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OZET

Amac: Ailesel Akdeniz Atesi (FMF) otozomal resesif gecisli, tekrarlayan ates, karin agdrisi ve serozit
ataklar ile kendini gosteren bir hastaliktir. FMF'in sebebi, Mediterranean Fever (MEFV) geninde meydana
gelen mutasyonlardir. Calismamizin amaci, laboratuvarimizda yapilan FMF dizi analiz sonuclarini
degerlendirerek izmirdeki FMF mutasyon sikh@i hakkinda fikir sahibi olmamiza yardimc olacak bir
calisma yapmakiti.

Gerec¢ ve Yontem: Ocak 2013 ve Agustos 2015 tarihleri arasinda FMF 6n tanisi alan 126 kiside MEFV
dgen mutasyonlari retrospektif olarak arastirildi. MEFV genindeki mutasyonlari belirlemek icin Polimeraz
Zincir Reaksiyonu ve 21 mutasyon arastirilabilen pyrosekans yontemi ile DNA dizi analizi yapild1.

Bulgular: Sekans analizi ile 126 kisinin 66'sinda MEFV gen mutasyonlari saptand (% 52,4). Mutasyon
gorilen 18 hastanin homozigot, 20 hastanin birlesik heterozigot ve 28 hastanin heterozigot oldugu
belirlendi. En sik gdriilen mutasyonlarin; homozigot olanlarda M694V, birlesik heterozigotlarda
M694V/M680I, heterozigot olanlarda ise E148Q oldugu goriildii. Allel frekanslan yiizdeleri agisindan
incelendiginde; M694V (%37,4), E148Q (%11,45), M680I (%11,45), V726A (%6,11), P369S (%5,35),
R761H (%3,05), R744S (%2,29), K695R (%1,52), wt (%21,38) bulundu.

Sonuc: Bircok calismada oldugu gibi bizim calismamizda da M694V mutasyonu ilk sirada yer
almaktaydi. En sik rastlanan ilk dort mutasyon tiirti yapilmis diger ¢calismalarla uyumlu iken; siklik sirasi
acisindan farklilk goésterdi. Calismamizdaki M694V toplam allel sayisi orani didger bazi ¢alismalardan
daha dusiik bulundu (%37,4). Diisiik M694V orani, hasta sayimizin az olmasina bagl olabilecedi gibi,
yontem farkhhdindan veya aragtirilan mutasyon sayisindan da kaynaklanabilir. Ulkemizde 21 mutasyon
arastirilan az sayida calisma mevcuttur. Organ nakli boliimiince istenen mutasyon analizlerinde M694V
mutasyonunun c¢ogunlugu olusturdugu tespit edildi. Mutasyon tipinin hastalik siddeti ile iliskili
olabilecedi diisuiniildii. Bu sebeple FMF hastalarinda mutasyon analizinin miimkiin oldugu kadar erken
gerceklestirilerek olasi komplikasyonlarin Oniine gegilebilecedi kanisina varildi.

Anahtar kelimeler: Ailesel Akdeniz Atesi (FMF); Polimeraz Zincir reaksiyonu; Dizi analizi

m Turk Klinik Biyokimya Derg 2016; 14(2)




MEFV Mutasyon Siklidi

ABSTRACT

Objective: Familial Mediterranean fever (FMF) is an autosomal recessive hereditary disease
characterised by recurrent attacks of serositis and fever accompanied by pain in the abdomen. FMF is
caused by mutations in Mediterranean Fever (MEFV) gene. The aim of this study was to evaluate the
results of FMF genetic mutation analysis made in our laboratory and to get some information about the
frequency of FMF genetic mutations in Izmir.

Materials and Methods: MEFV gene mutations were retrospectively investigated in 126 patients which
were prediagnosed as FMF between January-August 2015. Polymerase Chain Reaction and DNA
pyrosequence methods were used to search 21 different mutations in MEFV gene.

Results: MEFV gene mutations were found in 66 of 126 patients with sequence analysis (52.4%). There
were 18 homozygous, 20 compound heterozygous and 28 heterozygous patients. The most common
mutations were; M694V in homozygotes, M694V/M680I in compound heterozigotes and E148Q in
heterozigotes. Allele frequencies were as follows: M694V (37.4%), E148Q (11.45%), M680I (11:45%),
V726A (6.11%), P369S (5.35%), R761H (3.05%), R744S (2.29%), K695R (1.52%), wt (21.38%).

Conclusion: In our study M694V was found to be the most common mutation as in many studies
results. The most common four mutation types that we found were in accordance with the other studies,
but their frequency rate varies. In this study, total number of M694V allels was lower than the other
studies (37.4%). This may be due to small number of the study group, difference of methods or it can
be caused by the number of mutations investigated. In our country there are few studies examining 21
mutations. It was determined that most of the mutations from the department of organ transplantation
was M694V. It was thought that the mutation type is associated with the severity of the disease. Earlier
mutation analysis in patients who are prediagnosed as FMF, will prevent future possible complications.
In this respect, we believe that our results may provide guidence to future studies.

Key words: Familial Mediterranean Fever (FMF); Polymerase Chain Reaction; Sequence analysis

GIRIS yon oldugu, bunu sirasiyla; M680I ve V726A
mutasyonlariin takip ettigi bildirilmistir (5).
Akdeniz havzasinda gorilen mutasyonlarin
%74Unii M694V, V726A, M680I ve E148Q

olusturmaktadir (4).

Ailesel Akdeniz Atesi (FMF) otozomal resesif
gecis gosteren bir hastalik olup, tekrarlayan
ates, karin agrisi ve serozit ataklarn ile
kendini gosterir. Dinyada 100.000°'den fazla

kisiyi etkileyen hastalik genellikle Akdeniz MEFV geni 781 amino asitten olusan “pyrin”

havzasinda Turkler, Araplar, Yahudiler ve Er-
menilerde gorilmektedir (1). FMF Mediter-
ranean Fever (MEFV) geninde meydana gelen
mutasyonlar sebebiyle ortaya cikar (2,3).
MEFV geni 16. Kromozumun kisa kolunda
yer almakta olup (16p13.3), tizerinde 70’den
fazla mutasyon tanimlanmistir (4). Tespit edi-
len mutasyonlarin ¢cogu 10. ekzon uzerinde
bulunurken bunu sirasiyla 2, 3 ve 5. ekzonlar
takip eder (4). FMF her iki cinsi esit oranda
tutar ancak bazi calismalarda erkeklerde
daha fazla gorildiigu de bildirilmistir (1,5).

Tiirkiye'de FMF prevalansinin 1:400-1:1000
arasinda degistigi bildirilmistir (6,7). FMF'in
Turkiye'deki tasiyicilik orani ise 1:5'dir (1,2).
Tiirkiye FMF calisma grubunun yaptigi 1090
FMF hastasini kapsayan bir arastirmada
Tirklerde M694V'nin en sik rastlanan mutas-
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adl proteini kodlar (8,9). Normalde antienfla-
matuar etki gosteren pyrinin FMF hastaligin-
da enflamasyona yol actid ileri siirtilmek-
tedir.

Cogu hastada 20 yasindan ©nce baslayan
belirtiler atak doneminde Kisiyi yataga bag-
lasa da, ataklar arasinda tamamiyle asemp-
tomatik olabilir. Akut batina benzeyen Kkarin
agrisi en sik rastlanan belirtilerindendir (1).
Eklem belirtileri diger sik goriilen bulgu-
lardan olup, alt ekstremitelerdeki buytlk
eklemleri tutar. Genellikle tek eklem tutulusu
kizarmig, sis eklemlerle kendini gosterir.
Karm agrisinin yaninda ates, artrit, plevrit ve
erizipel benzeri bulgulara da rastlanir (5).
FMFin en yikici komplikasyonlarindan biri
amiloidoz’dur. Genellikle bobrekleri etkileye-
rek kronik bobrek yetmezligine neden olan
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amiloidoz gorilme sikhi@r Tirklerde % 12.9
olarak bulunmustur.

Hastalardaki mutasyonun tipi hastaligin
siddeti ile iliskili bulunmustur. Kodon 694
mutasyonu olanlarda hastaligin daha erken
yaslarda goriildiigii, ataklarin daha sik
oldugu, tedavide daha yuksek doz kolsisine
gerek duyuldugu ve tedavi edilemeyenlerde
amiloidoz goriilme riskinin yuksek oldugu
bildirilmektedir (10-12). Buna karsin E148Q
mutasyonu olanlardaki hastalik bulgulari
daha hafiftir.

Hastalarm M694V homozigot mutasyona
sahip olmalarinin amiloidoz gelisme riskini
artirdidi One siirilse de, M694V homozigot-
lugu ile amiloidoz gelismesi arasinda iliski
bulunmadigini gosteren calismalar da mev-
cuttur (10-14).

Ulkemizin farkli bolgelerinde yapilan cahs-
malarda birbirinden farkli sonuclar elde
edilmis olsa da, FMF, komplikasyonlar1 dola-
yisiyla Onemli bir hastaliktir. Laboratuvar
testlerinde meydana gelen gelismeler sebe-
biyle FMF mutasyonlari artik daha Kkolay
tespit edilebilmektedir. Bu ¢alismanin amaci,
laboratuvarimizda yapilan FMF Dizi Analizi
olciimleri degerlendirmek, mutasyon cesitlili-
dini belirleyerek bunlarin dagihmini incele-
mekti.

GEREC ve YONTEM

Hastanemiz polikliniklerinden Ocak 2013 ve
Agustos 2015 tarihleri arasindaki donemde
FMF On tanisi ile dizi analizi istenen 126
Kisinin bilgileri Molekiiler Tani Laboratuvari
arsivinden retrospektif olarak temin edildi.
Analiz O6ncesi hastalarm onamlar1 alindi.
Hastalarin K3EDTA'lh 4 mL’lik tiiplere alinan
kan Orneklerinden otomatik olarak DNA
izolasyonu yapildi. Elde edilen DNA Ornekleri
ile FMF 2, 3, 5 ve 10 ekzonlarinda bulunan
E148Q, P369S, HA478Y, F479L, S675N,
G678E, M680L, M680I, T681l, 1692del,
M694V, M694L, M6941, K695R, K695M,
R717S, 1720M, V722M, V726A, A744S, R761H
mutasyonlari i¢in polimeraz zincir reaksiyonu
ile cogaltilan ilgili DNA bolgelerinden Pyrose-
kans yontemi ile DNA dizi analizi yapildi.

BULGULAK

FMF Dizi analizi yapilmasi istenen 126 Kisinin
66'sinda (%52.38) cesitli mutasyonlar sap-
tandi. Bunlardan en sik gérulen mutasyonun
M694V oldugu belirlendi. Bu mutasyonun
goriilme sikhidi 35/66 (%53) idi. M694V mu-
tasyonu gorilen hastalarin cinsiyet dagilimi
Tablo 1'de gosterildi. Mutasyon analizi
isteyen boliimler arasinda 37 Kisi ile dahiliye,
22 Kisi ile organ nakili ilk 2 siray1 olusturdu.

Tablo 1. Saptanan mutasyonlarin cinsiyet dagilimi

Mutasyon Homozigot Heterozigot
tipi K/E (K/E)
M694V 8 K/6 E 10 K/11E
M680I - 8 K/7E
E148Q 1K/1E 7K/4 E
V726A - S5K3E
P369S 1E 4 K2E
R761H - S3KI1E
R744S - 1K2E
K695R 1K -

MEFV gen mutasyonu goriilen 18 hastanin
homozigot, 20 hastanin birlesik heterozigot
ve 28 hastanin heterozigot oldugu belirlendi.
Homozigot mutasyonlarda M694V ilk sirayi
alirken (n=14), birlesik heterozigot mutas-
yonlarda M694V/M680I1 en fazla goériilen mu-
tasyonlardi (n=7). Heterozigot olan hasta-
larda ise en sik E148Q mutasyonu saptandi
(n=8).

Homozigot M694V mutasyonlarinin ¢ogu
(n=9, %60) organ naklinden istenen hasta-
larda saptandi. M694V mutasyonu birlesik
heterozigot mutasyonlar acisindan da ilk
sirayr aldi (n=17). Gorulen 21 M694V birlesik
heterozigot ve heterozigot mutasyonlarinin
codunlugunun dahiliye tarafindan istendigi
belirlendi (%61.9).

M694V mutasyonundan sonra allel sayilarina
gdre gorilme sikhd acgisindan M6801 ve
E148Q mutasyonlart ikinci sirayr paylasti
(%11.45). V726A, P369S, R761H, R744S ve
K695R mutasyonlari sirasiyla saptanan diger
mutasyonlardi. Mutasyonlara ait MEFV geno-
tipleri Tablo 2'de, allel sayilar veriler Tablo
3'de goOsterildi.
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Tablo 2. FMF tanili hastalarin MEFV genotipleri

Genotip Hasta Sayis1
M694V | M694V 14
M694V / M680I
M694V / V726A
M694V / E148Q
M694V / P369S
M694V / R744S
M694V / wt
E148Q / E148Q
E148Q / P369S
E148Q / wt
P369S / P369S
P369S / wt
K695R / K695K
M680I1 / R761H
M680I1 / V726A
M680I / wt
R761H / wt
V726A / wt
R744S / wt
Toplam

v lr|o|o|=|=|m|&s|m]o|~|N]&]~|[~[o|o|~

=
=)

Tablo 3. MEFV mutasyonlarini tasiyan olgularin allel
frekans ve yuzdeleri

Mutasyon Allel sayis1 %
M694V 49 37,40
E148Q 15 11,45
M6801 15 11.45
V726A 8 6,11
P369S 7 5,35
R761H 4 3,05
R744S 3 2,29
K695R 2 1,52
wt 28 21,38
Toplam 131 100
TARTISMA

Teshisi tipik klinik bulgular, aile dykiisu ve
kolsisine verilen yanit gibi kriterlere bagh
olan FMF hastaliginda mutasyon analizi taniy1
dogrulamak agisindan biiyiik 6nem tasimak-
tadir (1). Laboratuvar tekniklerindeki gelis-
meler gecmis yillarda uzun ve zahmetli mu-
tasyon analiz asamalarimi oldukg¢a kolaylas-
tirmistir. Bu sayede artik bir¢ok laboratuar-
da FMF mutasyonlarmin tespiti yapilabil-
mektedir. Bizim calismamizda da gecen 2
yilllk siiregte laboratuarimizda dizi analizi
yontemi ile yapilan MEFV mutasyon tetkikleri
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incelenerek degerlendirilmistir. Arastirilan
mutasyon sayisi yapilan diger calismalardan
genellikle daha fazladir. Ulkemizde yapilan
calismalarda genellikle reverse hibridizasyon
tekniginin uygulandiqi Strip assayler kullanil-
mustir. Bu testlerde arastirllan mutasyon
sayist 12'dir. Bizim calismamizda kullandigi-
miz pyrosekans yonteminde toplam 21
mutasyonun varh@ arastirilmistir. FMF Strip
testlerde en sik goriilen 12 mutasyonun
arastirilmis olmasi, nadir de olsa bulunmasi
muhtemel diger mutasyonlarin tespitini ola-
naksiz kilmaktadir. Bu sebeple, tespit edilen
mutasyonlar arasinda doriulme yilizdeleri
acisindan fark ortaya ¢ikabilir.

Elde edilen bulgulara gbére, M694V mutas-
yonu bircok calismada oldugu gibi en sik
rastlanan mutasyon olmustur (15-18). Bu
mutasyon homozigot hasta sayisi acisindan
en cok gorulen mutasyon olmasinin yani sira
(n=14), heterozigot mutasyonlar acisindan
da ilk sirada yer almaktaydi. MEFV mutas-
yonu doriilen 66 hastanin 21‘inde hetero-
zigot M684V mutasyonu bulunmaktaydi
(%31.8). Calismamizdaki M694V toplam allel
sayisi orani dider bazi calismalardan daha
dusuktir (%37.4) (19,20). Diisiik M694V orani,
calismamizdaki hasta sayimizin azhdindan
kaynaklanabilecedi gibi, yukarida bahsedilen
yontem farkliidindan veya arastirilan mutas-
yon sayisindan da kaynaklanabilir. Yesilada
ve arkadaslarinin calismasindaki oran bizim
calismamizdaki orandan daha dusuktir (21).
Fakat onlarin calismasinda elde edilen mu-
tasyon oranlarinin hepsinin diger calismalara
gore daha diisiik oldugu gbze carpmaktadir.

ilk srradaki M694V mutasyonundan sonra
farkli oranlarda E148Q, M680l1 ve V726A
mutasyonlart bildirilmistir. Akdeniz havza-
sinda gorulen MEFV gen mutasyonlarinin
%74'iinii olusturan bu 4 mutasyon bizim
calismamizda da allel frekansimin %66.4tint
olusturmaktadir. ilk 4 siray1 olusturan bu
mutasyonlarin siklik sirasi bizim c¢alisma-
mizda farklihlk gostermektedir. Erden ve
arkadaslarinin yaptigi calismada; 3. siradaki
V726A mutasyon siklidi acisindan bizim calis-
mamizda 4. sirada yer almaktadir. Onlarin
calismasinda 4. siradaki M680I orani bizim
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calismamiza gore oldukga farkhdir. Yesilada
ve arkadaslarimin mutant allel tasima ytizde-
leri bizim calismamizla uyumlu gozik-
mektedir (21).

Hastalarda bulunan mutasyon tipinin hasta-
higin siddeti ile ilgisi oldugu dusinilmek-
tedir. Bircok calismada, kodon 694 mutas-
yonlarinin FMF hastalidinin erken goériilmesi,
ataklarin daha sik olmasi, yiiksek doz kol-
sisine gerek duyulmasi ve amiloidoz gelisme
riskinin yukselmesi ile iliskisi gosterilmistir
(10-12). Bu durum ile ilgili celiskili calismalar
olsa da (13,14), bizim calismamizda M694V
mutasyonu bulunan hastalarin biiyuk bir
oraninin organ nakli boélimiinden istenmesi
ilgi cekicidir. Dahiliye boliimiinden sonra en
cok MEFV mutasyonu organ nakli bolu-
miunden istenen hastalarda ¢ikmistir. Organ
nakli boliimiinden 9 Kkiside homozigot, 4
Kiside heterozigot M694V mutasyonu saptan-
mistir. Homozigot M694V mutasyonlarinin
%60 m1 bobrek nakli hastalarinm olustur-
dugundan hareketle, M694V mutasyonu ile
bobrek amiloidozu arasinda bir baglanti
bulunabilecegi dustiniilebilir.

FMF hastaliginda genetik testlerin zamaninda
yapilarak taninin dogrulanmasi ve hastalik ile
ilgili gerekli 6nlemlerin alinmasi buyiik 6nem
tasimaktadir. Boylece hastaligin en o6nemli
komplikasyonlarindan biri olan amiloidoz
gelisimine bagli bobrek yetmezligi Onle-
nebilir. Yakin zamanda sekonder amiloidoz
gelisiminde azalma goruldigii ve bunun
sebebinin hekimler arasinda FMF farkinda-
liginin artis1 oldugu ileri siirilmektedir (22).
Bu farkindaligin halk arasinda da artirilmasi
icin gerekli calismalar yapilmahdir.
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