177C (V726A), G2282A (R761H)
tek nitikleotid degisiklikleri literatiirde tanimlanmis
olan MEFV geni ekson 10 gen bdlgesi mutasyonlar:
olup bu gen boélgesinde literatiirde belirtilmis olan
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Tablo 1. Trakya populasyonu MEFV geni ekson 2 ve ekson 10 gen bdlgelerinde
belirlenen niikleotid degisiklerine ait genotipler ve sikliklar

Taginan mutasyon Hasta sayist (n), (%) Gen bolgesi

Mutasyon saptanamayan (0 mutasyon) 18 (%26.4)

1 allelde mutasyon (Heterozigot mutant)
M6801/ - 1 (%0.14) Ekson 10
M694V/- 4 (%0.58) Ekson 10
M694l1 / - 1 (%0.14) Ekson 10
K695R / - 2 (%0.29) Ekson 10
V726A/ - 1 (%0.14) Ekson 10
R761H/ - 1 (%0.14) Ekson 10
E148Q/ - 1 (%0.14) Ekson 2
A165A/ - 1 (%0.14) Ekson 2
R202Q/- 2 (%0.29) Ekson 2

Ayni 2 allelde mutasyon (Homozigot mutant)
M6801/M6801 1 (%0.14) Ekson 10
M694V/M694V 2 (%0.29) Ekson 10
D102D/D102D 15 (%22) Ekson 2
G138G/G138G 14 (%20.5) Ekson 2
A165A/A165A 14 (%20.5) Ekson 2
R202Q/R202Q 12 (%17.6) Ekson 2

Farkli 2 allelde mutasyon (Bilesik heterozigot)
M680I/M694V 1 (%0.14) Ekson 10
M6801/R202Q 3 (%0.44) Ekson 10/Ekson 2
D102D/A165A 1 (%0.14) Ekson 2
A165A/R202Q 1 (%0.14) Ekson 2
G138G/A165A 1 (%0.14) Ekson 2
G138G/R202Q 1 (%0.14) Ekson 2

Farkl1 3 ve tizeri allelde mutasyon
M6801/V726A/E148Q 1 (%0.14) Ekson 10/Ekson 2
D102D/G138G/A165A 7 (%10.2) Ekson 2
D102D/G138G/A165A /R202Q 10 (%14.7) Ekson 2
M694V/ A165A/R202Q/E148Q 1(%0.14) Ekson 10/Ekson 2
D102D/G138G/A165A /E148Q 2 (%0.29) Ekson 2
D102D/G138G/A165A /R202Q/ E148Q 2 (%0.29) Ekson 2
M6801/D102D/G138G/A165A /R202Q 1 (%0.14) Ekson 10/Ekson 2
R761H/ D102D/G138G/A165A /R202Q/E148Q 1 (%0.14) Ekson 10/Ekson 2

mutasyonlardan farkli olarak yeni bir niikleotid degi-
sikligi saptanmadi.

Calismamizda erkek ve kadin cinsiyetler arasin-
da MEFV geni ekson 2 ve ekson 10 gen bolgelerinde
belirlenen mutasyon ve tek niikleotid degisiklikleri
toplami arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmad: (p>0.05). Ancak kadin hastalarda A2080G
(M694V), (n=5, %14.7) ve G2040C (M680I), (n=4, %11.7)
mutasyonlart MEFV geni ekson 10 gen bolgesindeki
diger mutasyonlara oranla daha sik goriilmekteydi
(p<0.05). Erkek hastalarda ise MEFV geni ekson 10 gen
bolgesinde belirlenen mutasyonlarin goriilme siklik-
lar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu
(p>0.05), (Tablo 2).
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TARTISMA

Ailevi Akdeniz Atesi hastalar1 arasindaki erkek agir-
Iig1 (Arap populasyonunda %63, Ermeni populasyonun-
da %65.5, Yahudi populasyonunda %60-72) bir¢ok etnik
grupta ortaya konmasina ragmen, AAA'min her iki cin-
siyeti de benzer oranlarda etkiledigi bir¢ok calisma tara-
findan rapor edilmigtir.!? Tiirk AAA ¢alisma grubu!®
(hem yetigkinleri hem de ¢ocuklar: i¢eren hasta grubun-
da) ile Pasa ve ark.” caligmalarinda erkek:kadin oranini
1.2:1 olarak bildirmiglerdir. Diigiinsel ve ark.'? ise calig-
malarinda erkek:kadin oranini 1:1.3 olarak bulmuslar ve
bu sonucun istatistiksel olarak belirgin olmadigini ifade
etmiglerdir. Bizim ¢alismamizda erkek:kadin orami 1:1
olarak belirlendi. Ancak bizim ¢alismamizin temel amaci
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Tablo 2. Trakya populasyonu MEFV geni ekson 2 ve ekson 10 gen bolgelerinde
belirlenen mutasyon ve tek niikleotid degisikligi sikliklar1

Tek niikleotid Heterozigot Mutant Homozigot Mutant
degisimleri (n=68) (%) (n=68) (%)
Ekson 2 gen bolgesi Bay Kadin  Toplam Bay Kadin  Toplam
1 T306C* 1 13 24 5 10 15
2 A414G* 12 13 25 5 9 14
3 C495AF 13 15 28 5 9 14
4 G605A" 12 10 22 4 4 8
5  G442C* 5 3 8 - - -
Toplam 53 54 107 19 32 51
Ekson 10 gen bolgesi
1 G2040C™* 3 3 6 - 1
2 A2080G*** 3 3 6 - 2 2
3 G2082A™* 1 - 1 - - -
4 A2084G*** 1 1 2 - - -
5  T2177C*** 1 1 2 - - -
6 G2282A™* 1 - 1 - - -
Toplam 10 8 18 - 3 3

* Trakya populasyonunda belirlenen tek niikleotid degisiklikleri

** Literatiirde tanimlanmis MEFV geni ekson 2 gen bélgesine ait mutasyon
*** Literatiirde tamimlanmis MEFV geni ekson 10 gen bélgesine ait mutasyon

mutasyon sikliklarinin belirlenmesi oldugundan, calis-
maya her iki cinsiyet esit sayida dahil edildi. Cinsiyet
sayisinin bu sekilde rastgele olmayarak belirlenmis
olmasinin ¢alismamizin erkek:kadin orami sonucunu
istatistiksel olarak anlamsiz kildig1 6ngoériistindeyiz.

Calismamizin sonuglar: Tiirkiye’de Paga ve ark.nin!”
Giineydogu Anadolu Bolgesi'nde, Yigit ve ark.mn!™
Karadeniz Bolgesinde, Giinel-Ozcan ve ark.mn™ i¢
Anadolu Bolgesi'nde yapmis olduklari galismalarin
sonuglar: ile bazi farkhiliklar gostermektedir (Tablo 3).
Calisma sonuglar1 arasindaki bu farkliliklarin birden
fazla nedeni olabilir: 1- Calisilan hasta sayilariin ve
calismaya dahil olma kriterlerinin birbirinden farkl
olmasi, 2- Kullanilan laboratuar analiz yontemlerinin
farklilk gostermesi, 3- Aym cografyada dahi olsa bazi
bolgelerdeki etnik tabakalasmaya bagli olarak gelismis
olabilecek genetik polimorfik farkliliklar.

MEFV geni ekson 10 gen bolgesi mutasyonlari cogra-
fi bolgelerdeki goriilme sikliklarina gore siralandiginda:
Giineydogu Anadolu ve g Anadolu Bolgeleri'nde M694V,
V726A, M680I, Karadeniz Bolgesi'nde M694V, M680I,
V726A, K695R, R761H, M694V ve Trakya Bolgesi'nde
M694V, M680I, K695R, V726A, M694l, R761H seklin-
dedir.”31 Tiirkiye’de ti¢ farkli cografik bolgede yapil-
mis olan calismalarin yukarida belirtilen sonuglar ile
diger calismalarin sonuglari da dikkate alindiginda Ttiirk
populasyonunda MEFV geni ekson 10 gen bolgesinde en
sik goriilen mutasyon M694V’dir.""? Bizim ¢aligmamui-
zin sonucu da bu hipotezi destekler niteliktedir.

Calismamizda MEFV geni ekson 2 gen bolgesinde
belirledigimiz T306C, A414G, C495A, G605A tek niikle-
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otid degisimlerine Paga ve ark.'nin,” Yigit ve ark.’mmn,**!
Giinal-Ozcan ve ark. min"¥ yapmis olduklar1 ¢alismalar-
da rastlanmamugtir (Tablo 3). Yigit ve ark.'® caligmala-
rinda ARMS (amplification refractory mutation analy-
ses system) ve PCR-RFLP (polymerase chain reaction-
restriction fragment length polymorphism) metotlar:
ile 205 hastada MEFV geni ekson 10 gen bolgesinde
M694V, M680I, V726A mutasyonlarini, FMF StripAssay
(reverse hybridization assay) metodu ile de 79 hastada
MEFV geni ekson 2 gen bolgesinde E148Q), ekson 3 gen
bolgesinde P369S, ekson 5 gen bolgesinde F479L ve
ekson 10 gen bolgesinde M680I (G/C), M680I (G/A),
1692del, M694V, M6941, K695R, V726A, A744S, R761H
mutasyonlarim aragtirmiglardir. Paga ve ark.” 119 hasta-
da, Giinal-Ozcan ve ark.'¥ 136 hastada FMF StripAssay
metodu ile MEFV geni ekson 2 gen bolgesinde E148Q),
ekson 3 gen bolgesinde P369S, ekson 5 gen bolgesinde
F479L ve ekson 10 gen bolgesinde M680I (G/C), M680I
(G/A), 1692del, M694V, M6941, K695R, V726A, A744S,
R761H mutasyonlarini arastirmuslardir. Bilindigi tizere
ARMS ve PCR-RFLP metotlar: ile sadece arastirmaci
tarafindan belirlenen gen bélgelerine ait mutasyonlar
aragtirilabilirken, FMF StripAssay metoduyla kullanilan
kitin igeriginde mevcut olan gen bolgelerindeki mutas-
yonlar aragtirilabilmektedir. Oysa otomatize DNA dizi
analizi metodu ile ilgili gen bolgesine ait tiim niikle-
otid dizisi belirlenebilmekte ve dolayisiyla daha 6nce
belirlenmemis olan, literatiirde yer almayan niikleotid
degisiklikleri de saptanabilmektedir. Bu baglamda ¢alis-
mamizda kullanmis oldugumuz otomatize DNA dizi
analizi metodu diger calismalarda tercih edilmis olan
ARMS, PCR-RFLP ve FMF StripAssay metotlarina gore
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Tablo 3. Tiirkiye’deki baz1 cografi bélgelere gore MEFV geni ekson 2 ve ekson 10 gen bdlgeleri mutasyon ve tek
niikleotid degisikligi sikliklar1

Trakya Bolgesi Giineydogu Anadolu Karadeniz Bolgesi I¢ Anadolu Bolgesi
populasyonu Bolgesi populasyonu populasyonu populasyonu

Homozigot Heterozigot =~ Homozigot Heterozigot Homozigot Heterozigot Homozigot Heterozigot

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Ekson 2 gen bolgesi
T306C 15 (22) 24 (35.2) - - - - - -
A414G 14 (20.5) 25 (36.7) - - - - - -
C495A 14 (20.5) 28 (41.1) - - - - - -
G605A 12 (17.6) 22 (32.3) - - - - - -
E148Q - 8 (11.7) 3(2.52) 21 (17.64) 1(0.2) 19 (0.3) 1(0.07) 17 (1.25)
Ekson 10 gen bolgesi
M680I 1(0.14) 6 (0.88) 4 (3.36) 3(2.52) 30 4.8) 41 (6.6) 1(0.07) 9 (0.66)
M694V 2(0.29) 6 (0.88) 17 (14.28) 21 (17.64) 119 (19) 93 (14.9) 2(0.14) 13 (0.95)
M6941 - 1(0.14) - 6 (5.04) 1(0.2) - - -
K695R - 2(0.29) - - - 5(0.8) - -
V726A - 2(0.29) 2 (1.68) 12 (10.08) - 13 (2.1) - 11 (0.80)
R761H - 1 (0.14) 1(0.08) 1(0.08) - 3(0.5) - -

daha yiiksek maliyete sahip olsa da ¢ok daha hassas bir 14 AAA hastasindan R202Q homozogit olan 12’sinin
molekiiler genetik analiz metodudur. hastaliga neden olan bagka bir mutasyon tagimadigim
belirlemigler ve bu sonuglara baglh olarak R202Q homo-
zigotlugunun Yunan populasyonunda AAA fenotipi ile
iligkili oldugunu ifade etmiglerdir. Biz de ¢alismamizda
sadece ekson 2 gen boélgesinde niikleotid degisiklikleri
tastyan 31 AAA hastasindan R202Q homozogit olan
dordiiniin (%1.3) beraberinde T306C, A414G, C495A
niikleotid degisikliklerini (yukarida da belirtildigi tizere
“es anlamli” niikleotid degisiklikleri) homozigot olarak

MEFV geni ekson 2 gen bélgesinde saptadigimiz
T306C, A414G, C495A tek niikleotid degisimleri bir ami-
noasidi belirleyen ticlii genetik sifreyi (kodon) degistirse
de tagiyicr RNA (t-RNA) diizeyinde translasyonu ger-
geklesen aminoasidin yapisinda [D102D, G138G, A165A]
degisiklik olusturmayan esanlaml niikleotid degisiklik-
leridir." Ancak ¢alismamizin sonuglar1 genotip-fenotip
iligkisi yoniinden degerlendirildiginde, sadece ekson 2 g ’
gen bolgesinde T306C, A414G, C495A esanlamli niikle- tasidiklarini ve has.tahgé neden olan t.)a.gka bir mutasyon
otid degisikliklerini bilesik heterozigot (2 allelde 2 farkl ta§1.mad1kvlar1m belfﬂedlk'. Bununla birlikte, R202Q hete-
niikleotid degisikligi tagiyan) olarak tagtyan hastalarin rOZlgotlugumfn saghk}l bireyler arasinda OI_dUkQaHSllf ve
da AAA'nin klinik belirtilerini tagidiklar: goriildii. Bu zararsiz F)ldugu, bu yuzdlen RZQZQ heterozigotlugu icin
baglamda hastalarda goriilen klinik belirtilerin sade- yar:.arh bir etki diistintilebilecegi, bl%nun yaninda, Saghkf
ce bilegik heterozigotluktan kaynaklanabilecegini ifade It bireyler arasinda R202Q homozigotlugunun géreceli

edebilmek icin MEFV geninin diger eksonlarimin da yoklugunun potansiyel bir dozaja bagl geciktirici etkiyi
otomatize DNA dizi analizi metodu ile calisilmasina yansttabilecegi iddia edilmektedir.®! Elde edilen bu bil-
ihtiyag vardr. giler neticesinde G605A niikleotid degisikliginin Trakya

populasyonunda AAA hastaligi fenotipi ile iligkisinin
belirlenebilmesi i¢in hem hasta hem de saglikli kontrol
grubunda MEFV genine ait diger ekson bolgelerinin de
otomatize DNA dizi analizi metodu ile ¢alisilmasina

MEFV geni ekson 2 gen bolgesinde 605. niikleotidde
belirledigimiz guaninin adenine donitisiimii (G605A),
202. kodonda arjinin (Arg, R) aminoasidinin glutamin
(Glu, Q) aminoasidine déniisiimiine neden olarak, trans-

. - v e ihtiyag¢ vardir.
lasyonu gergeklesen aminoasidin yapisinda degisiklige
neden olmaktadir (yanlig anlamli mutasyon). Aldea Ailevi Akdeniz Atesi hastalar1 i¢in 6nemli olan bir
ve ark.! Ispanyol populasyonunda yapmis olduklari diger nokta ise MEFV geni ekson 10 gen bolgesindeki
calismalarinda R202Q aminoasit degisikliginin AAA mutasyonun genotipine gore amiloidoz gelisme riski-
ile iligkili olmadigini bildirmiglerdir. Giaglis ve ark.P! nin varligidir. Yigit ve ark.!¥! calismalarmda M694V /

ise Yunan populasyonunda MEFV geni degisimlerinin M694V genotipine sahip amiloidozlu hasta oranim %37
analizine yénelik yapmis olduklar: biiyiik bir kohort (14/38) olarak bulmusglar ve Tiirkiye’deki AAA hastalar
caligmasinda R202Q degisiminin homozigotlugunu arasinda M694V /M694V genotipinin amiloidoz igin bir
AAA hastalarinda %9.2 (14/152) oraninda ve saglikh risk faktorii oldugu sonucuna varmiglardir. Diistinsel ve
kontrollerde ise %0.7 (1/140) oraninda saptamuglardir. ark.” da 102 AAA hastasi ile yapmig olduklar: ¢alisma-
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larinda, hastalarin %45'inde (46/102) M694V /M694V
genotipinin amiloidoz ile iligkili oldugunu bulmuslardir.
Tekin ve ark."! ise caligmalarinda AAA’ya bagl amiloi-
doz gelisen 18 hastanin higbirinde M694V mutasyonunu
homozigot olarak saptamamusglar, 11 hastada sadece bir
allelde V726 A mutasyonunu (heterozigot mutant) rapor
etmiglerdir. Bizim ¢alismamizda ise 68 hastadan ikisi
(%0.29) M694V /M694V genotipine (homozigot mutant)
sahipti fakat amiloidoz gelisimi s6z konusu degildi. Bu
bilgiler 1s1g§1Inda mutasyonlarin amiloidoz olusumunu
aciklamada tek basina yeterli olmadigi, M694V homozi-
gotlugu olsun ya da olmasin tiim AAA hastalarimn risk
altinda oldugu, ¢alisma sonuglar1 arasindaki farklilik-
larin ise hastaliga tan1 konulma yas1 ve populasyonlar
arasindaki genetik polimorfik farkliliklar ile ilgili olabi-
lecegi sonucuna vardik.

Calismamizda analizler sonucunda mutasyon sap-
tanamayan ancak klinik olarak AAA tanis1 almis olan
18 (%26.4) hastada MEFV genine ait diger eksonlarm
ve gerekli goriildiigii takdirde intron-ekson birlesim
bolgelerinin de otomatize DNA dizi analizi metodu ile
calistlmasina ihtiyag vardir.

Sonug olarak Trakya populasyonunda MEFV geni
ekson 2 ve ekson 10 gen bolgelerine ait mutasyonlarin
tastyicilik oranu yiiksektir ve bu hastalara mutlaka gene-
tik danigmanlik verilmelidir.
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