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OZET

Amac: Ailesel Akdeniz Atesi (FMF) otozomal resesif gecis gosteren ve klinik olarak periyodik karin
adrisi, ates, artralji/artrit ve deri dokiintileri ile kendini gdsteren bir hastaliktir. Hastaligin prevalansi
Tiirkler, Ermeniler, Araplar ve Sefardik Yahudilerde yiliksektir. Sorumlu gen olarak bildirilmis olan
pyrin geninde, bugiine kadar bir¢cok mutasyon tanimlanmistir. Bu ¢alismada, Tokat bélgesinde FMF 6n
tanis1 konan olgularda, pyrin geninde en sik goriilen 12 mutasyon (E148Q, P369S, F479L, M680I (G/C),
M680I (G/A), 1692del, M694V, M6941, K695R, V726A, A744S ve R761H) tarandi.

Gerec ve Yontem: MEFV genindeki mutasyonlarin tespiti ViennaLab FMF StripAssayTM Kiti kullanilarak
yapildi. Strip mutasyon analiz ydbntemi kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH), FMF, Colyak gibi hastaliklarla
iliskili genlerdeki pek ¢cok mutasyonu tespit edebilen bir metotdur.

Bulgular: Periyodik karin adrisi, ates ve artralji/artrit sikayeti ile Klinidimize basvuran 929 hasta
calismaya alindi. Bu hastalarin 375’i ¢cocuk, 554’ti de yetiskin idi. Arastirma sonucu, 432 hastada
(%46.5) heterozigot/homozigot mutasyon tespit edildi. 233 hastada M694V (45 adet homozigot),
88'inde M680I (G/C) (7 adet homozigot), 90''Inda E148Q (1 adet homozigot), 49'unda V726A (1 adet
homozigot), 21’inde R761H (1 adet homozigot) mutasyonu tespit edildi. Hastalardan 940 iki, 2’si li¢
mutasyon bulundurmakta idi.

Sonuc: Turk toplumunda yapilan diger calismalarda gorildugu gibi, Tokat bolgesindeki olgularin
biliyllk ¢cogunlugunda M694V mutasyonuna rastlanmistir. Hastalarin %46.5'inde en az bir mutasyon
bulunmustur.

Anahtar Sozciikler: Ailesel Akdeniz Atesi, MEFV geni, Mutasyon analizleri

ABSTRACT

Objective: F amilial Mediterranean Fever (FMF) is an autosomal recessive disease and clinically
charecterized by periodic abdominal pain, fever, arthralgia/arthritis and skin lesions. The prevalance
of FMF is higher in Turks, Armenians, Arabs and Sephardic Jews. Wide variety of mutations have been
described in pyrin gene which is known to be responsible from FMF. In this study, 12 most frequent

Bu calisma, III. Uluslararasi Molekiiler Tip Kongresi (istanbul 2009)'nde poster olarak sunulmustur.
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mutations in pyrin gene (E148Q, P369S, F479L, M680I(G/C), MB80I(G/A), 1692del, M694V, M6941
K695R, V726A, A744S ve R761H) have been screened in the patients prediagnosed as FMF.

Material and Methods: Detection of mutations in pyrin gene was carried out by using Vienna Lakt
FMF StripAssayTM striped mutations screening kit. Strip mutation analyze technique is a method that
can determine the multiple mutations on genes associated with some diseases such as Cardiovascula
disease (CVD), FMF, Coeliac Disease.

Results: In this study 929 patient who attended to our clinic with periodic abdominal pain, fever and
arthralgia/arthritis were included. 375 of these patients were children and 554 of them were adult. As
a result, in 432 patients (46.5%) heterozygous/homozygous mutations have been detected. In 232
patients mutation M694V (45 number homozygous), in 88 patients mutation M6801 (G/C) (7 patient
homozygous), in 90 patients mutation E148Q (1 patient homozygous), in 49 patients mutation V726A
(1 patient homozygous), in 21 patients mutation R761H (1 patient homozygous) has been observed.
94 of patients had 2 mutations and 2 of patients had 3 mutations.

Conclusion: As a result In Tokat region M694V mutation has been detected in most of the cases as
reported from other studies in Turkish population. In 46,5% of all patients at least one mutation has

been detected.
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GiRi$

Ailesel Akdeniz Atesi (AAA; Familial medi-
terranean Fever FMF) otozomal resesif gecis
gosteren ve Klinik olarak periyodik karin
adrisi, ates, artralji/artrit ve deri dokiintiileri
ile kendini gdsteren bir hastaliktir. Hastalar
ates ve agn ataklan gecirirler. Ataklarin stresi
ve tipi; mutasyon, etnik kdken ve Kolsisin
Kullanimina oldugu kadar yasa ve cinsiyete
gore de farkhliklar gosterir. Bazi olgularda
dgelisen amiloidoz, hastaligin yasami tehdit
eden en 6nemli komplikasyonudur (1,2).

Hastalik, en sik Tuirkler, Ermeniler, Araplar
ve Sefardik Yahudilerde gorulmektedir (3).
Sorumlu gen olarak bildirilmis olan pirin
dgeninde, buguine kadar bircok mutasyon ta-
nimlanmistir (4). FMF olgularinin etiyoloji-
sinde rol alan MEFV genindeki mutasyon-
larin sayis1 ve c¢esidi toplumlar arasinda
degisiklik gostermektedir (5-7). FMF’'in ulke-
mizde gorulme sikh@ 1/1000 olarak bilin-
mektedir. Tasiyiciik orani ise degisik aras-
tirmalarda %15-34 olarak rapor edilmistir.
Tirk toplumunda yapilan ¢alismalarda en sik
karsilasilan dort mutasyon E148Q, M680I,
M694V, V726A olarak bildirilmistir (1,8).

MEFV geni 16. kromozomun Kkisa kolunda
(16pl3.3) lokalize olmustur ve 781 amino-
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asitli bir p rotein (pirin) kodlamaktadir. Pirin
proteinin FMF ataklar sirasinda inflamasyon
yerinde norofillerin aktivitesi ve inflamasyo-
nun inhibe edilmesinde rol aldi@i belirtil-
mektedir. Bu bulgulara ragmen yine de
FMF’in Kesin patogenezi anlasilamamistit
(6,9). MEFV geninin belirlenmesi FMF'in tani-
s1 icin molekiiler ¢calismalara olanak sagdla-
mustir. Molekiuler testler FMF hastasi oldugu
daha 6nceden bilinen hastalarin risk tasiyan
kardeslerinin belirlenmesi ve Kkolsisin teda-
visine zamaninda baslanmasi bakimindan
da 6nem tasimaktadir (2).

Simdiye kadar MEFV geninin ¢ok sayida
mutasyonu bulunmustur (3). MEFV geninin
Klonlanmasiyla bulunan en yaydin 4 mutas
yon sOyledir:

1. Metionin yerine valin gecmistir. (M 694 V)
2. Valin yerine alanin gecmistir. (V726 A)
3. Metionin yerine izoldsin ge¢cmistir. (M 680 I)
4. Metionin yerine iz616sin gegmistir. (M 694 )

Bu calismada, Tokat bélgesinde FMF 6n tanisi
konan olgularda, pyrin geninde en sik goru-
len 12 mutasyon (E148Q, P369S, F479L,
M680I (G/C), M6801 (G/A), 1692del, M694YV,
M6941, K695R, V726A, A744S ve R761H)
tarandi. Elde edilen sonugclar veriler 1siginda
yorumlandi.
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GEREC VE YONTEM

Gaziosmanpasa Universitesi Saghk Arastirma
ve Uygulama Merkezi Dahiliye ve Cocuk
Saghdi ve Hastaliklan Poliklinigine periyodik
Karin agrisi, ates ve artralji/artrit sikayeti ile
basvuran 929 hasta ¢calismaya alindi. Hasta-
lara yapilacak islemin amaci ve yapilacak
islemler anlatilarak yetiskin hastalarin kendi-
sinden cocuk hastalarin
yazili izinleri alindi. Hastalardan 2 mL ven6z
kan 6rnedi EDTA iceren tuplere alindi. Bu
amacla alinan kan o6rneklerinden standart

ise velilerinden

yontemlerle DNA izolasyonu yapildi. Uygun
primer kullanilarak klasik PCR yOntemi ile
DNA’lar ¢ogaltildi ve MEFV genindeki mutas-
yonlar ViennaLab FMF StripAssay™ ticari
Kiti (ViennaLab Labordiagnostika) kullanila-
rak tespit edildi. Bu islem asagidaki surec-
leri icermektedir;

* DNA izolasyonu; Gen polimorfizmini tespit
etmek icin alinan kan érneklerinden invi-
tek marka invisorb Spin Blood Mini Kit
Kullanilarak tam kandan DNA izolasyonu
yapildi. Elde edilen materyal genomik DNA
olarak MEFV mutasyonu ic¢in kullanildi.

* PCR; Biotinle isaretlenmis primerler kulla-
nilarak PCR amplifikasyonu yapildi.

* Hibridizasyon; Uzerinde paralel sekilde
yerlestirilmis allele spesifik oligontikleotid
problar bulunan stripler lizerine amplifiye
edilmis PCR {runlerinin hibridizasyonu
yapildi. Hibridizasyon sirasinda denatiire
edilmis amplikon, stribe yapistirimis gen
problarina baglanir. Oldukca spesifik ylkama
islemi sirasinda, sekans problar, cogaltil-
mis DNA ile %100 uyumlu ise hibridlerin
hayatta kalmasini sagdlar. Bagl biotinle
isaretlenmis sekanslar, streptavidin alka-
len fosfataz ve renk substrati kullanilarak
belirlenir ve bant yapisi analiz edilir. Bu
asamalardan sonra striplerde olusan renk-
lenmeye goére DNA'nin baglandidi yerlere
gore hastada mutasyon varli@i ya da yok-
lugu tespit edildi.
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FMF'de Sik Gériilen Mutasyonlar
BULGULAR

Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Dahiliye ve Cocuk poliklinigine
FMF On tanisi ile gelen 929 hastanin 375’ si
cocuk, 554’0 de yetiskin idi. Arastirma so-
nucu, 432 hastada (%46,50) heterozigot/
homozigot mutasyon tespit edildi. 233 has-
tada M694V (45 adet homozigot), 90'Inda
E148Q (1 adet homozigot), 88'inde M680I
(G/C) (7 adet homozigot), 49'unda V726A
(1 adet homozigot), 21’'inde R761H (1 adet
homozigot) mutasyonu tespit edildi. Bu
hastalarin Tokat bdlgesinde bulunanlardan
186’sinda M694V (34 adet homozigot),
74'inde M680I (G/C) (6 adet homozigot),
74tiinde E148Q (1 adet homozigot), 38’sin-
de V726A (1 adet homozigot), 17’sinde
R761H mutasyonu gorildu. Cocuk hasta-
larin 98'i M694V (21 adet homozigot), 32’si
M680I1 (G/C) (2 adet homozigot), 40’1 E148Q,
16’s1 V726A, 8’i R761H mutasyonlarini tagi-
dig1 goruldi. Yetiskin hastalarin 135’i M694V
(24 adet homozigot), 56’s1 M680I (G/C) (5
adet homozigot), 50’si E148Q (1 adet homo-
zigot), 33’ V726A (1 adet homozigot) ve
13t R761H (1 adet homozigot) mutasyon-
larimi tasidigi goéruldu. Ayni anda iki mutas-
yon tasiyan hasta sayisi 94, i mutasyon
tasiyan hasta sayisi ise 2 olarak belirlendi.
Tablo 1’de hastalann yerlesim yerleri, hasta
sayilart ve MEFV gen mutasyon dagilim oran-
lan verilmistir.

TARTISMA

FMF etyopatogenezi tam olarak bilinmemek-
tedir. Etnisite, cevresel faktOrler ve genetik
yakinlik olarak bir¢cok etken FMF etyopato-
genezinde etkin rol oynamaktadir. FMF non-
spesifik periyodik karin ve gogdus agdrisi, agri
ile eslik eden ates ve artrit sikayetleri ile
tanida zorlanilan bir hastaliktir. Bu nonspe-
sifik semptomlar ile ayirici taninin zorlugu
sebebi ile FMF hastaliginin ayirici tanisinda
molekiler testlerin 6nemi daha da artmak-
tadur.
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Tablo 1. Tokat ili ve Tokat disindan FMF Mutasyonu bulunan Dahiliye ve Pediatri hastalan sayisi.

Bolgeye gore say1 ve oranlar

Yaga gore say1 ve oranlar

MutasyonAdi Say1/Oran Bolge Toplam  Hetero-Zigot Homo-Zigot Yas Toplam  Hetero-Zigot Homo-Zigot
M694V 233 (%25.08) Tokat 186 (%20.02)152 (%1636) 34 (%3.65) Cocuk 98 (%10.54) 77 (%8.28) 21 (%2.26)
Tokat Dis1 47 (%5.05) 36 (%3.87) 11 (%1.18)  Yetiskin 135 (%14.53)111 (%11.94) 24 (%2.58)
E148Q 90 (%9.68) Tokat 74 (%7.96) 73 (%7.85) 1 (%0.10) Cocuk 40 (%4.30) 40 (%4.30) -
Tokat Dis1 16 (%1.72) 16 (%1.72) - Yetiskin 50 (%5.38) 49 (%5.27) 1 (%0.10)
M680I1(G\C) 88 (%9.47) Tokat 74 (%7.96) 68 (%7.31) 6 (%0.64) Cocuk 32 (%3.44) 30 (%3.22) 2 (%0.21)
Tokat Dig1 14 (%1.50) 13 (%1.39) 1 (%0.10)  Yetiskin 56 (%6.02) 51 (%5.48) 5 (%0.53)
V726A 49 (%5.27) Tokat 38 (%4.09) 37 (%3.98) 1 (%0.10) Cocuk 16 (%1.72) 16 (%1.72) -
Tokat Dist 11 (%]1.18) 11 (%1.18) - Yetiskin 33 (%3.55) 32 (%3.44) 1 (%0.10)
R761H 21 (%2.26) Tokat 17 (%1.82) 17 (%1.82) - Cocuk 8 (%0.86) 8 (%0.86) -
Tokat D151 4 (%0.43) 3 (%0.32) 1 (%0.10)  Yetiskin 13 (%1.39) 12 (%1.29) 1 (%0.10)
P369S 20 (%2.15) Tokat 12 (%1.29) 12 (%1.29) - Cocuk 11 (%1.18) 11 (%1.18) -
Tokat Dis1 8 (%0.86) 8 (%0.86) - Yetiskin 9 (%0.96) 9 (%0.96) -
A744S 14 (%1.50) Tokat 13 (%1.39) 13 (%1.39) - Cocuk 3 (%0.52) 3 (%0.52) -
Tokat Dis1 1 (%0.10) 1 (%0.10) Yetiskin 11 (%1.18) 11 (%]1.18)
K695R 6 (%0.64) Tokat 4 (%0.43) 4 (%0.43) - Cocuk 2 (%0.21) 2 (%0.21) -
Tokat Dist 2 (%0.21) 1 (%0.10) 1 (%0.10)  Yetiskin 4 (%0.43) 3 (%0.32) 1 (%0.10)
M680I (G\A) 2 (%0.21) Tokat 2 (%0.21) 2 (%0.21) - Cocuk 1 (%0.10) 1 (%0.10) -
Tokat Dis1 - - - Yetigkin 1 (%0.10) 1 (%0.10) -
F479L 6 (%0.64) Tokat 4 (%0.43) 4 (%0.43) - Cocuk 3 (%0.32) 3 (%0.32) -
Tokat Dis1 2 (%0.21) 2 (%0.21) - Yetiskin 3 (%0.32) 3 (%0.32)
M6941 1 (%0.10) Tokat 1 (%0.10) 1 (%0.10) - Cocuk 1 (%0.10) 1 (%0.10) -
Tokat Dis1 - - - Yetiskin - - -
1692 del Tokat - - - Cocuk - - -
Tokat Dig - - - Yetiskin - - -

Bugiine kadar MEFV geninde yaklasik 140
mutasyon belirlenmistir mutasyonlarin ¢cogun-
lugu yanlis anlamh (missens) mutasyon
olmak uzere, bir anlamsiz (nonsense) ve Ug¢
delesyon ve iki insersiyon mutasyonlari da
tanimlanmistir (10). Bunlardan 680. kodon-
da M680I (G/A), M680I (G/C), M680L olmak
tizere U¢ adet mutasyon saptanmis, 694.
Kodonda ise dort adet (M694V, M694l,
M694del, M694L) mutasyon bulunmustur.
Bunlardan 10. ekzonda bulunan dért (M680I,
M694V, M694I1, V726A) ve 2. ekzonda bulu-
nan bir (E148Q) mutasyon olmak tizere
toplam 5 mutasyon hastaliqin sik géruldugu
toplumlardaki mutasyonlarin %85’ini kapsa-
maktadir (10-12). Mutasyonlarin yayginhdi
incelenen popilasyonlarda farkli frekans-
lara sahiptirler (13). Klinik tablonun agirhgi,
hastaligin erken yasta ortaya c¢ikmasi, ve
FMF’'in komplikasyonu olan amiloidozisin
en sitk M694V mutasyonlu hastalarda gelis-
mesi M694V homozigotlugu ile yakindan
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ilgili bulu nmustur (14-16). Laboratuarimiza
gelen hem yetiskin hem de ¢cocuk hastalarin
buyiik ¢ogunlugunda M694V mutasyonu goz
lenmistir (yetiskinlerde %25.08, ¢ocuklarda
%10.54). Bu mutasyon, hem Tokat'ta oturar
hem de Tokat disindan basvuran hastalarda
diger mutasyonlara gére daha fazla gorul-
FMF hastalarinda MEFV mRNA
ekspresyonu saglikli Kisilere gore dusiik
duzeyde bulunmustur (17). En dusuk MEFV
mRNA diizeyi M694V mutasyonu ile iliskili-
dir, E148Q mutasyonu ise en yliksek MEFV
mRNA seviyesi ile iligkilidir (18). E148Q
mutasyonu en az penetrasyon gosteren FMF
mutasyonudur, homozigot E148Q olgulari-
nin %>55’i asemptomatik olup, bu hastalarda
amiloidoz gelismemektedir. E148Q mutas-
yonunun hastaliga yol acan bir mutant ol

mektedir.

maktan ziyade bir sekans varyanti oldugu
ileri stirilmustur (19,21). Bizim ¢calismamiz-
da hem yetiskinlerde hem de cocuklarda
ikinci siklikta gériilen E148Q mutasyonudur
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(%9.68). Bolgemizde hem cocuklarda hem
de yetiskinler de ucilnciu siklikta goriilen
mutasyon M680I (G\C)’'dir (%9.47).

FMF hastalarinda bu calisilan mutasyonlar-
la, Klinik bilgilerinin karsilastirlldigi, mutas-
yon sayisl ve tipi ile atak sayisi ve suresi
arasindaki korelasyon bilgilerinin karsilasti-
rnldigi, hastalilk komplikasyonlarn ile mutas-
yon iliskisinin gosterildigi daha ileri calisma-
lara ihtiya¢ vardir. Hasta sayimizin yeterli
saylya ulasmasi ile bahsedilen ileri calisma-
lar yapilabilecektir.

Sonug olarak; Turk toplumunda yapilan diger
¢alismalarda goraldigia gibi, Tokat bolgesin-
deki olgularin biiyiik cogunlugunda M694V
mutasyonuna rastlanmistir. Hastalarin %46.50'
sinde en az bir mutasyon, %10.11’inde iki
mutasyon ve %0.21’'inde u¢ mutasyon bu-
lunmustur. FMF hastaliginin tanisinin gug
konulabilmesi, tedavisinin tam bir remisyon
saglamamasi ve uzun Yyilar medikal teda-
viye gerek duymasi hem de komplikasyon-
larinin ¢ok agdir seyretmesi sebebi ile mutas-
yon taramasi ile mutasyonlarin erken dénem-
de tespit edilmesi hem ekonomik hem is
gucu kaybinin azalmasi ve hastalarin erken
doénemde tedavi edilmelerine yardimci ola-
bilecektir.
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