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OZET

Ailesel Akdeniz Atesi (AAA) ataklar halinde gelen ates ve ona eslik eden serdz
zarlarin inflamasyonu, “peritonit®, “artrit”, “plorit” ve “erizipel benzeri eritem” ile karakterize
otozomal resesif gecisli herediter bir hastaliktir.

MEFV geni mutasyonlar1 saptanan hastalar genis bir fenotipik yelpazede karsimiza
cikmakta ve farkli bulgu ve siddette AAA tanisi almaktadirlar. Bu ¢alismada mutasyonlarinin
AAA’ne neden oldugu MEFV geninin, transkripsiyon ve translasyon iiriinlerinin kantitatif
Olclilmesi ve metilasyon durumunun incelenmesi, bu verilerin fenotip lizerine etkilerinin
saptanmast amaglandi. Bu amag¢ dogrultusunda MEFV geninin gen ekspresyonu mRNA ve
protein diizeyinde 6l¢iildii ve metilasyon oranlart belirlendi.

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Cocuk Nefroloji poliklinigine bagvuran 40
FMF hastas1 ve Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dal1 polikliniklerine kontrol amagh
basvuran 32 saglikli kontrol ¢aligmaya dahil edildi.

Hasta ve kontrol grubu MEFV mRNA seviyeleri karsilastirildiginda, hasta grubunda
ekspresyon seviyesinin istatiksel olarak anlamli (p= 0.049) oranda azaldig1 gosterildi. Bu
sonucla uyumlu olarak hasta grubunda pyrin seviyesinin de istatiksel olarak anlamli (p:0.037)
oranda azaldig1 goriildii. Hasta grubu ve kontrol grubu metilasyon oranlart karsilastirildiginda
hasta grubunda metilasyonun daha yiiksek oldugu ancak bu farkin istatiksel olarak anlamli

(p:0.376) olmadig saptandi.

Calismaya katilan hastalar oncelikle MEFV geninde iki ya da daha ¢cok mutasyon
tastyan (grup Al) ya da MEFV geninde sadece 1 mutasyon tasiyan hastalar (grup A2) olmak
iizere iki gruba ayrildi. Gruplar hastalik baslangic yasi, atak sikligi, tedavi yaniti, ates
yiiksekligi, karin agrisi, gogiis agrisi, eklem agrist ve erizipel benzeri eritem gibi bulgularin
varlig1 acisindan karsilastirildi. Iki grup arasinda yalnizca tedaviye yamit agisindan istatiksel

olarak anlamli diizeyde fark saptand1 (p= 0.021).

Ek olarak, literatiirde Tiirk toplumunda en sik goriilen mutasyon M694V olmasi ve
AAA Kkliniginin agirhigiyla iligkili bulunmasi nedeniyle grup 1°deki hastalar M694V
homozigot olanlar ve olmayanlar olarak 2’ye ayrilarak klinik ve laboratuar sonuglari
karsilagtirildi. M694V homozigot olan grupta metilasyon orani hafif (p= 0,07) diizeyde diisiik
olup bu oran istatiksel olarak anlamli degildi. Ekspresyon ve pyrin diizeyleri arasinda da

istatiksel olarak anlaml1 fark saptanmadi.



Hastalar AAA’deki agir fenotip ile iligkili oldugunu bildigimiz M694V mutasyonu ve
hafif klinikle iligkili oldugu gosterilmis olan R202Q mutasyonu varligina gore siniflandiginda
da, klinik siddet, mRNA, pyrin diizeyi ve metilasyon oranlari arasinda farkliliklar
saptanmasina ragmen higbiri istatistiksel olarak anlamli degildi. Ancak bu sonuglar
yorumlanirken hasta sayimizin kisitlhiligi ve mutasyon dagiliminin genisliginin de gz oniinde

bulundurulmasi uygun olacaktir.



SUMMARY
Familial Mediterranean Fever (FMF) is an autosomal recessively inherited disease which is
characterized with periodic fever and inflammation of the serous membranes such as

‘peritonitis’, ‘arthritis’,’pleuritis’ and ‘erysipelas-like erythema’.

Patients with MEFV gene mutations show wide phenotypic variations and are diagnosed with
FMF with different symptoms and severity. Quantitative measures of the products of
transcriptions and translations of MEFV gene, investigating of the methylation status and
determining the effect of these factors on phenotype was aimed in this study. For that purpose
gene expression of the MEFV gene was measured at the level of mRNA and protein and the

methylation rates were determined.

Forty FMF patients who consulted in Dokuz Eylul University, Faculty of Medicine, Division
of Pediatric Nephrology and 32 healthy children who consulted for control in various clinics
in Dokuz Eylul University, Faculty of Medicine, Department of Pediatrics were included in

the study.

When the levels of MEFV gene expression were compared between patients and healthy
controls, it was seen that the expression levels were statistically significantly lower in the
patient group (p= 0.049). The pyrin levels were found statistically significantly lower in the
patient group when compared with the controls (p=0.037). Methylation rates were observed

higher in the patient group, but it was not statistically significant (p=0.376).

Patients were divided into two groups as Group Al (patients with 2 or more mutations of
MEFV gene) and Group A2 (patients with only one mutation of MEFV gene). These two
groups were compared in terms of disease onset, frequency of the attacks, treatment response,
severity of fever, stomachache, chest pain, arthralgia and erysipelas-like erythema. Only the
treatment response was found statistically significantly different in the Group 1 compared to

Group 2 (p=0.021).

As the M694V mutation is the most frequent mutation in the Turkish population and it is
related to the severity of FMF, the patients in Group 1 were divided into 2 groups as M694V
homozygote and others. The clinical and laboratory findings were compared between groups.

The methylation rate was found lower in the M694V homozygote group but it was not

3



statistically significant. There was no statistically significant differences between groups in

expression and pyrin levels.

When the patients were grouped as severe phenotype related M694V mutation and mild
phenotype related R202Q mutation there were no significant difference between groups in

terms of mRNA, pyrin levels and methylation rates.

It should be taken into account the limited number of the patients and wide range of mutations

while interpreting our results.



1. GIRIS VE AMAC

Ailesel Akdeniz Atesi (AAA) ataklar halinde gelen ates ve ona eslik eden serdz
zarlarin inflamasyonu, “peritonit®, “artrit”, “plorit” ve “erizipel benzeri eritem” ile karakterize
otozomal resesif ge¢isli herediter bir hastaliktir. Bu hastalik Akdeniz bélgesinden kdken alan
populasyonlarda; Tiirkler, Ermeniler, Askenazi olmayan Yahudiler ve Araplarda yaygin

olarak gorilir (1;2).

AAA semptomlart genellikle hayatin ilk on yilinda ortaya c¢ikar. Hastalarin %
80’inden fazlasinda cocukluk ve ergenlik doneminde, % 5‘inde ise 30 yasindan sonra

gorilmektedir (3).

Ates ve serozit ataklar1 1-4 gilin stirer ve kendiliginden kaybolur. Ataklar arasinda
hastalar genellikle semptomsuzdur. Tekrarlayan ataklar, menstriiasyon, stres, agir fiziksel
aktiviteler ve enfeksiyonlara bagli olarak siklasabilir. Ataklarin siklig1 ve siddeti hastalar
arasinda, hatta hayatlarinin farkli periyotlarinda dahi degisiklik gdsterebilmektedir. Hastaligin
siddeti genellikle yas ile azalmaktadir (4). AAA’nin en 6nemli ve prognozu belirleyen
komplikasyonu amiloidozistir (5; 6). Amiloidozis genellikle bdbrekte olusmakla birlikte

progresyon gostererek renal yetmezlige yol agabilmektedir (7).

AAA Kklinik olarak 2 fenotipe ayrilir: Fenotip 1 peritonit, sinovit, plorezi ve nadiren
perikardit ve menenjit epizodlari ile iliskilidir. Fenotip 2 olarak gruplanan hastalarda ise tipik
AAA ataklar1 olmadan amiloidoz gelisimi gozlenir. Tanida Tel-Hashomer kriterleri
kullanilmakta ve kesin tan1 i¢in 2 major veya 1 major, iki mindr kriter; muhtemel tan1 i¢in de

1 major ve 1 mindr kriter gerekmektedir.

AAA’dan sorumlu gen 1991 yilinda 16. Kromozomun kisa kolunda tanimlanmis ve
1997 wyilinda ilk kez klonlanmistir (8). MEFV (Mediterranean Fever) geni olarak
isimlendirilen bu genin, pyrin/marenostrin adi verilen bir proteini kodladig1 gosterilmistir.
Pryin/Marenostrin inflamasyonda, IL-13 maturasyonu ve NF-kappa B aktivasyonu saglayan
kaspase-1’1 aktive ederek rol oynar (9; 10). MEFV geninde hastalifa yol acan ¢ok sayida
mutasyon bildirilmistir. Bunlardan en sik goriilen 5 tanesi; M694V, M6941, M680I, V726A
ve E148Q olup, AAA Kklinigiyle basvuran hastalarin yaklasik olarak % 80’inden sorumlu
bulunmustur (11; 12).

DNA metilasyonu en sik goriilen epigenetik mekanizma olup biiyiik oranda genlerin

CpG adalarindaki sitozin bazlarinda meydana gelmektedir (13). Metilasyon, RNA polimeraz



2 transkipsiyon uzamasinin engellenmesi ile transkripsiyonel sessizlige neden olmaktadir
(14). AAA hastalar1 ve kontrol grubu karsilastirildiginda, AAA mutasyonu saptanan
hastalarda mRNA ekspresyonun azaldigin1 gosteren calismalar var olmasina ragmen,

hastalarda mRNA ekspresyonun arttig1 da rapor edilmistir (15; 16).

MEFV geninde saptanan farkli mutasyonlarin, klinik olarak degisken fenotipe sahip
olabilecegi bilinmektedir. Ornegin homozigot M694V mutasyonu saptanan bireylerde daha
agir klinik gozlenmektedir. Bunun yaninda AAA tanis1 almig hastalarin belirlenen genotipleri
benzer olmasina ragmen (hatta ayni anne ve babadan olup, ayni mutasyonlar1 tagimalarina
ragmen) belirgin klinik farkliliklar gosterebildikleri de bilinmektedir. Biz calismamizda
toplumda en sik goriilen AAA mutasyonlarinda, DNA metilasyonunun hastaligin fenotipi ve
klinik seyir ile olan iliskisini arastirmayi planladik. Mutasyon analizi sonuglarma gore
siiflanan hastalarda, MEFV geni metilasyon paterni ve ekspresyon analizlerini yaparak,

metilasyon oranlarinin mutasyonlara ve klinige etkisini analiz ettik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Ailesel Akdeniz Atesi

2.1.1. Tanim

Ailesel Akdeniz atesi (AAA; Familial Mediterranean Fever, FMF) kalitsal periyodik
ates sendromlarmin en sik goriilenidir (17). AAA, ozellikle Akdeniz etrafinda yerlesim
gosteren Yahudileri, Araplari, Tirkleri ve Ermenileri etkiler. Hastaliga diinyanin farkli
bolgelerinde de nadir olarak rastlanilir (18). AAA; otozomal resesif kalitimli, akut, kendini
sinirlayan ates ataklari ile karakterize, inflamatuar bir hastaliktir. Bu ataklara genellikle steril

bir peritonit, plorit, mono veya oligo-artikiiler artrit ve/veya deri dokiintiileri eslik eder (19).

2.1.2. Tarihgesi

Hastalik ilk kez 1908 yilinda Janeway ve Rosenthal tarafindan, tekrarlayan ates, karin
agrist ve lokositozu olan 16 yasinda Yahudi bir kizda “paroksismal bir hastalik” olarak
bildirilmistir. ilk olgudan sonra 1945 yilinda Amerikali arastirmaci Siegal,*’Benign
Paroksismal Peritonitis’” ad1 ile tekrarlayan ates ve karin agris1 ataklari ile seyreden bir klinik
antite tanimlamistir. Yaklagik bir y1l sonra Tiirkiye’den bir rapor bildirilmistir. 1948 yilinda
Reiman ‘Periyodik Hastalik® tanimlamasmi kullanmigtir. Rekiirren poliserozit, rekiirren
herediter poliserozit, periyodik peritonit literatiirde karsilasilan diger isimleridir. 1951 yilinda
Catton ve Mamou ailevi bir hastalik olduguna dikkati cekmisler ve 1956 yilinda ayni yazarlar
hastaligin otozomal resesif kalitildigin1 gostermislerdir Heller ve Sohar 1958 yilinda Ailevi

Akdeniz Atesi tanimini ilk kez kullanmiglardir (20; 21; 22)

1997 yilinda AAA’ne yol agan gen iki ayr1 grup tarafindan klonlanmistir. Uluslararasi
AAA Konsorsiyum’u ve Fransiz AAA Konsorsiyum’u 16. kromozomun kisa kolu 16p13.3’de
bir proteini kodlayan genin AAA hastaligi ile iliskili oldugunu belirlemislerdir. AAA
gelisiminden sorumlu tutulan bu gen “MEditerranean FeVer” (MEFV) geni olarak
adlandirilmakta ve {riinii olan proteine Uluslararas1 Konsorsiyum, ates (pyrexia)
patogenezindeki rolii nedeniyle ‘pyrin’, Fransiz Konsorsiyum’u ise ‘marenostrin’ (Mare

Nostrum, Akdeniz i¢in “Bizim Deniz”) adin1 vermektedir (1; 8; 23; 24)



Kolsisinin tedavideki faydalar1 1972 yilinda Goldfinger tarafindan ortaya konulmustur.
Goldfinger 25 ay siireyle kolsisin tedavisi alan hastalarinda ataklari onledigini gostermistir
(25). Kolsisin lizerine bir¢ok arastirma yapilmistir ve tedavinin temel tast olmustur. Kolsisinin

AAA hastalarinda amiloidozu 6nledigini gosteren birgok ¢alisma yapilmistir (26).

2.1.3. Epidemiyoloji

AAA‘nin diinya ¢apinda 150.000 iizerinde insani etkiledigi tahmin edilmektedir (27).
Tasiyicilik orant popiilasyonlara gore farkliliklar gosterir; Sefardik Yahudilerde 1:5,
Araplarda 1:16, Tiirklerde 1:5, Ermenilerde 1:7 ve Askenazi Yahudilerinde 1:11°dir.
Giinlimiizde popiilasyon hareketlerinden dolay1 diinyanin her tarafinda gézlenmektedir (28;
29). Non-Askenazi Yahudilerde AAA prevalansi 1:250 ile 1:500 arasinda degismektedir (28).
Hastaligin Tiirk popiilasyonundaki genel prevalansinin ~1:1073 oldugu tahmin edilmektedir
(30). Ulkemizde yaygmn olmakla birlikte, hastalarm gogu orta Anadolu kokenlidir ve orta
Anadolu‘da prevalansin 1:395 kadar yiiksek oldugu belirlenmistir (31).

AAA her iki cinsiyette de benzer oranlarda goriilmektedir. Ancak bazi ¢alismalarda

hastaligin erkeklerde daha yaygin oldugu rapor edilmektedir (1; 32).

AAA prevalanst gibi mutasyonlarin frekansi da, popiilasyonlar arasinda farkliliklar
gosterir. Ornegin M694V mutasyon sikhign Tiirkler’de %51.4 iken Japonya’daki AAA
hastalarinda hemen hemen hi¢ goriilmemektedir (Sekil 1) (33). AAA‘nin mutasyon
oranlarinin sadece etnik agidan farkli olmadigi, ayni etnik yapinin bolgesel gruplari arasinda
da farkliliklar bulundugu gosterilmistir. Tirk kokenli hastalarda AAA‘nin  genetik
heterojenitesi konusunda az sayida bilgi bulunmaktadir. Bazi1 bilgiler vakalarin cogunlugunun
diger etnik gruplarda hastaliktan sorumlu olan lokuslara atfedilebilecegini gdstermektedir.

Buna karsilik Tiirklerdeki mutasyonlarin orijini muhtemelen heterojendir (7; 23; 34; 35; 36).
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Sekil 3: AAA hastalarinda farkli popiilasyonlara goére mutasyon oranlarinin dagilimi (33).

AAA hastalarinda goriilen klinik tablo, MEFV genindeki mutasyon, diger genlerde
gozlenen degisiklikler, hastanin cinsiyeti, yerlesim bolgelerine has 6zel iklimsel ve cografik
ozelliklerin yaninda, genetik yapi1 ve nifuslarin demografik tarihi gibi multifaktoryel
etmenlerden de etkilenmektedir. Bu durum cevresel faktorlerin hastaligin klinik tablosu
iizerinde etkisinin olabilecegini, tek basina gen dizisindeki degisikliklerin klinik gidisten

sorumlu olamayacagi goriisiinii desteklemektedir (37; 36).

Cesitli populasyonlardaki mutasyon prevalanst ve AAA hastaliginin etnik kokenlerle
iliskisi hakkinda bugiine kadar az sayida aragtirma yiiriitiilmiistiir. Bu arastirmalar MEFV
mutasyonlarinin ~ orjinlerinin zamant ve yeri konusunda sadece dolayli kanitlar
gostermektedirler. Iki MEFV mutasyonunun kdkeni (M694V ve V726A) muhtemelen 2000-
2500 y1l Oncesine dayanmaktadir. Yiizyillar boyunca birbirinden ayrilan populasyonlarda
ozellikle Akdeniz ve Yakindogu bélgelerinde yasayan insanlarin antik donemdeki temaslari,

farkli MEFV mutasyonlarinin yayilimindaki roliinii aydinlatmaktadir (36) (Sekil 2).
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Sekil 4: MEFV mutasyonun popiilasyonlara gore dagilimi (33)

MEFV mutasyonlari ile ilgili yapilan ilk caligmalar, hastaliktan yaygin sekilde etkilenen
poplilasyonlara yani Araplara, Ermenilere, non-Askenazi Yahudilere ve Tiirklere
odaklanmistir. Sadece MEFV mutasyonlarinin prevalansinin yiiksek olmasindan dolay1 degil,
ayn1 zamanda klinik tablolarinin genellikle tiim belirtilerinin g6zlenebilecegi sekilde kendini

gostermesi nedeniyle, hastalik bu dort etnik grupta daha fazla taninmistir (19).

2.1.4. Patogenez

Yapilan ¢alismalar AAA’nin patogenezi ve altta yatan molekiiler mekanizmanin biiytlik
Olglide anlamamiz saglamasina ragmen, cevap bekleyen pek ¢ok soru oldugu gergegi de
yadsinamaz.

Heniiz MEFV geni ve pyrin proteini hakkinda bilgimiz yok iken bile, ataklar sirasinda
inflamasyonun bulundugu boélgelerde notrofillerin artisinin  gézlenmesi iizerine noétrofil
fonksiyonlar ile ilgili ¢aligmalar yapilmistir. Bu calismalar sonucunda AAA’de notrofil
fonksiyonlarimin normal oldugu, ancak AAA olmayan hastalarin nétrofilleri ile

karsilagtirildiklarinda bazi fonksiyonel farkliliklar1 oldugu gosterilmistir (38; 39)

AAA atak doneminde C-Reaktif Protein (CRP), Serum Amiloid A (SAA), B-2

mikroglobulin, fibrinojen ve sedimentasyon gibi akut faz reaktanlarmin yikseldigi
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belirlenmistir. Atak déneminde Interlokin-2 (IL-2), IL-6, IL-8 ve Tiimor Nekroz Faktor-alfa
(TNF-a) diizeylerinin yiiksek oldugu saptanilmistir (40; 41).

Fonksiyonel bozukluklarin AAA patogenezini agiklamada yetersiz kalmasi ve hastaligin
ailevi gecis goOstermesi nedeniyle ataklara neden olabilecek genetik bir faktoriin
gosterilmesine ¢alisilmistir. 1997 yilinda AAA iliskili gen (MEFV gen) bulunmustur. MEFV
geni 16. kromozom {izerinde yer almaktadir. Bu gen esas olarak nétrofil ve kemik iliginin
myelositer prekiirsor hiicrelerinde “Pyrin ya da Marenostrin” denilen 781 aminoasitlik bir
proteini kodlamaktadir (3; 8). Bu proteinin c¢ekirdege ait bir faktdr oldugu ve olast
fonksiyonunun da inflamasyonda rol alan proteinlerin transkripsiyonunun diizenlenmesi
oldugu diisiiniilmektedir (42; 43). Bu proteinin proinflamatuar molekiillerin inhibisyonunu ve
antiinflamatuar proteinlerin transkripsiyonunu artirarak inflamatuar yaniti inhibe ettigi
diistiniilmektedir. MEFV geninin mutasyonu sonucu olusan anormal pyrin proteini,
inflamasyonun etkin olarak baskilanmasini engellemektedir. Boylece artmis ve kontrolsiiz

inflamasyon ile seyreden durum gelismektedir (Sekil 3).

MEFV GEN

MUTASYONU ASIRI INFLAMASYON YANITI

DEFEKTLI PYRIN l l l

|
iNFLMASYONUN . . .

BASKILANMASINDA Hepatosit-Monosit-Fibroblast

YETERSIZLIK I A A A R | y
—

SERUM AMILOID A

SAA
10-1000 KAT ARTIS) \

YIKILIM

(

AMILOID
DOKULARDA HUCRE DISI BIiRiKiM
ORGAN FONKSIYONLARINDA BOZULMA

Sekil 5: MEFV mutasyonlari, asir1 inflamasyon yanitina neden olarak organ

fonksiyonlarinda bozulmaya yol agar.
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Sekil 6: Pyrin proteininin de yer aldig1 inflamasyon yolagi (44).

Pyrin, N-terminalinin pyrin domaini aracilifi ile “ASC” proteinine (“Apoptosis
associated speck like protein with a CARD”) baglanir. ASC’1n ii¢ 6nemli gorevi; apopitoz,
interlokin (IL)-1P’nin salgilanmasi ile iliskili prokaspaz-1’in olusturulmasi ve aktivasyonu,
inflamatuar cevabin baglamasi ve yayilmasinda gorevli olan niikleer faktor kappa-B (NF «x-B)
aktivasyonudur (45). Agir inflamasyonun oldugu bdlgelerde noétrofil i¢ci ASC diizeyi
yiikselmigtir. Aktif kaspaz-1 pro-IL-13’y1 IL-1-B’ya ¢evirmekte ve salgilanan IL-1[3
inflamasyonu baglatmaktadir. Kaspaz-1 ve ASC iligkisini dnleyen pyrin, IL-1 molekiiliiniin
aktiflesmesini engeller (46).
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2.1.5. Klinik

2.1.5.1. Tekrarlayan ates

AAA, tekrarlayan ates ataklari, steril peritonit, plorit ve artrit ile karakterizedir. Ates
yiiksekligi hastaligin en tipik bulgularindan biridir. Diger belirti ve bulgulardan 6nce meydana
gelebilir. Genellikle 38-40°C’ye kadar yiikselebilir. Hafif ataklarda tek bulgu olarak
gozlenebilir. Ataklar ortalama olarak 12-96 saat siirer. Atak siklig1 haftada birden 3-4 ayda
bire kadar degisebilir. Zorlu egzersiz ve aktivite, stres, soguk ortam, kadinlarda mensturasyon

donemleri FMF atagini provake edebilir (7).

2.1.5.2. Karn agris1

Abdominal ataklar, hastalarin yaklasik % 95’inde gozlenir ve en yaygin meydana gelen
atak seklidir. Klinik ve patolojik bulgular, generalize akut peritonitin tanist ile karisabilir.
Aniden ylikselen atesle birlikte karnin bir bolgesinden baslayan agri hizla biitiin batina yayilir.
Agn lokalize kalarak apendisit ya da kolesistiti taklit edebilir. Muayenede akut batini
diisiindiirecek tarzda distansiyon, rebound, barsak seslerinde azalma saptanir (47; 48). Akut

batina benzeyen klinik goriintii, laparotomi ve apendektomiye sebep olabilir.

2.1.5.3. Eklem agris1

Eklem agris1 ve artrit, AAA’nin yaygin bir o6zelligidir. Genellikle en sik alt
ekstremitelerde, biiylik eklemleri etkileyen monoartrit olarak kendini gosterir. Baslangi¢
anidir ve 39-40°C civarinda ates vardir. Yineleyen akut ataklarda, tek eklemde bir kizariklik,

sislik, 1s1 artis1 ve hassasiyet ile kendini gosterir. Genellikle bir hafta i¢inde iyilesir.

Hastalarin yaklasik % 5’inde, uzamis artrit olabilir. Genellikle diz veya kalgay1 kusatir.
Ayak bilegi ve nadir olarak temporomandibular eklem gibi diger eklem tutulumlar1 da
bildirilmistir. Semptomlar bir aydan daha fazla devam eder. Klasik klinik goriintii, kronik
monoartrittir. Kronik oligoartrit nadir olarak goriilebilir. Uzamis baz1 vakalar, 6zellikle kalga
ve nadiren diger eklemlerde olmak iizere, yetmezlik ve eklem replesmanina sebep olan yikici

artrite maruz kalmasina ragmen; vakalarin ¢ogunda, artrit tamamen diizelir (48).
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Artritli AAA hastalar1 arasinda; daha geng baslangi¢c yasi, daha fazla erizipel benzeri
eritem ve daha fazla myalji gbzlenir. Kronik artritli bazi AAA hastalari, spondilartritin
kriterlerine uyar. Onlarda genellikle, unilateral veya bilateral sakroileit, entezit, minimal
radyografik spinal tutulumlu sirt ve boyun agris1 gézlenebilir ve diger spondiloartritli vakalar

ile kiyaslandiginda hemen daima HLA-B27 negatiftir (48).

2.1.5.4. Plorit-Perikardit

Unilateral plorit yiiziinden olusan gogiis agrisinin akut febril ataklari, yalniz basina veya
karin ve eklem ataklari ile birlikte olusabilir. Perikardit AAA hastalarinin % 24’tinde gelisir.
AAA’de sadece tekrarlayan perikardit, cok nadir olarak bildirilmistir. Perikardiyel ataklarin,
nadiren perikardiyal tamponat ve konstriktif perikardite dontisebildigi bildirilmistir (48).

2.1.5.5. Vaskiilit

AAA’ne vaskiilit eslik edebilmektedir. Vaskiilit, artriti olan hastalarda artritsiz
hastalardan daha sik saptanir. AAA’nde en sik Henoch-Schonlein purpurast goriilmektedir ve

siklig1 % 5-7 arasindadir. Poliarteritis nodosa ise %1 oraninda bildirilmistir (49).

2.1.5.6. Erizipel benzeri eritem

AAA’nin karakteristik bulgularindan birisi de, alt ekstremitelerde 6zellikle ayak sirt1 ve

ayak bilegi yerlesimli olan erizipel benzeri eritemdir. Lezyon ¢cogunlukla ates, bazen de artrit

ile birlikte bulunur (48).

2.1.5.7. Amiloidoz

AAA’nin en sik hasar verici komplikasyonu, genellikle bobrekleri etkileyen ve kronik
renal yetmezlige ilerleyen amiloidozdur. Amiloid, sekonder amiloid tipi olan AA tipindedir.
Amiloidozun prevelansi, etnik gruplar arasinda farkliliklar gosterir (48). Tirk AAA
hastalarinda %12,9’dan daha yiiksek oranda bildirilmistir. Ge¢ baslangicli AAA hastalarinin
amiloidoz i¢in diisiik riske sahip oldugu bilinir ancak 7 yasindan sonra hastalik baglangici
olan Tiirk hastalarda amiloidoz gelisme riski halen yiiksektir. Tanidaki gecikme ve kolsisin

tedavisindeki yetersizlik amiloidoz riskini artirir (50).
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Glomerulonefrit, AAA hastalarinda nadiren gelisir. Persistan proteiniirisi olan

glomertilonefritli baz1t AAA hastalar1, amiloidoz olarak yanlis tan1 alabilirler (24).

Atak sirasinda;
ESH P
Fibrinojen T
Lokosit sayisi T
Hematliri, proteiniri (+)

< Rasagrisi

Ates %96 Aseptik menenijit
Perikardit
Plorezi %57
oo Splenomegali
Amiloidoz %2

steni—/) [&= —\ PAN
Peritonit %91 [/t & 1\

Arlialji %45 ] [ Febril Myalji

Proteinuri

Erizipel Benzeri Purpura

Ertem %13 "/

Sekil 7: AAA’nde klinik bulgular (http://www.burclab.com/tr/genetik/teknik-bultenler/fimf)
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2.1.6. Laboratuvar bulgulari

AAA hastalig i¢in kesin tan1 koydurucu laboratuar testi bulunmamaktadir. Akut ataklar
sirasinda sik rastlanilan laboratuvar bulgulari sola kayma ile birlikte olan 16kositoz, eritrosit
sedimantasyon hizindaki artis ve akut faz yamitindaki artistir (CRP, Serum amiloid A,
fibrinojen, haptoglobulin, C3,C4). Bu tetkiklerin tamaminin akut ataklar arasindaki déonemde
normal oldugu bildirilmesine karsin son zamanlarda serum amiloid A’nin (SAA) subklinik

inflamasyonu saptamada en iyi gosterge oldugu sonucuna varilmistir (51; 52).

Idrar tetkiki genellikle normaldir. Atak sirasinda transiyent proteiniiri ve mikroskopik
hematiiri olabilir. Persistan proteiniiride amiloidoz, hematiiride IgA nefropatisi akla

gelmelidir.

IL-1, IL-6 ve TNF-a atak sirasinda hastalarda yiiksek bulunurken, IL-6’nin ataklar
arasindaki donemde de kontrol grubundan yiiksek oldugu ve bunun devam eden subklinik

inflamasyonun gostergesi olabilecegi diisiiniilmiistiir (53).

Ozellikle periton veya sinovya gibi serozal sivilarda C5a inhibitdr aktivitesinin azaldig
rapor edilmistir (38). AAA’ya bagl gelisen sinovitte sinovyal sivi olduk¢a bulanik olup
inflamatuar sivi ozelliginde goriiliir ancak viskositesi korunmustur ve sterildir (54). Uzamis
artritde osteoporoz, skleroz, eklem mesafesinde daralma, kayma, erozyon ve kalca ekleminde

aseptik nekroz gelisebilir.

Abdominal bilgisayarli tomografide nefrotik sathada biiyiik hipodens bobrekler, tiremik
sathada kiiciik hiperdens bobrekler saptanir. Proteiniiri varlifinda amiloidoz gz Oniine
almarak renal veya rektal submukozal biyopsi yapilmalidir. Kardiyak amiloidozda
ekokardiyografide myokartda artmis dansiteler, sol ventrikiil duvar kalinliginda artig, EKG'de
diistik voltaj, sintigrafide Tc-pirofosfat uptake'inde artis saptanir (55; 56; 57; 58).

2.1.7. Tam

AAA tanisi; klinik tani kriterlerine uyum, aile Oykiisii, kolsisin tedavisine yanit ve
mutasyon analizi sonuclarinin tarithsel, cografik ve etnik bilgilerimiz 15181nda

degerlendirilmesine dayanur.
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MEFV geni 1997 yilinda klonlanana kadar Ailevi Akdeniz Atesi’nin tanis1 molekiiler
diizeyde yapilamamaktaydi. 1997 yilina kadar AAA ile ilgili spesifik patognomonik bir
belirtinin olmamas1 ve yapilan biyokimyasal testlerin de tani icin tek bagina yeterli olmamasi
nedeniyle hastaligin tanisi, bir grup klinik ve laboratuar degerlendirmenin bir arada
degerlendirilmesiyle koyuluyordu. AAA’dan siiphenilen hastalara kolsisin baglaniyor
tedaviden fayda goren hastalarda ilag tedavisine devam ediliyordu (59; 60).

Barakat ve arkadaslan tarafindan bulunan Metaraminol testi de AAA siiphesi olan bir
grup hasta {lizerinde denenmis ve basarili olmustur (60). Yapilan plasebo kontrollii ¢alismada
500 ml normal salin soliisyonu iginde verilen 10 mg metaraminol biartrat’in (Aramin) 3-4
saatlik inflizyonu sonrasi hasta oldugundan siiphelenilen 21 kiside tipik AAA atagi olugmasi

saglanmig 21 kisilik kontrol grubunda ise ilaca yanit alinamamugtir.

Gilinimiizde hastaligin tanisinda klinik bulgular, aile 6ykiisii ve molekiiler tarama
birlikte kullanilmaktadir. MEFV genindeki mutasyonlar ile hastalik arasindaki iliski
bulunmus olmasina ragmen AAA tanisinda klinik bulgular en 6nemi etken olmaya devam
etmektedir. Ciinkii yapilan taramalar hastaliktan sorumlu baska genlerin de varligin1 agikca
gostermektedir. Tani icin yapilan uzun siireli calismalar sonucu Livneh ve Tel-Hashomer
kriterleri gelistirilmistir. En sik kullanilan Tel-Hashomer kriterleridir (Tablo 1; 2) (61; 62;
60).
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Tablo 1: Tel-Hashomer tam Kkriterleri. 2 major veya 1 majorle birlikte 2 mindr kriter

varliginda kesin tani, 1 major ve 1 mindr kriter varliginda olas1 tani1 konulabilir

Tel-Hashomer Kriterleri:

Major Kriterler
1. Peritonit, sinovit veya ploritin eslik ettigi tekrarlayan ates ataklari
2. Predispozan hastalik olmadan AA tipi amiloidoz olmasi

3. Siirekli kolsisin tedavisine anlamli yanit

Minor Kkriterler:
1. Tekrarlayan atesli ataklar
2. Erizipel benzeri eritem

3. Birinci derece akrabalarda AAA varligi
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Tablo 2: Livneh ve arkadaslarimin 6nerdigi yeni kriterler. Kesin tani i¢in; 1 major kriter

veya en az 2 mindr kriter veya 1 mindr 5 destekleyici kriter veya 1 mindr ve destekleyici

kriterlerden ilk 5’inden 4 tanesinin bulunmasi gerekir.

Livneh ve arkadaslarinin onerdigi yeni Kkriterler

Major Kriterler

1. Tipik ataklar (> 3 kez tekrarlayan ayni
karakterde, atak siiresinin 12-72 saat olmasi
ve atesli olmasi, atesin 38°C ve iizerinde
olmast)

2. Yaygin peritonit

3. Plorit ( tek tarafl1 ) veya perikardit
4. Monoartrit ( kalga, diz, ayak bilegi )
5. Yalnizca ates

6. Inkomplet abdominal ataklar

Destekleyici Kriterler:

1. Ailesinde AAA bulunmasi

2. Etnik koken

3. Ataklarin 20 yasindan 6nce baslamasi

4. Atagin ciddi yatak istirahati gerektirmesi
5. Ataklarin kendiliginden ge¢cmesi

6. Ataklar aras1 semptom olmamasi

7. Gegici inflamasyonu gosteren anormal test
cevabl (lokositoz, ESH, fibrinojen, SAA
artist)

8. Tekrarlayan proteiniiri ya da hematiiri

9. Gereksiz laparotomi veya apendektomi
oykiisii

10. Akraba evliligi

Minor Kriterler

1. Inkomplet gogiis ataklar:

2. Inkomplet artrit ataklart

3. Egzersizle ortaya ¢ikan bacak agrisi

4. Kolsisine 1y1 yanit

Inkomplet ataklar
1. Viicut 1si1siin <38°C olmasi

2. Siirenin daha uzun veya kisa olmasi (6
saat-1 hafta)

3. Abdominal atak boyunca peritoneal
bulgularin olmamasi

4. Lokalize abdominal ataklar

5. Spesifik eklemlerin disindaki eklemlerin
tutulumu

Hastada mutasyon tespit edilsin edilmesin klinik bulgulart AAA ile tam uygunluk

gosteriyorsa ve hasta Tel-Hashomer kriterlerini sagliyorsa AAA tamisi alir ve tedavi

baslanmasin1 hak eder.

Ayrica eritrosit sedimentasyon hizi,

etnik koken akut faz

reaktanlarinda yiikselme de taniy1 destekler (63).
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Hastahk Agirhik Skorlamasi

AAA hastalarinda hastaligin agirligini belirleyebilmek amaciyla asagidaki kriterler ve

puanlama sistemi gelistirilmistir.

Tablo 3: Hastalik siddetinin belirlenmesi amactyla kullanilan skorlama degerlendirilmesi

Baslangic yas1 Ataklari kontrol eden kolsisin dozu

5 yas alti: 3puan | Yanit yok: 4 puan

5-10 yas arasi: 2 puan |2 mg/giin: 3 puan

10-20 yas arasi: 1 puan 1,5 mg/giin: 2 puan

20 yas iistii: 0 puan Img/giin: 1 puan

Atak sikhigi Eklem tutulumu

Ayda ikiden fazla atak: 3 puan Uzamuis artrit: 3 puan

Ayda 1-2 atak: 2 puan | Akut eklem tutulumu: 2 puan

Ayda bir ataktan az: 1 puan

Erizipel benzeri eritem Amiloidoz

Varsa: 2 puan | Varsa: 3 puan

Fenotip II seklinde ortaya cikarsa: 4 puan

SKORILAMA

Hafif hastahk: 2-5 puan
Orta agirhkta hastalik: 6-10 puan

Agir hastalik: 10 puan iistii

2.1.8. Tedavi

Hastaligin tanimlanmasindan 1970'li yillarin basina gelene dek ¢esitli tedavi yontemleri
tanimlanmis olsa da bu tarihten itibaren hastaligin tek tedavi ajani kolsisindir. Kolsisinin,
AAA tedavisinde ancak siirekli kullamlirsa etkili olabilecegi ilk kez Emir Ozkan ve bunu

izleyerek SE Goldfinger tarafindan 1974’de bildirilmistir (27; 64). Bitkisel kokenli bir
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fenantren derivesi olan kolsisin mitozu metafazda keserek hiicre boliinmesini durdurur.
AAA'ndeki etkisinin ise tam olarak bilinmemesine karsin lizozomal degranulasyonu
engellemek ve hiicre duvarini saglamlastirmak yolu ile oldugu sanilmaktadir. Bir diger 6nemli

etkisi ise akut faz proteinlerinden serum amiloid A diizeyini baskilamasidir (65; 66).

Kolsisin tedavisi ile AAA'li hastalarda hem nobet siddeti, hem de ndbet siklig1 belirgin
olarak azalmaktadir. Hastalarin yarisinda ndbetler tamamen kaybolurken, % 30-40 kadarinda
kismi baskilanma saglanmakta, % 10 kadarinda ise ataklar kontrol altina alinamamaktadir.
Kolsisin sadece atak sirasinda kullanilirsa, ya da o sirada doz arttirilirsa etkili degildir, esas
etkisi ancak siirekli kullanildig1 zaman ortaya ¢ikmaktadir. Kolsisinin tiim yasam boyunca
kullanilmast zorunludur. Tedaviye ara verilir verilmez ataklar yeniden baglamaktadir.
Kolsisinin tedavide kullanilacak en diisiik dozu 1 mg/giin ve en yiiksek dozu ise 2 mg/giin

olmalidir.

lacin bulant;, kusma, ishal gibi gastrointestinal ve ¢ok nadiren gecici 16kopeni ve
trombositopeni, miyozit, aminotransferazlarda yilikselme gibi yan etkileri bulunmaktadir.
Ishalin ortaya ciktign durumlarda doz azaltimina gidilebilir. ilag dozu ishal gegtikten sonra
arttirtlir. Kolsisin 6zellikle glomertil filtrasyon hizi diisiik olgularda ciddi miyopatilere yol
acabilmektedir. AAA’ne bagl olarak ortaya ¢ikan artritlerde kolsisin tedavisine non-steroid
antiinflamatuar ilaglar eklenmelidir. Bu noktada en ¢ok kullanilan ilaglar indometazin ve

ibuprofendir (67).

2.1.9. izlem

Ailesel Akdeniz atesli olgular kolsisin tedavisi altinda ortalama 4-6 aylik aralar ile
mutlaka goriilmelidir. Izlem sirasinda olgularin her birinde olusabilecek olan anemi, I6kopeni,

trombositopeni ve idrar degisiklikleri kontrol edilmelidir (67).

2.1.10. Genetik

AAA otozomal resesif ge¢isli bir hastalik olarak bilinmektedir. AAA hastalarinda %18-
41 pozitif aile hikayesi bulunmustur (68).

Hastaligin molekiiler temeli i¢in yapilan caligmalar sonucunda sorumlu genin,

birbirinden bagimsiz olarak 1997 yilinda uluslararast AAA Konsorsiyumu ve Fransiz AAA
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Konsorsiyumu tarafindan 16. kromozomun subtelomerik bolgesinde yer aldigi (16p13.3-
p13.1) belirlenmistir (Sekil 6) (8; 69). Bu bolgedeki 3.7 kb (kilo baz)“lik bir genin (Ailevi
Akdeniz Atesi geni=MEditerranean FeVer geni = MEFV geni) kodladig1 781 amino asitlik
proteine, atesle iliskisinin oldugunu ima ederek “pyrin” adi verilmistir. Fransiz AAA
konsorsiyomu es zamanli olarak 16. kromozomda MEFV genini igeren bolgeyi belirlemis. Bu
grup bu genin iiretmis oldugu aminoasit birimine Akdeniz anlamimna gelen “Mare
Nostrum”dan esinlenerek “marenostrin” adin1 vermistir. internasyonel AAA konsorsiyomu
MEFV geninin 10. ekzonunda 3 missens mutasyon tanimlamistir. Fransiz AAA konsorsiyomu

ise 4 farkli sekans varyasyonu bildirmistir (24; 25).

Fransiz AAA Konsorsiyumu kendi ¢alisma gruplarinda, hastalarinin %85’inde; M694V,
M6801, M6941 ya da V726A mutasyonlarini saptamistir. 1998°de bu mutasyonlara ek olarak
ekson 10’da dort yeni mutasyon daha tanimlanmistir. O donemden gilintimiize 306 varyasyon

tespit edilmistir (http:/fmf.igh.cnrs.fr/infevers/) (Sekil 7).

Bildirilen mutasyonlarin biiyilkk cogunlugu 10. ekzon iizerinde, 681. aa ile 761. aa

arasindadir.

=
=tpd3.3 .M
.
3.§ -
p13.13

N -
- - ” ~N - ~N - - ~N - ~N -t ~N -t N M st NO
" M ~N ~N ~N - - - - ~N ~N - ~N ~N ™ MO MO v o
- - - - - — - - - - - - N N N o Nré_féNfé
- aa <o o o o o T o o -3 - T T -2 o o

Sekil 8 : MEFV geninin genomik lokalizasyonu (http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp
.pl?gene=MEFYV)
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AAA hastalarinda MEFV geninin farkli ekzonlarina dagilmis 306 mutasyon, 29
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Onuncu ekzonda ilk tanimlanan ve hastalikla iligkili oldugu kanitlanmis 4 6nemli
mutasyon tek niikleotid degisimine bagli olup, pyrinin B30.2 domaininde yer almaktadir. Bu 4
onemli mutasyondan ikisi 694. amino asidi etkilemektedir. M694V ve M6941
mutasyonlarinda 694. amino asitte sirasi ile metiyonin yerine valin yada izoldsin degisimi s6z
konusudur. Diger iki mutasyon 680. amino asitte metiyonin yerine izoldsin gegmesi (M680I),

726. amino asitte valin yerine alanin gecmesi (V726A) ile ger¢eklesmektedir.

10. eksondaki M694V, M680I, M6941 ve V726 A mutasyonlari, hastalifin yaygin olarak
goriildiigli dort etnik grupta tasiyici ya da hasta kromozomlardaki AAA mutasyonlarinin
%85’1n1 olusturur (63; 64; 65). M964V, bir¢ok etnik grupta en sik goriilen mutasyon olarak
saptanmistir. Tiirk AAA Calisma Grubu“nun yaptigi ¢cok merkezli ¢alismada %51.4 orani ile
M694V en sik saptanan mutasyondur (1). Fakat Askenaz Yahudilerinde %38 orani ile V726A
mutasyonu en sik saptanan mutasyondur. M680I mutasyonu Ermenilerde ikinci siklikla
goriilen mutasyondur. Ortadogu kokenli Araplarda, Afrika kokenlilere gore daha sik V726A

mutasyonu gortliir (19).

Ikinci ekzonda yer alan, 148. amino asitte glutamik asit yerine glutamin ge¢mesi ile
gerceklesen E148Q mutasyonu Akdeniz toplumunda sik goriilen bir varyant olup, nonpatojen
oldugu veya E148Q mutasyonu varliginin daha hafif hastaliga neden oldugu diisiiniilmektedir.
E148Q mutasyonunu homozigot tagiyan bireylerin %551 asemptomatiktir ve bu hastalarda
amiloidoz gelisimi bildirilmemistir (19). Ancak homozigot E148Q tasiyicilarinda AAA klinik
bulgular1 goriilebilmektedir. E148Q bazen tek bir ekzon 10 mutasyonu tasiyan AAA
hastalarinda “trans” halinde saptanabilmektedir. Baz1 ekzon 10 mutasyonlari ile “cis” seklinde
goriilebilmektedir. Baz1 hastalarda E148Q kompleks alleli tasiyiciligi, tek basina E148Q

mutasyonu tasiyiciligindan daha agir seyirli fenotiple iligkili bulunmugtur (19).

Otozomal resesif kalitilan hastaliklarin klinik bulgularinin ortaya ¢ikabilmesi i¢in her 2
allelinin de mutant olmasi gereklidir. Ancak yapilan g¢alismalar, belirgin bir genotipik
cesitlilik gbsteren bu hastalarin bir kisminda sadece tek bir mutasyon saptanabildigini net
olarak gostermektedir (70; 3) Hatta klinik kriterlere tam uyumlu olup tani almis, tedavi

baglanmis pek ¢ok hastada MEFV geninde mutasyon saptanamamistir. Bu durum

1. Genlerin regiilatuar bolgelerinde rutinde taranmayan bir bodlgede mutasyon

varligina,

2. Epigenetik faktorlere,
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3. Genin ekspresyonunu diizenleyen diger genlerde bulunan bir soruna,
4. Hastaligin poligenik ya da multigenik olmasina,

5. Bu proteinlerin bulunduklar1 yere tasinirken kullandiklar1 transporterlardaki

sorunlara, bagl olabilir.

Bazi1 caligmalarda V726A-E148Q kompleks allelinin amiloidoz i¢in risk olusturdugu
bildirilmistir. M6941-E148Q kompleks alleli tagiyiciliginin dominant gegisli AAA hastaligi ile

iligkili oldugu 6ne stirtilmiistiir (71; 72).

En sik gorilen M694V  homozigot mutasyonunun Yahudi, Arap, Ermeni
popiilasyonlarindaki sistemik amiloidoz gelisme riskini arttirdigi gézlenmistir. Birgok grup
tarafindan homozigot M694V mutasyonunun siddetli hastalik formu ve artan amiloidoz riski

ile iligkili oldugu gosterilmistir (39).

E148Q ve V726A mutasyonlarinin diisiik penetranshi ve diisiik amiloidoz gelistirme
riskine sahip olduklar1 disiiniilmektedir. Ancak bazi arastiricilar, V726A/M680]I,
M6941/M6941, V726A/VT26A gibi kompaund heterozigot mutasyonlara sahip hastalarda da
amiloidoz gelistigini bildirmislerdir (73; 74). M694V homozigot mutasyonunun erken
baslangi¢ yasi, sik atak, artrit ve erizipel benzeri eritem riski ile iliskili oldugu gosterilmistir

(1).

2.2. MEFYV geninin yapisi

Patolojik varyantlarinin AAA’nden sorumlu oldugu bilinen tek gen MEFV genidir.
MEFV saglikli kisilerde inflamasyonu kontrol altinda tutmaya yarayan, pyrin adli bir proteini
kodlamaktadir. Bu yiizden bu gende olusacak mutasyonlar, pyrinin lokositler {izerindeki

otoregiilatuar gorevini yapamamasina ve inflamasyon kontroliiniin bozulmasina neden olur

.

human
exon [ 1 ] 2 | 3 [[ 5171 10 |
PYD b7 cc || B2 | s
aa. 1 92 266-80 375 407/8 594 598 774

Sekil 8: MEFV geni ve pyrin proteini
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Sekil 8’ de MEFV geninin ekzonlari, i¢ci bos kutucuklar olarak 1’den 10’a kadar
numaralandirilmis  kutucuklar seklinde resmedilmistir. Alttaki renkli kutucuklar, genin

translasyon iirlinii olan pyrin proteinini simgelemektedir

MEFV geni 16. kromozomun 15 kb*“lik genomik DNA’sin1 kapsayan bir bolgede yer
alir ve 10 ekzon i¢ermektedir. Bu genin kodladig1 3.7 kb’lik transkriptin olusturdugu protein
iirlinii olan “pyrin/ marenostrin” 86 kilodalton’luk,781 aminoasitten olusan, arginin ve lizin
aminoasitlerince zengin, pozitif yiiklii bir proteindir. Pyrinin monositlerde sitoplazmada;
sinovyal fibroblastlar, dentritik hiicereler ve nétrofillerde ise c¢ekirdekte lokalize oldugu
gosterilmistir (75; 76). Pyrinin bulundugu hiicreye gore farkli proteinlerle etkilesime girerek,

farkl1 fonksiyonlar tistlenebilecegi diisiintilmiistir.

2.3. MEFYV geninin transkripsiyon iiriinii

MEFV geninin transkripsiyon {iriinii 3499 baz ¢ifti uzunlugunda bir RNA dizisidir.

MEFV DNA: 14600bp

5'flanking [IB @/_@ 87" @ ‘ /

3’ flanking]

mana: ssoonp  (l ECEIRENNG 8 SR
% -

Protein: 781aa  J o= |} .
PyD B-Box CC B30.2/SPRY

/ TRIM20 \
DDF

TRIpartite Motif family
Viral Proteins?

-

Inflammasome

Sekil 9: MEFV geninin ve ekspresyon iiriinlerinin RNA ve protein diizeyinde sematizasyonu

MEFV cevabi hiicreden hiicreye veya tiirler arasinda farklilik gosterebilmektedir. Insan
monositlerinde; lipopolisakkarid (LPS), tiimor nekroz faktorii (TNF)-a ve interferon (IFN)-y
ile inkiibasyon sonucu 24. saatte MEFV geni ekspresyonu artmakta, antiinflamatuar sitokinler
olan interlokin IL-4, IL-10 ve transforming growth faktér (TGF)-f ile ekspresyon
diismektedir. Notrofillerde; IFN-y, MEFV geni ekspresyonunu arttirirken, LPS, TNF-a, 1L-4
ve IL- 10’un MEFYV geninin ekspresyonu iizerinde higbir etkisi olmamaktadir (77).
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2.4. Pyrin; MEFYV geninin translasyon iiriinii

Pirin/Marenostrin notrofillerde, monositlerde ve (peritoneal ve sinovial fibroblastlarda)
eksprese edilmektedir. Yerlesim: sitoplazma, mikrotubuluslar Islev: Nétrofillere baglh

yangisal yanitin diizenlenmesi (down-regulasyon)
Pyrin proteini, dort fonksiyonel domain (bolge) igcermektedir (Sekil 10).

Amino (N) ucu PYRIN domaini (PAD, PyD veya DAPIN olarak da isimlendirilir)
“B box zinc finger” domain (BB-ZF)

“Coiled coil” domain (CC)

Karboksi (C) ucu

el

R42W S108R E163A P369S R408Q E474K I591T T681I K695R
L110P E167D H478Y PB46L  YB88X V704!
335ins E230K F479l L64SP 1692del 1720M
E148Q T2571 R653H ME94del VT726A
E148V E319K EG56A M694V  A744S

S675N  M69%4I R761H
G678E M694L

M680L

M6801

Sekil 10: Pyrin proteini fonksiyonel domainlerinin sematizasyonu. Her bir domainin
hastaliktan sorumlu mutasyonlari, o domainin altinda neden oldugu aminoasit degisimini

belirtecek sekilde siralanmistir. Koyu renkli bolgeler en sik 5 mutasyonu gostermektedir.

13

pyrin

domain® adi verilmistir. Bu motif son zamanda klonlanan bazi proteinlerin yapisinda da yer

Pyrinin N-terminalinin ilk 92 aminoasitlik bdlgesinde yer alan bir motife

almaktadir. Pyrin domaininin gorevi; sitokin aktivasyonunda ve apopitozun regiilasyonunda
rol oynayan proteinlerin etkilesimini kolaylastirmaktir. Pyrin domaini adi verilen bu N-
terminal domaini; Pyrin proteinin pyrin parcasi™ (pyD) olarak adlandirilan boliimii, 6zellikle

apoptozisde gorev alan 6liim domainlerine DD (death domain), 6liim efektor domainlerine
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DED (death effector domain) ve kaspaz toplama domainlerine CARD (caspase recruitment

domain) yapisal olarak benzemektedir.

Pyrinin C-terminal kisminda yer alan “B-box” ve “coiled coil” proteinleri bir¢cok
proteinde oldugu gibi multimerizasyonda rol oynar. Yine C-terminal kisminda yer alan B30.2
domainin fonksiyonu ise protein/protein etkilesimine katkida bulunmaktir. AAA ile ilgili
mutasyonlarin biiyiik ¢ogunlugu bu boliimde meydana gelmektedir. Pyrin, N-terminalinin
pyrin domaini aracilifi ile “ASC” proteinine (Apoptosis associated speck like protein with a
CARD) baglanir. ASC; amino ucunda pyrin domaini, karboksi ucunda CARD igeren adaptor
bir proteindir. Notrofillerde ve monositlerde eksprese edilir. ASC’in {i¢ Oonemli gorevi;
apopitoz, interlokin(IL)-1B’nin salgilanmasi ile iliskili prokaspaz-1’in olusturulmasi ve
aktivasyonu, inflamatuar cevabin baslamasi ve yayilmasinda gorevli olan niikleer faktor
kappa-B (NF x-B) aktivasyonudur (46). Agir inflamasyonun oldugu boélgelerde nétrofil ici
ASC diizeyi yiikselmistir. ASC prokaspaz-1“e (IL-1p doniistiiriicii enzim) baglanarak onun
agregasyonu ve otoaktivasyonunu saglamaktadir. Aktif kaspaz-1 pro-IL-1B’y1 IL-1B’ya
cevirmekte ve salgilanan IL-1p inflamasyonu baslatmaktadir. Kaspaz-1 ve ASC iligkisini
onleyen pyrin, IL-1B molekiiliiniin aktiflesmesini engeller (78). Ayrica pyrin “ASC” ve
“kaspaz 17 arasindaki iliskiyi bozarak NF k-B aktivasyonunu ve apoptosisi Onler (78).
Mutasyona ugramis pyrin, IL-1[ iiretimini arttirir, 16kositlerin apopitozisini geciktirerek

kontrolsiiz inflamasyona neden olur.

2.5. Epigenetik

Organizmay1 olusturan biitiin hiicreler aslinda aynt DNA dizisine sahip olmasina
ragmen, hiicre tipi ve fonksiyonlar1 gen ifadesindeki kalitatif ve kantitatif farkliliklardan otiirti
degisiklik gosterir. Gen ifadesinin kontrolii bu agidan gelisim ve farklilasmanin temelinde yer
alir. Farklilagmis hiicreleri karakterize eden gen ifade modelleri gelisim siiresince ortaya
cikarlar ve mitoz ile boliinen hiicrelerde bu modeller korunur. Bu nedenle, kalitsal genetik

bilgiye ek olarak hiicreler DNA nin niikleotit dizisinde kodlanmayan bu bilgiyi de aktarirlar.

Epigenetik, DNA dizisindeki degisikliklerden kaynaklanmayan, stabil kalabilen ve gen
ifadesini diizenleyici mekanizmada meydana gelen, mitotik ve imkan dahilinde mayotik
olarak kalitimsal degisiklikler olarak tanimlanmaktadir (79; 80). Amerika Ulusal Saglik

Enstitiisii ise son c¢alismalarinda epigenetigi, gen aktivitesi ve ifadesindeki kalitsal
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degisiklikler ve kalitsal olmasa da hiicrenin transkripsiyonel potansiyelindeki stabil, uzun
stireli degisimler olarak tanimlamaktadir (81). Gen ifadesindeki bu degisimler dogal gelisim
stireci olan embriyogenezde Onemli rol oynar, epigenetik kodun yeniden olusturuldugu bu
stireg, dollenme gercgeklestikten kisa bir siire sonra meydana gelir ve bu sekilde hiicrenin
kaderi, hangi hiicre tipine farklilasacagi belirlenir. Epigenetik ayn1 zamanda genetik olarak
ayn1 bireyler arasinda fenotipik varyasyona neden olarak biyolojik c¢esitlilikte de rol

oynamaktadir (82).

Normal hematopoez siiresince gen ifadesindeki muntazam kontrolii ve diizenli isleyisi,
“epigenetik gen regiilasyonu” olarak bilinen DNA dizisinden bagimsiz biyokimyasal olaylar
yoluyla kismen kontrol edilir. DNA dizisindeki genetik bilgiye benzer sekilde, epigenetik
bilgi de nesiller boyunca kalitilabilir, anneden yavru hiicreye aktarilabilir ve bu kalitim

yasamin devamlilig1 i¢in gereklidir (76).

Epigenetik mekanizmalar arasinda; DNA metilasyonu ve histon asetilasyonu,
metilasyonu, fosforilasyonu, iibikitinasyonu ve sumolasyonu sayilabilir. DNA metilasyonu
oldukga stabildir ve embriyogenez gibi 6zel durumlar haricinde ilk olustugunda meydana
gelen profil korunmaktadir. Histon modifikasyonlari, gen ifadesinin diizenlenmesinde goriilen
daha dinamik biyokimyasal degisikliklerdir. Daha esnek olan bir baska epigenetik mekanizma
ise, transkripsiyonel ve transkripsiyon sonrasi gen susturulmasini gerceklestiren kodlanmayan
RNA’lardir. Son yillarda, 16seminin olusum siirecinde DNA metilasyonundaki ve histon
modifikasyonlarindaki degisikliklerin etkili oldugu ortaya g¢ikarilmistir ve AML ve diger

hematolojik hastaliklarin tedavisi i¢in hedef olarak belirlenmistir (81).

Histon modifikasyonu; asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon ve ubikinitasyon yoluyla
olusmaktadir. En ¢ok {izerinde ¢alisma yapilanlar asetilasyon ve metilasyondur. Bes tip histon
proteini H1, H2A, H2B, H3 ve H4 niikleosom yapar ve 146 bp DNA’y1 sarmalayarak

kromatin yapisini olusturur (80).
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Histon

Posttaranslasyonel
DNA maodifikasyonu “Remodeling” Histon “Non-coding”
metilasyonu kompleksleri varyantlan RNA
1T i A ] ) A
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Sekil 11: Genin ekspresyonunu diizenleyen epigenetik mekanizmalar; DNA, RNA {izerinden

ya da posttranskripsiyonel etki edebilir. Ac: asetilasyon, P: fosforilasyon, Me: metilasyon,

ncRNA: non-coding RNAs.

Normalde pozitif yiikli histon proteini ile negatif yiiklii DNA arasindaki elektrostatik

cekim, kromatinin kompaktlagsmasina ve gen ekspresyonunun azalmasina neden olur. Histon

kuyruklarina histon deasetilaz ile asetil grubu eklenmesiyle kromatin yapist agilir ve histon

preoteinin elektiriksel yiikii degistirilerek gen ekspresyonu uyarilir. Histon modifikasyonu ve

DNA metilasyonu birbiriyle baglantilidir ve kromatin remodelinginde rol oynamaktadir.

Histon modifikasyonu kromatin yapisinin paketlenmesinde degisiklik yaparak gen

ekspresyonunu diizenlemektedir (83) (Sekil 12).

Gen ekspresyonu
| Va ® /]
(e ; -/ inaktif kromatin
Gen ekspresyonu

Sekil 12: Histon modifikasyonu
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DNA ve kromatin modifikasyonuna ek olarak non-coding RNA (nc-RNAs)’lar gen
ekspresyon  diizenlemesinde rol  oynamaktadir.  Transkripsiyon  sirasinda  ve
posttranskripsiyonel genlerin susturulmasinda nc-RNA’lar rol oynamaktadir. “Noncoding
RNA”lar “microRNA”lar (miRNA), “small nuclear RNA”lar (snRNA), “small nucleolar
RNA”lar (snoRNA), “repeat associated siRNA”lar (rasiRNA) olarak siniflandirilir (84)

Yapilan c¢alismalarda nc-RNA’daki aksamalarin bir¢ok hastalikla iligkili oldugu
gosterilmis miRNA ekspresyonu bazi kanserlerle; karaciger, kolon, meme hematopoetik ve

beyin iligkili bulunmustur (85).

2.5.1. DNA Metilasyonu

Calismamizda bu epigenetik mekanizmalardan en sik goriilenlerinden biri olarak, AAA
hastalarinda metilasyonun patofizyolojide oynadigi rolii aydinlatmaya c¢alistik. Bu sebeple bu
mekanizmadan biraz daha ayrintili bahsetmek istedik. DNA metilasyonu, 5’-sitozin-guanozin
(CpG) dizisindeki 5. poziyondaki karbon atomuna bir metil (CH3) grubunun DNA
metiltransferazlar (DNMT) araciligiyla enzimatik olarak eklenmesiyle gerceklesmektedir
(77). 5° pozisyonundaki sitozinlerin metilasyonlar1t DNA’nin geri ¢evrilebilir kovalent
modifikasyonudur (86; 87) DNMT’ler aracilifiyla katalizlenen metil grubu transferi
replikasyon bagimli bir reaksiyon olup, S fazi siiresince replikasyonda CpG diniikleotitleri

DNA metilasyonunun hedefi olmaktadirlar (82).

DNA metiltransferazlar, DNA metilasyonundan sorumlu enzim ailesidir. Bugiine kadar
memelilerde DNMT1, DNMT2, DNMT3A ve DNMT3B olmak iizere dort DNMT enzimi
tanimlanmistir.  DNA metiltransferaz araciligiyla sitozinin 5-metilsitozine dontigiimii,
DNMT’in S-adenozilmetioninden (SAM) bir metil grubunu sitozinin 5. karbonuna

aktarmasiyla gerceklesmektedir (SEKIL 13) (81).

DNMT3A ve DNMT3B, yeni olusan DNA zincirindeki de novo metilasyonu kontrol
ederken, DNMT!1’in var olan metilasyon profilinin siirdiiriilmesinde gorev aldig1
diisiiniilmektedir (80). Bir diger DNMT tipi olan DNMT3L nin katalitik aktivitesi olmayip,
DNMT3A ve DNMT3B’nin katalitik aktivitesinin stimiilatorii oldugu diisiintilmektedir.
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DNA’da CpG dintikleotitleri bir kez metillendiginde, DNMT’ler replikasyon ¢atalinda
lokalize olup yeni sentezlenen hemi-metile zincir lizerinde ¢alisarak metilasyon profilinin

hiicre boliinmesinden sonra siirdiiriilmesini saglarlar (86).

DNA Gizerindeki CpG adalarinin sitozinlerinin,
metillenerek sessizlestirilmesi

NH,
")j DNMT , NZ | @
0% hll S/-\ oél\n
H

AMED  SAH |

Sitozin 5" metil - Sitozin

Sekil 13: DNA iizerindeki CpG adalarinin sitozinlerinin metillenerek sessizlestirilmesi (86)

Insan DNA’sindaki sitozinlerin % 3’ii metiledir. Sitozine bir metil grubu eklenerek
DNA’da 5-metilsitozin olusmast hiicresel gelisim, farklilasma ve karsinogenez iizerinde
genetik ve epigenetik etkiye sahiptir. Memeli DNA’sinda sitozin metilasyonu ig¢in, sitozini
takip eden bir guanozinden olusan bir CpG dintikleotiti (CpG adalarini temsil eden “p” sitozin
ve guanin niikleotitlerini baglayan fosfodiester bagini gostermektedir) olmasi1 gerekir (81)
Metil gruplari, normal hidrojen bagi olusumuna imkan verir ve DNA’nin biyofiziksel

ozelligini degistirmek {izere DNA’nin biiyiik oluguna yerlesir.

Dort niikleotidin (A, T, G, C) DNA’da 16 farkli diniikleotit ¢ifti olusturma ihtimali
vardir. CpG giftleri tiim genomda beklenenden daha az siklikla meydana gelmektedir ama
genomda yofun olarak bulunduklari baz1 boélgelerde “CpG adalar” olarak
adlandirilmaktadirlar. CpG adalar1 ortalama 1000 baz ciftinden olusmaktadir ve genlerin
yaklagik %50’sinin promotor bolgelerinde bulunmaktadirlar. Illingworth ve arkadaslar
yaptiklari son ¢alismada CpG adalarinin yaklasik yarisinin genomda promotorlarla baglantilt
olmadigin1 ama gen i¢i (intergenik) veya genler arasi (intragenik) bolgelerde lokalize
olduklarimi gdstermistir. CpG adalarinin kodlanmayan RNA’lar i¢in transkripsiyon baslama

bolgelerini gosterebilecegini de dnermektedirler (81; 86)
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Bir¢ok durumda CpG adalarinin gen ifadesinin kontroliinde 6nemli rol oynadigi
diisiiniilmektedir. ifadelenen genlerin yaklasik yarisi, kodlayan bélgelerinde CpG adalarina
sahiptir ve CpG adalar1 yiiksek oranda ifadesi goriilen tiim genlerde ve yarisindan azi1 ise doku
bagimli olarak ifade edilen genlerde yer almaktadir (81). Normal memeli hiicrelerinde DNA
metilasyonunun asil hedefi tekrarli transpozon dizileridir, ancak ‘“imprinting” ve X
kromozomu inaktivasyonunda da rol oynamaktadirlar. CpG boélgelerinin insanda tahmin
edilenden daha az siklikta goriilmesinin nedeni, evrim siiresince metilsitozinin mutasyonu ile
sitozinin timine doniiserek elimine olmasidir. Diger bir taraftan insan genomu, beklenenden
daha fazla siklikla kiiciik CpG bolgeleri igermektedir. Insandaki tiim genlerin yaklasik yarisi
promoter bdlgelerinde CpG adalarina sahiptir ve bunlar normal dokularda genin
transkripsiyonel durumuna bagli olarak genellikle metile degildir. Bir CpG adasindaki
metilasyon, kromatin organizasyonundaki degisiklige ve gen transkripsiyonunun

baskilanmasina bagli olarak degisir.

2.5.2. Gen ekspresyonunun DNA metilasyonu ile diizenlenmesi

Gen ekspresyonu memeli hiicrelerinde yaygin olarak DNA metilasyonu yoluyla
diizenlenir. Metilasyon genellikle CpG adalar1 araciligr ile ger¢eklesmektedir. DNA
metilasyonu, gen ekspresyonunu {izerine etkisini, direk transkripsiyon faktorlerinin
baglanmasini inhibe ederek veya kromatin remodelesyonunu baskilayarak gosterir (88).
Yapilan calismalarda metilasyonun bir¢cok hastalikla (kanserler, otoinflamatuar hastaliklar)
iliskisi ortaya konmustur (84; 89) Tiimor supresor genlerin promoter bolgelerinde hipometile
alanlarin hepatoselliiler kanser ve meme kanseri ile iligkili bulunmustur (90; 91). Ekson 2’de

BCL-2 gendeki anormal metilasyonunun kolorektal kanser ile iligkisi bulunmustur (92).
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Sekil 14: A. DNA metil tarnsferazlar yardimiyla metillenme B. Metile olmayan DNA’da
kromatin yapis1 gevsektir bdylelikle, histon asetilasyonu ve transkripsiyon komplekslerinin
baglanmasi kolaylasir. C. Hipermetilasyon ise o bolgedeki kromatinin kondanse olmasina ve

transkripsiyonda azalmaya neden olur (89).

Normal hiicrelerde DNA metilasyonunun genellikle CpG adalarinda (sitozin guanin
tekrarlarindan olusan genomik bdlgeler), o©zellikle satellit DNA’da ve diizenleyici
segmentlerde oldugu gosterilmistir (89). Intragenik metilasyonun transkripsiyona olan etkisi
hakkinda yapilan ¢aligmalarda promoter bolgedeki metilasyonun gen ekspresyonunu azalttigi
seklindedir. Ek olarak RNA polimeraz II promoter bolgede metile olan alanda azalmis olarak
saptanmigtir. Promoter bolgedeki metilasyonun transkripsiyonun baslangicina etki etmedigi
ancak transkripsiyonel wuzamayr etkiledigi One siiriilmiistiir (14). Benzer sekilde

hipometilasyon da genin ifade edilmesini yani ekspresyonunu arttirir (84; 83).
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3. MATERYAL METOD

3.1. Calisma gruplar

Calismaya, Dokuz Eyliil Universitesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim Dali
Cocuk Nefroloji Bilim Dalinin izleminde olan, Tel-Hashomer tani kriterlerine gore Ailesel
Akdeniz Atesi tanist konulan yaslar1 2-17 yil arasinda olan hastalar dahil edildi. Kontrol
grubu olarak Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dali polikliniklerine, tarama amaciyla
basvuran saglikli cocuklar kullanildi. Calisma Ocak-Haziran 2015 tarihleri arasinda
yiirtitiildi.

Hasta ve kontrol gruplarindaki cocuklar ve ailelerinden onam alindiktan sonra

EDTA’L tiipe 4mL, diiz tiipe 2 mL kan 6rnegi alindi.

Rutin hasta viziti icin basvuran Ailesel Akdeniz Atesi hastalarinin demografik
ozellikleri, molekiiler inceleme sonuglari, sikayetleri, fizik muayene bulgulari, atak sayilari,
tedaviye cevaplari, hemogram, lokosit ve idrarda protein 6l¢limii sonuglart kaydedildi (FORM

D).

3.1.1. Hasta ve kontrol gruplarinin belirlenmesi

Bu klinik ¢alismada “Ocak- Haziran 2015 tarihleri arasinda polikliniklerimize bagvuran ve

onam veren, hasta ve kontrol grubundan 6rnekler dahil edildi:
1. Hasta grubu (n=40):Tel-Hashomer tani kriterlerine gére AAA tanis1 almis hastalar.
2. Kontrol grubu (n=32): Baska bir nedenle kan alinan saglikli cocuklar.

3.1.2. Ornek toplanmasi

Ailesel Akdeniz atesli olgular kolsisin tedavisi altinda ortalama 4-6 aylik aralar ile
mutlaka goriilmelidir. Izlem sirasinda olgularin her birinde olusabilecek olan anemi, 16kopeni,
trombositopeni ve kas enzim diizeyleri ile idrar degisiklikleri kontrol edilmelidir. Calisma
icin, dahil edilen hasta ve ebeveynlerine sozlii ve yazili bilgi verildikten ve onamlari
alindiktan sonra bu rutin tetkikler alinirken K,-EDTA’11 tiipe 4 mL, diiz tiipe 2 mL kan alind1.
Calismaya dahil edilen hastalarin hepsi 6rnek alindigi tarihlerde, atak disi periyotta idi.
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Kontrol grubu olarak hastanemiz polikliniklerinde muayene edilen ve herhangi bir tarama icin
(kan saymmu, tiroid testleri, kan sekeri, hepatit, hiperlipidemi vb.) kan alinmasi planlanan
saglikli cocuklar alindi. Bu ¢ocuklara ve ebeveynlerine sozlii ve yazili bilgi verildikten ve
onamlar1 alindiktan sonra istenilen incelemelerine ek olarak K,-EDTA’l1 tiipe 4mL, diiz tiipe

2 mL kan alinda.

3.2. Calismada kullanilan cihazlar, gerecler ve kimyasal maddeler

Bu tez calismasinin deneyleri, Dokuz Eyliil Universitesi Tibbi Genetik ve Cocuk
Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dal1 laboratuarlarinda gergeklestirilmistir. Tez ¢aligmasinda
mutasyonlarinin  AAA’ne neden oldugu MEFV geninin, transkripsiyon ve translasyon
iirlinlerinin kantitatif 6l¢iilmesi ve metilasyon durumunun incelenmesi amaclanmistir. MEFV
geni mutasyonlari saptanan hastalar genis bir fenotipik yelpazede karsimiza ¢ikmakta ve farkl
bulgu ve siddette AAA tanisi1 almaktadirlar. Bundan yola ¢ikarak bu tez c¢aligmasinda,
AAA’ll hastalarimin kan Orneklerinde laboratuvarimizda yapilan molekiiler incelemeler
sonucunda saptanmig olan MEFV geni mutasyonlarinin ve metilasyon durumunun gen
ekspresyonu lizerine olan etkisi arastirllmigtir. Bu ama¢ dogrultusunda MEFV geninin gen
ekspresyonu mRNA ve protein diizeyinde 6lgiilmiis ve metilasyon durumu incelenmistir.

Caligmamiz gen ekspresyonu, metilasyon analizi ve pyrin dl¢limleri olmak {izere ii¢
kistmdan olusmaktadir. Deneyin gen ekspresyonu asamasini; total RNA izolasyonu, total
RNA konsantrasyonunun hesaplanmasi, total RNA’lardan cDNA sentezlenmesi, Real Time
PCR (RT-PCR) analizi ve istatiksel analiz ve metilasyon analiz asamasini; DNA izolasyonu,
DNA konsantrasyonunun hesaplanmasi, bisiilfit modifikasyonu, polimeraz zincir reaksiyonu,
PCR saflastirma, sekans polimeraz zincir reaksiyonu, sekans PCR saflastirma, otomatik
kapiller elektroforezi, metilasyon analizi ve istatiksel analiz olusturmaktadir. Pyrin proteini

Ol¢iimleri ise Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) yontemiyle yapilmistir.
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Tablo 4: MEFV geni ekspresyon ve metilasyon paterninin belirlenmesi i¢in kullanilan cihaz

ve geregler

Spektrofotometre Pipet ucu

Santrifiij 0.2 ml PCR Tiipleri
Buzdolab1 1.5 ml ependorf tiip
Kuru 1s1 blogu 2 ml ependorf tiip
Vorteks 96’lik PCR plaklar1
Kabin Otomatik pipetler
ThermalCycler

3130 DNA Dizi Analizi Cihazi

Real Time PCR cihazi

Tablo 5: MEFV geni ekspresyon ve metilasyon paterninin belirlenmesi i¢in kullanilan

malzemeler

DNA Izolasyon Kiti PCR Purifikasyon Kiti
RNA izolasyon kiti Sekans PCR Kiti

cDNA Sentez Kiti Sekans Purifikasyon Kiti
LC 480 Probe Master Kit Saf etanol

Bisiilfit Modifikasyon Kiti RNase-free water (1ml)
Taq™ DNA Polymerase

3.3. Yontemler

3.3.1. MEFV Geni Ekspresyonunun RNA Diizeyinde Belirlenmesi
Tablo 4 ve 5’deki malzemeler kullanilarak, MEFV geni ekspresyonunun RNA

diizeyleri 3 agsamal1 bir ¢alisma sonucunda belirlendi; total RNA izolasyonu, total RNA’lardan

cDNA sentezlenmesi, Real Time PCR (RT-PCR) analizi ve sonuglarin istatiksel analizi.
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3.3.1.1. Total RNA izolasyonu

AAA tanis1 almis hastalarimizin ve kontrol grubundaki saglikli ¢ocuklarin periferik
kan Orneklerinden total RNA izolasyonu, “Prime Perfect Pure RNA Blood Kit” (katalog no
2302110) protokolii uygulanarak yapildi.

A. Yontemin uygulanmasi

a. Lizat hazirlanma asamasi:

mRNA izolasyonu i¢in ¢alismaya dahil edilen bireylerden EDTA’1 tiiplere alinan kan
orneklerinden tam kan sayimi bakilarak hastalarin 16kosit (WBC) sayilar1 belirlendi. Her hasta
3.000.000/16kosit sayis1t x1000 formiiliiyle, 3 milyon hiicreye esitlendi. Hesaplanan miktarda
kan 15 ml’lik falkon tiiplere konuldu. Uzerine kan hacminin 3 kati kadar “RBC Lysis
Solution” eklendi ve karistirildi. On dakika oda sicakliginda karistirilarak inkiibe edildi.
Tiipler 2000 “Relative Centrifugal Force" (RCF)’da 2 dakika santrifiij edildi ve siipernatan
kismi atilirak, kurutma kagidi {izerine ters gevirilerek kalan sivinin akmasi saglandi. Uzerine

200 pl Lysis/TCEP karisimi eklendi ve homojenize olana kadar vortekslendi.

b. Izolasyon asamasi

Kullanim zamanina dek buzdolabinda -20°C’de saklanan lizatlar ¢ikarilarak eritildikten
sonra 10’ar kez pipetaj yapildi ve “Purification Column” tiipiine aktarildi. 13 000- 16 000
devir hizinda= “Revolutions per Minute” (RPM)’de, 1 dakika santrifiij edildikten sonra, kolon
180° cevrilerek 13 000- 16 000 RPM’de tekrar 2 dakika santrifiij edildi. Elde edilen pellet
temiz bir tlipe aktarildi. 400 pl yikama soliisyonu (“Wash 1 Solution’) eklenerek, 13 000- 16
000 RPM’de 2 dakika santrifiij edildi. Ardindan kolon 180° ¢evrilerek 13 000- 16 000
RPM’de islem tekrarlandi. Kolon tizerine 50 pul DNAse soliisyonu eklendi ve kolonlar 30
dakika oda 1sisinda inkiibasyona birakilmasinin ardindan bitiminde kolon iizerine 200 pl
DNAse yikama soliisyonu eklendi ve 13 000- 16 000 RPM’de 1 dakika santrifiij edildi.
Sonrasinda kolon tizerine 200 pl DNAse yikama soliisyonu eklenerek, 13 000- 16 000
RPM’de 2 dakika daha islem tekrar edildi.

Elde edilen yeni pellet temiz bir tiipe aktarildi. 200 pl yikama soliisyonu “Wash 2
solution” eklenerek, 13 000- 16 000 RPM’de 1 dakika ve yine 200 pl yikama soliisyonu
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“Wash 2 solution” eklenerek 13 000- 16 000 RPM de 2 dakika santrifiij edildi. Bu islemler
sonucunda elde edilen pellet temiz bir tiipe aktarilarak, 50ul “elution solution spin” kolonun
tam ortasmna konuldu. 13 000- 16 000 RPM’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra
saflastirllmis kisim alindi. Elde edilen RNA’lar 6l¢tim yapildiktan sonra buzdolabina, -
20°C*ye kaldirildi.

c. Total RNA Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

Saflik degerinin sonraki asamaya uygunlugunun denetlenmesi amaciyla RNA
konsantrasyonu ve saflig1 260 ve 280 nm’de “Nanodrop spektrofotometre cihaz1” kullanilarak
olgiildii. RNA’nin miktarini ve safligini belirlemek i¢in izole edilen her bir RNA 6rneginden
1,5 ul, alinarak 260 ve 280 nm’de spektrofotometrik absorbsiyonlar1 6lgiildii. Olgiim
sonrasinda “RNAse free water” eklenerek son konsantrasyonu 0,125 pg/pl olacak sekilde
ayarlandi. RNA miktarlarinin belirlenmesi i¢in 260 nm’deki absorbsiyon degeri, kontamine
protein miktarinin belirlenmesi i¢in de 280 nm’deki absorbsiyon degeri kullanildi. Saf RNA

eldesi i¢cin OD260/0D280 degerinin 1,8-2,0 arasinda olmasi saglanda.

3.3.1.2. Total RNA’lardan cDNA Sentezlenmesi Asamasi

RNA’nin kolay degrade olma o6zelliginden dolayi, hasta ve kontrol grubundaki
cocuklarin periferik kanlarindan izole edilen total RNA’lar, “High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit” (ABI Kat No 4368814) kullanilarak, cDNA’ya ¢evrildi.

Yontemin Uygulanmasi

Tablo 6’daki malzemeler sirayla PCR tiiplerine eklenerek, denatiirasyon, reverse transkriptaz

inaktivasyonu asamalar1 “thermal cycler”da uygun sicakliklarda gergeklestirildi.
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Tablo 6: Total RNA’lardan cDNA sentezlenmesi asamasinda kullanilan malzemeler

25 X dNTP Mix (100 mM)

10 X random primers

RNAse Inhibitor
Nuclease-free H20
RNA (0,125 ug/ul)

10 X Reverse Transcription Buffer

MultiScribe™ Reverse Transcriptase 50 U/uL

2 uL

0.8 uL O\

2 uL \»

1 uL M’gf
1 uL N : °:: 020; %

3.2 ulL ‘/

10 L

3.3.1.3. RT-PCR Analizi ve Sonuclarin istatiksel Analizi Asamasi

Elde edilen cDNA’lar kalip olarak kullanilarak MEFV geninin ekspresyon profili, tablo 7 ve
8’ deki malzemeler kullanilarak, RT-PCR ile (25 °C de 10 dakika, 37 °C ’de 120 dakika, 85
°C ‘de 5 dakika, 4 °C de analiz edildi. RT-PCR Real Time Ready Custom Assays (Roche)

hazir probe ve primer setleri ile LC 480 II sistemi kullanilarak yapildi.(Ek 2- Real-Time PCR

Y Onteminin Prensibi)

A. Yontemin Uygulanmasi

“Real Time PCR” ¢alismas1 amaci ile, gen ekspresyonlari i¢in izole edilen mRNA’lar

“Universal probe Library” (UPL) hazir probe ve primer dizaynlar1 ile LC 480 II cihazinda

caligildi. Bu ekspresyona uygun “ROCHE UPL House Keeping” gen seti belirlenerek (ACTB

geni) her hasta i¢in hedef gen olan MEFV ekspresyonu ve referans “housekeeping” gen olan

ACTB gen ekspresyonu calisildi.

Tablo 7:RealTime PCR hedef gen (MEFV geni) protokolii malzemeleri

MIKS I Hacim
LightCycler® 480 Probes Master 10 pl

Real Time Ready Assay - MEFV Tul
ddH20 4ul
Toplam 15pl + Spl cDNA
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Tablo 8: RealTime PCR referans gen (ACTB geni) protokolii malzemeleri

MIKS II Hacim
LightCycler® 480 Probes Master 10 pl

Real Time Ready Assay - ACTB Tul
ddH20 4ul
Toplam 15pl+ S5pl eDNA

Real Time PCR protokoliinde; ekspresyon i¢in baslangic denaturasyonu 95°C’de 600

sn kantitasyon protokolii 45 dongii denaturasyon 95 °C’de 10 sn, annealing 60 °C’de 30 sn ve

extension 72 °C‘de 1 sn, “ramping rate” de 4.4 °C/s idi. Son olarak 40 °C’ de 30 sn sogutma

uygulandi.
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Sekil 15: Relative Expression Software Tool” (REST) istatiksel analiz programi 6rnek

Bu calisilan gen ekspresyon bolgelerinin LC480 II Real Time PCR cihazinda elde

edilen Ct (cycle threshold) degerleri alinarak “Relative Expression Software Tool” (REST)

analiz programi kullanilarak ekpresyon sonuclari alind1 (Sekil 15).
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3.3.2. MEFV Geni Metilasyon Oranlarinin Belirlenmesi

3.3.2.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu 2 ml’lik EDTA’] tiiplere alinmig tam kan 6rneklerinden spin kolon
yontemi ile Uretilmis “High Pure PCR Template Preparation Kit” (Roche) protokolii
uygulanarak yapildi.

A. Yontemin uygulanmasi

Oncelikle “high pure wash buffer” igerisine 80 ml, inhibitér “removal buffer”
icerisine 20 ml % 96-100’lik etanol eklendi, iyice karistirilarak kapaklart sikica kapatilmig
sekilde saklandi. Proteinaz K’ya 4,5 ml distile su eklendi ve porsiyonlanarak -20 °C’de
saklandi. Buzdolabinda -20 °C’de hasta toplanmasi asamasi tamamlanana kadar bekletilen
ornekler ¢ikarilarak eritildi. “Elution buffer” 6rnek basina 200 pl olacak sekilde eppendorf
tiipe konularak 70°C*de calisma sonuna kadar bekletildi. Her bir hasta i¢in 200 pl kan 6rnegi
eppendorf tiiplere aktarildi. Uzerine 200 ul “binding buffer” ilave edildi. Uzerine 40 pl
proteinaz K ilave edilerek vortekslendi ve 10 dk 70 “C’de inkiibasyona birakildi. 100 pl
izopropanol eklendi ve kisa bir siire vortekslenerek karistirilip spine aktarildi, 8 000 RPM’de
1 dk santrifiij edildi. Sivi dolu tiipler atilarak filtreli tiipler yeni tiiplere aktarildi. 500 pl
inhibitor “removal buffer” ilave edilerek 8000 RPM’de 1 dk santrifiij edildi. S1v1 dolu tiipler
atilarak filtreli tiipler yeni tiiplere aktarildi. Yikama soliisyonundan 500 pl ilave edilerek 8000
RPM’de 1 dk santrifiij edildi. S1v1 dolu tiipler atilarak filtreli tiipler yeni tiiplere aktarildi. 500
pl yikama soliisyonu ilave edilerek 8000 RPM’de 1 dk santrifiij edildi. Sivi dolu tiipler
atilarak filtreli tiipler yeni tiiplere aktarildi. Tamamen kurutulmak iizere bir sey eklemeden
tiipler 13 000 RPM’de 1 dk santriifiij edildi. Bir buguk ml’ lik tiiplere hasta ismi yazilarak
filtreli tiiplere aktarildi. Her bir 6rnege onceden 70°C’ye 1sitilan “Elution Buffer’dan
pipetlendi ve 1-2 dk oda sicakliginda inkibasyona birakildi. 8000 RPM’de 1 dk santrifiij
edilerek filtreli tiipleri atild.

B. DNA konsantrasyonunun hesaplanmasi

Sonraki asamaya uygunlugunun denetlenmesi amaciyla DNA konsantrasyonu ve

saflig1 260 ve 280 nm’de “Nanodrop "spektrofotometre cihazi kullanilarak 6l¢iildii. DNA’ nin
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miktarini ve safligini belirlemek i¢in izole edilen her bir DNA 6rneginden 1.5 pl, alinarak 260
ve 280 nm’de spektrofotometrik absorbsiyonlar1 hesaplandi. Olgiim sonrasinda “DNAse/
RNAase free water” eklenerek son konsantrasyonu 0.5 pg/ul olacak sekilde ayarlandi. DNA
miktarlarinin belirlenmesi i¢in 260 nm’deki absorbsiyon degeri, kontamine protein miktarinin
belirlenmesi i¢in de 280 nm’deki absorbsiyon degeri kullanildi. Saf DNA eldesi i¢in OD260/
OD280 degerinin 1.8 - 2.0 arasinda olmasi saglandi.

3.3.2.2. Bisiilfit modifikasyonu

Izole edilen DNA ornekleri almarak, “EZ DNA Methylation-Gold™ Kit" (Zymo
Research) protokolii uygulanarak bisiilfit modifikasyonu yapildi.

Bisiilfit yontemi DNA metilasyon seviyesini dlgmek i¢in, metile olmayan sitozinin
bisiilfit uygulandiginda urasile doniismesi, metile olan sitozinin ise urasile doniigiimiiniin
gerceklesmemesi esasina dayanir. Bizim c¢aligmamizin sonucunda da, metillenmis ve

metillenmemis olarak iki farklt DNA dizisi olustu.

Metilasyon oranlarmin ol¢limii i¢cin, MEFV geninin CpG adalarindan en zengin

bolgesi olan 2. ekzon tarandi.

A. Yontemin uygulanmasi

Baslangictaki DNA miktar bisiilfit testinin verimliligi acisindan ¢ok dnemlidir. Bu
amacla; 1 pg DNA, 20 pl dH»O igerisinde ¢6ziildii ve her reaksiyon icin kullanildi. 130 pl
"CT Conversion Reagent” 20 ul DNA 6rnegi icine konularak karistirildi. Tiip termal dongii
cihazi igine yerlestirilerek 98 °C 10 dakika ve 64 °C 2.5 saat inkiibasyon i¢in bekletildi (Bu
asamada Orneklerin bir kismi1 4 °C’de 24 saat bekletilebilir). 600 pl “Binding soliisyon”,
“Zymo — Spin TM IC Column” tiipline eklendi ve 6rnek de “Zymo — Spin TM IC Column”
tiipiine konularak birka¢ kez karistirilip maksimum hizda 30 saniye santrifiij edildi. 100 pl
yikama soliisyonu “column” tiipiine eklenerek en yiiksek hizda 30 saniye santrifiij edildi. 200
ul M “Desulphonation” soliisyonu “column” tiipiine eklenerek 15-20 dakika oda 1sisinda
bekletildi. Inkiibasyon sonrasi column tiipii maksimiim hizda 30 saniye santrifiij edildi. 200 pl

M yikama soliisyonu tiipe tekrar ilave edilerek 30 saniye santrifiij tekrarlandi.
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“Column” tiipiindeki materyal mikrosantrifiij tiipline aktarildi. 10 pl M “Elution”
solusyonu tiipe eklenerek 30 sn maksimum hizda santrifiij uygulandi. DNA -20 derecede

kullanim i¢in, -80 derecede uzun siireli kullanim i¢in saklandi.

a. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Bistilfit modifikasyonu yapilan DNA orneklerinden asagidaki metilasyon spesifik
oligoniikleotidler (Tablo 9) ile “ZymoTaqg™ DNA Polymerase” (Zymo Research) protokolii
ile PCR uygulandi. Bisiilfit modifikasyonunun basarili olup olmadigin1 kontrol etmek amaci
ile her bir 6rnegin bisiilfit modifikasyonu yapilmamis DNA’s1 ile MEFV ekzon 2 spesifik
PCR primerleri ile PCR yapildi. PCR reaksiyonu i¢in marka “Master Cyler PCR” cihazi
(Eppendorf) kullanildi.

Tablo 9: PCR i¢in hazirlanan karisim (6rnek basina)

2X ReactionBuffer 25 ul

1X dNTPMix 0.5 ul (0.25 mM her bir ANTP’den)
Primer F (10 uM) 1 ul

Primer R (10 uM) 1 ul

Template DNA 2 pl (100 ng/ul)

ZymoTaq™ DNA Polymerase (5 U/ul) 0.4 nl 2 U/50 pl

ddH20 20.1 ul

Total voliim 50 pnl

Tablo 10: Kullanilan PCR programi

Etki Sicakhk Siire Dongii sayis1
Denatiirasyon 95°%C 10 dakika 1 dongii
Denatiirasyon 94 °C 30 saniye

Baglanma 55°C 45 saniye 35 dongil
Uzama 72°C 1 dakika

Final Uzama 72°C 7 dakika 1 déngii
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Tablo 11: MEFV geni ekzon 2 PCR primer dizileri

5 AGCTCCCTGGGGGAGAACAAGCCCA’3
MEFYV Ekzon 2 Forward Primer

MEFYV Ekzon 2 Reverse Primer : 5> GTTCTGGATTTCCAGGGCCTTCCTT3?

MEFYV geni ekzon 2 metilasyon spesifik PCR primer dizileri

MEFYV Ekzon 2 Metilasyon Spesifik Prime F : | 5 GTTTTTTGGGGGAGAATAAG ‘3

MEFYV Ekzon 2 Metilasyon Spesifik Primer R | 5 TTTCCAAAACCTTCCTTCAAAT ‘3

a. Agaroz Jel Elektroforezi

MEFV ekzon 2 metilasyon spesifik PCR primerleri ve metilasyon spesifik olmayan
PCR primerleri ile yapilan PCR reaksiyonu sonucu elde edilen PCR iirtinleri % 2 lik agaroz

jelde 120 W da 20 dakika yiiriitiilerek PCR iirtinleri kontrol edildi.

b. PCR Saflastirma
PCR trtinleri ExoSap-IT (Affymetrix) enzim miksi protokolii uygulanarak piirifiye edildi.
PCR saflastirma islemi i¢in “Master Cyler PCR” cihaz1 (Eppendorf) kullanildi (Tablo 12 ).
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Tablo 12: Birinci siitunda kullanilan malzemeler, 2. Siitunda ise PCR sikluslarinda uygulanan

sicaklik ve siireler not edilmistir

ExoSap-IT 2 ul 37°C 30 dakika

PCR iiriinii S5ul 80 °C 15 dakika

c¢. Sekans Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Piirifiye edilen PCR firiinlerine “Big Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit”
(Applied Biosystems) protokolii uygulanarak forward PCR primeri kullanilarak sekans PCR
reaksiyonu yapildi. Sekans PCR reaksiyonu i¢in “Master Cyler PCR” cihaz1 (Eppendorf)
kullanildi.

Tablo 13: Sekans PCR i¢in kullanilan malzemeler

Ready ReactionPremix 2 ul
Big Dye Sequencing 5X Buffer 2 ul
Primer (3.2 pmol) 1 ul
Purifiye PCR Uriinii 2 ul (50 ng/pl)
ddH20 3ul

d. Sekans PCR Saflastirma

Sekans PCR reaksiyonu yapilan 6rnekler “ZR DNA Sequencing Clean-up Kit* (Zymo
Research) protokolii uygulanarak piirifiye edildi.

e. Otomatik Kapiller Elektroforezi

Piirifiye edilen sekans PCR iiriinlerine “ABI 3130 Genetic Analyser” DNA dizi analizi
cihazinda otomatik kapiller elektroforezi yapildi. MEFV geni ekzon 2 bolgesi metilasyon
spesifik ve metilasyon spesifik olmayan primerler kullanilarak elde edilen DNA dizileri ilk

olarak bisiilfit modifikasyonunun tam olarak gerceklesip gergeklesmedigini gérmek acisindan
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karsilagtirildi. Calismada DNA dizi analizi yapilan tiim 6rneklerin bisiilfit modifikasyonunun
basarili oldugu goriildii. Elde edilen DNA dizilerinde var olan 30 adet CpG metilasyon
bolgelerinin C (sitozin) ve T (timin) baz yiiksekliklerinin C/C+T oran formiilasyonu ile yiizde

olarak metilasyon oranlar1 hesaplandi.

Sekil 16: Bisiilfit modifikasyonu yapilmamis 6rnek DNA’ s1 ekzon 2 bdlge sekansi

Sekil 17: Bisiilfit modifikasyonu yapilmis 6rnek DNA’s1 ekzon 2 bdlge sekansi

¢ Ok ile belirtilen CpG adaciklarinda metillenmis Sitozin bazlarinin Timin bazina tam olarak
donmedikleri goriilmektedir. T Ok ile belirtilen bazlarda metillenmemis Sitozin bazlarinin

bistilfit modifikasyonu sonucu Timin bazina dondiigi goriilmektedir.

3.3.3. ELISA yontemiyle Pyrin 6l¢iimleri

Hasta ve kontrol grubunun vendz kanlar1 ortalama 10 saatlik aglik sonras1 8mL’lik
vakumlu ve jel seperatorlii tiiplere alindi (Vacuette, Greiner Bio-One, Avusturya). Kan
ornekleri 30 dakika kadar pihtilasmasi i¢in beklendikten sonra dakikada 3000 devir olmak
iizere 10 dakika silireyle oda sicakliginda santrifiij edildi. Elde edilen serumlar porsiyonize
edilerek pyrin diizeyleri ¢alisilana kadar -20 derecede saklandi. Serum pyrin diizeyleri i¢in
sandvi¢ ELISA yontemi ile calisan ticari bir kit (Sunred, Republic of China) kullanildi.
Calismalar kit prospektiislerindeki talimatlara gore yapildi. Spektrofotometrik 6l¢tiim 450 nm
dalga boyunda “Thermo Scientific Multiskan GO” model ELISA okuyucusunda
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gergeklestirildi. Dilue edilmis standart absorbanslari kullanilarak cizilen standart egriden

yararlanilarak Orneklerin pyrin konsantrasyonlar1 belirlendi. Sonuglar ng/ml olarak ifade

edildi.

Verilerin Degerlendirilmesi

Incelenen varyasyonlar, SPSS 15 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) istatistik programinda
yapildi. Verilen ortalama =+ standart sapma (SD) olarak verildi. Grup oranlarinin
karsilagtirilmasinda ki-kare testi, gozlerde beklenen degerler 5’in altinda ise Fisher’in kesin
ki-kare testi kullanild1. Iki grup ortalamasinin karsilastirilmasinda Student-t testi, gruplardaki
degiskenler 30’un altinda ise Mann-Whitney U-testi kullanildi. p<0.05 bulunmasi anlaml
olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismaya, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Nefroloji polikliniginde
Tel-Hashomer tan1 kriterlerine gore Ailesel Akdeniz Atesi tanisi konulan ve yaslart 2-17 yil
arasinda olan 40 c¢ocuk alindi. Kan Orneklerinin alindigi déonemde hicbir hastanin Ailesel
Akdeniz Atesi klinik semptomlar1 yoktu. Ayrica kontrol grubu olarak da hasta grubu ile yas
ve cinsiyet agisindan benzer 6zelliklere sahip sagliklt 32 ¢ocuk alindi. Kontrol grubu olarak
secilen cocuklar Tel-Hashomer kriterlerine gore sorgulandi ve hi¢ birinin bu bulgularin

olmadig1 6grenildi.

Hasta grubun 24’1 kiz (% 60), 16’s1 erkek (% 40) erkek cinsiyetteydi. Kontrol grubunda
bu oran 15 kiz (% 46.9), 17 erkek (% 53.1) seklindeydi.

Hastalardan 14’linlin (% 35) ailesinde AAA Oykiisii mevcuttu. Aile dykiisiinde AAA
Oykiisii en fazla kardes ve annede vardi. Bes hastanin (%12.5) anne baba arasinda akraba

evliligi mevcuttu.

Hastalarimizin yas ortalamasi 10.2+3.6 yil (3-17); kontrol grubunun yas ortalamasi

12+3.8 yil (3-17) idi.

Hasta Oykiiler1 ayrintili olarak sorgulandiginda; sikayetlerin baslama yas1 ortalama
6.6+3.1 yil (2-14), tan1 alma yas1 ortalama 7.3+£3.2 yil (2-15) idi (Tablo 14). Atak sayilari
ortalama yilda 9.2+5.8 olarak saptandi.

Tablo 14: Hastalarin yas dagilim 6zellikleri

OZELLIKLER Yas ortalamasi(yil) Yas arah@i(yil)
Calisma anindaki yas 10.2£3.6 3-17
Bulgularin baslangi¢ yasi 6.6£3.1 2-14
Tan1 alma yas1 7.3£3.2 2-15

Calismaya katilan hastalarda en sik goriilen semptom karin agrist (%82.5) ikinci
siklikta ates yiiksekligi % 62.5 olarak saptandi. Hastalarin %50’sinde eklem agrisi,
%37.5’inde myalji, %32.5’inde artrit, %25 inde gogiis agrisi, % 12.5 inde erizipel benzeri
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eritem yakinmasi mevcuttu. Hastalarimizin hi¢birinde amiloidoz saptanmadi. Klinik olarak

hastalarimiz degerlendirildiginde sonuglar tablo 15’deki gibiydi.

Tablo 15:

Ailesel Akdeniz Atesi olan hastalarimizin klinik 6zellikleri

OZELLIKLER

Ates

Karmn agrisi

Gogiis agris1

Eklem agrisi

Artrit

Myalji

Erizipel benzeri eritem
Cilt bulgusu

Amiloidoz

Proteiniiri

N

25

33

10

20

13

15

%

62.5

82.5

25

50

325

37.5

12.5

12.5

Mylizde

50



Calismaya alinma kriteri Tel-Hashomer kriterlerini saglamak oldugu i¢in kontrol

grubundaki ¢ocuklara FMF mutasyon analizi uygulanmadi.

AAA hastalarimizin mutasyon analizi sonuglar1 degerlendirildiginde oldukga heterojen
bir dagilim gosterdikleri goriildii (Tablo 16). Hastalar allel frekansina gore
degerlendirildiginde tablo 17- 18’deki sonuglar elde edildi.

Tablo 16: Ailesel Akdeniz Atesi hastalarinin mutasyon analiz sonuglari

MUTASYON HASTA GORULME SIKLIGI
SAYISI (%)
A745S heterozigot 1 2.5
E148Q heterozigot 2 5
E148Q, R202Q, M694V heterozigot 1 2.5
E251K, V726A heterozigot 1 2.5
M680I heterozigot 1 2.5
M6801, 1641E heterozigot 1 2.5
M694V heterozigot 4 10
M694V homozigot 4 10
M694V, M680I heterozigot 1 2.5
R202Q heterozigot 8 20
R202Q, E148Q, P369S heterozigot 1 2.5
R202Q, M680I, M694V heterozigot 1 2.5
R202Q, M694V heterozigot 8 20
R202Q, M694V homozigot 2 5
R202Q, M694V, V726A heterozigot 1 2.5
R761H heterozigot 1 2.5
V726A heterozigot 1 2.5
V726A homozigot 1 2.5
Toplam 40 100
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Tablo 17: AA hastalarimizin allel frekanslari

MUTASYON ALLEL ALLEL SIKLIGI (%)
SAYISI
A745S 1 1.44
E148Q 4 5.79
R202Q 24 34.78
M694V 28 40.57
E251K 1 1.44
V726A 5 7.24
M6801 3 434
1641E 1 1.44
P369S 1 1.44
R761H 1 1.44
TOPLAM 69 100

Tablo 18: Allel frekanslarinin grafik goriintimii
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Genotip Fenotip Tliskisi

Ornek sayisinin yetersiz ve mutasyon dagilimmin da ¢ok genis olmasi nedeniyle her
bir mutasyon tek basina degerlendirilemedi ve farkli mutasyonlarin klinige etkisini

karsilastirmak amaciyla hastalar, mutasyon analizi sonuglarina gére dncelikle 2 gruba ayrildi:

Grup Al: MEFV geninde 2 ya da daha ¢ok mutasyon tasiyan hastalar (MEFV
geninde hastaliga neden oldugu bilinen 2 ya da daha fazla allelik degisiklik tagiyan hastalar)

Grup A2: MEFV geninde sadece 1 mutasyon tasiyan hastalar (MEFV geninde
hastaliga neden oldugu bilinen tek bir allelik degisiklik tasiyan hastalar)

Birinci grupta 22 hasta (% 55), 2. grupta 18 hasta (%45) mevcuttu. Bu iki grubu
hastalik siddeti agisindan karsilastirilmak amaciyla tablo 3’deki kriterlerden yararlanildi.

Buna gore:

Hastalik baslangi¢ yasi 1. grupta 6.31+2.5 yil, 2. grupta ise 7+3.4 yil olarak saptandi.
Birinci gruptaki hastalarda semptomlarin daha erken basladigi goriilmesine ragmen 2 grup

arasinda istatiksel olarak (p= 0.513) anlaml1 bir fark bulunamada.

Birinci grup ve 2. gruptaki hastalar ates yiiksekligi (p= 0.25), karin agris1 (p= 0.07),
goglis agrist (p= 0.27), eklem agrist (p= 1.00) ve erizipel benzeri eritem (p= 0.03)
semptomlarmin siklig1 acisindan karsilastirildiginda; yalnmizca erizipel benzeri eritem
sikligimin grup 1°deki hastalarda istatiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek saptandig (p=

0,03), diger semptomlar agisindan aralarinda anlamli bir fark olmadig: goriildii.

Birinci ve 2. grup arasinda yillik atak sayilari arasinda da anlamli bir fark saptanmadi

(p=0.10).

Birinci ve 2. grubun tedaviye yanitlar karsilastirildiginda, grup A2’deki hastalarin

tedavi yanitinin istatiksel olarak anlamli diizeyde kotii oldugu saptand: (p= 0,021).

Grup Al’deki hastalar homozigot M694V tasiyanlar (5 hasta) ve tagimayanlar (17
hasta) olarak siniflandirilarak karsilastirildiginda aralarinda; ates yiiksekligi (p= 0.46), karin
agrisi (p= 0.47), gogiis agrisi (p= 0.24), eklem tutulumu (p= 0.13), erizipel benzeri eritem (p=
0.17) varlig1 agisindan anlamli bir fark olmadig1 goriildii. Bu 2 grup arasinda atak sayis1 (p=

0.44) ve tedaviye yanit agisindan da anlamli bir fark bulunamadi. Ancak sonuglar
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degerlendirilirken, hasta sayisinin yetersiz ve dagiliminin diizensiz olmas1 gibi faktorler de

g0z oniinde bulundurulmalidir.

Hastalar MEFV geninin en az bir allelinde M694V mutasyonu bulunanlar (Grup Bl=
22 hasta) ve digerleri yani hicbir allelinde M694V mutasyonu tagimayanlar (Grup B2= 18
hasta) olarak gruplandirildi.

Hastalik bulgularinin baslangi¢ yaslar1 arasinda 1. grup (6.45+£3.0 yil) ile 2. Grup
(6.83+3.4 y1l) arsinda anlamli bir fark yoktu (p=0.71).

Birinci grup ve 2. gruptaki hastalar ates yiiksekligi (p= 0.25), karin agris1 (p= 0.07),
gogiis agrist (p= 0.27), eklem agrist1 (p= 1.00) ve erizipel benzeri eritem (p= 0.47)
semptomlarmin sikligr agisindan karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmadi. M694V mutasyonu tasiyan grupta tedaviye yanit diger gruba gore istatiksel
olarak anlamli diizeyde tam yanit olarak saptandi (p= 0.02). Grup B1 ile B2 birbiri arasinda
karsilastirildiginda yillik atak sayisi ortalamasi, M694V icermeyen hastalarda daha fazla

olmakla birlikte aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p= 0.79).

Hastalarimizi; MEFV geninin en az 1 allelinde, R202Q varyasyonu olmaksizin
M694V varyasyonu bulunan hastalar (grup Cl= 9) ve yine en az 1 allelinde M694V
varyasyonu ile beraberinde en az 1 allelinde R202Q varyasyonu bulunan hastalar (grup C2=
13) olarak smiflandiginda; hastalik bulgularinin baslangi¢ yasi olarak her 2 grup arasinda
anlamli bir fark yoktu (p=0.71).

Birinci grup ve 2. gruptaki hastalar ates yiiksekligi (p= 0.93), karin agris1 (p= 0.16),
gboglis agrist (p= 0.48), eklem agris1 (p= 0.67) ve erizipel benzeri eritem (p= 0.13)
semptomlarmin siklig1 agisindan karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmadi. Her 2 gruptaki hastalarin % 100’linde tedaviye tam yanit oldugu goriildii.

Grup Cl1 ile C2 birbiri arasinda karsilastirildiginda yillik atak sayisi ortalamasi, Grup
C2’de daha fazla olmakla birlikte aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p=
0.18).

Hastalar MEFV geninin en az bir allelinde R202Q mutasyonu bulunanlar (Grup D1=
22 hasta) ve digerleri yani higbir allelinde R202Q mutasyonu tasimayanlar (Grup D2= 18
hasta) olarak gruplandirildi.
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Hastalik bulgularinin baslangi¢ yaslar1 arasinda fark yoktu. Ates ytiksekligi (p= 0.41),
karin agrisi (p= 0.07), gogiis agrisi (p= 0.34), eklem agris1 (p= 0.53) ve erizipel benzeri eritem
(p= 0.06) semptomlarinin siklig1 agisindan karsilastirildiklarinda, tim bu semptomlarin
goriilme sikligr grup D1’deki hastalarda daha fazla olmasina ragmen 2 gruptaki hastalar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. R202Q mutasyonu tasiyan grupta
tedaviye tam yanit oranmi diger gruba gore daha yiliksek saptandi (p= 0,06). Grup D1 ile D2
birbiri arasinda karsilastirildiginda yillik atak sayisi ortalamasi, higbir allelinde R202Q
icermeyen hastalarda daha az idi (p= 0.14).

MEFYV Geni Ekspresyon Paternlerinin Karsilastirilmasi

Hasta grubundaki 40 hasta ile kontrol grubundaki 32 saglikli ¢ocugun MEFV gen
ekspresyon seviyeleri karsilastirildiginda, hasta grubunda mRNA ekspresyon seviyesinin

istatiksel olarak anlamli (p=0.049) oranda azaldig1 gosterildi (Tablo 19).

Grup Al ve grup A2’deki hastalar, mRNA ekspresyon oranlarina gore
karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p= 0.070)(Tablo 20).

Tablo 19: Hasta ve kontrol grubu mRNA ekspresyon oranlari

0,014

0,012

0,01

P=0,049
0,008 -~

0,006 - M EKSPRESYON
0,004 ~

0,002 ~

HASTA KONTROL
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Tablo 20: Grup Al ve grup A2’nin mRNA ekspresyon oranlari

0,1

p=0,709

M EKSPRESYON

GRUP A1 GRUP A2

Grup Bl ve grup B2’deki hastalar, mRNA ekspresyon oranlarina gore
karsilagtirildiginda istatiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p= 0,73).

Grup Cl1 ve grup C2’deki hastalar, mRNA ekspresyon oranlarina gore
karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p= 0,51).

Grup D1 ve grup D2’deki hastalar, mRNA ekspresyon oranlarina gore
karsilagtirildiginda istatiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p= 0,67).

Pyrin 6lciimlerinin karsilastirilmasi

Hasta grubundaki 40 hasta ile kontrol grubundaki 32 saglikli ¢ocugun pyrin seviyeleri
karsilagtirildiginda, hasta grubunda pyrin seviyesinin istatiksel olarak anlamli (p= 0.037)
oranda azaldig1 gosterildi (Tablo 21). Grup Al ve A2 pyrin seviyeleri karsilagtirildiginda ise
istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p= 0.93) (Tablo 22).
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Tablo 21: Hasta ve kontrol grubunun pyrin diizeyleri

HASTA

KONTROL

Tablo 22: Grup Al ve A2’nin pyrin diizeyleri

20,7

19,8 -

18,9 A

11

GRUP A1

GRUP A2

P=0,935

B PYRIN

Grup C1’deki 9 hastanin pyrin degerlelinin ortalamasi 12.50 ng/dl iken grup C2’deki
13 hastada bu deger 10.81 ng/dl olarak saptandi (p=0,51).

Grup D1’deki 22 hastanin pyrin degerlelinin ortalamasi 18.43 ng/dl iken grup D2’deki

18 hastada bu deger 23.03 ng/dl idi (p= 0,55).
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MEFV Geni Metilasyon Paternlerinin Karsilastirilmasi

Hasta grubundaki 40 hasta ile kontrol grubundaki 32 saglikli ¢ocugun metilasyon
oranlar1 karsilastirildiginda hasta grubunda metilasyonun bir miktar daha yiiksek oldugu
ancak istatiksel olarak anlamli olmadig1 saptandi (p= 0.376) (Tablo 23).

Hasta grubu mutasyon sonuglarina gore grup Al ve grup A2 olarak 2 gruba ayrilmisti
Bu iki grup metilasyon oranlar1 agisindan karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir fark

saptanmadi (p= 0.354)(Tablo 24).

Tablo 23: Hasta ve kontrol grubu metilasyon oranlar1

80
P=0.376
70 - .
] N
60 - , l
HASTA KONTROL
Tablo 24: Grup Al ve A2 metilasyon oranlari
80
p=0,354
70 .
J [ N
60 - |
GRUP A1 GRUP A2
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Metilasyon oranlari1 agisinda karsilastirildiginda Grup C1°deki hastalarda bu oran %
9.67, grup C2’deki hastalarda % 12.77 iken aralarindaki fark istatistiksel olarak anlaml
degildi (p=0.29).

Grup D1’deki hastalarda metilasyon oranlarinin ortalamasi (%23.50), D2’deki
hastalarin metilasyon oranlarinin ortalamasi1 (16.83)’ndan yiliksek 1di ancak bu fark

istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (0.07).
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5. TARTISMA

Ailesel Akdeniz Atesi (AAA) ataklar halinde gelen ates ve ona eslik eden serdz
zarlarin inflamasyonu, “peritonit®, “artrit”, “plorit” ve “erizipel benzeri eritem” ile karakterize
otozomal resesif gecisli herediter bir hastaliktir.

AAA hastalarinin %18-41’inde ailesinde AAA’li hasta Oykiisiiniin pozitif bulundugu
(birinci siklikla kardes 2.siklikta anne) rapor edilmistir (68). Bizim hasta grubumuzda bu oran
%35 olarak bulundu. Ayrica hastalarimizin %12.5’unun anne ve babalar1 arasinda akrabalik
oldugu belirlendi.

Tirk AAA Calisma Grubu'nun 35 merkezde 2838 vakalik c¢ok merkezli
calismasinda, Tiirk popiilasyonunda AAA hastaliginda semptomlarin baslangi¢ yasinin
ortalama 9.6 yil, tam1 alma yasmin ise 16.4 yil oldugu tespit edilmistir (1). Bizim
calisgmamizda hastalik bulgularinin ortaya ¢ikma yasi ortalama 6.6 yil, tan1 alma yas1 ise 7.3
y1l olarak saptandi.

Ates AAA atagr sirasinda genellikle yliksek olup 12-72 saat stirer. Hafif gecen
ataklarda ve kolsisin kullanan hastalarda ates daha diigiik olup fark edilmeyebilir. Bizim
calismamizda tekrarlayan ates yiiksekligi, 40 hastanin 25’inde (% 62.5) saptand1. Tiirk AAA
Calisma Grubunun 2005 yilinda yaptigi arastirmada, AAA hastalarinda tekrarlayan ates
yiiksekligi yakinmasi % 92.5 olarak bildirilmistir (1).

Karin agrisi AAA’da en sik goriilen semptomlardan biridir. Klinik tablo ve
laboratuar bulgular1 akut peritonit ile uyumludur. Calismamizda karin agrisi sikligi, 40
hastanin 33’iinde (% 82.5) saptanmustir. Tiirk Calisma Grubunun verilerine gore AAA
hastalarinda karin agrist sikligr %93.7 olarak saptanmistir (1). Eldad ve arkadaslarinin 1558
hastay1 dahil ederek yaptig1 bir calismada karin agris1 siklig1 % 95 oraninda bildirilmistir (7).

Eklem agrisi ve artrit, AAA’nin yaygin bir Ozelligidir. Artrit klasik olarak
monoartikiilerdir ve en sik olarak diz, dirsek veya kalga tutulur. Bizim ¢alismamizda eklem
agris1 yakinmasi 40 hastanin 20’ sinde %50 oraninda saptanmistir. AAA olan Kuzey Afrika
Yahudileri'nde eklem agris1 yaklasik % 75 oraninda bildirilmekle birlikte diger AAA
populasyonlarinda eklem agris1 goriilme oran1 % 50’den daha olarak bildirilmistir (93). Ben-

Chetrit ve ark. bu oran1 % 27-70 olarak rapor etmislerdir (94).

Unilateral veya bilateral gogiis agris1 genellikle plorit nedeni ile olusur ve hastalarin

% 25-50’sinde goriiliir. Semptomlar 24-72 saat siirer ve siklikla tek taraflidir. Perikardit ise
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AAA’n nadir bir 6zelligi olup tamponatla komplike olmadikga tanist zordur (95; 96). Bizim

caligma gubumuzdaki 40 hastanin 10’unda (% 25) gogiis agrist yakinmasi saptandi.

Cilt ile ilgili bulgularin siklig1 cesitli yaymlarda % 12 ile % 43 arasinda bildirilmigtir
(97). Bu cilt bulgulan arasinda en sik goriilen erizipel benzeri eritemdir. Calismamizda

erizipel benzeri eritem 40 hastanin 5’inde (% 12.5) mevcut idi.

En ¢ok goriilen 5 mutasyon; M694V, M6801, M6941, E148Q ve V726A olup bunlarin
cogu 10. ekzon iizerinde kiimelenmistir. Calismalarda Tiirkler’de ve Akdeniz Bolgesi’nde
yasayan Yahudiler arasinda M694V mutasyonunun ¢ok yaygin goriildiigii gosterilmistir (1;
7). Tiirk ¢alisma gurubu tarafindan yapilan bir caligmada 1090 hastanin genetik analizinde
Tiirk hastalarda M694V’den sonra sik olarak M680I ve V726A mutasyonlarinin bulundugu
gosterilmistir (1). Bizim ¢alismamizda en sik saptanan mutasyonlar M694V ve R202Q olarak
tespit edildi.

Biz ¢alismamizda AAA’li hastalarda ve kontrol grubundaki ¢cocuklarda MEFV geninin
ekspresyonunu, metilasyon paternini ve pyrin diizeylerini arastirmayr planladik. Bizim
calisgmamizda AAA’li 40 hastalik grup ile 32 saglikli c¢ocuktan olusan kontrol grubu
metilasyon oranlar1 karsilagtirildiginda metilasyon oraninin bir miktar arttig1 ancak istatiksel
olarak (p= 0.376) anlaml1 fark saptanamadig1 goriildii. Metilasyon oranlarinin gerek hasta ve
kontrol grubunda, gerekse ¢esitli hasta gruplar1 arasinda belirgin bir farklilik géstermemesi,
metilasyonun bu hastaligin olusumunda ya da klinik farkliliklarin belirlenmesinde bir etkisi
olmadigini diisiindiirmektedir. Daha 6nce Kirectepe ve ark. yaptigi calismada 30 FMF hastasi
ile 21 kontrol grubu karsilagtirildiginda metilasyon diizeyinin FMF hastalarinda bir miktar

artt1g1 ancak istatiksel olarak anlamli fark olmadig1 gosterilmistir (98).

Hasta grubundaki 40 hasta ile kontrol grubundaki 32 saglikli ¢ocugun MEFV gen
ekspresyon seviyeleri karsilastirildiginda, hasta grubunda ekspresyon seviyesinin istatiksel
olarak anlamli (p= 0,049) oranda azaldig1 gosterildi. Notarnicola ve ark yaptigi calismada da
MEFV RNA ekspresyonunun saglikli kontrol grubu ile karsilastirildiginda AAA hastalarinda
istatiksel olarak anlamli derecede azaldigi gosterilmistir (15). Notarnicola ve ark. yaptigi
calisgmada AAA ile iliskili semptomlar1 olan 6zellikle mutasyon saptanmis olan hastalarla
saglikli kontrol grubu karsilastirildiginda MEFV RNA ekspresyon diizeylerinin anlamli
derecede diislik oldugu saptanmislardir (15). M694V mutasyonuna sahip AAA hastalarinda
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klinigin daha agir, E148Q, R202Q mutasyonuna sahip hastalarda klinigin daha hafif seyrettigi
gosterilmistir (99; 100).

Bizim ¢alismamizda M694V mutasyonu homozigot saptanan hastalar (grup B1) ile, her
iki allelinde MEFV geni iizerinde M694V disinda 2 ya da daha fazla mutasyon saptanan
hastalar (grup B2), MEFV RNA ekspresyon diizeyleri agisindan karsilastirildi. Grup B2’deki
hastalarin MEFV RNA ekspresyon diizeylerinin bir miktar daha yiliksek oldugu ancak
istatiksel olarak anlamli fark olmadigi saptandi (p= 0,070). Literatiirde yapilan ¢aligmalarda
FMF mutasyon tipiyle MEFV RNA ekspresyon diizeyi arasinda iliski bulunmustur. Daha agir
klinikle seyreden M694V mutasyonu olanlarla (6zellikle homozigot mutasyona sahip olan
hastalarda) MEFV RNA ekspresyon diizeyi daha diisiik bildirilmistir. Hasta daha hafif kinige
sahip E148Q mutasyonuna sahipse hastanin MEFV RNA ekspresyon diizeyi daha yiiksek
saptanmis. Ancak herhangi bir FMF mutasyonuna sahip olan hastalar kontrol grubuyla
karsilastirildiginda MEFV RNA ekspresyon diizeyi diisiik saptanmastir (15).

Bizim calismamizda M694V homozigot mutasyona sahip hasta sayisinin az olmasi
nedeniyle istatiksel olarak anlamli fark saptanamadi. Bu bulgular hastalarin MEFV geninde
mutasyonu olmadan, MEFV geni iizerinde metilasyonun azalmasiyla FMF fenotipinin ortaya
cikabilecegini desteklemektedir. MEFV geni regulatuar bolgesindeki veya diger genlerin
iizerindeki genetik varyasyonlar MEFV geni ekspresyonunu etkileyerek benzer FMF
fenotiplerini olusturabilecegi ileri siirtilmektedir.

Yalnizca bir allelinde M694V mutasyonu ya da M694V homozigot saptanan hastalarda
MEFV geni ekspresyon derecesiyle hastaligin agirligi arasinda anlaml iliski oldugu rapor
edilmistir (101). M69V mutasyonuyla birlikte, klinigi daha hafif seyreden V726A, E148Q,
R202Q gibi mutasyonu olan hastalarda bu iligki saptanamamis. Bu diger mutasyonlarin

koruyucu etkisinden olabilecegi olarak yorumlanmistir (19).

Hastalarin kolsisin tedavisi kullanmasi ya da kullanmamasi arasinda MEFV RNA
ekspresyon diizeyleri arasinda iliski saptanmamistir. Bizim hastalarimizin  tiimii  ilag

kullaniyor olmalar1 nedeniyle bu karsilastirma yapilamadi.

AAA’nin etiyolojisinde rol oynayan bir¢cok hipotez One siirlilmiistiir. Patogenezinde
pyrin proteininin en énemli rolii oynadig1 bilinmektedir. Esas olarak nétrofil ve kemik iliginin
myelositer prekiirsor hiicrelerinde “Pyrin ya da Marenostrin” denilen 781 aminoasitlik bu
protein, MEFV geni tarafindan kodlanmaktadir (3; 8). Bu proteinin ¢ekirdege ait bir faktor
oldugu ve olast fonksiyonunun da inflamasyonda rol alan proteinlerin transkripsiyonunun

diizenlenmesi oldugu diistiniilmektedir (42; 43). Bu proteinin proinflamatuar molekiillerin
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inhibisyonunu ve antiinflamatuar proteinlerin transkripsiyonunu artirarak inflamatuar yaniti
inhibe ettigi digiiniilmektedir. MEFV geninin mutasyonu sonucu olusan anormal pyrin
proteini, inflamasyonun etkin olarak baskilanmasini engellemektedir. Boylece artmis ve

kontrolsiiz inflamasyon ile seyreden durum gelismektedir.

Hasta grubundaki 40 hasta ile kontrol grubundaki 32 saglikli cocugun pyrin seviyeleri
karsilagtirildiginda, hasta grubunda pyrin seviyesinin istatiksel olarak anlamli (p= 0,037)
oranda azaldig1 gosterildi. Literatiir verilerine baktigimizda pyrin proteini seviyesi hasta
grubunda genellikle daha diisiik saptanmasina ragmen, kontrol grubunda daha diisiik olarak
saptandig1 da rapor edilmistir. Boty ve ark. yapmis oldugu calismada; AAA’li hastalarda
grubunda pyrin seviyesini daha yliksek saptamislardir. Yine ayn1 ¢alismada hastanin tek ya da
2 mutasyona sahip olmasi ile pyrin seviyeleri arasinda fark saptanmamis. Hasta grubuyla;
saglikli kontrol grubu ve AAA dis1 inflamasyonu olan hastalar karsilastirildiginda hasta
grubunun pyrin seviyeleri daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (16).
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6. SONUCLAR

Tel-Hashomer kriterlerine gore tan1 alan AAA hastalarimiz ile kontrol grubundaki saglikli

cocuklarin degerlendirilmesi sonucunda;

1. Hastalarimizin hepsinde MEFV geninin en az 1 allelinde mutasyon saptandi.

2. Allel frekanslar1 degerlendirildiginde MEFV geninde en sik goriilen mutasyonlar;
M694V ve R202Q varyasyonlari idi.

3. Hasta grubundaki ¢ocuklarin mRNA ve pyrin diizeyleri, kontrol grubuna gore belirgin
olarak azalmis saptandi.

4. Hasta ve kontrol grubundaki ¢ocuklarin MEFV geni 2. ekzonunda metilasyon oranlari
arasinda anlamli bir fark yoktu.

5. Hasta grubundaki Ornekler arasinda genotiplerine gore gruplayarak yapilan
kargilastirmalarin  hi¢birinde; mRNA, pyrin ve metilasyon oranlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi.

CALISMANIN ANALIZIi

Calismaya baslarken amacimiz:

En az 100 AAA hastas1 toplayarak mutasyon profillerini belirlemek, klinik bulgularla
mutasyonlar arsindaki genotip-fenotip iliskisini ortaya ¢ikarmak,

Farkli mutasyonlarin, farkli klinige neden olmasini saglayan olast bir faktor olarak
metilasyonun etkisini arastirmak,

Ayni mutasyona sahip hastalar arasinda farkli siddette bulgular saptanmasina olasi
neden olarak metilasyonun etkisini arastirmak,

AAA hastalart ile saglikli ¢ocuklar arasinda, hastaliktan sorumu MEFV geninin
transkripsiyon tiriini mRNA ve pyrin diizeyleri arasindaki farkliliklar1 belirlemek ve
bu farkliliklarin olusumunda metilasyonun roliinii test etmek.

Farkli mutasyonlar1 tasiyan hastalarda, MEFV geni irlinlerinin (mRNA, pyrin)
aralarindaki farkliliklar1 arastirmak. Fark varsa bu farkin olusumunda metilasyonun

roliinii test etmek idi.

Cahsmamizin Kisithhiklar:

Calisma ve hasta grubunda yeterli say1 (100) elde edilememesi

Mutasyon dagiliminin ¢ok genis olmast
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e Kontrol grubuna dahil edilen saglikli gocuklarda mutasyon analizi yapilmamis olmasi
e Teknik sorunlar nedeniyle metilasyon c¢alismasinin “2. Ekzon” ile sinirlandirilmak

zorunda kalinmasi.
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EKLER DIiZiNi

Ek: 1 FORM 1: NEFROLOJi VE GENETIK POLIKLINIKLERINE BASVURAN
AILESEL AKDENIZ ATESi HASTALARININ VERi DEGERLENDiRME FORMU

Ady/ Soyadi: Tarih:

Hasta no:

Telefon:

Yas/ Cinsiyet:

Viicut agirhg: L kg ... persantil ... SDS W/H: % .......
viicut boyu: .. kg ... persantil ... SDS BMI: ..........
Aile oykiisii(akrabalik derecesi-hasta ismi): var  yok

Hastalhigin baslangi¢ yasy/ Fakliysa tam yas1

Atak sikhigr :

Ates yiiksekligi: var  yok

Karm agrisi: var  yok

Gogiis agrisi: var  yok

Eklem agris:: var  yok

Artrit: var  yok

Myalji. var  yok

Erizipel: var  yok

Cilt bulgusu: var  yok

Amiloidoz:

Hemoglobin degeri:

Tedavi : var  yok

Tedavi uyumu: var  yok

Tedaviye yanit: kismi tam

Eslik eden hastalik:

Anne sitii alimi: var (ne kadar sure aldigl)  yok
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Ek-2: Real-Time PCR Yonteminin Prensibi

Real-Time PCR Yoénteminin Prensibi

Kantitatif Real-Time PCR (ger¢ek zamanli) teknolojisi, gen diizeyinin Olgiimiinde rutin
olarak kullanilan, uygulamasi kolay, kesin sonuglar veren ve hassasiyeti yiiksek olan bir
uygulamadir. RT-PCR, amplifikasyon sonuglarina ulasmak i¢in harcanan zaman
amplifikasyon ve analizle birlikte yapildig1 i¢cin daha kisadir. Diger kantitatif metodlara
oranla verim daha iyidir. Sistemin 6zellikleri tek bir reaksiyondan elde edilen bilgi miktarini
en st diizeye cikarabilmek iizere gelistirilmistir. Temel olarak amplifikasyonun iirlinlerini
ayn1 zamanda sayisal degerlere doniistiirerek 6l¢mek ve devam eden PCR reaksiyonunu
ekranda izleyerek reaksiyonun gidisini 6l¢gmeye dayanmaktadir. Bu amagla, floresans veren
bazi boya ya da problar ile olusan floresansi saptayabilen 1s1 dongii aygitlar1 (thermal cycler)
kullanilir. Real-Time PCR teknigi kolaylikla otomatize edilebilmekte ve PCR sonrasi
islemleri ortadan kaldirmaktadir. “Melting curve” analizine dayali hibridizasyon problari,
hidroliz problar1 ve “Molecular Beacons™ gibi farkli formatlar uygulanabilmektedir. Real-
Time PCR ile tek niikleotid polimorfizminin saptanmasi, gen ekspresyonunun miktarini
belirleme, DNA hasar1 (mikrosatellit instabilitesi), anne kanindan izole edilen tek hiicrede
prenatal tani, hemoglobinopatilerin prenatal tanisinda, farmakogenetikte, klinik
mikrobiyolojide ve ilag¢ gelistirilmesinde kullanilmaktadir. Son zamanlarda dizileme, tek
iplik konformasyonpolimorfizmi ve restriksiyon enzim kesimleri gibi tekniklerinde yerini
almistir. Real-Time PCR'in avantajlar ise; entegre bir sistemde amplifikasyon ve analiz,
sabit reaksiyon monitdrizasyonuna olanak veren floresan boyalar ve problar, hizli siklus
stiresi (35 siklus i¢in 20-40 dakika), yliksek 6rnek verimliligi, kapal1 reaksiyon ortamlarina
bagliolarak diisiikk kontaminasyon riski, sonuglarin kantitatif analizineolanak vermek ve

yazilim sistemine sahip olmasidir.
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Ek.3: Etik Kurul

KARAR BILGILERI
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