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OZET

AILESEL AKDENIZ ATESI ON TANILI HASTALARDA MEFV GEN
MUTASYONLARI VE KARDiYOVASKULER HASTALIKLARLA iLGIiLi BAZI
GENLERIN POLIMORFiZMLERINiN BELiRLENMESi

Derya SUCU KAYNAK
Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dal
(Yiikseklisans Tezi /Tez Damsmam: Doc. Dr. Feray KOCKAR)
Balikesir, 2007

Ailesel Akdeniz Atesi (FMF), MEFV genindeki mutasyonlarin neden oldugu
otozomal resesif bir hastaliktir. Ailesel Akdeniz Atesi (FMF), 6zellikle Akdeniz etrafinda
yerlesim gosteren Yahudileri, Araplari, Tiirkleri ve Ermenileri etkiler. Klasik klinik tablo,
tekrarlayan ve kendi kendini sinirlayan ates ile birlikte karin agrisi, plevrit, artrit ve erizipel
benzeri deri lezyonlaridir.

FMF’den sorumlu MEFV geni, kromozom 16p13.3’de haritalanmis ve 781 amino
asit uzunlugunda pirin/marenostrin olarak isimlendirilen ve notrofiller, eozinofiller ve aktive
olmus monositlerin sitosollerinde sentezlenen bir proteini kodlamaktadir. . MEFV geni 10
ekzondan olusur ve bugiine kadar 76’dan fazla mutasyonu tanimlanmustir.

Bu caligmada, Tiirk populasyonunda FMF 6n tanili 421 birey ile kontrol grubunu
olusturan 100 saglikli bireyde MEFV geninde en sik rastlanilan 12 mutasyon FMF strip
assay ile taranmistir. Homozigot olarak belirlenmis 50 birey ve normal allele sahip ve kismi
heterozigot olan 100 kontrol birey kardiyovaskiiler risk olusturabilecek 10 ayri gende
(MTHFR C677T, FV Leiden, FV HI1299R, ACE, FXIII V34L, PAI-1, HPA-1, APOE,
APOB, FII G20210A, beta-Fibrinojen -455 G>A) toplam 12 polimorfizmin genotipleri ve
biyokimyasal parametreleri belirlenmistir ve karsilastirilmistir. Buna gore, 421 bireyin
%40,4’tiinde  MEFV geninde homozigot mutant, heterozigot ve birlesik mutasyon
polimorfizmleri belirlenmistir. Belirlenen mutasyonlar M694V %54, M6801 G>C %17.,6,
E148Q %17,6, A744S %5,29 ve VT726A %11,76, P369S %2,35, FATOL %1,17, M6941
%1,76, K695R 9%5,29, R761H %3,52, M680I G>A 9%0.0 ve 1692del %0.0 oranindadir.
Bunlar arasinda R761H mutasyonu Tiirk popiilasyonda ilk olarak tespit edilmis
mutasyondur.

Ayrica, FMF homozigot mutasyona sahip bireylerde ve saglikli kontrol bireylerinde
kardiyovaskiiler risk acisindan 6nemli polimorfizmler belirlendiginde, FMF homozigot
bireylerde PAI-1, ACE I/D, beta-fibrinogen -455G>A ve FXIII V34L polimorfizmlerinin
kontrol grubuna gore daha fazla bulundugu da tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: FMF, Ailesel Akdeniz Atesi, Kardiyovaskiiler Risk, Strip
Assay, Genetik Test, MEFV Geni
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ABSTRACT

DETERMINATION OF MEFV GENE MUTATIONS AND SOME GENES
POLYMORPHISMS ASSOCIATED WITH CARDIOVASCULAR DISEASE IN
PATIENTS PRIMARILY DIAGNOSED WITH FAMILIAL MEDITERRANEAN
FEVER

Derya SUCU KAYNAK

Balikesir University , Institute of Science, Department of Biology

(Msc. Thesis / Supervisior: Assis. Prof. Dr. Feray KOCKAR

Balikesir, Turkey, 2007

Familial Mediterranean Fever (FMF), is an autosomal resesif disease resulted from
mutations of MEFV gene. FMF is a disease affecting particularly in Jewish, Arabic, Turkish
and Armenian people around Mediterian region. Clinical feature of FMF is repeatedly
abdominal pain with high fever, Plevritis, arthritis, skin lesions e.g. erysipelas.

MEFV gene, also known FMF disease gene, is located in chromosome 16p13.3 and
encodes a 781 amino acid long protein called pyrin/marenostrin that is expressed in the
cytosols of neutrophils, eosinophils and activated monocytes. MEFV gene has 10 exons and
to date, more than 76 mutations in the gene have been defined.

In this study, 421 people primarily diagnosed with FMF and 100 healthy volunteers
were screened with FMF strip assay with the respect of 12 mutations in the MEFV gene. 12
polymorphisms in 10 different genes (FV, FII, FXIII, HPA-1, PAI-1, ACE, MTHFR, APOB,
APOE, Beta-Fibrinogen) postulated as important parameters in terms of cardiovascular risk
and their biochemical parameters were determined in 50 people of homozygote FMF
mutations and 100 healthy people with normal and heterozygote alleles. As a result, 40.4%
of 421 people have been found as homozygote mutant, heterozygote mutant and compound
heterozygote. These mutations were M694V %54, M680I G>C %17,6, E148Q %17.6,
AT744S %5,29 ve VT26A %11,76, P369S %2,35, FATOL %1,17, M6941 %1,76, K695R
%5,29, R761H %3,52, M680I G>A %0.0, 1692del %0.0. Amongst these determined
mutations R761H is the first report in the Turkish populations.

In addition, as a result of the of cardiovascular related polymorphisms in the FMF

homozygotes and healthy control group, FMF homozygote people has different ratio PAI-1,
ACE I/D, beta-fibrinogen -455G>A, FXIII V34L polymorphism compared to control group.

Key words, FMF, Familial Mediterranean Fever, Cardiovascular Risk, Strip Assay,
Genetic Test, MEFV Gene.
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1. GIRIS

Otoinflamatuar hastaliklar, antijen spesifik T hiicreleri ve fazla
konsantrasyonda otoantikorlarin yoklugunda olusan, kalitsal periyodik ates
sendromlarinin da dahil edildigi, goriiniiste herhangi bir nedenin sebep olmadigi
inflamasyon olarak karakterize edilmis hastaliklarin bir grubudur. Ailesel Akdeniz
Atesi (Familial Mediterianian Fever, FMF), ataklar halinde gelen ates ve ona eslik
eden serdz zarlarmin inflamasyonu ile karakterize, otozomal resesif gecisli,
otoinflamatuar bir hastaliktir [1,2]. FMF, ozellikle Akdeniz etrafinda yerlesim
gosteren Yahudileri, Araplari, Tiirkleri ve Ermenileri etkiler. Hastalifa diinyanin
degisik bolgelerinde de nadir olarak rastlanilir [5]. Klasik klinik tablo, tekrarlayan ve
kendi kendini sinirlayan ates ile birlikte karin agrisi, plevrit, artrit ve erizipel benzeri
deri lezyonlaridir. Ataklar genellikle ge¢ cocukluk, adodlesan dénemde ortaya
cikmaktadir. %60-70 olguda semptomlar ilk 10 yasta, %80-90 olguda 20 yastan 6nce
goriilmektedir. Ortalama baslangic yas1 4,5 olarak saptanmistir [8-10]. Ataklarin
siklig1 ve siiresi hastadan hastaya degisiklik gosterir. Ortalama siire 1-4 giin, siklik
haftada 1 ile yilda 1 arasinda degisebilmektedir. FMF’in tilkemizde goriilme sikligi
1/1000 olarak bilinmektedir. Tasiyicilik orani ise degisik arastirmalarda %15-34
olarak ifade edilmistir. Bir bagka deyisle iilkemizde her 5 kisiden biri tasiyici
konumdadir. Hastaligin en korkulan yan1 bobrek yetmezligine neden olan amiloidoz

ile komplike olmasidir [2,3].

FMF’den sorumlu olan MEFV geni, 16. kromozomun kisa kolunda
(16p13.3) lokalize olmustur ve 781 amino asit uzunlugunda pirin/marenostrin olarak
isimlendirilen ve notrofiller, eozinofiller ve aktive olmus monositlerin sitosollerinde
sentazlenen bir proteini kodlamaktadir [2,7]. Pirin proteini, FMF ataklar1 sirasinda
inflamasyon yerinde notrofillerin aktivitesi ve inflamasyonun inhibe edilmesinde rol
aldig1 belirtilmektedir. Bu bulgulara ragmen kesin patojeni anlagilamamistir. MEFV

geni 10 ekzondan olusur ve bugiine kadar 76’dan fazla mutasyon tanimlanmistir [20].



S6z konusu mutasyonlarin cogunlugu missense mutasyon olmakla birlikte nonsens ve
delesyon mutasyonlart da tanimlanmistir. Mutasyonlarin biiyiik bir boliimii ekzon 10
icersinde kiiciik bir alanda lokalize olmustur [2]. Tiirk toplumunda yapilan
caligmalarda, en sik karsilasilan mutasyonlar E148Q, M680I, M694V ve V726A
olarak bildirilmistir [11].

FMF hastalarinin klinik remisyonunda inflamasyona egilime sahip olduklar1
bilinmektedir. Dogal antikoagiilant yolun, normal fonksiyonunun o6zellikle azalan
inflamasyon cevaba ihtiyact vardir. FMF’in subklinik inflamasyon durumunda ise

dogal antikoagiilant cevabin yiikseldigi belirtilmektedir [12].

Inflamasyon, giiclii bir protrombotik uyarandir. Inflamasyon siireci,
prokoagiilant faktorleri ylikseltirken, dogal antikoagiilant faktorleri ve fibrinolitik
aktiviteyi diisiiriir. Boylece inflamasyon, hemostatik mekanizmalar1 tromboz lehine
degistirir. Epidemiyolojik calismalarda, inflamasyon ve hemostatik degisim ile
kardiyovaskiiler olaylarin riski arasindaki iliskilerde stirekli gosterildigi gibi
kardiyovaskiiler hastaliklarda inflamasyon ve tromboz 6nemli mekanizmalardir [7].
Birka¢ calisma, FMF’in siddeti ve gelisimi iizerine koagiilasyon mekanizmalarinin

etkilerini belirtmislerdir [13].

1.1. AILESEL AKDENIZ ATESI (AAA-FMF)

1.1.1 TARIHCE

Ailesel Akdeniz Atesi (FMF), Tiirkler, Yahudiler, Araplar ve Ermeniler’de sik
olarak goriiniir. Ilk FMF olgular1 bu etnik gruplarda tamimlanmistir. Diinya
literatiierlerinde ilk kez 1908 yilinda tekrarlayan ates, abdominal agr1 ve 16kositozu
olan 16 yasinda Yahudi bir kiz hastada ‘Unusual Paroksismal Sendrom’
tamimlamasiyla Janeway ve Mosenthal tarafindan bildirilmistir [14]. 1lk olgudan
sonra 1945 yilinda Amerikali arastirmaci Siegall, ‘Benign Paroksismal Peritonit’ adi
tekrarlayan ates ve karin agris1 ataklar1 ile seyreden bir klinik bir sendrom olarak

tanimlamistir [14]. 1948 yilinda Reiman ‘Periyodik Hastalik’ tanimlamasini



kullanmugtir [15]. 1951 yilinda ilk kez Catton ve Mamou hastaligin ailevi olduguna
dikkat cekmisler ve 1956 yilinda aym yazarlar FMF 1i hastalarda amiloid
gelisebilecegini bildirmislerdir [17]. Heler ve Sohar 1958 yilinda ilk kez ‘Familial
Mediterranean Fever’ (Ailesel Akdeniz Atesi) tanimini kullanmiglar ve 1961 yilinda
ayn1 yazarlar hastalifin otozomal resesif kalitildigini gostermislerdir [18,19].
Tiirkiye’de ise ilk FMF hastas1 ¢ Garip Bir Karin Agris1 Sendromu’ adi ile 1946
yilinda Abrevaya Marmarali tarafindan bir eriskinde tanimlanmistir [4]. 1972 yilinda
kolsisin’in tedavide kullanilmaya baslanmas1 hastalarin kaderini degistiren bir bulus
olmustur. FMF hastaliginin tarihsel siirecindeki ikinci Onemli gelisme ise 1997
yilinda, International FMF konsorsiyumu ve Fransiz konsorsiyumu tarafindan MEFV

geni klonlanlas1 ve 4 missens mutasyonun tanimlanmasidir [20].

1.1.2. EPIDEMIiYOLOJi

FMF, prevalansi en yiiksek olan periyodik ates sendromu olup, tiim diinyada
10.000’den fazla FMF hastast oldugu diisiiniilmektedir. FMF, Sefardik Yahudiler,
Araplar, Tiirkler ve Ermeniler gibi Akdeniz kokenli kisilerde daha sik goriilmektedir
[20]. Ancak bu hastalik italyanlar, Yunanhlar, Kiibalilar ve Belcikalilarda da
bildirilmistir [21]. Sefardik Yahudilerinde prevalans 1/256-1/1000, tasiyicilik orani
1/8-16, Dogu Avrupa kokenli Yahudilerde (Ashkenazi) prevalanst 1/73.000
tasiyicilik oran1 1/135, Ermenilerde prevalans 1/500, tasiyicilik orant 1/7, Tiirklerde
prevalans 1-3/1000, tasiyicilik orani 1/3-5 ve Araplarda prevalans 1/2600 tasiyicilik
orant ise 1/50 oldugu goriiliir. Tiirklerde bu oran 1/3-5 olmasina ragmen Tiirkiye’nin
belli bolgelerinden koken alan kisilerde hastaliga daha fazla rastlanilmaktadir.
FMF de tastyicilik oraninin bu kadar yiiksek olmasi, heterozigotlugun hasta olmayan
bu kisilerde Akdeniz Bolgesi’ndeki bir patojene selektif avantaj sagladig: hipotezinin
ortaya atilmasina neden olmustur [22,23]. Akraba evliliginin daha fazla oldugu
bolgelerde hastaligin ortaya c¢ikma riski de artmaktadir. FMF’de akraba evliligi
siklig1 yaklasik %30-40 civarindadir. Mutasyonlarin tanimlanmasi ve haplotiplerin

analizi mutant genlerin atalarinin Dogu Akdeniz’den geldigini gostermektedir.



Belirtiler hastalarin %60’da yasamin ilk 10 yilinda, %90’da ise ilk 20 yasta
ortaya c¢ikar. Ortalama baslangi¢c yas1 4,5 yastir. Yasamin ilk yillarinda bile belirti
ortaya cikabilir. 40 yasindan sonra baslamasi ise nadirdir. FMF erkeklerde kizlara
gore 1.1 ile 2.6 oraninda daha sik goriilmektedir [8,9]. Hastaliga bagh olarak gelisen

amiloidoz da erkeklerde belirgin olarak daha fazla rastlanmaktadir.

1.1.3. KLIiNIK BULGULAR

Hastalik atesli, agrili ataklarla karakterize olup 38,5-40 C° arasindaki yiiksek
atese, periton, plevra ya da sinovyum ser6z membranlarindan birinde olusan
inflamasyonun neden oldugu ciddi karin, gogiis veya alt ekstremitenin genis
eklemlerinden birinin agris1 eslik eder. Hastalar genellikle ataklar1 baslatan bir etken
tarif etmezler ancak FMF ataklarinin bazi hastalarda menstruasyon, duygusal stres
veya agir fiziksel aktivite donemlerine rastladigi goriiliir. Bazi hastalarda ise titreme

benzeri sikayetler de goriilmektedir [20].

Ataklar kisa siireli olup 1-3 giin siirer ve tedavi edilmeden kendiliginden
tyilesir. Ancak ataga eslik edebilen artrit veya artralji daha uzun siirebilmektedir.
Ortaya cikan atesin yiiksekligi ya da tutulan inflamasyon bolgesi bir ataktan digerine
farklilik gosterebilir. Ataklarin seyri hastalar arasinda gesitlilik gosterebilecegi gibi
aym ailenin bireylerinde bile farkli atak seyirleri goriilebilmektedir. Omiir boyu
siren bu hastaligin seyrinde bir hastanin, hastalifin ¢ok cesitli fomlan ile
karsilasmas1 miimkiindiir ancak siklikla aym1 hastada yillar boyunca aym tip atak

goriiliir [9].

Erkek:Kadin oram erkekler lehine olup 1,2:1°dir. Bunun nedeninin hastalik
fenotipinin kadinlardaki eksik penetranst ya da MEFV nin iki alelinde de mutasyon
tasiyan kiz  zigotlardaki artmig embriyonik Oliimden kaynaklanabilecegi

diistiniilmektedir [20,25]

Daha once cok sayida atak olmasina ragmen tan1 koymak gii¢ olabilir ¢iinkii

pekcok hastalik tekrarlayan karin agris1 ve ates ile seyredebilir.  Peritonit



peristaltizmi azaltigindan hastalar diareden cok konstipasyondan sikayet ederler

[24,26,27].

Ates
Ates, FMF’in en 6nemli bulgusudur ve vakalarin %96’ sinda goriiliir. Atak
stiresince devam ederek kendiliginden normal degerlere iner. Ates bazen tek bulgu

olarak karsimiza cikabilir [3, 10, 20,24, 28, 29].

Karin Agrist
FMF tanis1 ile izlenen hastalarin %91’ inde peritoneal inflamasyona baglh

olarak karin agris1 goriiliir. Atesten sonra en sik goriilen bulgudur [3, 28, 29].

Gogiis Agrist
Plorit unilateral ve bilateral gogiis agrisina neden olup hastalarin %?25-
50’sinde goriiliir. [19°%]. Bu ataklarin siklig1 cesitli etnik kokenler arasinda farklilik

gosterip Tiirkler ve Ermenilerde non-Ashkenazi Yahudilere gore daha siktir [30].

Eklem Agrisi

Eklem bulgulart FMF’de 2. en sik karsilagilan atak sekli olup hastalarin
%75’inde saptanir. Bu bulgular Kuzey Afrika kokenli Yahudiler’de en sik olup, Irak
kokenli Yahudiler’de Ermeni ve Tiirkler’de oldugu gibi daha diisiik siklikta goriiliir
[31]. Cocuklarda eriskinlerden daha sik olup hemen her zaman o atakta bir eklemin

tutulmasi seklindedir [10,24].

Cilt
Cilt ile ilgili bulgularin siklig1 cesitli yaymnlarda %12 ile %43 arasinda
saptanmustir [32, 33]. Bunlar icinde en sik goriileni olan erizipel benzeri eritem
FMF’li ¢cocuklarin %11’inde goriiliir. Sicak, agrili ve sis olup 10 ile 35cm?’lik bir
alan1 kaplar. Cogunlukla alt ekstremitede ayak bilegi ile diz arasinda ayak sirtinda

bulunurlar [20, 24].



Vasculit
Henoch Schonlein Purpurast (HSP), Poliarteritis Nodosa (PAN) gibi
vaskiilitlerin FMF’li hastalarda ortaya ¢ikma oraninin genel populasyona gore daha

sik oldugu saptanmistir [22,34].

Kas agrisi
FMF de nadir olarak bir veya daha fazla ekstremiteyi etkileyen kas agrilari
gozlenir. Agri, hassasiyet, fonksiyon kaybi ¢ok siddetli degildir [6, 8, 24,35].

Diger Bulgular

Hastalarda norolojik tutuluma bagh olarak bas agrisi, aseptik menenjit
goriilebilir. Tunika vajinalis inflamasyonuna bagli olarak %35 hastada testislerde tek
tarafli sislik, agr1 ve kizariklik ile karakterize akut skrotal tablo gelisebilir. %20-50
hastada hepatosplenomegali bildirilmistir. Nadiren troid bez tutulumu olabilir [35,
36]. Kadin FMF hastalarinda fertilite olumsuz olarak etkilenebilmektedir. Bunun
nedeninin inflamasyona sekonder gelisen pelvik yapisikliklar veya abdominal ataklar

sonucunda gelisen diisiikler oldugu sanilmaktadir [37, 38].

1.1.4. LABORATUAR BULGULARI

FMF hastaligi icin DNA mutasyon analizi hari¢ kesin tan1 koydurucu bir
laboratuar testi heniiz yoktur. Ataklar sirasinda sik rastlanilan bulgular sola kayma
ile birlikte olan lokositoz, eritrosit sedimantasyon hizindaki artis ve akut faz
yanitindaki artistir (CRP, Serum amiloid A, fibrinojen, haptoglobulin, C3,C4). Bu
bulgularin tamaminin akut ataklar arasindaki donemde normal oldugu bildirilmesine
karsin son zamanlarda serum amiloid A’nin (SAA) subklinik inflamasyonu

saptamada en iyi gosterge oldugu sonucuna varilmistir [3, 22,39].

Ataklar  swrasinda  gec¢ici  albuminiiri  ve  mikroskopik  hematiiri

goriilebilmektedir [40]. IL1, IL6 ve TNF atak sirasinda hastalarda yiiksek



bulunurken, IL-6’nin ataklar arasindaki donemde de kontrol grubundan yiiksek
oldugu ve bunun devam eden subklinik inflamasyonun gostergesi olabilecegi
distiniilmiistiir [41]. Atak sirasinda eriyebilir IL-2 reseptor (sIL-2R) diizeylerinin
arttigi ve FMF’de sIL-2R’in aktivite kriteri olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Serozal
stvilarda CS5a inhibitor aktivitisinde azalma saptanmistir [22,42]. FMF’e bagh
gelisen sinovitte sinovyal sivi olduk¢a bulanik olup inflamatuar sivi 6zelliginde

goriiliir ancak viskositesi korunmustur ve sterildir [43].

1.1.5. TEDAVI

Hastaligin tedavisinde kullanilan tek etkili ila¢ bitkisel bir alkaloid olan
kolsisindir.[44—46]. Ik kez 1972 yilinda Emir OZKAN ve Goldfinger tarafindan ayr1
ayr1 bir bitki alkaloidi olan kolsisin tedavide etkin ajan olarak tanimlanmustir.
Arkasindan Zemer ve arkadaslart yapmis olduklari ¢alismalarla kolsisinin FMF

ataklarin1 ve amiloidoz gelisimini 6nledigini belirlemislerdir [22,48].

Colchium, c¢ayir safraninin latince adi olup, kolsisin, Karadeniz’in dogu
kiyisinda eski adi Colchis olan yerde yetisen bu bitkiden elde edilir. Bu bitki, tedavi
amaciyla Ortacag’da Arap hekimler tarafindan eklem agrilarina ve ozellikle de gut
hastaligina kars1 kullaniliyordu.  Ancak zehirli ©zelliginden dolay1 tedavide

kullanilmasindan endise edildigi i¢in kullanim1 yaygin degildi. [49, 50].

Kolsisin’in azotu halka disindadir ve bir asetamid teskil etmistir (sekil 1.1).
Kolsisin parlak sar1 pullar veya toz halindedir. Erime noktast 142-150° C dir. Isiga
dayaniksizdir, tropolon halkasi 1sikta parcalanarak molekiil yapisi bozulur ve renk

koyulagir.



Kolsisin

Sekil 1.1: Kolsisin

Kolsisin polimorf niiveli 16kositlerde sitokin iiretimini kontrol eder.
Inflamasyon bolgesine ekstravazasyon ve migrasyonu saglayan adezyon
molekiillerinin  (e-selektin, o-selektin) ekspresyonunu azaltir.  Inflamasyonun
baslangicindaki C5a salintmini azaltarak 16kosit kemotaksisini onler. Hiicre i¢inde
mitoz ve motilite icin gerekli olan fibriler yapilarin olusumunu oOnler. Hiicre
boliinmesini metafazda durdurarak ekstraselliiler amiloid alt birimlerinin amiloid

fibrillerine doniisiimiinii engeller [6,44—46,51].

FMF’li hastalarin periton ve diger serozal sivilarinda C5a inhibitor azligi
saptanmustir. Notrofiller C5a salinan bolgeye kemotaktik olarak ilerlerler. Bu etki
C5a tarafindan diizenlenir. FMF’de kontrolsiiz inflamasyondan CSa inhibitor
eksikligi sorumlu tutulmustur.  Kolsisinin inflamasyonun baslangicindaki C5a

salintmini 6nledigi diisiiniilmektdir. [3].

1.1.6 MEFV GENi

1992 yilinda 16.kromozomun kisa kolunda (16p13.3) sirasiyla “telomer-
D16S246-MEFVD16S138-sentromer”olarak belirlenmis olan FMF geni, 1997 yilinda
iki ayr1 uluslararas1 arastirma grubu tarafindan (Fransiz FMF Konsorsiyumu ve

Uluslararast FMF Konsorsiyumu) birbirinden bagimsiz olarak yiiriitiilen ¢alismalar



sonucu pozisyonel olarak klonlanmistir [4,52,53]. MEFV (MEditerranean FeVer)
geni olarak adlandirilan bu gen 16. kromozomun kisa kolunda (16p) 13.3 bolgesinde
10 ekzonluk, 15 kblik, 3505 niikleotitten olusan bir gendir (sekil 1.2) [54] ve 3,7
kb’lik zayif bir transkript ekspre ederek 781 aminoasitlik bir proteini kodlamaktadir
[55,56]. Aynm1 anda bulunan genin olusturdugu proteine Fransiz grubu
“Marenostrin:Akdeniz”, diger grup ise “Pirin:Ates” ismini vermistir [54].
Pirin/Marenostrin proteini, graniilositler, monositler, dallantili hiicrelerde ve deri,
peritonyum ve sinaviyumdan elde edilen fibroblastlarda predominant bir sekilde

ekspre edilmektedir [1,57,58].

Tuberoskleroz,
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Sekil 1.2: MEFV Geninin Yeri (A: MEFV geninin yeri B: FMF aile calismalari ile
tespit edilen bolge (285 kb), Askenazi olmayan Yahudilerde yapilan calismalarda
saptanan bolge (115kb), C: MEFV geninin genomik yapisi [59]

1.1.6.1. MEFV Geninde Mutasyonlarin Dagilim

FMF geni (MEFV) lokalizyonunun tam olarak belirlenmesi ve
klonlanmasindan sonra, 1997 yilindan itibaren hastalikla ilgili mutasyonlar
tanimlanmaya baslanmistir. Mutasyon analizlerinde; klonlanan cDNA'da dort yanlis

anlamli mutasyon ‘“Met680Ile; Met694Val; Val726Ala; Met6941le” tanimlanmistir



[53]. 1998°de bu dort mutasyona ek olarak, 10. eksonda dort yeni nadir mutasyon
(692°de delesyon , Lys695Arg, Ala744Ser, Arg761His); 5.eksonda bir Phe479Leu”;
ve 2.eksonda ise ii¢ mutasyon daha (Glu148GIn, Glul67Asp, Thr267lie) bildirilmistir

[60]. Giiniimiizde ise bu gende 76’dan fazla farkli mutasyon tanimlanmistir [21].

Mutasyonlar MEFV geninin 1., 2., 3., 5., 9. ve 10. ekzonunda bulunmaktadir
(sekil 1.3). MEFV geninin 10. ekzonu mutasyonlar i¢in hassas bir bolgedir.
10.eksondaki M694V, M680I, M6941 ve V726A mutasyonlar1 ve 2. ekzondaki
E148Q mutasyonu tasiyict ya da hasta kromozomlardaki FMF mutasyonlarinin
%85’ini olusturur [1,60,63,64]. FMF’de en sik gorillen 4 mutasyon (missense
mutasyon) pirin proteininin karboksi terminal bolgesinde bulunmustur. FMF
vakalarinin  biiyiik cogunlugundan, hangi etnik kokenden olursa olsun, bu

mutasyonlarin sorumlu oldugu tespit edilmistir [65].

MEF V GENINDEKI MUTASYONLAR
1 2 3 4 5 6 7 8 © 10
(413277 633 350 96 231 23 116 33 33 551/(1105)
F42W TZ671 P36953 F4739L 1591T R761H ATF44T
E230K F4080Q VTI6 A
E167D V7041 Ka635R
E148Q MDAV MGD41
E148V Mo ddel
L110P I 92de]
Yas5X
TEE11
MGBOI (G /CY
MGBOI (G /A)
MiSOL
SETSH G67EE
R653H Ea564

Sekil 1.3 : MEFV Geninindeki Mutasyonlar. En sik goriilen 5 mutasyon, E148Q,
V726A, M694V, M6941 ve M680I (G/C)’dir. Sicak noktalardaki 3 mutasyon E148V,
M680I (G/A) ve M680L’dir. Delesyonlar, 1192del ve M694del’dir. Bu mutasyonlar
arasinda Y688X nonsensedir [62]
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1.1.6.2. MEFV Mutasyonlarinin Fenotipik Etkileri

FMF’li hastalarda yapilan genetik ¢alismalar sonucunda; hastaligin fenotipik
varyasyonlarinin belirli mutasyonlarin varlifina isaret edecegi diisiincesi ortaya
cikmistir. FMF, otozomal resesif gecis gosteren bir hastaliktir. Buna karsilik nadir
olarak otozomal dominant gecis gostermis ailelerde bildirilmistir. Bu dominant gecis
durumunun molekiiler temeli;

e FMF tarafindan etkilenmis akraba evliligi (6zellikle popiilasyonlarda
kan baginin yiiksek orani),

® Tasiyic1 oraninin yiiksek olmasi,

® Daha siddetli etkiye neden olan bazi mutasyonlarin varlig ile

aciklanir.[59].

Hastaligin olusturdugu iki tip fenotip vardir. Fenotip-1; olgularin ¢ogunu
olusturur. Tipik atak Oykiisii vardir. Fenotip-2; daha nadir goriiliir (iilkemizde % 7-
25 arasindadir). Tipik atak Oykiisii olmaksizin AA tipi amiloidoz (sekonder

amiloidoz) vardir.

Cesitli etnik gruplardaki FMF hastalarinda yapilan ilk ¢alismalarda M694V
homozigot mutasyonunun olmasi tam penetrans ve yiiksek amiloid riski tasidigi
belirtilmistir. Mutasyonun homozigot olmasi, Yahudi ve Ermenilerde hastaligin
siddetli gidisi ile iliskili bulunmustur [61,62]. Yal¢inkaya ve arkadaslarinin 167 FMF
hastasini1 igeren fenotip-genotip arastirmasinda, Tiirklerde herhangi bir mutasyonu
homozigot veya birlesik heterozigot tagimanin hastaligin siddetini ve amiloidozis
gelisimini belirlemedigi saptanmistir [63]. Benzer sonuglar Booth ve arkadaslari
tarafindan da yaymlanmistir [64]. Ayrica Tiirklerde yapilan caligmalarla M694V
disinda tiim mutasyonlarda amiloid gelistigi belirtilmistir [65]. Sonug¢ olarak
amiloidoz bazi mutasyonlarda sik goriilmekle birlikte tiim mutasyonlarda da goriilme

thtimali vardir [4].

M6941 ya da M680I homozigot olan ya da kodon 694 ve 680°de
mutasyonlarin kombinasyonunu tasiyan hastalarda, M694V i¢in homozigot olanlarin

siddeti gibi hastalik davraniglarina sahip oldugu belirtilmistir [62,101,102].
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Tiiziin ve arkadaslari, karin ve gogiis agrisi, ates ve artrit gibi sikayetli 110
hasta tizerinde yaptiklart mutasyon-semptom arastirmalarinda, periyodik gogiis agrisi
yakinmasi olan 16 hastanin yapilan mutasyon analizinde Tiirk toplumunda goreceli
olarak daha az goriinen M680I mutasyonunun 8 hastada (%50) goriildiigii rapor
edilmistir. Buna ek olarak artrit bulunan 24 hastanin 22’sinde (%91) M694V

mutasyonu saptanmistir [66].

1.1.6.3. MEFV Mutasyonlarinin Populasyonlara Gore daghm

Nadir goriillen mutasyonlar genellikle Avrupalilar gibi FMF'in yaygin olarak
goriilmedigi toplumlarda bulunur. FMF’li hastalar genellikle homozigot veya 2
allelde farkli 2 mutasyon tasiyan birlesik heterozigot olarak goriilmektedir. Bazi
FMF’li hastalarda ayn1 kromozom iizerinde farkli iki mutasyon varligi bildirilmistir.
Akdeniz mutasyonu olarak da bilinen M694V mutasyonu SefardikYahudileri,
Tiirkler, Ermeniler ve Araplar arasinda saptanmistir (¢izelge 1.1). Bu mutasyonu
tasiyan kromozomlar iizerinde yapilan haplotip analizleri gostermistir ki bu mutasyon
belirli bir rksal boliimde yaklasik olarak belki de 2000 yildan fazla zamandan beri
mevcuttur [60,103].

Ulkemizden yaymlanan bircok calismada Tiirklerde en sik M694V
mutasyonunun goriildiigii gosterilmistir.  Akar ve arkadaslari, FMF tanis1 ile
izledikleri 230 hastada 7 mutasyona (M694V, M680I, M6941, V726A,
E148Q,R761H, K695R) yonelik yaptiklar1 caligmada mutasyonlarin siklik sirasina
gore M694V (%44), M680I (%12), VT126A (%11), M6941 (%3) olarak belirtilmistir.
E148Q, R761H ve KG695R mutasyonlar1 ise az sayida saptanmustir [13].
Bakkaloglu'nun yaptig1 bir calismada ise M694V %51, M680I %14, V726A %9

oraninda saptanmistir [3,8].
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Cizelge 1.1: FMF hastalifindan etkilenmis baz1 populasyonlarda MEFV
mutasyonlarinindagilimi [59]

M694V | V726A | M680I | M6941 | E148Q Diger Bilinmeyen
Populasyon Mutasyonlar | Mutasyonlar
% % % % %
Y4 %
Tiirkler
N=1390 45 11 13 7 2 1 21
Araplar
N=706 20 14 7 12 6 3 38
Ermeniler
N=378 37 19 21 2 3 2 16
Yahudiler
N=1301 65 3 1 0 5 6 20
Kuzey-
Afrikahlar 71 1 1 0 5 3 19
N= 1049
Ashkenaz
N=87 16 38 0 0 8 14 24
Irak N=56 41 21 0 0 12 1 25

1.1.7. PiRiN PROTEINi

1997 yilinda Fransiz FMF Konsorsiyumu ve Uluslararas1 FMF
Konsorsiyumu birbirinden bagimsiz olarak yiiriitiilen c¢alismalar sonucu, MEFV
(MEditerranean FeVer) geni olarak adlandirmistir. Bu genin 781 aminoasitlik
proteini de Fransiz grubu “’ Marenostrin:Akdeniz”, diger grup ise “Pirin:Ates” ismini
vermistir [3]. Pirin/Marenostrin proteini, notrofiller, ezinofiller, monositler, dallantili
hiicrelerde ve daha az olarak sinoviyal, peritonyum ve deriden elde edilen
fibroblastlarda baskin bir sekilde sentezlenmektedir ve pirin, mikrotiibiiller ve aktin

hiicre ic¢i iskelet ile birlikte lokalize olmustur [57,58].

1.1.7.1. Pirin Proteinin Yapi ve Fonksiyonu

Pirin proteini 4 farkli domain icerir; N-terminal ucunda yaklagik 92 amino

asitlik PYD/pirin domaini, C-terminalinde B30.2/rfp/SPYD domaini, PYD ve B30.2

rfp/SPYD domainleri arasina sikismis B-box ve CC (coiled-coil) segmentleridir (sekil
1.4)[67].
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Sekil 1.4: Pirin Protein Domainleri [79]

Yapisal olarak pirin, Death Fold siiperfamilyasinin bir iyesidir ve N-
terminalindeki PYD domaini, Death Domain (DD), Death Efektér Domaini (DED) ve
Caspase Cecruitment Domain (CARD) homoloji gosterir. Biitiin bu domainler
homotipik protein-protein etkilesimlerine katilir [68-73]. Protein-protein etkilesim
domainlari hiicre ici sinyal iletiminde onemli rol oynarlar [74]. Inflamasyon ve
apoptozis sinyal yolunda, 3 6nemli protein grubu DD, DED ve CARD domain
tasiyan proteinler onemlidir [75]. Yaklagik 100 amino asit uzunlugundaki bu
domainler spesifik downstream hedeflerin aktivasyonuna yol acan sinyal molekiilleri
arasinda homotipik protein-protein etkilesimine aracilik ederler. Bu domainler
arasinda DD-DD etkilesimi, DED-DED etkilesimi ve CARD-CARD etkilesimler,
kaspaza benzer reseptorden efektore sinyallerin diizenlenmesi ve iletilmesi ig¢in

gereklidir [76].

Dizi benzerliklerinin diisiik olmasina ragmen bu homotipik etkilesim
domainlari death-domain fold olarak simiflandirlmislardir ve inflamasyon ve

apoptozisin regiilasyonunu kapsayan proteinlerin bir miktarinda bulunur [77].

Yabani tip pirin ve mutant pirinin fonksiyonu tam olarak bilinmemesine
ragmen FMF’in inflamatuar fenotipi ve belirli populasyonlardaki yiiksek tasiyici
frekansi, dogal bagisikligin diizenlenmesinde pirinin 6nemli bir rol oynadiginm
gosterir [78]. Yabani tip pirin anti-inflamatuar olarak diistiniiliir. Monosit ve

notrofillerin apoptozisine neden olarak inflamasyon yerinde toplanmay azaltir [7,79].

N-terminalinde bulunan 92 amino asitlik PYD domaini, inflamatuar ve sitokin
ekspresyonu sirasinda gen transkripsyonunda anahtar molekiile baglanma
yetenegindedir [7]. PYD domaini ASC (Apoptosis-associated speck-like protein
containing a CARD)’ye baglanarak pirinin pro-interlokin-1p sitokin (IL-1/) olusum
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stirecini, NF-kB aktivasyonunu ve apoptozisi regiile etmesini saglayabilir. Pirin
ASC’ye baglanmak icin Kaspaz-1 ile yarigsarak pro-IL-1f sitokinin aktif forma
doniistimii engellenir (sekil 1.5) [68,69,79,81-85]. Pirin in-vitro ortamlarda hem

inhibitor hem de enhancer olarak gorev yaptigi goriilmektedir [86].

oD
inaktif Pirin CARD) Pru:l kaspaz]
PAh'IF"‘—-\C‘EE) .(;I '—<Pn:urr|n‘( § R__, —-8—-]
Kespaz 1 (EIB) —
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ﬂl—ﬂfr‘*“_ﬁ
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1 |
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Sekil 1.5: Pirinin inflamasom hipotezi [79]

FMF patogenezinde, pirinin anti-inflamatuar roliinii agiklamak icin bir
mekanizma Onerilmektedir. Bu mekanizmaya goére, mutant pirin alleli inflamasyon
yerlerinde aktif monosit ve notrofil migrasyonunu sinirlamak icin yetenekli degildir
ve monositlerin inflamatuar yanitlarim1 azaltamaz.  Buna karsin inflamatuar

molekiillerin sekresyonunu arttirir.

Bir bagka ve bugiin icin en kabul goren hipotez, FMF’in peritoneal sivi1 ve
eklemlerde C5a inhibitor aktivitesinin yetersizligi sonucu olustugudur. Bu hipotezi
ortaya atan arastirmacilar, graniilositler icin oldukca giiclii bir kemoatraktan olan
C5a’y1 inhibe eden inhibitor eksikliginin akut inflamatuar ataga neden olabilecegini
bildirmislerdir [87]. Saghkli kisilerin sinoviyal ve peritoneal sivilari CS5a’nin
kemotaktik aktivitesini engelleyen bir inhibitor protein tasirlar. Bu protein normal
kosullar altinda ¢esitli nedenlerle aktive olan C5a’y1 inhibe ederek inflamasyonu

kontrol etmektedir. Eksikligi durumunda ise ser6z zarlarda inflamasyon ortaya cikar.
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Yapilan calismalarda hastalarin eklem ve sivi orneklerinde C5a inhibitor

aktivitesi saptanmamistir (sekil 1.6) [88].

NORMAL
b' C5a
Pirin Eemotaktik-Fakior Degradasyonu
inaktivator
Subklinik hasar CSa
CSa CSa
Pirin Kemotaktilk-Fakior
* . inakfivator C5a C5a
MUTASYON S | famatuar
reaksiyon

Sekil 1.6: FMF gen diiriinii pirin proteni.  Kemotaktik-faktor
inaktivatoriiniin biyosentezini aktive ettigi diisiiniiliir. Mutant pirin, inaktivator
tiretemez ve FMF ataklarina sebep olur [89].

Kastner ve arkadaslari FMF’in agir inflamasyonla karakterize bir hastalik
olusu, MEFV geninin yalmizca notrofillerde eksprese olmasi ve pirinin hiicre
cekirdegine ait olmasindan yola c¢ikarak pirinin  fonksiyonunu ve FMF
mutasyonlarinin etkilerini agiklayici varsayima dayali bir sema gelistirmislerdir (sekil
1.7). Bu hipoteze gore pirinin normal islevi notrofil kaynakli inflamasyonun, biiyiik
olasilikla yine notrofil diizeyinde baskilanmasidir. Pirin nétrofillerin pro-inflamatuar
bir molekiiliiniin transkripsiyonel baskilayicis1 veya anti-inflamatuar bir molekiiliin
arttiricisi olabilir. Her iki durumda da FMF’in resesif olarak kalitsal gecis gostermesi
mutasyonlarin fonksiyon kaybina neden oldugunu diisiindiirmektedir. Ataklarin
dokuya 0zgiin olmasi belki de bazi hiicre dis1 ajanlarin serozal veya sinovyal
membranlara tropizm gostermesi ya da pirinin serozal veya sinovyal vaskiiler
yataklar1 hedef alan bir yapisma (adezyon) molekiiliiniin ekspresyonuna neden
oldugu varsayimu ile aciklanabilir. Pirin FMF hastalarinda daha once eksik oldugu

gosterilmis olan C5a/IL-8 inhibitor faktoriiniin biyokimyasal tanimina tam
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uymamakla birlikte Babior ve Matzner, normal pirinin bu inhibitoriin biyosentezini
aktive ettigi hipotezini ortaya atmislardir [22,90]. Bu teori ile serozada meydana
gelen subklinik inflamasyon sonrasi agiga cikan kemotaktik faktorleri inhibe
edebilecek yeterli inhibitor olmayisi ve boylece MEFV mutasyonlarinin FMF
ataklarina yol acgtigr One siiriilmiistir. Normal kosullarda 6nemsiz olan bir pro-
inflamatuar uyar1 notrofilleri uyararak C5’den daha fazla C5a olusumuna neden
olabilir ve daha sonra enzimler agiga cikarak siirekli bir inflamasyon dongiisiine yol
acabilir (sekil 1.7). MEFV mutasyonlar1 ve C5a / IL-8 inhibitor eksikligi arasindaki

olasi iliskilerin incelenmesi bu teorilerin gegerliligini gosterecektir [22].
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Sekil 1.7: FMF Patofizyolojisi [96]

Cesitli  ekspresyon calismalarinda FMF  hastalarinin ~ periferal kan
Iokositlerinden elde edilen MEFV mRNA’nin asemptomatik periyotlar siiresince
ekspresyonunun azaldigi ve IL-1f’nin yiikseldigini gozlenmistir [91-93]. Bu
bulgular, pirin proteinin bir inhibitor oldugunu ve temel fonksiyonunun

inflamasyonun negatif regiilatorii olarak rol oynadigin1 géstermektedir.
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Chae ve arkadaslarinin yaptigi bir c¢alismada, IL-1B aktivasyonunun
regiilasyonunda pirinin ASC’den bagimsiz bir roliiniin oldugunu ortaya
cikarmiglardir. Onlar kaspaz-1 ile birbirini etkileyen B30.2 domainin ve oldugu
varsayillan baglanma alanin ara yiizeyine lokalize olmus M680I ve M694V
mutasyonlu deneklerde bozulmus interaksiyonu kristal bir yapt modeli ile

kanitlamislardir (sekil 1.8) [91,94].

Sekil 1.8: Kaspaz-1 ile pirin etkilesimini gosteren bir model. Pirinin B30.2
domaini (mavi), kaspaz-1’in kristal (p20 yesil, pl0 kahverengi) yapisina girer.
FMF’e neden olan 2 yaygin mutasyon, varyasilan bu baglama ara yiizeyinde lokalize
olmustur [91].

Notarnicola ve arkadaglari, mRNA seviyeleri ve MEFV genotipi arasinda bir
korelasyonun oldugunu gostermislerdir. Bu sonuglara gére, M694V mutasyonunun
mRNA’nin en diisiik seviyeleri ile onemli derecede iligkili oldugu goriilmektedir

[95].

1.1.7.2. Pirinin PRYSPRY Domaininde MEFV Mutasyonlarinin

Lokalizasyonu

Mutasyonlar daha ¢ok MEFV geninin 10. eksonu tarafindan kodlanan

B30.2/rfp/SPRY domaininde lokalize olmustur, fakat fonksiyonlart heniiz tam olarak
bilinmiyor (sekil 1.9) [68].
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Pirinin PRYSPRY domainin3-D modeline gore; pirin proteinde buluna amino
asitlerde bulunan bircok mutasyon, MEFV genotipi ve FMF fenotipi arasindaki
varsayillan korelasyonu ifade eder. Mutant amino asit pozisyonlarinin neredeyse

tiimii, protein baglanmasi ile iligkili esnek lop bolgelerini etkiler.

E148Q
l 266 280 375
NH-
Forksiyenlan DNA ile etkilesim Protein-protein trarlsposrrt Bilinmiyor

veya
protein-DINA etkilesimi

Sekil 1.9 : Pirin proteini ve mutasyonlarin olas1 bolgeleri [59]

PRYSPRY pirin domaini, B sandvic yapinin lop bolgesine haritalanmistir.
Hidrofobik baglanma olugu, 637-641aa, 678-686aa, 694-697aa, 702-707aa ve 757-
762aa loplart ve P sandvicin bir dis yan bolgesi ile sekillenir. Rapor edilen
mutasyonlarin ikisi (656-720aa) lop (baglanma) bolgesi {izerindedir ve sacede biri
(720aa) molekiiler domainin yiizeyine ulasilabilirligi azaltilmistir. Model {izerine
yerlesmis 24 mutasyonun 13’ii baglanma oyugu ile iliskilidir (675aa, 678aa, 680aa,
681aa, 688aa, 702aa, 704aa, ve 705aa (sol bolge), 694aa, 695aa, 758aa, 640aa ve 641
aa (sag bolge), 6 tanesi molekiiliin ¢ikis ylizeyine lokalize olmustur (743aa, 744aa,
726aa, 649aa, 653aa ve 656aa) ve 3’li baglanma oluguna gore proteinin karsi tarafina

lokalize oldugu goriiliir ( 632aa, 646aa ve 649aa ) (sekil 1.10) [21].
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Sekil 1.10 : Pirinin PRYSPRY domaini ile FMF’e neden olan mutasyonlarin

pozisyonlariin 3D modeli [21]

Hafif fenotiple karakterize edilen E148Q mutasyonundan ayri olarak siddetli
prognaza eslik eden diger mutasyonlar pirin proteinin PRYSPRY domaini iizerine
lokalize olmusglardir.  Siddetli etkilere neden olan mutasyonlarin pozisyonlari,
karsilikl1 olugun orta kisimlarinda lokalize olmuslardir (sol tarafta 680 ve 681, sag
tarafta 694). Bu yerlesim bu mutasyonlarin diger proteinlerle olan etkilesimlerindeki
fonksiyonlarin1 kolayca aciklar. Oluk yaklasik 5 turn-a helix boyundadir ve
hidrofobik yiizeye sahiptir (sekil4). Tanima bolgeleri iist kisstmda 646., 678. ve 761.
mutasyon pozisyonlarini, alt kisimda ise ligand tanima siirecine katkida bulunabilen
695., 704. ve 705. mutasyon pozisyonlarim1 kapsar. 640, 641 ve 702 amino asit
rezidiilleri olugun ¢ikis kismini olusturur ve baglanma siirecinde ¢ok 6nemli bir role
sahip olabilirler. Siddetli etkilere sebep olan 680,681 ve 694 mutasyonlara yakin
S702 mutasyonu baglanma olugunun cikisinda yer alir ve negatif oksijen atomunun
yerini degistirmesine ve bir hidrojen baginin olusumunun zayiflamasina neden

olabilir [21].

Hafif etkili mutasyonlar, PRYSPRY domainin asagr kisminda baglanma
olugundan uzakta, 726, 743 ve 744. pozisyonlarda lokalize olmustur. Bunlarin
etkileri ya diger domainlerle etkilesimleri ya da domainin bu kisminin katlanmas ile
iliskili olabilir. Son olarak 3 mutasyon pozisyonu, baglanma oluguna gore molekiiliin

karsi tarafina lokalize olmustur ( 646, 649 ve 653 ) [21].
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1.1.8. AILESEL AKDENIiZ ATESi’ne MEFV GENIi DISINDA ETKi
EDEN MOLEKULER DEGIiSIMLER

Modifiye edici genler, hafif etkiye sahip ve hastaligin yayginlasmasi i¢in
zorunlu olmayan genetik faktorlerdir. Kompleks allelerde, bir mutasyon digeri
tizerinde modifiye edici bir etkiye sahip olabilir. Son zamanlarda FMF ile ilgili
olarak MEFV geninden bagimsiz, Major histocompatibility complex class I chain-
related gene A (MICA) ve serum amiloid A 1 o/a (SAA 1 o/a) lokuslar

tanimlanmustir [97].

1.1.8.1. Major histocompatibility complex class I chain-related gene A

(MICA)

MICA geni yiiksek bir sekilde polimorfiktir ve fibroblastlar, keratinositler,
monositler, endotelyal hiicreler ve gastrointesinal epitelyumlar iizerinde ekspre
olmaktadir [98]. Fonksiyonlar1 heniiz tam olarak bilinmemesine ragmen MICA
genlerinin oksidatif stres proteini ya da sicak sok (heat shock-HSP70) proteinleri

tizerinde etkili olan yiizey molekiilii olduklar1 diistiniilmektedir. [99,100].

MICA transmembran ekzon 5 polimorfizmi (GCT/AGC) triplet tekrarlar
icerir. A4, AS, A6 ve A9 ile ilgili olarak 4, 5, 6 ve 9 tekrarlar1 ve AS.1 ile ilgili
olarak 5 triplet ve bir niikleotit insersiyonu (G/C) olmak iizere tanimlanan 5 alleli

vardir [98,101-107].

Simdiye kadar FMF ve MICA arasindaki iliskiye dikkat ¢eken calismalar
oldukca azdir. Touitou ve ark. 2001'de ilk kez FMF'de modifiye edici bir gen
bolgesini MICA'da belirlemislerdir ve MICA A9’un, M694V homozigot olan
bireylerde hastalik ataklarinin daha erken yasta ve ciddi etkilere neden olmasini,
MICA A4’iin ise ataklarin sikligini azalttigim gostermislerdir [108]. Ayrica M694V
homozigot olan hastalarda MICA A5 allelinin amiloidoz gelisiminde azalan bir

etkiye sahip oldugu da belirtilmektedir [98].
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1.1.8.2. Serum Amiloid A1 Genotipi

Serum Amiloid A (SAA) inflamasyon sirasinda serum seviyesi yiikselen akut
faz proteinidir [101,109]. SAA-1 ve SAA-2 olmak iizere 2 izoformu vardir ve
aralarinda oldukc¢a homoloji diziler tanimlanmistir [110]. Amiloid birikiminin esas
komponenti olan amiloid Al ve amiloid A2 proteinleri, Serum Amiloid Al ve A2

proteinlerinin proteolitik yikimai ile olusur.

SAA-1 allellik formlar1 cesitli popiilasyonlarda ve farkli hastaliklarda
amiloidoz oram ile iliskilidir. SAA-1 o/a genotipi Onceden Ermeni FMF
hastalarinda amiloidozun ortaya c¢ikmasi ile iligkilendirilirken [111], o/o genotipi
Kafkas geng¢ kronik artrit hastalarinda amiloidoz ile énemli derecede ilgili oldugu

rapor edilmistir [112].

SAA-1 geninin o/a genotipi 0zellikle M694V homozigot olan hastalarda renal
amiloidoz oranin 7 kat artmasina neden olur [111,113]. Bununla birlikte B/p ve B/a
SAA-1 genotiplerinin FMF’li hastalarda amiloidoz gelisimi iizerine koruyucu etkileri

vardir [111].

1.1.9. GENETIK TANI

Tipik klinik 6zellikleri tasiyan ve etnik kokeni uygun olan hastalarda tam
genetik dogrulama olmadan da konulabilir ancak atipik klinik bulgularla ortaya cikip
aile Oykiisii bulunmayan ya da etnik kokeni uygun olmayan hastalarda genetik tetkik

taniy1 dogrulamak i¢in gerekebilir [3].

Kesin tam1 i¢cin MEFV geninde her iki alellde de mutasyonun olmasi
gerekmektedir.  Ancak giinlimiizde 76’nin iizerinde mutasyon tanimlanmasina
ragmen pek cok merkezde bunlardan yalnizca sik goriilenler bakilmaktadir. Dolayis1
ile klinik olarak kuvvetle FMF diisiiniilen hastada bakilabilen bu mutasyonlar bir ya
da iki allelde negatif bile olsa tani kesin kabul edilir ve tedaviye baslanir. Siipheli

klinigi olanlarda her iki allelde mutasyon varlig: ile tedaviye karar verilir.

22



FMF’li hastalarin aile taramalarinda asemptomatik bireylerde mutasyonlarin
iki allelde de tasinabildigi goOsterilmis ve farkli arastirmacilar tarafindan farkli
Oneriler ortaya atilmistir. Bir grup arastirmact FMF klinigi ortaya ¢ikmamus olsa bile
ozellikle M694V homozigotlugu gibi amiloidozla ilgili oldugu diisiiniilen durumlarin
tedavisini, diger bir grup arastirmaci ise tedavisiz izlemini onermektedir. Daha ¢ok
kabul goren goriis klinik bulgularin ve aile dykiisiiniin mutasyon analizinden daha

onemli oldugu, genetik taninin destekleyici unsur oldugu yoniindedir [22].

1.1.10. MEFV GENININ DiGER HASTALIKLARLA ILiSKiSi

1.1.10.1. Behcet Hastahiginda MEFV Mutasyonlari

FMF ve Behcet Hastaligi (BD) inflamatuar hastaliklar olup; Ortadogu ve
Akdeniz toplumlarinda sik olarak goriiliiler. Epidemiyoloik olarak ayni bolgelerde
goriilen bu iki hastalikta, MEFV mutasyonlar1 incelenmistir.  Sonucda Behget
hastalarinda M694V ve V726 A mutasyonlarinin normal saglikli kontrollere gore daha
yiiksek oranda bulunduklari belirlenmistir.  Ayrica P706 polimorfizminin olasi
Behcet Hastalarinda %18,8 oraninda bulundugu, FMF hastalarinda %0, saglikli
kontrollerde ise % 1,8 oraninda bulundugu belirlenmistir. P706, olasi Behget
Hastalarinda 6 kat daha fazla goriilmiistiir. Bu olasilikla MEFV mRNA stabilitesinin
bozulmasina bagli olabilir. Ayrica FMF-BD tasiyan sekiz olguda tek kromozomda
MEFV mutasyonunun belirlenmesi, bu bireylerde ekspresyon artisina yol

acabileceginin de gostergesi olarak kabul edilmistir [113].

1.1.10.2. Amiloidoz ve MEFV Mutasyonlari

Amiloid, bobrek, bagirsaklar, deri, kalp gibi baz1 organlarda depolanan ve
ozellikle bobreklerde ilerleyici fonksiyon kaybina neden olan 6zel bir proteindir.
FMF, romatoid artrit, juvenil kronik artrit ve tiiberkiiloz gibi bazi1 kronik inflamasyon

hastaliklarinda da iy1 tedavi edilmediginde goriilebilir.
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FMF’in en agir komplikasyonu, akut faz reaktanti serum amiloid A’ nin
(SAA) ozellikle bobreklerde depolanmasi sonucu meydana gelen amiloidozdur. FMF

amiloidoz iliskisi ilk kez 1955’te tantmlanmustir.

Cesitli etnik gruplardaki FMF hastalarinda yapilan ilk ¢alismalarda M694V
homozigot mutasyonunun olmasi tam penetrans ve yiiksek amiloid riski tasidigi
belirtilmistir. Mutasyonun homozigot olmasi. Yahudi ve Ermenilerde hastaligin
siddetli gidisi ile iligkili bulunmustur [61,117,118]. Yalcinkaya ve arkadaslarinin 167
FMF hastasin1 igceren fenotip-genotip arastirmasinda, Tiirklerde herhangi bir
mutasyonu homozigot veya birlesik heterozigot tagimanin hastaligin siddetini ve
amiloidozis gelisimini belirlemedigi saptanmistir [119-121]. Benzer sonuglar Booth
ve arkadaglar1 tarafindan da yaymlanmistir [64]. Ayrica Tirklerde yapilan
calismalarla M694V disinda tiim mutasyonlarda amiloid gelistigi belirtilmigtir [118].
Sonu¢ olarak amiloidoz bazi mutasyonlarda sik goriilmekle birlikte tiim

mutasyonlarda da goriilme ihtimali vardir [4].

Son yillarda yapilan calismalarda amiloidoz gelismesinde en Onemli
faktorlerden bir tanesinin de SAA-1 gen polimorfizmi oldugu gosterilmistir. SAA-1
a/a. genotipli hastalarda artmis amiloidoz riski goriiliirken, o/o genotipli olmayanlarda

bu risk ¢cok diistiktiir [122].

FMF’de amiloidoz gelisim prevelansi; ataklarin siiresi, siklig1 ve siddetinden
bagimsizdir. Fenotip II hastalarinda ates ve inflamasyon ataklarindan 6nce amiloidoz
gozlenmesi bu goriisii destekleyen bir bulgudur. Kolsisin kullanimindan da once,
amiloidozun tiim diinyada bu hastaligin sonucu olarak benzer siklikta gozlenmemesi
nedeni ile amiloidoz gelisiminin etnik koken, kalitim ve cevresel faktorlerden
etkileniyor oldugunu diisiindiirmiistiir. Ornegin Ashkenazi olmayan Yahudiler (%80)
ve Tiirklerde (%60) daha sik gézlenmektedir. Ancak son caligmalarda amiloidozun

Tiirk hastalarda %7-13 oraninda oldugu saptanmistir [60].
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1.1.10.3. Romatoid Artrit ve MEFV Mutasyonlari

Romatoid artrit (RA), basta el ve ayak eklemleri olmak iizere bir¢ok eklemi
simetrik olarak etkileyen, eklemlerde ileri derecede sekil bozukluguna ve hareket

kisitlanmasina yol acan kronik inflamatuar bir hastaliktir [123].

Romatoid Artritde E148Q mutasyonunu tasimak amiloidoz olusumunu
yaklasitk 7 kat; homozigotluk durumu ise 12 kat amiloidoz ic¢in bir risk

olusturmaktadir [122].

1.1.12. FMPF’li Hastalarda Kardiyovaskiiler Riskler

FMF ataklari, inflamasyonun cesitli belirtecleri ile iligkilidir. Bu iliskiler;
klinik olarak etkilenmis bolgelerde ates ve agrinin gelisimi, histolojik olarak serozal
membranlara polimorfoniiklear 16kositlerin saldirisi ve serolojik olarak IL-6 ve
TNF’nin ¢oziiniir reseptorlerinin  yiikselmis seviyeleri ile sitokin kaskatinin
aktivasyonu ve Ozellikle fibrinojen, CRP, SAA, fosfolipaz A, ve akut faz plazma
proteinlerinin artan iiretimini yansitir [24,80,124,125].  Yiikselmis serum CRP
seviyeleri iskemik stroke ve miyokardiyal enfarktiisiin belirtecidir. IL-6 ise
ateromatdz plaklar icinde makrofaj ve monositlerin toplanmasi ile iligkili

bulunmustur [124].

Kardiyovaskiiler hastaliklara neden olan genler, diinya c¢apinda hastalik ve
Olimiin en onemli nedenleridir. Gergekten inflamasyon, aterosiklerozun bir anahtar
bilesenidir. Bu yiizden inflamatuar ya da anti-inflamatuar sitokinleri kodlayan genler
gelisen aterosikleroz riskini goriintiilemek i¢in 1yi bir belirtegtirler.  Yiiksek
inflamatuar molekiil tiretimini diizenleyen genel gen polimorfizmleri aterosikleroz ile

iligkilidir [125].
Bir¢ok calisma, aterosikleroza karsi koruyu bir rol oynayabilen ve uzun

yasama yardimci olan inflamasyonun pozitif kontrolii ile iliskili polimorfizmlere

dikkat cekmektedir. Bu c¢alismalardan birinde, erkek kontroller, akut miyokart
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enfarktiisden etkilenmis hastalar ve 100 yasin1 agsmis bireyler arasinda proinflamatuar
ve anti-inflamatuar genlerin 6nemli bir dagilimini incelemislerdir. Calisma sonuclari,
pirinin proinflamatuar alleli (A2080G/M694V), anti inflamatuar IL-10 sitokin (-
A108) ve proinflamatuar TNF-a (-G308A), akut miyokart enfarktiis hastalarinda asir1
temsil edilirken, yasli bireylerde olduk¢ca az temsil edildigini gostermektedir.

Bununla birlikte yasa bagli kontrollerde orta degerde temsil edilmektedir [126,127].

Inflamasyon, aterosiklerozun baslangicinda ve gelisiminde ©nemli bir
faktordiir [80,128,129]. CRP, fibrinojen ve SAA gibi akut faz plazma proteinlerinin

yiikselmis seviyeleri, vaskiiler bir riskin ortaya ¢cikmasina neden olmaktadir [130].

Sistemik inflamasyon giiclii bir protrombotik uyarandir.  Inflamasyon
siirecinde prokoagulant faktorler yiikselirken dogal antikoagulant ve fibrinolitik
aktivite diiser [13,132]. Boylece inflamasyon hemostatik mekanizmalar1 tromboz
lehine degistirir [13]. Tromboza egilim gosteren bir kiside yiikselen hemostatik
sistem hiperkoagiilasyon hastaliklara sebep olur [12]. Koagulasyon anormallikleri

FMF hastalarinda nadiren goriilmektedir [13].

Karotis arter intima-media kalinligt (IMT) ve genisleyebilirligi yapisal ve
fonksiyonel damar duvar ozelliklerinin gostergeleridir. Karotis arter IMT yaygin
kardiyovaskiiler hastalikla ve risk faktorlerinin varhi@iyla iliskilidir. Akdogan ve
arkadaslarinin FMF hastalar1 iizerinde yaptiklar1 bir caligmada karotis arter IMT yi
saglikli kontrol bireylerine gore oldukca yiliksek bulmuslardir ve FMF hastalarinda
aterosiklerotik vaskiiler komplikasyonlar i¢in artan bir risk olusturabilecegini
aciklamislardir [133]. Langevitz ve arkadaslar1 ise FMF hastalarinda iskemik kalp
hastaliklarinin prevalensinin %15,5 oldugunu belirtmislerdir [80,133]

FMF, MEFV geninde olusan mutasyonlarin sebep oldugu, serozit ve
periyodik ates ataklar1 ile karakterize edilen otoinflamatuar bir hastaliktir.
Proinflamatuar genotipin, koroner kalp hastalik riskine ©nemli derecede neden
oldugu bilinmektedir. ~ MEFV mutasyonlar1 siddet ve komplikasyonlar1 ile
kardiyovaskiiler hastaliklar1 etkileyebilirler [7].
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1.2. KARDIiYOVASKULER HASTALIKLAR ILE iLiSKIiLi
GENETIK POLIMORFiZMLER

1.2.1- Faktor V Leiden Mutasyonu

Kan pihtilagmasinda ¢ok sayida kofaktor rol oynar. Bu kofaktorler
koagiilasyon selalesindeki degisik enzimatik reaksiyonlar1 hizlandirirlar. Faktér V
(FV), protrombinaz komleksinin insasinda Faktor X (FX) ile birlikte kofaktor olarak
etki eder [134,135]. Fizyolojik kosullarda prokoagiilant ve antikoagiilant
mekanizmalar bir denge icersinde calisirlar. Denge bozuklugu durumunda kanama

ya da tromboemboliyle kendini gosteren patolojik durumlar olusur. [136].

FV eksikligi ilk defa 1947°de Owren tarafindan rapor edilmis ve Parahemofili
olarak adlandirilmistir. Daha sonraki yillarda FV eksikliklerinin tek tip olmadig:
anlasilmis ve giiniimiizde 6 ¢esit genetik sebepli FV eksikligi belirlenmistir. [137].

FV tek zincirli bir glikoproteindir ve karacigerde de sentezlenir. Yarilanma
omrii 12-36 saattir. Molekiil agirligi yaklasik olarak 330.000 daltondur. FV’in %801
plazmada bulunurken %20’si trombositlerde bulunur. Aktif Faktor V (FVa), Faktor
Xa, Ca+2 ve fosfolipid beraberce protrombinaz kompleksini olustururlar. FV’in asil
rolii trombosit yiizeylerinde protrombinaz kompleksi olusumuna katilmaktir.
FVa’nin agir zincirinde ii¢ tane APC yikim bdolgesi bulunur. Trombin olusumu
Protein C yi aktive eder ve APC FVa 1 yikarak pihtilasmay1 kontrol eder FV eksikligi,
otozomal resesif kalitilan genetik bir hastaliktir. FV azhiginda veya yoklugunda
trombin ve fibrin olusumu gecikerek kanama bulgusu gelisir. Homozigotlarda cesitli

kanamalar goriiliirken heterozigotlar genellikle belirti vermezler [137].

Protein C, karacigerde iiretilen vitamin K’ ya bagimli bir glikoproteindir. Bu
protein koagulasyon sirasinda trombomodulin adli reseptorle etkileserek FV ve
FVIII'in aktif formlarini inhibe eder. Bu inhibisyon antikoagiilant etki olusturur ve
koagulasyon siirecini diizenler [134]. 1993’te Dahlback ve arkadaslar1 tarafindan
bazi plazma molekiillerinin antikogiilant molekiillere karsi bir resistans gosterdigi

bulunmus ve bu molekiiller aktiflesmis protein-C (APC) olarak tanimlanmistir [138].

27



1994°te Bertina ve arkadaslari APC direncinden (APCR) sorumlu olan FV
gen bolgesinde bir nokta mutasyonu tanimlamis (G1691A, FVR506Q) ve bu anormal
form Faktor V Leiden(FVL) olarak isimlendirilmistir. FV de olusan bu mutasyon
APC tarafindan taninan major proteolitik kesim bolgesini yok eder ve FV, APC ’ye
kars1 rezistansli duruma gelir fakat normal prokoagulant aktiviteye sahiptir [139].
FVL normal FV den 10 kat daha yavas inaktive olur ve dolasimda daha uzun siire
kalir.  Bunun sonucunda protrombin FI+2 fragmanlarinda ve diger aktive

koagiilasyon markerlarinda artis ve koagiilasyona yatkinlik durumu ortaya cikar

[140].

FVL mutasyonunun sikligi normal populasyonda ortalama %4-6 olarak
bildirilmekle birlikle, saglikli Tiirk popiilasyonundaki yiizdesi ise %7.1-9.1 olarak
bildirilmistir. Avrupa’nin degisik populasyonlarinda yapilan calismalarda %2-15
gibi farkli sikliklar bildirilmistir. [136]. Bu mutasyon, genel olarak beyaz irkta daha
yaygin olarak goriilirken Asya ve Afrika toplumlarinda daha seyrek goriilmektedir.

FVL, Orta doguda Araplarda ve Yahudilerde de goriilmektedir [141,142].

Faktor V Leiden mutasyonu tasiyan bireylerde vendz tromboz, periferal
vaskiiler hastaliklar, fel¢, pulmoner embolizm goriilme riski artmaktadir. FVL
mutasyonu tekrarlayan diisiik, ikinci ve {icilincli trimestr gebelik kayiplari,
preeklampsi, plasental abrusyon, intrauterin gelisme geriligi ile de iliskili
bulunmustur [140]. Bu nedenle yiiksek risk grubunu olusturan bireylerin taranmasi
oldukca onemlidir. FVL mutasyonu sadece yetiskin donemde degil cocukluk hatta
yenidogan doneminde de trombozlara sebep olmaktadir. Giirgey ve ark. trombozlu
yenidoganlarin %31’inde heterozigot FVL mutasyonu oldugunu bildirmislerdir.
Reiner, Inbal, Wu ve Donmez’ in caligmalarinda miyokard enfarktiisii geciren
hastalarda FVL mutasyonu kontrol gurubundan daha sik bulunmamustir [143-146],
ancak Rosendal ve Segev 50 yasin altinda kalp krizi geciren kisilerde FVL
mutasyonunu sik bulmuslar ve 6zellikle sigara icen gen¢ bayanlarda FVL mutasyonu
da oldugunda bagka risk faktorii olmasa bile kalp krizi riskinin 30 kat daha fazla
oldugu bildirilmistir [147,148]. Bayra ve arkadaslar1 serebrovaskiiler trombozlu

hastalarda da FVL mutasyonunu sik bulmuslar ve riski arttirdigini bildirmislerdir
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[149]. Bu calismalarda saptanan mutasyonlar ¢ogunlukla heterozigot durumdadir,
Heterozigot Factor V Leiden mutasyonunun arteriyel tromboz riskinden ¢ok venoz

tromboz riskini arttirdig1 goz 6niinde bulundurulmalidir.

1.2.2. Protrombin (Faktor II) G20210a Polimorfizmi

Kalitsal trombofililer arasinda ikinci siklikta goriillen protrombin G20210A
gen mutasyonudur. Protrombin K-vitamini bagimhi ve karacigerde sentezlenen bir

glikoproteindir.

1996’da Poort ve ark protrombin geninin 3’-untranslated bolgesindeki
guaninin adenine yer degistirmesine sebep olan “G20210A” polimorfizmini
tanimlamislar ve bunun plazmada artmis PT diizeyleri ve tromboza egilimle birlikte
oldugunu belirtmislerdir [150]. Protrombin geni 11. kromozomun sentromere yakin
kisminda, 21 kb uzunlugunda, 14 ekzon ve 13 introndan olusmaktadir. Protrombin
FXa/Va kompleksi tarafindan 271. ve 320. pozisyonlardan kesilir. Boylece katalitik
domain olan “trombin” ve plazma protrombin aktivasyonunun bir belirteci olan
“protrombin fragman 1.2” olusur. Trombin fibrinojenin fibrine doniisiimiini
katalizler; FV, VIII, XI, XIII ve trombositleri aktive eder. Ayrica trombomoduline
baglanarak protein C’yi aktive eder [151].

Protrombin G20210A gen mutasyonu Avrupa iilkelerinde daha sik

goriilmektedir. Protrombin G20210A gen mutasyonu olanlarda tromboz igin relatif

risk 2-6 kat artmastir (sekil 1.11) [152].
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alld plak ! Trombi I Yerlegtirilen equilibrama
slujumu E gozulmemigtiv E gere Thrambecyte agregasysny

Sekil 1.11. : Kardiyovaskiiler hastaliklara neden olan APOE, PAI-1, FV,
MTHEFR ve Protrombin’nin yabani ve mutant tiplerinin karsilagtirlmasi

1.2.3. Faktor XIII Val34leu Polimorfizmi

Faktor XIII, fibrin monomerinin y zincirlerinin birbiriyle bag olusturmasini ve
fibrin pihtilarinin stabilize olmasini saglayan trombin tarafindan aktive edilen bir
proteindir. Iki alt birimden olusmustur. Trombin FXIII’iin A alt iinitesini 37. amino
asitten keser [153,154]. Trombin kesim noktasindan 3 amino asit uzaklikta 34. amino
asitte valinin l6sine (Val34Leu) substitusyonun da dahil oldugu A alt {initesinde
20’den fazla mutasyon tanimlanmistir [153,155]. Bu mutasyon trombin tarafindan
yiikselmis FXIII aktivasyonu ve artan bag olusumu ile iligkilidir [156]. FXII
eksikliginde siddetli kanama s6z konusudur. Fakat Val34Leu mutasyonu venoz

tromboza kars1 koruyucu bir etkiye sahiptir [157].

1.2.4. Beta Fibrinojen -455 G>A Polimorfizmi

Fibrinojen seviyeleri hem genetik faktorler hem de inflamasyon hastaliklar1 ve
akut faz cevab1 gibi cevresel faktorler ile kontrol edilmektedir [158]. Yiikselmis
fibrinojen seviyeleri miyokart enfarktiis ve felg gibi ateryal hastaliklar ile

iliskilendirilmektedir [159,160].
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Fibrinojen, 4. kromozomun uzun kolunda (4q23-32) lokalize olan ve 3 farkli
gen (o,B,y) tarafindan kodlanan 3 polipeptit zincirin 2 kopyasini iceren bir
glikoproteindir (sekil 1.12). Bu 3 gende cesitli polimorfizmler tanimlanmustir.
Bunlar arasinda en c¢ok dikkat ceken [ zincirinin 3UTR bolgesinde Bcl-1
polimorfizmi ve 5’ promotor bolgesinde -455. pozisyonda guaninin adenine

degisimidir [153,161].

—455 G>A polimorfizmi bazi caligmalarda koroner arter hastaligl ile
iliskilendirilmektedir ve arteryal hastaliklarla genotip-hastalik iligkisinin ¢ok az delili
vardir [162—-169]. Bununla birlikte fibrinojen mutasyonlart klinik olarak genellikle

sessiz ya da kanama diyatezi ile iliskilidir.
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Sekil 1.12. Fibrinojen gen lokusunun organizasyonu [153]

1.2.5. Plazminojen Aktivator Inhibitor-1 4G/5G Polimorfizmi

Plazminojen aktivator inhibitor-1 (PAI-1) cogunlukla karacigerde iiretilen
serine proteaz inhibitordiir. PAI-1 fonksiyonu doku plazminojen aktivatorlerini
onlemek ve boylece plazminojenin plazmine doniisiimiinii engellemektir. Bu
doniisiim fibrinin plazmin olarak sindirimini engeller, bodylece PAI-1'in giiclii

protrombik etkisi olur.
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1993'te PAI-1 geninin intron 3'UTR’de CA diniikleotit tekrar1 ve 4G/5G
delesyon insersiyon promoter polimorfizmleri tantmlanmustir (sekil 1.13) [165]. 4G
alleli 5G alleli ile karsilagtirildiginda yiikselmis mRNA transkripsiyonu sergiledigi
rapor edilmistir [166]. 4G genotipi PAI-1’in daha yiiksek plazma konsantrasyonu ile
ilgilidir [153,167].

Plazminojen aktivator inhibitor geninde promotorda -675. (4G-allel)
pozisyonunda guaninin silinmesi, Avrupa popiilasyonunda yaklasik %11
homozigotluk gosterir ve kan PAI-1 konsantrasyonunda yiikselmeye neden olur.
Homozigot 4G alleli miyokart enfarktiis riskinin yaklasik iki kat artirilmasi ile
iliskilidir (sekil 1.11). PAI-1 4G allelli icin homozigot olan bireylerde obezite riski
tic kat artar. Kardiyovaskiilerdeki net artis nedeni ile, PAI-1 4G allellinde homozigot
bireyler koroner kalp hastaliklarinin modifiye edilebilir risk faktorlerini diizeltmek
icin her tiir onlemi almalidir. Asint kilolu yada obez bireylerde o6zellikle dikkat

edilmelidir [168,169].
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Sekil 1.13. PAI-1 geninin organizasyonu [153]

1.2.6. Glikoprotein IIIA PLA1/PLA2 Polimorfizmi
Trombosit yiizeyinde fibrinojen ve Von Willebrand (FVIII) faktorii i¢in bir

reseptor gorevi yapar ve trombosit kiimesinin olusumunda anahtar bir rol oynar

[170]. Boylece piht1 aktivasyon durumunu diizenler.
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Integrin beta 3 olarak adlandirilan, trombosit ve endotel hiicrelerin yiizeyinde
bulunan heterodimerik glikoprotein IIb/IIla (GPIIb/IIIa) kompleksinin bir bilesenidir.
Bu bilesik hiicre-hiicre etkilesmesinde rol oynayan hiicre tutucu molekiiller icin
reseptor sinifina aittir. Gpllla (HPA-1, PLA) polimorfizmi bu anahtar trombosit

proteinlerinde yapisal bir degisimden sorumludur [163,171,172].

Glikoprotein IIla, 33. aminoasitde yaygin leu/pro polimorfizmi proteinin
PLA1/PLA2 olarak adlandirilan allo-antijen sisteminin molekiiler temelini olusturur.
Bu polimorfizm, glikoprotein IIla geninin 1565 pozisyonunda exon 2'de C'den T'ye
gecise neden olur. Avrupa populasyonunun yaklasik %25' glikoprotein Illa'daki
PLA1/PLA2 polimorfizmi i¢in heterozigottur. Sigara igicilerinde, PLA1/PLA2
polimorfizmi i¢in heterozigotlugun miyokart enfarktiis riskini de artirdigi
saptanmugtir. Bu nedenle sigara icicisi glikoprotein Illa'daki PLAI1/PLA2
polimorfizmi icin heterozigot olanlar, nikotin birakmasi icin 6zel ¢caba gostermelidir

[173,174].

Gpllla L33P erken yasta akut koroner olaylara, miyokart enfaktiis ve strokeye
yatkinlikla iligkilendirilmektedir [170. Erkeklerde genis damar hastaligi fel¢ icin
bagimsiz bir risk faktoriidiir [171].

1.2.7. MTHFR Cé677T Ve A1298C Polimorfizmleri

Vitamine bagh tek karbon (metil grubu) metabolizmasindaki herhangi bir
bozukluk kalp hastaliklari, noral tiip bozuklugu ve kansere yakalanma riskini etkiler.
Bu bozukluklar iki gerekli molekiildeki eksikliklerden kaynaklanmaktadir. Bunlar

folat ve cobalamin (B12 vitamini)’dir.

Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) enzimi, folat metabolizmasinda
onemli bir enzimdir. insan MTHFR geni, kromozom 1p36.3’de lokalize olmustur ve
656 aminoasitten olusan MTHFR enzimini kodlar [175]. MTHFR, 5,10
metilentetrahidrofolati (5,10-metilen THF) geriye doniisiimsiiz olarak arak 5-metil

tetrahidrofolata (5-metil THF) doniistiiriir [175-180].

33



MTHFR enziminin 2 tane diisiikk fonksiyonlu varyanti vardir. Bunlar 677.
niikleotitteki T varyantt (MTHFR C677T) ve 1298. niikleotitteki C varyantt (MTHFR
A1298C). 677TT varyantina sahip insanlarin MTHFR aktivitesi %30, 677TC
varyantina sahip insanlarin MTHFR enzim aktivitesi %65 civarindadir. Toplumun
yaklasik %15 homozigot 677TT varyantina sahiptir. Bu varyant yiiksek seviyede
homosisteine ve diisiik folat seviyesine sebep olur. Bu da vaskiiler hastaliklarin ve

noral tiip defektlerin ortaya ¢ikma riskini arttirir.

Diger yaygin polimorfizm olan MTHFR A1298C formuda, enzimin
aktivitesini, homosistein ve plazma folat konsantrasyonunu etkiler fakat etkisi C677T
formundan daha disiiktiir. A1298C polimorfizminin, plazma homosistein
konsantrasyonundaki artist MTHFR C677T polimorfizmi kadar etkilemedigi ileri
siriilse de, bu polimorfizmin O©Onemi heniiz tam olarak agiklanamamistir

[178,181,182].

Homosistein’in kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisiminde oneminin yaninda
1298 A>C mutasyonunun da kardiovaskiiler hastaliklar i¢in 6nemli bir risk faktorii

olabilecegi diisiiniilmektedir [182-184].

A1298C ve C677T mutasyonlarinin birlikte heterozigot oldugu durumda,
MTHEFR enzim aktivitesi, her iki allelin normal homozigot oldugu durumdaki enzim
aktivitesinin %350-60’1 kadardir. Bu aktivite, C677T mutasyonunun heterozigot
bireylerinin enzim aktivitesinden daha diisiiktir. MTHFR 677T/1298C heterezigot
durumunun birlikte bulundugu bireylerde, noral tiip defektlerinde 6nemli bir artis
oldugu ileri siiriilmiistiir [185]. Buna karsilik 677CC/1298AA homozigot normal
bireylerde akut lenfoblastik 16semi (ALL) gelisimi fazla iken, 677CT/1298AC

heterozigot bireylerde, akut 16semi gelisiminin daha az goriildiigii bildirilmistir [186].

677CC/1298CC genotipine sahip bireylerde 677CC/1298AA genotipli
bireylere gore plazma total homosisteininde azalma oldugu agiklanmistir. Tek basina
C677T homozigot mutasyonlu (TT) genotipine sahip bireylerde de plazma
homosisteini onemli diizeyde artmaktadir. Van der Put ve ark. yaptiklar1 bir

caligmada, her iki mutasyon bakimindan cift heterozigot olan (A1298C/C677T)
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bireylerde total plazma homosistein konsantrasyonunun Onemli derecede arttigini
belirtmislerdir [187]. A1298C mutasyonu, MTHFR enziminin C-ug¢ regiilator
bolgesinde meydana gelmesine karsilik, C677T mutasyonu genin N-ug¢ katalitik
bolgesinde meydana gelmekte ve bu nedenle A1298C mutasyonlu bireylerde
MTHFR enzim aktivitesindeki azalma C677T mutasyonlu bireylerin enzim
aktivitesinden daha az olmaktadir. 1298 A>C polimorfizminde MTHFR aktivitesinde
onemli etkiler goriilmesine ragmen ne 1298AC, ne de 1298CC genotipinde artan

homosistein diizeylerine rastlanmamustir [178].

1.2.8. Anjiotensin Doniistiiriicii Enzim (ACE) insersiyon/delesyon

Polimorfizmi

Cinko iceren bir enzim olan anjiotensin donistiiriici enzim (ACE)
akcigerlerde, endotelyal hiicrelerde ve plazmada bulunan bir glikoproteindir. Renin-
Anjiotensin sisteminde ACE, Anjiyotensin-I'i kuvvetli bir vazokonstriiktor ve
aldosteronu stimule eden bir peptid olan Anjiotensin-II’ye doniistiiriir. Anjiotensin-II
sentezi yaninda ayni zamanda giiclii bir vazodilatator olan bradikinini yikarak

inaktive eder. Boylece bu enzim iki farkli yoldan kan basincim yiikseltir [188,189].

Renin-anjiotensin sisteminde en sik arastirilan polimorfizm, 17. kromozomda
bulunan ACE geninin 16. intronunda alu tekrar serisinde 287. baz ciftinin varligi
(insersiyon, I) veya yoklugu (delesyon, D) ile tanimlanan ACE insersiyon/delesyon
(I/D) polimorfizmidir [188]. ACE geninde meydana gelen bu insersiyon/delesyon
sonucu delesyon/delesyon (DD), insersiyon/insersiyon (II) ve insersiyon/delesyon
(ID) olmak iizere 3 genotip olusur.  Hastaliklarda bu {i¢ genotipten biri
bulunmaktadir. Saglikli kisilerde ACE I ve D alellerinin dagilimlar1 hemen hemen
esittir. Beyaz irktaki kisilerde bu genotiplerin dagilimi su sekildedir: %25 1I, %50
ID, %25 DD genotipleri [190].

Plazma ACE aktivitesi bir kiside kararli olmasina ragmen, kisiler arasinda
oldukca degisiklik gosterir. Bu degiskenlik 6zellikle ACE’nin genetik polimorfizmi

nedeniyledir. ACE genindeki ID polimorfizmi serum ACE konsantrasyonlarindaki
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degisikliklerin %50’sinden sorumludur [190]. ACE gen polimorfizmi renin-
anjiotensin sistemi ile ilgili olan ¢esitli hastaliklar ortak ozellikleri vaskiiler endotel
hasarinin bulunmasidir. Endotel hasar bir¢ok vaskiiler hastaligin patogenezinde yer
alir [191]. ACE polimorfizminin DD genotipinin varligi diyabetik nefropati,
hipertansiyon, arteryel duvar kalinligi, renal arter hastaliklari, kardiyomiyopatiler,
koroner ve karotis aterosklerozu icin bir gostergedir. Plazma ACE diizeyleri DD
genotipine sahip hastalarda II genotipine sahip olanlarin yaklasik iki kat1 kadardir
[192]. Bu nedenle DD genotipinde daha fazla Anjiotensin II olusur. Bu da
Anjiotensin II’ye bagli doku hasarimni arttirir. ACE geninin ID polimorfizmi ise

yapisal arteryel degisiklikler ile iligkilidir [193].

ACE kuvvetli vazokonstruktif etkileri, fibrinolizin azalmasi, trombosit
aktivasyonu ve agregasyonundaki etkileri neticesi tromboembolizme yol acar. ACE
konsantrasyonlar ile direkt bir fonksiyonel iligkisi tespit edilememesine ragmen, DD
genotipine sahip olanlar en yiiksek, II genotipine sahip olanlarsa en diisiik plazma
ACE aktivitesine sahiptirler. ID genotipine sahip olanlarda ise orta dereceli diizeyler
goriilir. ACE gen polimorfizmi de vaskiiler toniiste artig, fibrinolizde azalma ve

trombosit agregasyonunda artis ile iliskilidir [194].

1.2.9. APOB R3500Q Polimorfizmi

Kan dolagimindaki kolesteroliin hemen hemen 2/3’si LDL pargalari ile taginir.
LDL’nin  reseptor aracili  katabolizmasi, plazmada LDL  kolesteroliin
konsantrasyonunun 6nemli bir belirleyicisidir [195,196]. Apo B-100, LDL’nin ana
apolipoproteinidir ve LDL reseptorii icin ligand gorevi yapar [197,198].

Bu giine kadar Apo B100’iin tahmin edilen baglama domaininde birka¢ nokta
mutasyonu tanimlanmistir [199-201]. Fonksiyonel ¢alismalarda bu mutasyonlardan
liciiniin ligand yokluguna neden oldugu goriinmektedir [199,200,202]. ilk bulunan ve
cok yaygin olan substitusyon Apo B100 arg 3500 trp’dir [196]. Digeri ise daha az
frekansta goriilen Apo B100 arg 3531 cys’dir [200]. iki mutasyon karsilastirildiginda

arg 3531 cys substitusyonunda LDL kolesterolde daha az bir yiikselme s6z konusudur
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[195,202]. Apo B100 arg3500gin mutasyonu LDL reseptoriinii bozarak ailesel
kusurlu Apo B100 ve hiperlipidemiye neden olur.

Kafkas populasyonunda arg3500gin mutasyonunun prevalensinin %8 oldugu

rapor edilmigtir. Giliney Asya populasyonunda ise daha siktir [171].

1.2.10. APOE Polimorfizmleri

Apolipoprotein, lipid metabolizmasinda anahtar bir role sahip glikozlanmis
proteindir. Karaciger, bobrek ve adrenal bezlerde olusan apolipoproteinler, kandaki
lipid bilesenlerin i¢ kismini olustururlar. ApoE diisiik yogunluktaki lipoprotein
(LDL) den olusmustur ve kolestroliin karacigerden viicut dokularina ulagmasina
arabuluculuk eder. ApoE ayni zamanda lipid metabolizmaya ek olarak cok sayida
fonksiyonu yerine getirir. Hiicresel bagisiklik sistemini ayarlar, tromboz
agregasyonunu engeller ve steroid sentezini regiile eder. Periferal sinir sisteminde
ApoE noronlarin biiylime ve farklilasmasina etki eder. Bunun, norotoksik amiloid-
peptidin ve plak bilesenlerinin par¢alanmasinin bir sonucu olarak, ApoE, Alzheimer

hastaliginin patojenlerinde 6nemli bir role sahiptir [203].

Apolipoprotein E (ApoE) silomikronlar, diisiikk yogunluklu lipoprotein (LDL),
cok diisiik yogunluklu lipoprotein (VLDL), orta yogunluklu lipoprotein (IDL) ve
yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) iceren ¢esitli lipoprotein smiflarmin yapisal
proteinidir. Bu lipoproteinler dolagim sisteminde kolesterol ve trigliserit
tasinmasinda gorevlidir. ApoE'nin bu siirecteki fonksiyonu, karaciger ve diger
organlarda lipoproteinlerin yiikseltgenmesine yardimci olarak reseptor icin ligand

olarak calismaktir.[203].

Apo E geni, insanda 19. kromozomun uzun kolunda (19q 13.2) lokalize
olmustur ve {i¢ yaygin varyasyonu vardir, sirasiyla apoE2, apoE3 ve apoE4 protein
izoformlarmi kodlayan apoE-e2, apoE-e3 ve apoE-e4 olarak adlandirilan apoE
genleridir. Izoformlar nedeniyle bu polimorfizm 6 Apo E fenotipiyle

sonuc¢lanmaktadir; homozigot E2/2, E3/3, E4/4 ve heterozigot E3/2, E4/2, E4/3. Bu
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izoformlar, 112 ve 158 pozisyonlarinda farklilik gosterir. ApoE2 112 ve 158
pozisyonlarinda sisteine, apoE3 (en yaygin ve yabani tip) 112 pozisyonunda sisteine
ve 158. pozisyonunda arginine, apoE4 112 ve 158 pozisyonlarinda arginine tasir
[204]. Apo E iceren lipoproteinlerin, lipoprotein reseptorlerine afinitesi Apo E-
e2’den Apo E-e3 ve ApoE-e4’e dogru artar. Allel numarasi arttikca (e2,e3 ve e4)
Apo E azalir ve plazma kolesterolii, LDL-kolesterol ve Apo B artar [205].

Biitiin populasyonlarda apoE-e3 allellinin en yaygin oldugu saptanmistir.
Avrupada, populasyonun %95'1 en az bir apoE-e3 allelli, %27’si en az bir apoE-e4 ve
%16’s1 en az bir apoE-e2 allelli tasir. APO-E-e2 allelli (112 cys/cys; 158 cys/arg)
heterozigot tastyicilar, APO-E3 homozigotlarina goére daha diisilk plazma
kolesteroliine sahiptir. Bu nedenle, apoE-e2 allelli tasiyicilarinin aterosikleroz
gelisimine kars1 korumaya sahip oldugu diisiiniilir. Bu nedenle bu gibi heterozigotlar

tedaviye gereksinim duymazlar [204].

Apo E, Alzheimer hastalig1 icin de 6nemli bir genetik risk faktoriidiir. Apo e4
allelinin varlig1 Alzheimer hastalig1 gelisme riski ile iliskilidir. Yapilan arastirmalara
gore Alzheimer hastaligi olan hastalarin %34-65’1 Apo e4 alleli tasirken, normal
populasyonda bu oran %24-31°dir. Bulgulara gére Apo e4 allel sayisi ile hastalik
riski dogru, hastaligin ortaya ¢ikma yasi ters orantilidir. Dahasi heniiz tartismali
olmakla beraber Apo e2 allelinin de Alzheimer hastaligina kars1 koruyucu etkisi

olduguna dair bulgular da mevcuttur [204].

1.3. REVERS HiBRIiDiZASYON YONTEMIi

Yukarida anlatildigt gibi pek cok hastaligin ve risk faktorlerinin
belirlenmesinde mutasyonlarin tespiti  biiyiikk 6nem tasimaktadir. Ozellikle
hastaliklarin multifaktoriyel pek ¢cok gene dayali mutasyonlara dayanmasi, ayni anda
pek cok mutasyonlarin molekiiler olarak tespitini gerekli kilmistir. Bu amacli son
yillarda popiiler olarak kullanilan yoOnetmlerden birisi Reverse-Hibridasyon
yontemidir. Bu yontem, hedef genlerin biyotin isaretli primerler ile ¢coklu polimeraz

zincir reaksiyonu sonrasinda nitroseliiloz membranlar (stripler) iizerinde ki
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tamamlayict problart ile hibridizasyonu ve konjugat-substrat reaksiyonu ile bu

membranlarin (stripler) gosterilmesine dayanir.

Reverse-Hibridizasyon Yontemi 3 asamadan olugmaktadir:

° Genomik DNA ’nin izolasyonu: Kan, doku, serum gibi viicut sivi ve
doku 6rneklerinden genomik DNA izole edilir.

. Coklu-PCR : Biotin ile isaretlenmis primerler kullanilarak ayni anda

birden fazla gen bolgesinin ¢cogaltilmasina olanak saglar.

Sekil 1.14: Biotin isaretli primerler ile coklu PCR

. Membran Uzerine PCR Uriinlerinin Hibridizasyonu (Reverse-
Hibridizasyon) : PCR fiiriinlerinin membran iizerine paralel emdirilmis
komplementeri olan oligoniikleotit problar ile hibridizasyonunun oldugu asamadir.

Hibridizasyon islemi 5 basamaktan olusur;

I. Hibridizasyon: PCR diiriinleri %1,6 NaOH iceren DNAT soliisyonu
ile kangtinlarak denatiire edilirler. Uygun sicaklikta (6rnegin 45°C’de) inkiibe
edilerek denatiire PCR iiriinleri ve strip iizerindeki komplementer oligoniikleotit

problarin hibridizasyonu saglanir.

II. Sert Yikama : Hibridizasyondan sonra yiiksek sicaklikta ortamda

baglanmamis PCR iiriinlerinin uzaklagtirilmasi saglanir.

39



III. Konjugat : Streptavedin-peroksidaz yada alkalen fosfataz iceren
konjugat solusyonu PCR asamasinda biotin ile isaretlenmis uglara baglanir ve biotin-

strepteavidin kompleksleri olusur.

IV. Yumusak Yikama : NaNj; iceren bir solusyon kullanilarak Biotin-

strepteavidin kompleksi olusturmayan konjugat ortamdan uzaklagtirilir.

V. Substrat : NBT ve BCIP iceren substrat ile Konjugat reaksiyona
girer. Konjugat substrati katalizler ve membran iizerinde bantlar seklinde renk

olusumunu saglar.
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Sekil 1.15: Revers hibridizasyon yontemi

Bu yontem kullanilarak, mutasyonlari, polimorfizmleri, ya da cesitli
hastaliklara neden olan bakteriyolojik, virolojik etkenlerin ya da bunlarin direng
genleri  belirlenebilmektedir. Son zamanlarda bir¢cok kalitsal hastaligin
tanimlanmasinda ve polimorfizm calismalarinda laboratuarlarda rutinde kullanim i¢in

tercih edilen giivenilir bir yontemdir.

Delague ve arkadaslar1 100 FMF’li hastada metod karsilastirma g¢alismasi
yapmiglardir. FMF hastaligina sebep olan MEFV genindeki 12 mutasyonu ayni1 anda
belirleyen FMF StripAssay ile floresan cycle sequencing (DNA dizi analizi)’i,

belirlilik, hassasiyet ve duyarlilik, kullanilan DNA miktar1 ve zaman acisindan
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karsilastirmiglardir.  Altin standart DNA dizi analizi dikkate alinarak FMF strip
assay’in analitik sensitivitesini %96,6 olarak belirlemislerdir. Test, dizi analizi ile
karsilastirildiginda, cesitli populasyonlarda en sik goriilen mutasyonlar1 ayni anda
belirleyebilmesi, hizli ve kolay kullanimli olmasi, analitik sensitivitenin yiiksek
olmasi gibi bircok avantaja sahip oldugunu rapor etmislerdir [206]. Benzer sonuclar
bu yontem baz alinarak talasemi, ¢olyak, trombofili, ila¢ diregleri, kistik fibrozis,
hemokromatozis ve seker intoleransi gibi kalitsal hastaliklar i¢in gelistirilmis testler

icinde kanitlanmistir [206,207].

Tchernitchko ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada, reverse-hibridizasyon
yonteminin, MEFV geninin 2, 3, 5 ve 10’uncu ekzonlarn i¢in DGGE yontemi
(denatiire gradient jel elektroforezi) ile tanimlanmis mutasyonlarin %99,3’iinii

belirledigini rapor etmislerdir [208].

1.4.AMAC

Kardiyovaskiiler hastaliklara neden olan genler, diinya capinda hastalik ve
Olimiin en onemli nedenleridir. Gercekten inflamasyon, aterosiklerozun bir anahtar
bilesenidir. FMF, MEFV geninde olusan mutasyonlarin sebep oldugu otoinflamatuar
bir hastaliktir.  Proinflamatuar genotipin, koroner kalp hastalik riskine ©6nemli
derecede neden oldugu bilinmektedir. MEFV  mutasyonlart siddet ve

komplikasyonlar ile kardiyovaskiiler hastaliklar etkileyebilirler [7].

Bu nedenle bu ¢alismanin amact;

[I] Tiirk populasyonunda MEFV genine ait 12 farkli mutasyonun belirlenmesi

[II] MEFV geninde homozigot mutasyon tasiyan bireylerde kardiyovaskiiler
risk teskil eden 12 farkli polimorfizmin taranmasi

[IIT] Saghkli bireylerde kardiyovaskiiler risk teskil eden 12 farkh
polimorfizmin belirlenmesi

[IV] Saglikli bireyler ile MEFV geninde homozigot mutasyon tasiyan
bireylerde kardiyovaskiiler —mutasyonlarin ve biyokimyasal parametrelerin

karsilastirilmasidir.
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2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1. MATERYAL

2.1.1. Calismada Kullamlan Ornekler

Arastirmada, may1s/2006-may1s/2007 tarihleri arasinda Uludag Universitesi
Tip Fakiiltesi, I¢ hastaliklar1 Romatoloji ve Nefroloji Polikilinigi, Aile Hekimligi
ABD, Gastroenteroloji BD, Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 ABD, Romatoloji ve
Nefroloji Poliklinigi ve ¢evre hastanelerden FMF 6n tanis1 ile genetik laboratuarina
sevk edilen, strip assay ile en sik goriilen E148Q, P369S, F479L, M6801 (G>C),
M680I (G>A), 1692del, M694V, M6941, K695R, V726A, A744S ve R761H olmak
izere toplam 12 mutasyona bakilan, yas araliklar1 0.4 (5 aylik) ve 62 olan, 212 tanesi
kadin, 209 tanesi erkek toplam 421 FMF tanili hasta kullamilmistir (¢izelge 2.1). Bu
tarama sonucuna gore farkli polimorfizmler olsada MEFV homozigot genotipteki
farkli yas kategorilerinde 25 tanesi kadin ve 25 tanesi erkek toplam 50 hasta
kardiyovaskiiler risk agisindan degerlendirilmek iizere 12 farkli genetik poimorfizm
acisindan taranmistir (¢izelge 2.1). Kontrol grubu olarak homozigot MEFV
polimorfizmi gostermeyen kisiler saglikli opopiilasyondan secilerek kardiyovaskiiler
polimporfizm agisindan taranmustir. Saglikli bireylerin ve FMF hastalarinin MEFV
genine ait 12 mutasyon ag¢isindan hangi mutasyonlari tasidiklari, kan sayim degerleri,
biyokimyasal test degerleri belirlidir. Saglikli ve FMF hastalarina ait kanlar ve
parametre sonuclart Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuari’ndan

temin edilmistir.

42



Cizelge 2.1. FMF ve CVD Strip Assay ile caligsilan mutasyonlar

FMF Niikleotit CVD Amino asit | Amino asit
Mutasyonlar1 | Ekson | Niikleotit | Degisimi Mutasyonlar1 | pozisyonu | degisimi
E148Q 2 442 G-C FVR506Q 506 R-Q
P369S 3 543 G-C FVH1299R 1299 H-R
F479L 5 1413 C-G PTH G20210A 20210 G-A
M6801 10 2040 G-C FXIII V34L 34 V-L
M6801 10 2040 G-A beta Fibrinojen -455 G-A
1692del 10 2074-2076 AAT del PAI-1 -675 G del
M694V 10 2080 A-G HPA-1 33 L-P
M6941 10 2082 G-A MTHFR 677 C-T
K965R 10 2084 A-G MTHFR 1298 A-C
V726A 10 2177 T-C ACE 287 del/ins
AT744S 10 2276 G-T APO B 3500 R-Q
R761H 10 2283 G-A APO E 112,158 CR

2.1.2. Cahsmada Kullanilan malzemeler

Deneysel calismalarda kullanilan malzeme ve kitler Leomed Medikal Ltd.Sti
ve El¢i Medikal Ltd. Sti.’nin katkilariyla Viennalab, Invitek, BD ve Fermentas’dan

temin edilmistir.

Calismada Reverse-Hibridizasyon yontemini baz alan MEFV gen
mutasyonlarinin ~ belirlenmesi  icin  Viennalab FMF StripAssay Kiti ve
Kardiyovaskiiler risk mutasyonlarin belirlemek i¢in Viennalab CVD StripAssay Kiti
olmak iizere 2 ayn kit kullanildi. Kitler, izolasyon, PCR ve reverse-hibridizasyon
icin gerekli tiim soliisyon ve primerleri icermektedir (cizelge 2.2). Fakat izolasyon

icin Invisorb® Spin Blood Mini Kit kullanildi.

Cizelge 2.2. FMF ve CVD Strip Assay i¢cin PCR ve hibridizasyon solusyonlari

Lysis Solution (50ml) DNAT (1,5ml) Conjugate Solution (25ml)
Gen Tract Resin (5ml) TestStrip (20) Wash Solution B (80ml)
Amplification Mixi (500ul) Hybridization Buffer (25ml) Color Developer (25ml)
Taq Dilution Buffer (500ul) Wash Solution A (80ml) Typing Tray (3)
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2.1.3. Cahsmada Kullamlan Laboratuar Gerecleri

Cizelge 2.3. Calismada Kullanilan Laboratuar Gerecleri

Kullanilan Gere¢ Modeli

Mikro santrifiij Ependorf

Thermo Mixer Ependorf

Vortex Fisons Whirli Mixer
Auto-Lipa TECAN

PCR Cihazi ABI

Otomatik pipetler Pipetman

Steril Pipet Uc¢lari Sarstedt

Buzdolabi Vestel, Tiirkiye

2.2. YONTEMLER

2.2.1. Genotip Belirlenmesi

2.2.1.1. Genomik DNA izolasyonu

Calisma grubunu olusturan bireylerden 1 cc 0,5M Etilendiamintetraasetikasitli

(EDTA) tiip icerisine 2 cc kan 6rnegi alindi.

Kandan genomik DNA’nin izolasyonu i¢in Invisorb® Spin Blood Mini Kit

kullanildi.  Periferik kan 16kositlerinden standart prosediire gore DNA izolasyonu

yapildi.

Calismaya baslamadan once Ornek sayisina yetecek kadar Elution Buffer

ependorf tiiptine kondu ve termomikser de 56°C ye kadar 1sitildi.
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1,5 mI’lik ependorf tiipiine 20 ul Proteinaz K, 200 pl kan 6rnegi ve 200 ul
lizis Buffer A kondu. Kapag: kapatilarak tiip kisaca vortekslendi. Lizis asamasi i¢in
termomikserde 56°C’de 10 dakika boyunca inkiibasyona birakildi. Tiipe 400 ul
Binding Buffer eklendi ve 10 sn vortekslendi. Kisa bir santrifiij yapilarak sivinin
tamamu Spin filtreli tiipe aktarildi. 3 dk oda sicakliginda inkiibe edildi ve 12 000 rpm
de 2 dk santrafiij edildi. Toplama tiipii degistirilerek, filtre iizerine 500 pul Wash
Buffer I eklendi ve 12 000 rpm’de 1 dk santrafiij edildi. Toplama tiipii tekrar
degistirildi, filtre {izerine 800 ul Wash Buffer II eklendi ve 12 000 rpm’de 1 dk
santrafiij edildi. Filtre bos toplama tiipiine aktarildi ve alkoliin uzaklagmas1 i¢in

maksimum hizda 4 dk santrafiij edildi.

Filtre temiz 1,5 ml’lik ependorf tiipiine aktarildi ve alkoliin tamamen
uzaklasmasi icin 3 dk kapak acgik bicimde oda sicakligin bekletildi. Filtre membranin
tam ortasina onceden 1sitilmis 56C’deki Eluotion Buffer-D’den 200 pl eklendi. 3 dk
oda sicakliginda inkiibe edilerek 10 000 rpm’de 1 dk santrafiij edildi. Filtre atilarak,
ependorf igindeki ekstrakt alindi1 ve -20 °C de saklandi.

2.2.1.2. Coklu-PCR Amplifikasyonu

Reaksiyonda, MEFV genine ait E148Q, P369S, F479L, M680I (G>C),M6801I
(G>A),1692del, M694V, M6941, K695R, V726A, A744S ve R761H mutasyonlar
icin primerleri ve dNTP’leri igeren iretici firma tarafindan hazirlanan FMF
Amplifikasyon miksi ve FV Leiden, FV HI1299R, Protrombin G20210A, F XIII
V34L, B-Fibrinojen -455 G-A, PAI-1 4G-5G, GPIlla L33P, MTHFR C677T,
MTHFR A1298C, ACE I/D, APOB R3500Q ve APOE (E,,E3,Ey) icin primerleri ve
dNTP’leri igeren iiretici firma tarafindan hazirlanan CVD Amplifikasyon miksi A ve

CVD Amplifikasyon miksi B kullanildi.

Her 6rnek icin, PCR toplam reaksiyon hacmi 25 pl olacak sekilde asagidaki
bilesenler ependorf tiip i¢ine koyularak toplu hazirland1 (¢izelge 2.4-2.5). Her PCR
tiipiine karisimdan 20 pl dagitildi. En son 5 pl DNA eklendi. PCR’da kullanilacak

malzemeler ¢alisma esnasinda buz {izerinde muhafaza edildi.
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Cizelge 2.4. Bir hasta icin FMF strip assay igerigi

Reaktifler Miks
FMF Amplifikasyon Miksi 15l
Taq Diliisyon Buffer 4,8 ul
Taq DNA Polimeraz 0,2 ul
Kalip DNA Sul

Toplam Reaksiyon Hacmi 25 ul

Cizelge 2.5. Bir hasta icin CVD strip assay igerigi

Reaktifler Miks A |Miks B
Amplifikasyon Miksi 15 ul 15 ul
Taq Diliisyon Buffer 48 ul 14,8 ul
Taq DNA Polimeraz 02ul 10,2l
Kalip DNA Sul Sul
Toplam Reaksiyon Hacmi |25 pl 25 ul

PCR tiipiine konan bilesenlerin iyice karigmasi i¢in ¢ok kisa bir siire (1-2

saniye) santrifiijleme yapildi.

belirledigi PCR protokoliine go

Tiipler PCR cihazina yerlestirildi. Viennalab’in

re reaksiyon baslatildi.

Cizelge 2.6. FMF StripAssay ve CVD StripAssay i¢in PCR Protokolii

94°C | 02:00 dakika

94°C  00:15 saniye
58°C  00:30 saniye
72°C  00:30 saniye

} 35 Dongii

72 °C 03:00 dakika

4 °C 0
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2.2.1.3. Membran Uzerine PCR Uriinlerinin Hibridizasyonu (Reverse-

Hibridizasyon Yontemi)

Calismaya baslamadan 6nce Hibridizasyon Soliisyonu ve Wash Soliisyon A,
autolipanin sicak blogu iizerine yerlestirildi ve Autolipa’ da Viennalab {iriinleri icin
uygun program secilerek cihaz 45°C’ye kadar 1sitild.  Diger soliisyonlar oda

sicakliginda bekletilerek 1sitildi.

FMF StripAssay calisilirken her bir strip i¢cin 10ul DNAT soliisyonu striplerin
yerlestirildigi trayin kuyucuklarinin koselerine pipetlendi. DNAT soliisyonu 10ul
PCR iiriinii pipetlenerek kuyucukta karistirildi. Oda sicakliginda 5 dk inkiibe

edilerek PCR iiriinleri denatiire edildi.

CVD StripAssay calisirken her bir strip i¢in 20ul DNAT soliisyonu striplerin
yerlestirildigi trayin kuyucuklarinin koselerine pipetlendi. DNAT soliisyonu 10ul
PCR iiriinii A ve 10ul PCR iiriinii B pipetlenerek kuyucukta karistirildi. Oda
sicakliginda 5 dk inkiibe edilerek PCR iiriinleri denatiire edildi.

Bundan sonraki asamalar Autolipa cihazinda calisildi.  Programa gore;
Orneklerin konuldugu kuyucuklarina dikkatlice dnceden isitilmis 45°C°de 1 ml
hibridizasyon soliisyonu konuldu ve homojen renk elde edilene kadar yavasca
calkalandi.  Stripler mat yiizeyleri {iistte olacak sekilde dikkatlice kuyularina
yerlestirildi. 45°C’de 30 dakika calkalanarak inkiibe edildi. Hibridizasyon soliisyonu
tamamen kuyucuklardan bosaltildi. Her bir kuyucuga 45°C’de 1 ml Wash soliisyonu
A ilave edilerek 10 saniye inkiibe edildi. Kuyucuklardan Wash soliisyon A bosaltildi.
1 ml wash soliisyonu A tekrar ilave edilerek 15 dakika calkalamali inkiibe edildi.
Tekrar bosaltilirak 1 ml wash soliisyon A ilave edildi. 15 dakika 45 °C’de

calkalanarak hibridize olmayan PCR iiriinlerinin tamamen uzaklagtirilmasi saglandi.

Wash soliisyon A kuyucuklardan tamamen bosaltildi. Bu asamadan sonra
inkiibasyon oda sicakliginda (26°C) devam etti. Her bir kuyucukta ki strip iizerine
konjugat soliisyonu eklenerek 15 dakika c¢alkalanarak inkiibe edildi. Konjugat

soliisyonu bosaltildi. Her bir kuyucuga 1 ml Wash soliisyonu B ilave edilerek 10
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saniye inkiibe edildi. Kuyucuklardan Wash soliisyon B bosaltildi. 1 ml wash
soliisyonu B tekrar ilave edilerek 5 dakika calkalamali inkiibe edildi. Tekrar
bosaltilirak 1 ml wash soliisyon B ilave edildi. 5 dakika c¢alkalanarak konjugat

soliisyonunun tamamen uzaklastirilmasi saglandi. Kuyucuklar bosalti.

Her bir strip tizerine 1 ml color developer soliisyonu eklendi ve karanlikta oda
sicakliginda bantlarin olusmasi i¢in 15 dakika c¢alkalanarak inkiibe edildi. Color
developer ortamdan tamamen uzaklastirildi. Uzerinde bantlar olusan stripler 2 kez

distile su ile yikanarak karanlikta kurutuldu.

2.2.1.4.1. Sonuclarin yorumlanmasi

Hibridizasyon sonrasi, stripler kolektor kagitlarina yapistirilarak yorumlandi.
En bastaki pozitif reaksiyon kontrol bandi konjugat ve color developer asamalarinin
dogrulugunu gosterir. Bu band daima olusmalidir. FMF ve CVD stripleri ve strip
tizerindeki mutant tip ve wild tipleri gosteren bandlar sekil 3.1.°de gosterilmistir.
Normal bireylerin genotipleri icin sadece wild (yabani) bandlar, heterozigot bireyler
icin hem wild hem de mutant bandlar, homozigot bireyler i¢in sadece mutant

bandlarin pozitif olmas1 gerekmektededir (sekil 3.2 ve sekil 3.3).
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Sekil 2.2: Wild ve mutant bandlar

Wild tip band

Mutant band

Genotip

NOR Pozitif Negatif Normal Birey
Heterozigot

HET Pozitif Pozitif Birey
Homozigot

HOM Negatif Pozitif Mutant Birey

Sekil 2.3: Revers hibridizasyonda genotiplendirme
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Tiim polimorfizmlerin yorumlanmasi yukarida bahsedildigi gibidir. Yalniz
ApoE nin yorumlanmasi farklidir. CVD stripleri iizerinde 23, 24, 25 ve 26. bandlari
olusturan APO-E bireysel izoformlar 6 Apo E genotipiyle sonuclanmaktadir; (sekil
3.4) homozigot E2/2, E3/3, E4/4 ve heterozigot E3/2, E4/2, E4/3. Bu izoformlar,
112. ve 158. pozisyonlarinda farklilik gosterir.

ApoE2 112 ve 158 pozisyonlarinda sisteine, apoE3 (en yaygin ve wild tip)
112 pozisyonunda sisteine ve 158. pozisyonunda arginine, apoE4 112 ve 158

pozisyonlarinda arginine doniisiir (sekil 3.4).
E2 (112: Cys, 158: Cys) Bandlar (1) + (3)

E3 (112: Cys, 158: Arg) Bandlar (1) + (4)
E4 (112: Arg, 158: Arg) Bandlar (2) + (4)

APO E CENOTIPLERI
E2f2 EX3I EXN4 E3I EIM E4i4

Apo E Ine (1)
Apo E Ine (2}
Apo E Iine (3 - -
Apa E Ine 14

Sekil 2.4: Bireysel izoformlarin kombinasyonu ile ortaya ¢ikan 6 APO-E

T

genotipi

3.2.2. Biyokimyasal Parametre Degerlerinin Belirlenmesi
Arastirmada, kullanilan saglikli ve FMF’li bireylere ait kanlarin kan sayim

degerleri ve biyokimyasal parametre sonuglar1 Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi

Merkez Laboratuari’ndan temin edilmistir.
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FMF hastalarinin ve saglikli bireylerin kan sayim degerleri Cell Dyn 3700
(Abbott) kan sayim cihazinda, biyokimyasal parametreleri Aeroset 1 (Abbott)
otoanalizor sisteminde, FMF hastalarina ait fibrinojen degerleri BCS (Dade Behring)
koagiilametrede, sedim degerleri Alifax sedimentasyon cihazinda, saglikli bireylere

ait apolipoprotein degerleri BN ProSpec (Dade Behring) neflometrede 6lciilmiistiir.
3.2.3. Istatistiksel Analiz
Calismada elde edilen veriler, ortalam standart sapma MINITAB versiyon

...10 program1 yardimiyla yapilmistir. Kontrol ve saglikli bireyler arasinda

karsilastirmalar ANOVA testi ile degerlendirilmistir.

51



3.BULGULAR

31. FMF On Tamh Hastalarm MEFV Mutasyonlarinin  ve

Genotiplerinin Belirlenmesi

Calismamizda kullandigimiz, FMF 6n tanili hastalara ait mutasyon sonuglari ve
DNA o6rnekleri Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuari’ndan temin
edildi. FMF o6n tanisi1 ile genetik laboratuarina gonderilen, yas araliklar1 0.4 (5 aylik)
ve 62 olan 212’si kadin, 209’u erkek toplam 421 FMF 6n tanili hastanin FMF
StripAssay ile MEFV geninde en sik goriilen E148Q, P369S, F479L, M680I (G>C),
M680I (G>A), 1692del, M694V, M6941, K695R, V726A, A744S ve R761H olmak
izere toplam 12 mutasyon acisindan genotip, yas ve cinsiyet dagilimlar1 tablo 3.1.’de

gosterildi.

3.1.1. Tiirk populasyonunda FMF mutasyonunun dagilim

Calisma grubumuzdaki FMF 6n tanili1 421 hastanin 170’inde FMF mutasyonlari
belirlenmistir. FMF mutasyonunu homozigot tasiyan birey sayist 50 (%11,9),
heterozigot tasiyan birey sayisi1 81 (%19,2), birlesik heterozigot tasiyan birey sayisi ise
39 (%9,3)’dur. Incelenen 12 mutasyonun herhangi birini tasimayan bireylerin sayisi
ise 251 (%59,6)’dir. FMF 0n tanili hastalarin cinsiyete gére mutasyon dagilimlari tablo
3.2’de Ozetlenmistir. Arastirilan 12 mutasyon arasinda 1692del ve M680I G>A

mutasyonlarina ¢calisma grubumuzda rastlanilmamistir.

Belirlenen mutasyonlar M694V %54, M6801 G>C %17,6, E148Q %17,6, A744S
%5,29 ve VI26A %11,76, P369S %?2,35, FATOL %1,17, M6941 %1,76, K695R
%5,29 ve R761H %3,52 oranindadir. Calismamizda homozigotlarin orant %11,9
olup bu bireyler arasinda homozigot olan mutasyonlarin dagilimi ise M964V %78,
M680I G>C %10, E148Q %8, A744S %2 ve VT26A %?2 olarak belirlenmistir
(tablo 3.3.). Calismamizda MEFV mutasyonlarin1 birlesik heterozigot olarak
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tastyan bireylerde tespit edilmistir. Bu bireyler arasinda mutasyonlarin dagilimi
ise; M964V/V726 %?25,65, M694V/K695R %2,56, M694V/M680I G>C % 20,51,
M694V/M6941 % 2,56, M694V/AT744S  %5,13, M694V/R761H  %2,56,
M694V/E148Q %10,26, E148Q/ R761H %2,56, E148Q/P369S %?2,56,
E148Q/VT726A %?2,56. E148Q/M6941 %?2,56, E148Q/M680I G>C %7,69, M6801
G>C/ FAT9L %2,56, M680I G>C/VT726A %7,69, F4TOL/VT26A %2,56 olarak
belirlenmistir (tablo3.4).
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izelge 3.1. : FMF tanili hastalarin yas,cinsiyet ve mutasyon dagilimlari. K ‘kadin’, E ‘erkek’, N ‘normal allel’’. Ulasilamayan bilgi “*’ ile belirtilmistir
g y y y g y g

. Cin .. Ci Ci Ci Ci Ci Ci
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Cizelge 3.1. Devami
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Cizelge 3.1. Devami
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Cizelge 3.2.:Tiirk populasyonunda FMF mutasyonlarinin cinsiyete gore dagilimi.
(Normal allel ‘N’ ile belirtilmistir.)

Cinsiyet Kadmn Erkek Total %
Mutasyon n % N %

M694V/ M694V 20 9.4 19 9.1 9.26
M694V/N 19 9.0 7 3.3 6.18
M680I G>C /M680I G>C 3 1.4 2 1.0 1.19
M680I G>C/N 9 4.2 1 0.5 2.38
E148Q/E148Q 2 0.9 2 1.0 0.95
E148Q/N 8 3.8 11 53 4.51
A744S/ A744S 0 0.0 1 0.5 0.24
A744S/N 2 0.9 4 1.9 1.43
V726A/ V726A 1 0.5 0 0.0 0.24
V726A/N 1 0.5 3 1.4 0.95
K695R/N 5 24 3 1.4 1.90
R761/N 2 0.9 2 1.0 0.95
P369S/N 2 0.9 1 0.5 0.71
M694I/N 0 0.0 1 0.5 0.24
N/N 121 57.1 130 62.2 59.62

Cizelge 3.3.: MEFV mutasyonlarin1 homozigot tagiyan hastalarin dagilimi

Birey
Mutasyonlar Sayisi (n) %0
M694V/ M694V 39 78
M6801 G>C/ M680I G>C 5 10
E148Q/E148Q 4 8
A744S/A744S 1 2
V726A/ V726A 1 2
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Cizelge 3.4. MEFV mutasyonlarin1 birlesik heterozigot olarak tasiyan
bireylerin cinsiyete gore dagilimlar

Cinsiyet Kadin Erkek
Mutas);'on n % N % Total %

M694V/V726A 4 1.9 6 2.9 2.38
M694V/K695R 0 0 1 0.5 0.24
M694V/M6801 G>C | 2 0.9 6 2.9 1.9
M694V/M6941 1 0.5 0 0 0.24
M694V/A744S 0 0 2 1 0.48
M694V/R761H 1 0.5 0 0 0.24
M694V/E148Q 1 0.5 3 1.4 0.95
E148Q/R761H 1 0.5 0 0 0.24
E148Q/P369S 1 0.5 0 0 0.24
E148Q/V726A 1 0.5 0 0 0.24
E148Q/M 6941 1 0.5 0 0 0.24
E148Q/M6801 G>C 1 0.5 2 1 0.71
M680I G>C/F479L 1 0.5 0 0 0.24
M680I G>C/V726A 2 0.9 1 0.5 0.71
F479/V726A 0 0 1 0.5 0.24

3.2. Kontrol Bireyleri ve FMF Hastalarimin Karsilastirilmasi

3.2.1. Saghkh Bireylerde FMF ve Bazm Kardiyovaskiiler Risk

Polimorfizmlerinin Karsilastirilmasi

Onemli bir hastalik tanis1 konmamis, 50 erkek ve 50 kadin olmak iizere

toplam 100 saglikli birey ¢alismaya dahil edilmistir.

FMF strip assay ve CVD strip assay boliim 2.2.’de anlatildigi gibi reverse-
hibridizasyon yontemini baz almaktadir. Yontem kisaca, EDTA’] tiiplere alinan kan
orneklerin genomik DNA izolasyonu, multipleks PCR ile cogaltilmasi ve nitroseliiloz
membran iizerinde komplementeri olan oligoniikleotit problar ile PCR iiriinlerinin
hibridizasyonundan olusur.  Invisorb® Spin Blood Mini Kit izolasyon Kkiti
kullanilarak genomik DNA izolasyonu yapildi. FMF ve CVD strip assay kitlerinin
prosediiriine gore multipleks PCR ve hibridizasyon yapilarak sekil 3.1 ve sekil 3.2’de
goriildiigii gibi FMF ve CVD stripleri iizerinde konjugat-substrat reaksiyonun iiriinii

renk olusumu gozlendi ve bireylerin mutasyon analizi yapildi.
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Red Marker Line (Tog)

e

Sekil 3.1 : Normal, heterozigot, birlesik heterozigot ve homozigot
mutasyonlar1 gésteren FMF Strip Assay.

muAsnt
H1296R (R2)} wild typa
- bin ~ GIOZ10A mudant
GI0210A wild typa
Factor Xl w34L mudant
Facior Xl vaL wild type
O-Fibinogen  -455 GaA rudant
—  B-Fibrinogen  -455 G>A wild type
- PAI 4G/EG 5G
— PALA Flet-"e) 4G
HFA1 ab 1b
-~ HPA1 ab ia
MTHFR CATTT Fitant
MTHFR CETTIT wikd lype
- MTHFR Al 2E80 raitant
~  MTHFR A1288C wikl ype
- ACE i Dol
— ACE o Ins
ApoB RSO0 matant
Apa B FIS000 wild lyne
. AmE (1}
- ApaE (2}
ApaE (3}
Apa E (4}

~ Groen Marker Line ibotiom)

Sekil 3.2 : Kardiyovaskiiler hastaliklarla iligkili polimorfizmleri gosteren
CVD Strip Assay.

59



Saglikli bireylerin cinsiyet, FMF mutasyonlar1 ve kardiyovaskiiler
hastaliklarla iligkili polimorfizmleri tablo 3.4’de gosterildi. Kadin ve erkeklerdeki

mutasyonlarin dagilimi tablo 3.5’de 6zetlenmistir.

Buna gore; kontrol grubunu kendi i¢inde degerlendirdigimizde, 100 saglikli
bireyde FMF mutasyonlarinin kadinlardaki tasiyicilik oram1 %16, erkeklerde ise
%18’ dir. En sik rastlanilan 12 FMF mutasyonlarindan herhangi birini tasimayan
birey sayisi ise 83’diir. Faktor V leiden mutasyonu kadinlarin %8’inde,erkeklerin ise
%6’sinda heterozigot, Faktor V HI299R ise kadinlarin %14’iinde, erkeklerin
%10’unda heterozigottur. Ayrica HI299R 1 erkek bireyde homozigot (%2) olarak
belirlenmistir.  Kadinlarin %2’si ve erkeklerin = %?2’sinde protrombin G20210A

mutasyonu heterozigot olarak belirlenmistir.

Faktor XII V34L mutasyonu kadinlarin %?2’sinde homozigot, %30 unda
heterozigot, erkeklerin %4’linde homozigot ve %?28’inde heterozigot olarak
belirlenmistir. Beta-Fibrinojen -455 G>A mutasyonu kadinlarin %8’inde homozigot,
%26’sinda ise heterozigot, erkeklerin %6’sinda homozigot, %36’sinda ise
heterozigottur.  PAI-1 delesyon/insersiyona gore kadinlarin genotipleri %26’s1
4G/4AG, %42’si 4G/5G, %32’si ise 5SG/5G, erkeklerin genotipleri %18’s1 4G/4G,
%541 4G/5G, %281 ise 5G/5G olarak belirlenmistir.

Glikoprotein IIla (HPA-I) polimorfizmlerine gore kadinlarin %64’ a/a,
%30’u a/b ve %6’s1 b/b, erkeklerin %72’si a/a, %?26’s1 a/b ve %?2’si b/b’dir.
MTHFR C677T mutasyonu kadinlarin %14’sinde homozigot, %40’sinde heterozigot,
erkeklerin  %10’unda homozigot, %46’sinda ise heterozigot olarak belirlenmistir.
MTHFR A1298C mutasyonu kadinlarin %]14’iinde homozigot, %?34’linde
heterozigot, erkeklerin %8’inde homozigot, %48’inde ise heterozigottur. ACE I/D’ye
gore kadinlarin genotipleri %14 niin II, %52’sinin 1D, %34’niin ise DD, erkeklerin
genotipleri %30’ nin II, %44 iiniinID ve %?26’sin1in ise DD olarak belirlenmistir.

APO B R3500Q mutasyonu erkek (%0) ve kadinlarda (%0) rastlanilmamustir.

APOE genotipleri kadinlarin %12’sinde E2/3, %4’tinde E2/4, %72’sinde E3/3 ve
%12’sinde ise E3/4, erkeklerin %14 ’iinde E2/3, %2’sinde E2/4, %70’sinde E3/3 ve
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%14’iinde ise E3/4 olarak belirlenmistir. Kadin ve erkeklerde E2/2 ve E4/4

genotiplerine rastlanilmamistir.

Cizelge 3.5. FMF olmayan saglikli bireylerde kardiyovaskiiler panelde bulunan
bazi genlere ait polimorfizim durumlari. Tablodaki ilk satirda belirtilen ve arastirilan
kardiyovaskiiler risk olusturdugu diisliniilen genlerin uzun isimleri asagida belirtilmisgtir.
Faktor V Leiden “Faktor V geninin 1691. pozisyonunda G>A nokta mutasyonu sonucu 506.
pozisyonda glisinin alanine déniisiimii (G1691A, FV R506Q)°, “’Faktor V HI299R “1299.
pozisyonunda histidinin arginine substitusyonu’’. Protrombin G20210A ‘‘Faktor II geninin
3’-UTR bolgesindeki guaninin adenine yer degistirmesine sebep olan polimorfizm’’, Faktor
XIII V34L “trombin kesim noktasindan 3 amino asit uzaklikta 34. amino asitte valinin 1dsine
(Val34Leu) substitusyonu’’, Beta Fibrinojen -455 G>A “5' promotor bolgesinde -455.
pozisyonda guaninin adenine subsititusyonu’’, PAI-I 4G/5G “Plazminojen Aktivator
Inhibitor 1 genindeki 4G/5G delesyon insersiyon promoter polimorfizmleri, mutant allel 4G
ve normal allel 5G’dir.” HPAI a/b “Glikoprotein Illa, 33. aminoasitde meydana gelen
16sinin proline subsititusyonu, ‘a’ normal allel, ‘b’ ise mutant alleldir’’. MTHFR C677T ve
A1298C “Metilentetrahidrofolat rediiktaz enzim genindeki 677. pozisyonda C>T ve 1298.
pozisyonda A>C doniisimii’’, ACE I/D ““Anjiyotensin doniistiiriicli enzim geninin 16.
intronunda 250 bp’lik delesyon/insersiyonu, DD homozigot delesyonu, II homozigot
insersiyonu, ID ise heterozigot delesyon/insersiyonu tamimlar’’. APO B R35000
“Apolipoprotein B’de 3500. pozisyonda argininin glutamine subsititusyonu’’, APOE
“Apolipoprotein E’de 112. ve 158. pozisyonlarinda meydana gelen subsititusyondan dolay1 6
farkli fenotip olusur; homozigot E2/2, E3/3, E4/4 ve heterozigot E3/2, E4/2, E4/3’°. Tablo da
HT “heterozigot” durumunu, HM “Homozigot” ve N “normal allel’” varligin1 gosterir.
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Factonl Factor | Protro| B- MTH MTH
Sira [ (e (Fgg;mzigot V. |V | mbin fgﬁ"r Fibrino| PAI-1 | HPA FR |FR |ACE ﬁgs%j éfztl;:p
NO Motonoy | LEID| H1299| G2021| U3 | en 455 46/5G | 1a] o771 AL209 1D | 35 &
EN |R |oA G>A T |C

1 K N N| N | N| HT | HM | 565G aa] N| N| 1| N | E3/3
2 E N N| N| N| N N | 4G/5G] ab| OT| HT| DD| N | E3/3
3 E K65k | N| N | N | N N | 4G/5G] ab| BT| N | ID| N | E3/3
) E K65k | N | N | N | OM| N | 5G/5G| oa| HT| HT| DD| N | E3/4
5 E N N | M| N | HT | OM | 4G/5G| aa| N| HM| ID| N | E3/3
6 E N N| or| N[ N N | 4G/5G] aa] N| BEM| ID| N | E3/3
7 E N N| N | N| OM| N | 565G ab| HT| N | ID| N | E3/3
8 E E1480 N| N| N| N N | 4G/AG| aa| N| HT| D| N | E23
9 E N N| N | N| N | HT | 5050 ab| oM N | 0] N | B33
10 E N N| N | N| HT| N | 5650 aal BM| N| ID| N | B33
1 E N N| N | N | HT | HT | 4G/5G| aa]| N| HT| DD| N | E3/3
2 E N N| N | N | HT | HT | 4G/5G| aa| N| HT| I | N | E3/3
13 E N N| N | or| N~ N | 4G/5G] aa| OT| HT| ID| N | E3/3
14 E N N| N | N| N N | 4G/AG| aa| HT| N | DD| N | E33
15 E N N| N | N| N | HT | 4GAG| aa| HT| HT| DD| N | E3/3
16 E N N N | N | N~ N |4G/AG|aa|HT| N | D | N | B33
17 E N N | N | N | N | HT [565G|ab| N | N | o | N | B30
18 E N N | N | N | HT | HT [4G/5G|aa| N |OM | I | N | E3/3
19 E N N | N | N | N N _[4G5G |aa |HT| N | DD | N | E2/3
20 E N N | N | N | N | HT [46/5G|aa|HT| N | D | N | B33
21 E N N | N | N | BT | N [4GAG|bb| N | HT | I | N | E3/3
22 E E1480 N | °HT | N | N N [4G/5G |a/a |HT | HT | DD | N | E3/4
23 E N AT | N | N | HT | OT |4G/5G |aa | AT | OT | DD | N | E2/4
24 E 1?)134689%‘ N | N | N]| N N 456 | aa|lmr|ar | o | N | B33
25 E N AT | N AT | 4G/4G | o/ | HT D | N | B33
26 E 1;,116498‘?\; gr | N | ~ | BT | Br |4c5G|wa|lom| N | D | N | B33
27 E N N | 5T | N | N N [4G5G |aa| N | AT | T | N | B33
28 E N N | N | N | BT | N |4G/5G |aa |HT | HT | ID | N | E3/3
29 E N N | N | N | N | HT [404G|aa|0M| N | D | N | B33
30 E N N N | N | N N |465G|ab| N | N | T | N | B33
31 E E148Q N | N | N | N N [4G5G |ab [OM| N | ID | N | E3/3
2 E N N | N | N | N | HT [565G|aa| N | N | I | N | B33
33 K N N | N | N | N N |5G/5G |aa|OM| N | D | N | E213
34 K N N | N | N | N N [5G/5G |aa |HT | HT | ID | N | E3/4
35 E N AT | N | N | HT | OT |465G |aa| N | N | T | N | 23
36 K N N | 0T | N | N N |4G/AG|aa| N |OM | D | N | B33
37 K N N | N | N | N | HT [56/5G|ab|HT| BT [DD | N | B33
38 K N N | N | N | N N [4GAG|aa| N | N | D | N | E3/3
39 K Vi6A | N | N | N | N N [4G/AG [ab |HT | AT | T | N | E3/3
20 K N N | OT | N | N N |4G/5G |aa |OM| N | DD | N | B33
a1 K N N | N | N | N | HT [4GAG|aa|HT| N | DD | N | E3/3
2 K N N | N | N | N N |4G/5G |aa | BT | HT | DD | N | E3/3
43 K | M6S0IGsA | HT | N | N | N N |5G/5G|aa|HT| N | ID | N | E213
1 K N N | N | N | HT | HT |[565G|ab| N |[0M | T | N | B33
45 K N N | N | N | N | HT [465G|aa| N | N | I | N | E3/3
46 K N N | N | N | BT | N |4GAG|aa [AT| N | D | N | B3/
47 K N N | N | N | N N |4G/5G |aa |OM| N | T | N | B33
48 K N N | N | N | N N |5G/5G |ab |HT | AT | D | N | B33
29 K N N | HT | N | BT | N |4G/5G|bb| N | HT | DD | N | E3/3
50 K N N | N | N | BT | N |4GAG |aa| N | BT | I | N | E3/4
51 K N N | HT | N | HT | N |4G/5G|aa |HT | BT | D | N | B33
52 K N N | N | N | BT | HT [4G/5G|aa|HT| N | DD | N | E3/3
53 K N N | N | N | N N [4G5G|[bb| N |[HEM | ID | N | E3/3
54 K KSR | N | N | N | HT | N 404G |ab|HT| N |DD | N | B33
55 K E148Q N | N | N | N N |4G/5G|ab| N | N |[DD | N | B3/
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Cizelge 3.5. Devami

56 K N N N N N N |4G/5G|aa| N | HM | ID N E3/3
57 K N N N N HT N |5G/5G|aa| N | HT | ID N E3/3
58 E N N N N N N |4G/G|aw |HT| HT [ DD | N E3/3
59 E N N N N N N |4G/5G|aa| N | HT | ID N E2/3
60 E N N N N N HM |5G/5G|a/a | HT | N ID N E2/3
61 E N N N N N N |4G/A5G|laa| N |HM | I N E3/3
62 E E148Q N N N N HT |4G/5G|aa| N | HT | ID N E3/3
63 E N N N N N HT |4G/AG|abw| N | HT | 1 N E3/4
64 E N N N N N N |5G/5G|ab|HT| N [ DD | N E2/3
65 E N N N N HT HT |5G/5G|aa|HT| N ID N E3/3
66 E N N N N N N |5G/G|aa|HT| N [ DD | N E3/3
67 E N N N N N N |5G/5G|aa| N N ID N E3/4
68 E N N N N N N |5G/5G|aa|HT | HT | 11 N E3/4
69 E N N N N N N |5G/5G|aa|HT| HT | I N E3/3
70 E M694V N N N N N |4G/AG|aw| N | HT | ID N E3/3
71 E N N N N N N |4G/AG|ab | HT | HT | 11 N E2/3
72 E N N N N HT HT |4G/A4G|aa| N | HT | ID N E3/3
73 E N N HT N HT HT |5G/5G|aa| N | HT [ DD | N E3/4
74 E N N N N N HM |4G/5G|ab| N | HT [ DD | N E3/4
75 E N N N HT HT N |4G/5G|aa| N N ID N E3/3
76 K N HT N HT N N |4G/AG|aw |HT | HT | ID N E3/3
77 K 13;,2,4689%' N N N N N 5G/5G|ab |HT| N | DD | N E3/3
78 K N N N N HT N |5G/5G|bb|HT| N ID N E2/4
79 K V726A N N N N HT |4GA4G|aw|HM| N [ DD | N E3/3
80 K N N N N N HT |4G/5G|aa|HT| N [ DD | N E2/3
81 K N N N N N N |4G/AG|aa |HT| N ID N E3/3
82 K N N N N N N |5G/5G|aa|HT | HT | ID N E3/4
83 K N N N N N N |4G/5G|aa| N N ID N E3/3
84 K N N N N N HT |4G/A4G|ab| N |HM [ DD | N E3/3
85 K N N HT N HT N |4G/5G|aa| N N |pD| N E3/3
86 K N HT N N N N |4G/iAG|aw |HT | HT | I N E2/3
87 K N N N N N HT |4G/A4G|aa| N | HT [ DD | N E2/3
88 K N N N N HT N |4G/5G|ab| N | HM | ID N E3/3
89 K N N N N N HT |4G/5G| a/a| N N ID N E3/4
90 K N HT N N N N |4GM4G|aw| N | HT [ DD | N E3/3
91 K N N N HT | HM HT |5G/5G|aa| N | HT | ID N E3/3
92 K N N N N N N |5G/5G|aa|HT| N ID N E2/3
93 K N N N N N HM [5G/5G|ala| N N ID N E3/3
94 K N N HT N N N |5G/5G|aa|HM]| N ID N E3/3
95 K N N HT N N HM |4G/5G|aa| N | HT [ DD | N E3/3
96 K N N N N HT HM |4G/5G|ab|HT| N | DD | N E3/3
97 K E148Q N N N HT HT |4G/5G|aa|HM| N ID N E3/3
98 K N N N N N N |5G/5G|ab| N | HM | ID N E3/3
99 K V726A N N N HT HT | 656 | @2 [HM| N ID N E2/4
100 K N N N N N N |4G/M4G|aa| N | HT | ID N E3/3
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Cizelge 3.6: Saglikli bireylerde FMF ve bazi kardiyovaskiiler polimorfizmlerin cinsiyete gore

dagilimlari. (Normal allel ‘N’ ile gosterilmistir. )

Cinsiyet Kadin Erkek Total
Mutasyon n % n % %o
M694V/N 0 0.0 1 2.0 1.00
E148Q/N 2 4.0 4 8.0 6.00
V726A/N 3 6.0 0 0.0 3.00
g | KO9SRN 1 2.0 2 4.0 3.00
M694V/E148Q 0 0.0 1 2.0 1.00
E148Q/P369S 1 2.0 1 2.0 2.00
M680I G>A 1 2.0 0 0.0 1.00
N/N 42 84.0 41 82.0 | 83.00
FVL/FVL 0 0.0 0 0.0 0.00
FVL/N 4 8.0 3 6.0 7.00
Faktor v NN 46 92.0 47 94.0 | 93.00
H1299R/ H1299R 0 0.0 1 2.0 1.00
H1299R/N 7 14.0 5 10.0 12.00
N/N 43 86.0 44 88.0 | 87.00
| G20210A/G20210A 0 0.0 0 0.0 0.00
Protrombin ') 1> 10A/N 2 40 2 40 | 400
N/N 48 96.0 48 96.0 | 96.00
Fakior  |YAL/V3AL 1 2.0 2 4.0 3.00
xig V34N 15 30.0 14 28.0 | 29.00
N/N 34 68.0 34 68.0 | 68.00
455G>A/-455G>A 4 8.0 3 6.0 7.00

Beta
Fibrinojen 455G>A/N 13 26.0 18 36.0 | 31.00
N/N 33 66.0 29 58.0 | 62.00
4G/AG 13 26.0 9 18.0 | 22.00
PAI-1 | 4G/5G 21 42.0 27 54.0 | 48.00
5G/5G 16 32.0 14 28.0 | 30.00
ala 32 64.0 36 72.0 | 68.00
HPA-1 |ab 15 30.0 13 26.0 | 28.00
b/b 3 6.0 1 2.0 4.00
C677T/C677T 7 14.0 5 10.0 12.00
C677T/N 20 40.0 23 46.0 | 43.00
wrarr NN 23 46.0 22 44.0 | 45.00
A1298C/A1298C 7 14.0 4 8.0 11.00
A1298C/N 17 34.0 24 48.0 | 41.00
N/N 26 52.0 22 44.0 | 48.00
II 7 14.0 15 30.0 | 22.00
ACE |ID 26 52.0 22 44.0 | 48.00
DD 17 34.0 13 26.0 | 30.00
R3500Q/R3500Q 0 0.0 0 0.0 0.00
APOB |R3500Q/N 0 0.0 0 0.0 0.00
N/N 50 100.0 50 100.0 | 100.00
APOE 2/2 0 0.0 0 0.0 0.00
APOE 2/3 6 12.0 7 14.0 13.00
APOE |APOE2/4 2 4.0 1 2.0 3.00
Genotipleri | APOE 3/3 36 72.0 35 70.0 | 71.00
APOE 3/4 6 12.0 7 14.0 13.00
APOE 4/4 0 0.0 0 0.0 0.00
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3.2.2. FMF Hastalarinda FMF mutasyonlar1 ve Baz1 Kardiyovaskiiler

Risk Polimorfizmlerinin Karsilastirilmasi

Uludag Universitesi Merkez Laboratuari’ndan FMF mutasyonlarin1 homozigot
tastyan, yaslart 4-50 arasinda degisen 25 kadin, 3-39 arasinda degisen 25 erkek hasta
calismamizda kardiyovaskiiler riske neden olan bazi polimorfizmleri belirlemek
amact ile caligmamiza dahil edilmistir. FMF mutasyonlar1 acisindan bir
degerlendirme yapildiginda, cinsiyet ayrimi yapilmaksizin 39 M694V/M694V, 5
M680I G/C-M6801 G/C, 3 E148Q/E148Q, 1 A744S/A744S, 1 VT26A/VT26A ve 1
M694V-K695R mutasyonlarini tasiyan FMF hastalar ile calisma yapilmistir.

FMF hastalarina ait yas, cinsiyet ve mutasyon dagilimi tablo 3.6’da gosterildi.
Buna gore 50 FMF hastas1 kendi icinde degerlendirildiginde, kadinlarin %80’i
M694V, %12’si M680I G>C, %4’ E148Q ve %4’ii de V726A mutasyonu acisindan
homozigot, erkeklerde %76’s1t M694V, %81 M680I G>C, %8’1 E148Q ve %4’u
A744S mutasyonu ag¢isindan homozigot, 1 erkek birey (%4) ise M694V/K695R
birlesik heterozigot olarak belirlenmistir (tablo 3.7).

FMF hastalarinin cinsiyet, FMF mutasyonlar1 ve kardiyovaskiiler hastaliklarla
iliskili polimorfizmleri tablo 3.8’de gosterildi. Kadin ve erkeklerdeki mutasyonlarin

dagilimi tablo 3.9°da 6zetlenmistir.

FMF hastalar1 kendi aralarinda kardiyovaskiiler risk polimorfizmlerine gore
degerlendirildiginde, Faktor V leiden mutasyonu kadinlarin %4 iinde,erkeklerin ise
%12’sinde heterozigot, Faktor V HI299R ise kadinlarin %8’iinde, erkeklerin
%16’s1da heterozigottur. Ayrica HI299R 1 kadin bireyde homozigot (%4) olarak
belirlenmistir.  Kadinlarin %4’ ve erkeklerin  %4’linde protrombin G20210A

mutasyonu heterozigot olarak belirlenmistir.

Faktor XII V34L mutasyonu kadinlarin %4’iinde homozigot, %16’sinda
heterozigot, erkeklerin %8’inde homozigot ve %28’inde heterozigot olarak
belirlenmistir. Beta-Fibrinojen -455 G>A mutasyonu kadinlarin %4’iinde homozigot,
%48’sinde ise heterozigot, erkeklerin %8’inde homozigot, %40’inda ise

heterozigottur.  PAI-1 delesyon/insersiyona gore kadinlarin genotipleri %32’si
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4G/4G, %481 4G/5G, %20’si ise 5G/5G, erkeklerin genotipleri %32’si 4G/4G,
%3231 4G/5G, %36°11se 5G/5G olarak belirlenmigtir.

Glikoprotein Illa (HPA-I) polimorfizmlerine gore kadinlarin %76’s1 a/a,
%24’1 a/b ve %0’1 b/b, erkeklerin %841 a/a, %16’s1 a/b ve %0’1b/b’dir. MTHFR
C677T mutasyonu kadinlarin %12’sinde homozigot, = %32’sinde heterozigot,
erkeklerin  %8’inde homozigot, %40’inda ise heterozigot olarak belirlenmistir.
MTHFR A1298C mutasyonu kadinlarin %8’inde homozigot, %40’iinde heterozigot,
erkeklerin %12’inde homozigot, %44’iinde ise heterozigottur. ACE I/D’ye gore
kadinlarin genotipleri %16’s1 II, %48’si ID, %36’sinin ise DD, erkeklerin genotipleri
9%16’s1 11, %36’s1 ID ve %48’inin ise DD olarak belirlenmistir.

APO B R3500Q mutasyonu erkek (%0) ve kadinlarda (%0) rastlanilmamistir.
APOE genotipleri kadinlarin %4’ E2/3, %96’s1 E3/3, erkeklerin %4’ii E2/3, %84’
E3/3 ve %12’si E3/4 olarak belirlenmistir. Kadin E2/2, E2/4, E3/4 ve E4/4

genotiplerine ve erkeklerde E2/2, E2/4 ve E4/4 genotiplerine rastlanilmamustir.
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Cizelge 3.7.: FMF hastalarinin cinsiyet, yas ve genotipleri (* temin edilemeyen bilgi)

Sira no Cinsiyet Yas Genotip

1 E * M694V/M694V
2 K * M694V/M694V
3 E * M694V/M694V
4 E * E148Q/E148Q
5 E * M694V-M694V
6 E 29 M694V/M694V
7 K 12 V726A/NT26A
8 K 9 M694V/M694V
9 K * M694V/M694V
10 E * M694V/M694V
11 K 10 M694V/M694V
12 K 12 M694V/M694V
13 K 14 M694V/M694V
14 E 7 M694V/M694V
15 K 10 M694V/M694V
16 E 21 M694V/M694V
17 E 15 M694V/M694V
18 E 26 M694V/M694V
19 E 3 E148Q/E148Q
20 E 35 M694V/M694V
21 E 39 M694V/M694V
22 E 13 M680I G/C-M680I G/C
23 E 12 M694V/M694V
24 K 11 M694V/M694V
25 E 28 M694V/M694V
26 K 27 M680I G/C-M680I G/C
27 E 9 M680I G/C-M680I G/C
28 K 4 E148Q/E148Q
29 E 9 M694V/M694V
30 E 5 M694V/M694V
31 K 50 M680I G/C-M680I G/C
32 K 7 M694V/M694V
33 K 15 M694V/M694V
34 E 15 M694V/M694V
35 K 7 M694V/M694V
36 K 6 M694V/M694V
37 E 34 M694V/M694V
38 K 8 M694V/M694V
39 K * M694V/M694V
40 K 9 M694V/M694V
41 E * M694V/M694V
42 E * A744S/A744S
43 K * M694V/M694V
44 E * M694V/M694V
45 K * M680I G/C-M680I G/C
46 K * M694V/M694V
47 K * M694V/M694V
49 K * M694V/M694V
49 E * M694V/M694V
50 K * M694V/M694V
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Cizelge 3.8. Cinsiyete gore FMF mutasyonlarinin dagilim

Cinsiyet Kadin Erkek Total
Mutasyon n Y0 n %0 %
M694V/ M694V 20| 80.0 | 19| 76.0 | 78.0
M680I G>C /M6801 G>C | 3 12.0 2 8.0 10.0
E148Q/E148Q 1 4.0 2 8.0 6.0
A744S/ A744S 0 0.0 1 4.0 2.0
V726A/ V726A 1 4.0 0 0.0 2.0
M694V/K695R 0 0.0 1 4.0 2.0

Cizelge 3.9. FMF homozigot olarak belirlenmis hasta bireylerde kardiyovaskiiler
panelde bulunan bazi genlere ait polimorfizim durumlari. Tablodaki ilk satirda belirtilen ve
arastirilan kardiyovaskiiler risk olusturdugu diisiiniilen genlerin uzun isimleri asagida
belirtilmistir. Faktor V Leiden “Faktor V geninin 1691. pozisyonunda G>A nokta mutasyonu
sonucu 506. pozisyonda glisinin alanine doniisiimii (G1691A, FV R506Q)°, *’Faktor V
HI299R “1299. pozisyonunda histidinin arginine substitusyonu’’. Protrombin G20210A
“‘Faktor II geninin 3’-UTR bolgesindeki guaninin adenine yer degistirmesine sebep olan
polimorfizm®’, Faktor XIII V34L “trombin kesim noktasindan 3 amino asit uzaklikta 34.
amino asitte valinin 16sine (Val34Leu) substitusyonu’’, Beta Fibrinojen -455 G>A “5'
promotor bolgesinde -455. pozisyonda guaninin adenine subsititusyonu’’, PAI-1 4G/5G
“Plazminojen Aktivator Inhibitér 1 genindeki 4G/5G delesyon insersiyon promoter
polimorfizmleri, mutant allel 4G ve normal allel 5G’dir.” HPAI a/b “Glikoprotein Illa, 33.
aminoasitde meydana gelen 16sinin proline subsititusyonu, ‘a’ normal allel, ‘b’ ise mutant
alleldir’”. MTHFR C677T ve A1298C “Metilentetrahidrofolat rediiktaz enzim genindeki 677.
pozisyonda C>T ve 1298. pozisyonda A>C doniisiimii’’, ACE I/D “Anjiyotensin doniistiiriicii
enzim geninin 16. intronunda 250 bp’lik delesyon/insersiyonu, DD homozigot delesyonu, 11
homozigot insersiyonu, ID ise heterozigot delesyon/insersiyonu tanimlar’’. APO B R35000
“Apolipoprotein B’de 3500. pozisyonda argininin glutamine subsititusyonu’’, APOE
“Apolipoprotein E’de 112. ve 158. pozisyonlarinda meydana gelen subsititusyondan dolay1 6
farkli fenotip olusur; homozigot E2/2, E3/3, E4/4 ve heterozigot E3/2, E4/2, E4/3’°. Tablo da
HT “heterozigot” durumunu, HM “Homozigot” ve N “normal allel’” varligin1 gosterir.

68



B-

S| . .| Fmp | Factor | Factor | Protro | g, | pibrin | PAL1 mrar | MTHF APO | APO
a Cinsiy (HM A\ A\ mbin ¢ 300 | ojen- | 4G/S HPA R R ACE B E
No| € | Mutany | VEIDE | H1299 | G2021 | L3 | A8 | 405 [ aam | (2o A1298 | UD | R3500 | Genot

N R 0A GoA C Q ip
1| E | Me%av | N HT | N | HM | N |4G5G| ala | N HT | DD | N | E3/3
2 | K | M6%V | N N N | N | N |4G/5G| ala | N N T | N | B33
3| E | M6%V | N N N | HT | HT |4G/AG| ala | HT | HT | DD | N | B33
4| E | E148Q | N HT | N | N | N |4G5G| ala | HT | HT | DD | N | E3/4

M694V-

5| E | Yoo | N N N | HT | N |4G4G| ab | HT N |pp| N | E33
6| E | M6%V | N N N | N | HT [5G/5G| ab | N AM | I | N | E23
71 K | VI26A | N N N | N | N |4GAG| ala | N HT | ID | N | E2/3
8 | K | M6%V | N N N | N | N |4G5G| ala | HM N | D | N | B33
9 | K | M6%V | N N N | N | HT |4G5G| ab | HT | HT | ID | N | E33
10| E | Me9aVv | HT N N | N | HT |5G/5G| a/a | HM N | DD | N | B33
11| K | Me%av | N N N | HM | N |4G/5G| ala | N N | DD | N | B33
12| K | M6%aV | N HM | N | N | HT |4G5G| aa | HT N | D | N | B33
13| K | M69%aV | N N N | HT | N |4G5G| ab | N AM | 1D | N | E3/3
14| E | M69%V | N N N | N | N |4GAG| ala | N HM | DD | N | E3/3
15| K | Me9%av | N N N | N | N |4G/5G| ala | HM N | DD | N | B33
16| E | Me%av | N N N | HT | HT |4G/5G| a/a | HT N | DD | N | B33
17| E | M69%aV | N N N | HT | HT |4G5G| ala | N AM | 1D | N | B34
18| E | M69%V | N N N | N | HT |4GAG| ala | N HT | DD | N | E3/3
19| E | E148Q | N HT | HT | HT | N |5G5G| ab | N N T | N | B33
20| E | M69%4V | HT N N | N | N |5G/5G| ala | N N | D | N | B3
20 E | M6%V | N N N | N | HT [5G/5G| ala | N HT | ID | N | B33
2| E M(ffg’l N N N N N |5G6/5G| a:a | N N |pp| N | E33
23| E | M6%V | N N N | N | N |4GAG| aa | HOT N | D | N | B33
24| K | M6%V | N N N | HT | N |5G/5G| aa | HT N | DD | N | B33
25| E | M6%V | N N N | N | N |4GAG| ala | N HT | 0 | N | E3/3
26| K 1\4(}6/’2?1 N N N | N | HT |464G| aa | BT | HT | m | N | B33
27| E 1\4(;5/&2)1 N HT | N | N | HT |464G| ab | N HT | D | N | E3/3
28| K | E148Q | N N N | HT | HT |5G/5G| aa | HT N | DD | N | B33
29| E | M6%4V | N N N | N | N |[5G/5G| aa | HT HT | ID | N | E3/3
30| E | M6%V | N N N | N | HT |5G/i5G| ala | HT N T | N | B33
31| K M(ffg’l N N N N | HT |46/4G| ab | N N m| N | E¥
2| K | M6%V | N N | HT | N | HT |4GAG| ala | N N | D | N | B33
33| K | M69%V | N N N | N | HT |4G/5G| ala | N HT | DD | N | EB3/3
34| E | M6%V | N N N | HT | N |4G/A4G| ala | HT N | DD | N | B33
35| K | M6%V | N N N | N | N |5G5G| ala | HT | HT | ID | N | B33
36| K | M6%V | N N N | N | N |4G/i4G| ab | N HM | DD | N | E3/3
37| E | M6%V | N N N | HM | HM |5G/5G | a/a | HM N | DD | N | B33
38| K | M6%V | N N N | N | HT [4G/5G| ab | N N | DD | N | B33
39| K | M6%V | N N N | N | HT |4G5G| ala | N HT | 1T | N | E33
40| K | M6%V | N N N | N | HT |4G5G| ala | BT | HT | 1D | N | B33
41| E | M6%V | N N N | N | HT |4G5G| ala | HT | HT | ID | N | E33
2| E | A4S | HT N N | HT | HM |4G/5G | a/a | HT N | DD | N | B33
43| K | M6V | HT N N | N | HT [4G/5G| ala | N HT | DD | N | E3/3
4| E | M6e%vV | N N N | N | N |4GiG| ala | N HT | DD | N | E33
45| K M(ffg’l N N N N N |5G6/5G| a:a | N HT | DD | N | E3/3
46| K | M6%V | N N N | HT | N |4GAG| ala | N HT | ID | N | B33
47| K | M6%V | N N N | N | HT |4GAG| a/a | HM N | DD | N | B33
48| K | M6%V | N HT | N | N | HM |4G/A4G| ab | HT N | DD | N | E3/3
9| E | M6%vV | N N N | N | N |4GiG| ala | N HT | DD | N | E33
50 | K | M6%V | N HT | N | N | N |5G5G| ala | N N | DD | N | B33




Cizelge 3.10: FMF hastalarinda baz1 kardiyovaskiiler polimorfizmlerin cinsiyete gore

dagilimlari. (Normal allel ‘N’ ile gosterilmistir. )

Cinsiyet

Kadin

Erkek

Total %

Mutasyon n % n %
FVL/EVL 0 0.0 0 0.0 0.00
FVL/N 1 4.0 3 12.0 8.00
Faktory N 24 96.0 22 88.0 92.00
H1299R/ HI299R 1 4.0 0 0.0 2.00
H1299R/N 2 8.0 4 16.0 12.00
N/N 22 88.0 21 84.0 86.00
| G20210A/G20210A 0 0.0 0 0.0 0.00
Protrombin [~ 5> 10A/N 1 4.0 1 4.0 4.00
N/N 24 96.0 24 96.0 96.00
Fariy | YIAL/V34L 1 4.0 2 8.0 6.00
i V34N 4 16.0 7 28.0 22.00
N/N 20 80.0 16 64.0 72.00
Bota | [A53G>A/455G>A 1 4.0 2 8.0 6.00
Fibringjen | 433G>A/N 12 48.0 10 40.0 44.00
N/N 12 48.0 13 52.0 50.00
4G/4G 8 32.0 8 32.0 32.00
PAI-1 | 4G/5G 12 48.0 8 32.0 40.00
5G/5G 5 20.0 9 36.0 28.00
a/a 19 76.0 21 84.0 80.00
HPA-1 |amb 6 24.0 4 16.0 20.00
b/b 0 0.0 0 0.0 0.00
C677T/C677T 3 12.0 2 8.0 10.00
C677T/N 8 32.0 10 40.0 36.00
J— TN 14 56.0 13 52.0 54.00
A1298C/A1298C 2 8.0 3 12.0 10.00
A1298C/N 10 40.0 11 44.0 42.00
N/N 13 52.0 11 44.0 48.00
it 4 16.0 4 16.0 16.00
ACE |ID 12 48.0 9 36.0 42.00
DD 9 36.0 12 48.0 42.00
R3500Q/R3500Q 0 0.0 0 0.0 0.00
APOB |R3500Q/N 0 0.0 0 0.0 0.00
N/N 25 100.0 25 1000 | 100.00
APOE 2/2 0 0.0 0 0.0 0.00
APOE 2/3 1 4.0 1 4.0 4.00
APOE |APOE2/4 0 0.0 0 0.0 0.00
Genotipleri | APOE 3/3 24 96.0 21 84.0 90.00
APOE 3/4 0 0.0 3 12.0 6.00
APOE 4/4 0 0.0 0 0.0 0.00
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Cizelge 3.11 FMF hastalarinda ve saglikli bireylerde bazi kardiyovaskiiler polimorfizmlerin
karsilagtirilmasi. (Normal allel ‘N’ ile gosterilmistir. )

Mutasyon Kontrol % FMF %
(n:100) (n:50)
FVL/FVL 0.00 0.00
FVL/N 7.00 8.00
. N/N 93.00 92.00
Faktor vV 290/ H1209R 1.00 2.00
HI1299R/N 12.00 12.00
N/N 87.00 86.00
G20210A/G20210A 0.00 0.00
Protrombin | G20210A/N 4.00 4.00
N/N 96.00 96.00
V34L/V34L 3.00 6.00
Faktor XIIT | V34L/N 29.00 22.00
N/N 68.00 72.00
Beta 455G>A/-455G>A 7.00 6.00
Fibrinojen 455G>A/N 31.00 44.00
N/N 62.00 50.00
4G/AG 22.00 32.00
PAI-1 4G /5G(N) 48.00 40.00
5G (N)/5G(N) 30.00 28.00
a (N) /a (N) 68.00 80.00
HPA-1 AN) /b 28.00 20.00
b/b 4.00 0.00
C677T/C67TT 12.00 10.00
C677T/N 43.00 36.00
N/N 45.00 54.00
MTHEFR A1298C/A1298C 11.00 10.00
A1298C/N 41.00 42.00
N/N 48.00 48.00
II 22.00 16.00
ACE ID 48.00 42.00
DD 30.00 42.00
R3500Q/R3500Q 0.00 0.00
APO B R3500Q/N 0.00 0.00
N/N 100.00 100.00
APOE 2/2 0.00 0.00
APOE 2/3 13.00 4.00
APO E APOE 2/4 3.00 0.00
Genotipleri APOE 3/3 71.00 90.00
APOE 3/4 13.00 6.00
APOE 4/4 0.00 0.00
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3.3. Saghkh Bireyler ve FMF Hastalarinda Hematolojik ve Biyokimya

Parametrelerinin Belirlenmesi

FMF hastalarinda ataklar sirasinda sik rastlanilan 10kositoz, eritrosit
sedimantasyon hizindaki artis ve akut faz yanitta yiikselen fibrinojen degerleri ile
arasinda korelasyonu belirlemek amaciyla sedim, fibrinojen ve hematolojik parametre
degerleri, karaciger fonksiyon testleri, kan sekeri, bobrek fonksiyon testleri, lipid
profili, protein ve albumin seviyeleri gibi biyokimya testleri saglikli kontroller ve

FMF hastalarinda belirlendi.

Arastirmada, kullamilan saglikli ve FMF’li bireylere ait hematolojik
parametre degerleri ve biyokimyasal parametre sonuclar1 Uludag Universitesi Tip

Fakiiltesi Merkez Laboratuari’ndan temin edilmistir.

FMF hastalarinin ve saglikli bireylerin kan sayim degerleri Cell Dyn 3700
(Abbott) kan sayim cihazinda, biyokimyasal parametreleri Aeroset 1 (Abbott)
otoanalizor sisteminde, FMF hastalarina ait fibrinojen degerleri BCS (Dade
Behring) koagiilametrede, sedim degerleri Alifax sedimentasyon cihazinda, saglikli
bireylere ait apolipoprotein degerleri BN ProSpec (Dade Behring) neflometrede

Olctilmiistiir.

Calismamizda kullandigimiz 25 kadin ve 32 erkek toplam 57 kontrol
bireylerinin hemogram sonuglar1 tablo 3.10’da, biyokimyasal parametre sonuglari
ise tablo 3.11°de gosterilmistir. 25’1 kadin, 25’1 erkek 50 FMF hastasinin hemogram

sonuglar1 tablo 3.12, biyokimyasal parametre sonuglari tablo 3.13 gosterilmistir.

3.4. Saghkh Bireyler ve FMF Hastalarinda Hematolojik ve Biyokimya

Parametrelerinin karsilastirilmasi

3.4.1. Saghkh Bireyler Hematolojik ve Biyokimya Parametrelerinin

Karsilastirlmasi

Onemli bir hastalik tanis1 konmamis 25 kadin, 32 erkek calismamiza dahil

edilmistir. Her bir bireye ait cinsiyet ve ilgili kisilere ait fibrinojen ve hemogram
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degerleri tablo 3.10’da, karaciger fonksiyon testleri, kan sekeri, bobrek fonksiyon
testleri, lipid profili, protein ve albumin degerleri, homosistein, apolipoprotein A,

Ay, B ve E degerleri tablo 3.11’°de goriilmektedir.

Cizelge 3.12. FMF homozigot olmayan saglikli bireylere ait hemogram degerleri. Ilk
satirda arastirilan hemogram degerleri belirtilmistir. Arastirilan kisaltilmis parametrelerin
uzun isimleri soyledir: Sedim [ “sedimantasyon 1 saat”, Hgb ‘“hemoglobin’’, Hct
“Hematokrit”’, MCV “Mean Corpuscular Volume’’, MCH “Mean Corpuscular
Hemoglobin’’, MCHC “Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration’’, RDW “Red cell
Distribution Width, Eritrosit dagilim genisligi’’, MPV “Mean Platelet Volume’’, WBC
“White Blood Cell, beyaz kan hiicresi, 10kosit’’, Lenfosit %, Monosit %, Graniilosit %
(lenfosit, esinofil ve bazofil). Hemogram parametre bilgileri bulunmayan “*” ile
gosterilmistir

Sira Lenfosit | Monosit | Notrofil | Esinofil | Bazofil
NO | Fibrinojen | Hemoglobin | Hemotokrit | MCV | MCH | MCHC | RDV | MPV | WBC %o %0 % % %
1 3.9 124 38.2 85.5 | 27.8 | 325 |14.7 | 111|826 | 27.4 5.75 . . .
2 32 155 47.1 84.4 | 27.7 | 328 |15.2 | 6.54 | 7.31 | 43.1 6.84 . . .
3 3.1 14.6 438 81.8 | 273 | 334 | 16.1 | 7.97 | 6.98 42.5 8.95
4 3.6 155 46.8 87.4 | 28.8 33 149 | 8.06 | 7.54 | 26.7 8.59
5 35 162 49 881 | 29 | 329 |15.2|8.11|795| 328 6.83 . . .
6 4.6 162 498 87.1 | 283 | 325 [16.1 | 115|842 | 354 8.2 . . .
7 2.8 15 454 90.2 | 29.8 | 33.1 14 | 942 | 7.27 28.5 6.26
8 3.2 16 48 842 | 28 | 333 | 16 |7.77 | 9.14 | 37.1 8.9 . . .
9 3.4 16.5 50.1 909 | 299 | 33 |15.6 |8.38|7.41 | 26.1 7.78 . . .
10 38 16.5 47 84 30 35 14 8.5 | 5.11 48.5 6.3
11 25 15 44 86.6 | 289 | 356 | 13.2 | 9.5 | 6.02 43.5 7.33
12 24 14.8 42 834 | 29.5 | 34.2 |14.1 | 851 | 6.26 | 43.6 8.36 . . .
13 2.8 14 41 78 29 35.2 16 8.9 | 5.49 34.4 9.38
14 25 15 42 86 | 298 | 364 | 13.5| 94 | 5.35 37.4 8.74
15 3.6 13 39 77 | 26 | 3549 | 142 | 9.4 | 4.99 | 329 8.84 . . .
16 2.6 12 37.6 85 29 | 34.66 | 13.8 | 8.53 | 4.56 | 43.6 7.92 . . .
17 35 15 45 48 32 35.26 | 13.5 | 6.79 | 5.17 | 34.6 9.97
18 2.9 * * 75 | 31.5 | 35.96 | 14.2 | 6.67 | 6.23 25 6.59
19 4.2 14 41 79 | 28 | 361 | 148 | 86 | 7.2 | 34.4 11.8 . . .
20 25 16 48 82 | 29.1 | 35,56 | 13.9 | 9.15 | 4.9 32.9 8.93
21 35 15 45 86.2 | 28 349 | 135 | 84 | 442 29.3 8.25
2 * 16 46 88 |275| 352 | 14 | 8 |586| 27 9.4 . . .
23 * 14 42 83 | 294 | 34 |136| 79 | 8 27.9 9.29 . . .
24 2.3 15.5 44.9 88.9 | 30.6 | 344 13 9.3 | 4.29 32.3 10.6
25 2.2 16 46.7 87.8 | 30 34.1 14 | 885|529 | 38.1 10.5 * . *
26 4.3 14.7 44.8 841 | 276 | 328 | 144 | 8.56 | 7.13 28.3 6.16
27 2.3 16.4 48 81.3 | 27.7 | 3441 16.9 | 108 | 7.55 38.1 9.45 43 7.98 1.51
28 1.8 16.2 47.2 88.2 | 30.2 | 34.3 | 14.2 | 9.41 | 5.66 35.4 9.03 54.1 0.9 0.6
29 2.9 15.8 45.9 83.9 | 28.8 | 34.3 | 15.1 | 7.02 | 7.03 32.2 7.66 57.9 1.72 | 0.553
30 2.3 13.5 39.7 90.9 | 30.9 | 339 | 134|849 | 558 | 33.2 8.25 54.6 3.22 | 0.718
31 2.3 15.9 46.4 82 [ 282 | 343 | 141|771 | 6.2 34.2 8.84 32.7 4 0.183
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Cizelge 3.12. Devam

32 2.3 13.5 40.5 79.4 | 26.5 | 334 | 16.8 | 7.59 | 5.62 42 7.47 48.4 145 | 0.735
33 1.8 13.13 38.2 83.3 | 28.3 34 13.5 | 9.75 | 5.35 | 42.6 6.06 46.8 3.4 1.1

34 2 13.5 39.7 91.2 1309 | 339 | 13.2 | 93 | 635 | 36.8 6.32 52.6 3.61 | 0.632
35 2.9 15.6 46.1 84 | 288 | 339 | 13.4 [9.04 | 5.15 | 324 6.04 58.4 2.35 | 0.834
36 2.3 11.3 34.6 73.5 | 241 | 328 | 19.7 | 8.83 | 8.31 41.4 6.9 49.2 1.91 0.6

37 4.5 14.5 42.3 87 [ 298 | 343 |151 [ 7.31 | 6.08 | 36.6 7.12 55.1 0.668 | 0.482
38 4.8 13.7 40.4 85.2 | 28.9 34 15.2 | 9.11 7 27.6 6.47 63.7 1.63 | 0.598
39 3.2 12.5 36.2 86.4 | 29.9 | 346 | 143 | 9.12 | 557 | 337 7.16 57.9 0.57 0.71

40 3.9 12.2 36.3 89.9 | 28.6 | 33.7 | 13.1 [ 8.05| 549 | 38.6 7.8 51.1 1.86 0.64
41 3.3 12.1 37.5 86.2 | 27.8 | 323 | 17.3 | 8.63 | 6.04 35 9.48 50.2 4.55 0.76
42 33 10.7 33.2 78.8 | 25.3 | 32.1 | 18.3 | 10.1 | 585 | 45.8 7.83 43.1 2.07 1.24
43 3.2 13.2 40 90.6 | 30 33.1 | 13.3 [ 8.29 | 787 | 271 7.08 64.2 1.03 0.59
44 2.4 9.44 29.3 65.6 | 21.1 | 323 | 17.3 | 7.01 | 3.06 | 31.6 5.52 57.4 3.6 1.9

45 3.7 11.7 34.2 80 | 271 | 343 |15.2 |9.63 | 6.23 | 38.6 8 52.1 0.74 0.56
46 2.9 14 40.7 85.7 | 29.7 | 34.7 | 13.3 | 6.18 | 6.65 34 8.06 56.3 0.77 0.87
47 2.3 12.9 36.2 81.8 | 30.3 | 356 | 14.7 | 8.62 | 7.89 | 31.1 8.3 58.6 0.89 1.02
48 2.2 13.3 36.5 88.4 | 32.2 | 36.4 12 | 9.56 | 8.81 32.8 9.28 55.1 1.86 0.93
49 3.2 10 31 73.8 | 23.2 | 316 |18.6 [8.97 | 7.33 | 384 6.58 52.6 1.48 0.92
50 2.8 14.2 42.1 82.2 | 27.7 | 33.7 | 152 1 9.44 | 749 | 25.9 6.05 62.2 4.77 1.06
51 3.5 13 36.2 825|296 | 359 | 142 | 13.1 | 6.5 33.5 13.1 49.7 217 1.56
52 4.8 13.7 40.4 85.2 | 28.9 34 15.2 | 9.11 7 27.6 6.47 63.7 1.63 | 0.598
53 4.6 12.8 37.6 81.2 | 27.6 34 142 | 81 | 6.82 | 31.2 2 62 2.5 0.3

54 3.1 12.9 37.8 84.6 | 28.8 34 153 | 754 | 7.23 | 35.7 8.92 52.3 2.28 0.78
55 3.5 13.9 41.5 873 1292 | 334 | 13.6 | 7.96 | 5.15 | 36.1 6.99 55.1 1.09 0.73
56 2.9 14.6 43.9 85 [ 284 | 334 | 128 | 7.46 | 825 | 32.1 5.63 60.2 1.37 | 0.745
57 3.2 14 40 84 29 34 14 | 9.7 1 638 | 218 6.36 70.3 1.1 0.43
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Cizelge 3.13. FMF Homozigot olmayan saglikli bireylere ait baz1 biyokimyasal parametreler. Tabloda belirtilen parametreler in uzun isimleri $oyledir; GLU * Glukoz”, URE
“Ure”’, CREA “Kreatinin’’, UA “iirik asit’’, K Potasyum, Na “Sodyum’’, Cl “Klor’’, P Fosfor, Ca “Kalsiyum’’, T-Bil * Total Bilirubin’’, D-Bil “Direkt Bilirubin’’, Indirekt
Bil “indirekt bilirubin’’, TP *“ Total Protein’’, ALB “Albumin’’, AST “aspartat aminotransferaz’’, ALT “alanine aminotransferaz’’, ALP “Alkalen Fosfataz’’, LDH “Laktaz
“Trigliserit”’, LDL “diisiik dansiteli lipoprotein’’, VLDL *

Dehidrogenaz’’, CPK “’Kreatinin fosfokinaz’’, CHOL “Kolesterol’’, HDL “Yiiksek dansiteli lipoprotein’’, Trig

¢ok diisiik dansiteli lipoprotein’’. Test parametre bilgileri bulunmayan “*” ile ifade edilmistir.

Sira | GLU | URE |CREA| UA Na K Cl1 P Ca |T-Bil] D- |indire] TP |Globin] ALB | AST | ALT | ALP | LDH | CPK | Chol | HDL | Trig | Chol | Ch |VLD] GG |H.SIS.|]AP| APO | APO |APOB
NO | (mg/dl| (mg/dl | (mg/dl (meq/ | (meq/ | (meq/ (mg/dl Bil | kt-Bil (g/dl) | (UI/L) | (UI/L) (mg/dl| (mg/dl]| (mg/dl] LDH |ol/ | L T (0] A A2
) ) ) L) L) L) ) ) ) ) HD E
L

1 87 27 0.8 34 | 140 | 46 | 107 | 2.8 9 0.6 10221 038 | 72 | 2.7 | 45 19 27 78 172 | 95 163 40 64 |1102( 4 [12.8[ 60 | 6.2 | 3| 192 | 28 76

2 100 19 09 | 6.1 143 | 44 | 106 | 3.1 9 0.7 10.19] 0.51 | 7.5 26 | 49 24 35 68 187 | 119 | 233 44 | 442 11006 S | * [ 38 [ 10.2 |14| 141 35 75

3 93 26 09 | 72 | 144 | 4.1 105 | 32 | 92 | 0.7 {029 041 | 7.4 | 2.8 | 4.6 22 26 57 173 86 167 39 78 (112.4] 4 |15.6] 33 | 10.8 | 3| 138 29 81

4 94 25 1 54 [ 142 | 41 104 4 88 105 (021(029| 72 | 24 | 48 27 52 74 176 | 409 | 153 32 164 | 882 | 5 [32.8[ 69 | 7.7 | 3| 118 28 84

5 105 21 08 | 42 | 141 | 46 | 107 | 34 | 88 [ 0.3 ]0.14] 0.16 [ 69 | 2.1 4.8 21 38 83 167 | 73 151 37 78 [98.4 | 4 |15.6] 34 | 10.8 | 3| 135 29 76

6 84 26 09 | 42 | 145 4 103 3 9.3 10.7 [0.28( 0.42 | 8.1 3 5.1 25 25 102 | 195 50 182 | 53 89 |111.6( 3 (17445 | 123 |5]| 159 | 32 89

7 120 | 36 12 85 | 143 | 4.1 105 | 3.1 88 103 (0.13[017| 72 | 2.6 | 4.6 21 20 93 220 | 128 | 168 38 | 307 [ 68.6 | 4 |61.4] 73 | 232 (4| 134 | 26 129
8 93 22 09 | 57 | 142 | 4.1 101 | 29 | 9.7 | 0.6 {0.21] 0.39 | 82 [ 32 5 42 83 83 201 | 232 | 209 53 137 |128.6| 4 (274133 93 | 6| 162 | 41 101

9 90 23 09 | 5.1 142 | 46 | 104 4 9 0410141 026 | 74 | 33 | 4.1 39 59 58 196 | 117 | 256 | 47 185 | 172 | 5 [ 37 [ 71 [ 152 |6 136 | 27 135
10 | 85 27 09 | 53 | 141 | 42 | 102 | 3.1 8.8 105021038 | 7.5 26 | 49 23 30 69 196 | 126 | 235 38 69 1253 * [ * [49 | 95 |3 | 144 | 32 13

11 84 25 09 | 52 | 141 | 43 | 103 | 35 [ 89 [ 0.6 ]0.19] 034 | 75 24 | 46 21 24 56 162 | 79 165 39 86 1128 4 [ * [35| 95 |3 133 27 94

12 | 91 23 0.8 59 | 143 | 42 | 104 | 3.8 | 92 | 04 [0.16[ 025 | 7.1 * 4.9 25 32 95 186 | 354 | 162 | 42 76 (1135 * | * | 37| 7.6 (3| 131 30 96

13 ] 86 32 0.8 72 | 142 | 42 | 105 [ 42 | 95 |0.34]0.121 039 | 7.2 * 4.8 23 26 93 159 | 119 | 155 49 93 (1276 * | * | 33| 99 (3| 121 27 99

14 ] 95 37 09 | 6.1 140 | 42 [ 103 | 29 | 92 | 0.5 [0.23] 0.28 | 7.6 | 3.1 43 20 26 79 165 66 136 | 39 96 (674 | * | * |22.6] 97 |2] 140 [ 35 51

15| 85 25 09 | 49 | 143 4 100 | 39 | 8.8 [0.36(0.16] * 8.3 * 4.6 14 20 84 | 210 [ 72 182 | 41 81 1282 * [ * [33 | 84 |3 | 126 | 36 57

16 | 95 13 09 | 58 | 141 [ 43 | 102 | 3.6 [ 95 [ 09 ]0.1 * 7 * 4.5 18 25 69 199 | 155 | 168 71 196 11258 * [ * [115( 11.3 |3 | 212 | 49 69

17 | 85 24 09 | 3.6 | 145 4 103 1 39 | 94 [ 05 0.1 * 73 * 4.6 25 24 75 154 | 149 | 241 62 92 (1764 * | * | 35| 113 4] 132 [ 29 112
18| 77 35 08 | 48 | 143 [ 42 | 105 | 35 | 95 [ 04 |0.16] * 7 * 43 17 31 89 149 | 165 | 150 | 49 94 (1123 * | * | 19| 82 2] 127 32 70

191 79 19 0.9 88 [ 149 | 43 | 106 | 39 [ 89 | 0.6 |0.19] * 6.8 * 4.8 49 86 106 | 156 | 132 | 305 52 | 541 (1294 * | 108| 78 | 9.7 (9| 132 | 36 132
20| 72 45 09 | 52 | 143 | 4.1 99 34 | 84 | 041023 * 7 * 4.5 29 36 75 138 | 147 | 162 | 56 | 220 [1148| * | * | 17| 87 | 3| 166 [ 38 86

21 81 29 0.8 6.1 142 | 39 | 103 | 3.8 | 88 | 0.5 [0.28] * 6.3 19 | 44 23 32 69 142 | 152 | 251 61 92 [184.6| 6 |23.4]| 29 | 123 |3 | 159 [ 28 92
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Cizelge 3.13. Devami

22| 90 32 [ 09 | 55 | 141 | 38 | 105 [ 3.7 | 94 | 04 1023 * 7 * 39 21 25 58 | 143 [ 163 | 141 | 42 47 11192 * | * [ 26| 128 (4| 164 | 26 90
23| 93 42 1 08 [ 43 | 142 [ 42 | 104 | 39 | 96 [ 0.6 | 0.1 * 6.5 * 5 27 26 92 | 146 | 140 | 150 [ 34 | 166 [ 128 | * [ * | 41 [ 109 | 3| 127 | 33 108
24 | 90 46 1 55 (144 ) 39 | 104 | 25 | 94 | 0.8 [029( 051 | 74 | 25 | 49 17 18 59 | 142 | 142 | 202 | 56 95 (127 |4 |19 | 17 | 11.1 | 2] 161 | 32 90
25| 96 39 1 55 | 145 | 42 | 105 | 34 [ 94 | 0.6 (0.21] 0.39 7 24 | 46 19 26 70 | 136 | 102 | 167 [ 35 | 205 [ 91 | 5|41 | 23| 9.1 |2 110 | 26 90
26 | 94 28 09 | 42 | 143 | 43 | 104 [ 35 | 94 [ 0302 0.1 | 72 | 24 | 48 17 11 82 [ 142 | 87 [ 115 | 29 | 101 | 65.8 | 4 (20.2] 29 [ 283 | 1| 120 | 24 56
27 | 80 26 | 09 [ 33 | 143 | 39 [ 107 | 35 | 96 | 03 (0.13[{ 0.17 | 7.5 | 2.7 | 438 27 29 | 100 | 143 | 80 | 154 | 52 72 [87.6 | 3 |144]|40 | 127 | 2] 162 [ 29 69
28 | 93 22 1 52 | 143 4 105 | 3.1 | 9.8 | 1.4 {058 082 | 72 | 24 | 48 18 16 91 153 | 112 | 105 | 34 57 |59.6 (3 (114 14 | 306 | 2| 127 | 26 45
29| 92 36 | 0.8 | 43 | 144 | 42 | 109 [ 28 | 9.7 | 09 10.27( 0.63 | 7.1 | 2.4 | 4.7 28 45 89 [ 194 | 135 | 220 | 51 | 279 [113.2] 4 (55848 92 |2 152 | 35 | 107
30| 95 32 [ 09 | 41 | 141 5 107 | 32 | 97 | 0.3 ]0.12( 0.18 | 7.6 3 4.6 14 14 70 | 154 | 129 | 178 | 38 | 116 [116.8| 5 [23.2] 21 | 9.8 | 2| 126 | 28 87
31| 80 29 | 09 [ 45 | 142 | 41 | 101 | 3.1 | 103 | 0.5 (021 029 | 7.8 | 2.8 5 15 12 53 131 | 148 | 176 | 48 89 1102 4 [17.8] 151|273 |2 | 162 | 31 77
32| 91 33 1 46 | 142 | 42 [ 107 | 24 | 93 | 1.5 (056] 094 | 74 | 2.6 | 48 19 16 60 | 166 | 185 | 130 [ 41 43 |1 804 (3|86 15| 1351 133 | 29 53
331 74 21 0.7 | 44 | 142 4 108 | 43 | 95 | 04 ]0.13[ 027 | 6.8 | 22 | 4.6 16 10 69 | 151 | 134 | 154 [ 63 63 784 | 2 |126| 11 | 94 |3 | 171 | 32 57
34| 89 17 08 | 34 | 144 | 39 | 109 | 24 [ 92 [ 05 1021|1029 | 69 | 25 | 44 15 11 88 | 147 | 97 165 | 45 95 (101 |4 ]19] 9 | 84 |2 147 | 28 77
35| 92 22 1 58 | 143 | 38 [ 109 [ 25 | 98 |08 (03[ 05 | 74 | 24 5 17 17 118 | 208 | 87 155 | 42 | 158 [ 81.4 | 4 |31.6| 20 | 186 [ 4| 150 | 32 64
36| 86 30 [ 09 | 34 | 142 4 110 | 42 196 103 ]01( 0.2 7 24 | 46 16 9 79 | 182 [ 95 165 | 57 67 [94.6 | 3 [134| 9 | 10.1 |2 170 [ 29 66
371 79 25 07 | 3.1 | 142 | 44 | 107 | 3.7 10 | 0.7 10281 042 | 74 | 2.6 | 48 15 13 79 | 140 | 65 159 | 50 51 | 988 (3 (102 16 | 87 | 2| 163 | 30 69
38| 80 20 | 08 [ 41 | 139 | 44 [ 108 | 3.7 | 94 | 0.7 [031[{ 039 | 72 | 2.7 | 45 14 7 85 185 | 123 | 164 | 45 50 | 109 (4 [ 10| 10| 196 | 3| 138 | 26 78
39| 91 18 07 | 23 | 140 [ 29 | 106 [ 3.8 | 9.7 | 0.8 |0.23[ 0.57 | 7.8 | 33 | 45 21 10 47 | 139 [ 69 | 210 | 63 45 | 138 (3| 9 [ 14| 97 | * * * *

40 | 92 20 [ 0.8 | 33 | 139 | 43 | 106 [ 3.1 | 95 | 05 ]0.15[{ 035 | 76 | 33 | 43 17 12 72 | 168 | 86 | 198 [ 51 50 [ 137 | 4|10 [20] 87 [* * * *

411 93 16 | 0.7 [ 29 | 139 | 52 [ 106 | 39 | 9.1 | 03 (0.11{ 0.19 | 79 | 32 | 47 15 13 63 141 | 34 | 163 | 44 | 106 | 948 | 4 [21.2] 13| 5.7 |3 | 138 | 34 74
421 85 11 05129 | 141 | 48 | 103 | 35 [ 88 [ 05 ]0.16| 034 | 73 | 2.7 | 4.6 16 11 72 | 154 | 53 | 231 | 61 40 [ 162 | 4 |88 | 11 | 127 | 4| 164 | 30 98
43| 95 18 07 | 29 | 145 | 43 | 106 [ 3.3 | 84 [ 09 |033[ 057 | 74 3 44 20 19 89 | 188 | 106 [ 160 | 38 | 102 | 11.6 | 4 (20.4] 40 [ 142 | 5| 141 | 29 76
41 9% 30 | 0.7 2 139 | 3.8 [ 106 | 41 | 9.1 | 03 [0.12({ 0.18 | 69 | 25 | 44 17 12 39 [ 124 | 75 | 205 | 68 70 (123 | 3|14 | 14| 66 |3 ]| 178 [ 30 78
451 92 21 06 | 39 | 137 | 39 | 106 | 34 9 |04(01f 03] 65 2 4.5 23 22 45 168 | 80 | 209 | 56 | 118 [129.4| 4 [23.6] 17 | 95 |3 | 178 [ 38 98
46 | 91 22 | 08 | 44 | 141 | 43 | 106 [ 29 | 95 |04 0.1 03 | 7.7 | 2.8 | 49 12 11 48 | 140 | 50 | 182 | 41 144 (1122 4 (28.8| 17 | 102 | 3| 129 | 29 93
471 79 21 06 | 21 | 141 [ 41 | 105 | 35 | 93 (0703 04 7 25 | 45 14 10 60 | 139 [ 51 155 | 55 53 (894 | 3 (106| 9 | 12,6 | 3| 166 [ 27 38
481 79 18 07 |22 | 140 [ 45 | 106 | 32 [ 92 (0804 04 | 72 | 25 | 47 12 9 41 126 | 47 108 | 44 39 |562 (2 (78|11 7.7 | 1] 143 | 21 44
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Cizelge 3.13. Devami

49 | 93 19 | 08 | 32 | 140 | 44 | 104 4 9 106 (026)034| 83 | 3.6 | 47 16 9 45 | 153 | 96 | 173 | 58 56 (1038 3 [11.2| 10 | 11.1 | 4| 165 [ 27 71
50 | 101 17 | 07 | 29 | 142 [ 41 | 103 [ 32 | 97 [ 1806 1.2 | 7.1 | 24 | 47 13 13 43 122 [ 40 | 154 [ 58 75 81 |3 |[15] 9 | 54 2170 | 27 64
51 92 24 | 09 [ 39 | 141 | 39 (102 | 3.8 | 94 | 05 (021 029 | 7.7 3 4.7 16 11 95 161 | 70 | 142 | 64 31 | 718 (2 [62| 9 | 106 |3 | 153 | 31 45
52| 80 20 | 0.8 | 41 | 142 | 44 | 108 [ 3.7 | 94 | 0.7 |1031[ 039 | 72 | 2.7 | 45 14 7 85 [ 185 | 123 | 164 | 45 50 [ 109 | 4| 10| 10| 19.6 |3 | 138 [ 26 73
53| 88 22 [ 08 | 44 | 144 | 41 | 106 [ 35 | 95 (03 ]0.1( 02 | 7.1 | 2.6 | 45 13 12 35 | 125 | 50 | 218 [ 58 | 171 (1258 4 |342| 12| 7.2 (3] 215 [ 40 | 108
541 92 20 | 0.7 [ 29 | 145 4 108 4 93 104(02] 02 | 72 | 24 | 48 16 15 57 | 128 | 67 121 | 49 33 1654 (2 (6612 7 |3 155 27 42
551 88 25 0.7 | 34 | 140 103 | 44 | 97 |07 (03| 04 | 84 | 35 | 49 22 13 54 [ 166 | 87 | 232 | 72 78 (1444 3 |154]| 15| 10 [4] 202 | 40 88
6
56 | 120 | 26 | 0.8 | 39 | 148 | 4.1 | 107 | 29 9 104(02| 02| 74 | 27 | 47 20 14 70 | 212 | 167 | 168 | 52 50 | 106 [ 3 (10| 12| 79 |3 | 170 | 28 68
57| 92 15 08 | 21 | 140 [ 41 | 104 [ 32 | 96 [ 05]0.18{ 032 | 7.6 | 3.2 | 44 18 11 46 | 138 | 54 | 140 | 48 57 [80.6 | 3 |11.4| 12| 7.2 |4 162 [ 30 60
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3.4.2. FMF Hastalarimmn Hematolojik ve Biyokimya Parametrelerinin

Karsilastirilmasi

Uludag Universitesi Merkez Laboratuari’'ndan temin edilen FMF
mutasyonlarim1 homozigot tasiyan, yaslari 4-50 arasinda degisen 25 kadin, 3-39
arasinda degisen 25 erkek hastanin hemogram ve biyokimyasal degerlerinin
karsilagtirilmas1 amaci ile ¢alismamiza dahil edilmistir. Her bir bireye ait cinsiyet,
yas ve ilgili kisilere ait sedim, fibrinojen ve hemogram degerleri tablo 3.12°de,
karaciger fonksiyon testleri, kan sekeri, bobrek fonksiyon testleri, lipid profili, protein

ve albumin degerleri, tablo 3.13’de goriilmektedir.

Cizelge 3.14 FMF homozigot mutant tans1 konmus hastalara ait hemogram degerleri. Ilk
satirda arastirilan hemogram degerleri belirtilmistir. Arastirilan kisaltilmis parametrelerin
uzun isimleri soyledir; Sedim [  “sedimantasyon 1 saat”, Hgb “hemoglobin’’, Hct
“Hematokrit”’, MCV “Mean Corpuscular Volume’’, MCH “Mean Corpuscular
Hemoglobin’’. MCHC “Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration’’. RDW “Red cell
Distribution Width, Eritrosit dagilim genisligi’’, MPV “Mean Platelet Volume’’, WBC
“White Blood Cell, beyaz kan hiicresi, lokosit’’, Lenfosit %, Monosit %, Graniilosit %
(lenfosit, esinofil ve bazofil). Hemogram parametre bilgileri bulunmayan “*” ile
gosterilmigtir
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Sedi

m 1 wie Notro | Esino LY

saat [ Fibr HC |RD Len | Mon il % | fil % ofil
Sira | (mn/ |inoj | Hgb [Het |MCV |[MCH |g/d |W MPV | WBC | fosit | osit %
NO | H) en |g/dL | % fL. pg L ) /L. K/uL | % %o
1 * * * % * % * * k * %k % * * *
3 * * * %k * % * k %k * %k %k * * *
4 * * * % * % * * %k * %k % k k k
8 * * * %k * % * * %k * %k %k * * *
12 * * * % * % * * %k * %k % * * *
17 4 4.1 |12.1 [369 |744 244 327|158 |10 383 395|146 | * * *
19 * * * * * * 332|164 |11 536 |60.1 |684 | * * *
21 * * * % * %k * * %k * k % k k k
23 * * * * * * 32.5 |22.2 |8.27 104 1269 |10.5 * * *
24 * * * * * * 32 179 |7.8 7.39 257 3.7 * * *
25 * * * * * * 32.8 116.3 |8.71 10.9 ]20.3 |4.83
26 * * * * * * 33.6 | 13.3 |8.36 10.6 [255(9.17 1648 |0.13 |041
27 k k k k * % k * k * k % k k k
28 * * 8.94 |30 58.5 |16.8 |288 |159 |9.27 6.39 5941674 129.7 |2.85 |1.33
29 |20 5.6 [10.6 [33.8 |669 |21 314 |19 8 4.86 |388 [5.7 51.8 [2.52 |1.19
30 12 44 1112 |346 |73.2 |23.6 |323 149 |7.6 8.53 |36 7.7 48.6 |33 0.8
31 * * 11.6 |134.8 |79 26.3 333 ]15.8 |8.53 21.1 [12.7 3.9 82.7 103 04
32 53 7 109 |33.8 |72 23.1 32.1 |15.7 |7.5 6 382 15.9 523 104 0.6
33 |16 32 |12 37 72 229 ]31.8 1203 |8.57 631 [355[7.24 |55.1 [1.37 ]0.72
34 * 5.7 152 |44 80 27 33 17.7 |10 6.11 51.517.72 |37.9 1.79 | 1.15
35 |24 * 9.2 1203 |[726 |24.6 |33.8 |15.1 |[6.9 8.3 534 14.8 36 1.9 0.9
36 * * 12.5 | 173 [68.6 |23.6 ]33.6 |159 |6.8 896 |13.2 |46 [79.7 |08 0.5
37 |11 6 13 37 80 29 36 14 7.6 6.88 |15.2 |4.1 79.2 0.2 04
38 60 8.8 282 1653 1204 |[31.3]219 |7 11 38 3.7 549 2.8 0.5
41 * * * % * %k * * % k % % * * *
43 * * * % * %k * * k * % % * * *
45 k k k % * %k k * % k % % * * *
47 * * k % * % * * % k % %k k k k
48 * * 11.7 1352 [747 |27.8 |33.2 155 [7.51 289 [63 |5 38 0.37 [0.25
49 k k * %k * % * * %k k % % k k k




Cizelge 3.15: FMF Homozigot tanis1 konmus hasta bireylere ait baz1 biyokimyasal parametreler. Tabloda belirtilen parametreler in uzun isimleri soyledir;
GLU “ Glukoz”, URE “Ure’’, CREA “Kreatinin’’, UA “iirik asit’’, Na “Sodyum’’, Cl “Klor’’, Ca “Kalsiyum’’, T-Bil “ Total Bilirubin’’, D-Bil “Direkt
Bilirubin®’, I-Bil “indirekt bilirubin’’, TP * Total Protein’’, ALB ‘“Albumin’’, AST ‘“aspartat aminotransferaz’’, ALT ‘“alanine aminotransferaz’’, ALP
“Alkalen Fosfataz’’, LDH “Laktaz Dehidrogenaz’’, CPK “Kreatinin fosfokinaz’’, CHOL “Kolesterol’’, HDL “Yiiksek dansiteli lipoprotein’’, Trig
“Trigliserit’’, LDL “diisiik dansiteli lipoprotein’’, VLDL * ¢ok diisiik dansiteli lipoprotein’’. Test parametre bilgileri bulunmayan “*” ile ifade edilmistir.

GLU CR Na K( . Ca T- D- I- Trig
(mg/dl  E EA (meq/ | meq P (mg/ | Bil Bi Bil (mg

(mg L) /L) dl) /dl)
/dl) )

6 80 24 | 10 5 142 42 | * * 9.5 * * * * * 5.1 15 13 | * * * 100 30 59 | * * *

7 61 11 {05 |21 139 4.4 102 | 4.5 89 05 [023(027]69 | 3.1 3.8 61 80 | 237 | 369 [ 20 123 30 107 | 71.6 | 4.1 | 21.4
8 * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

9 * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
10 | * * * * * * * * * * * * * * * * * 177 1 255 1 107 | = * * * * *
11 |79 22 (06 | * 141 4 * 59 |96 * * * * 3.7 51 48 166 | * * * * * * * *
12 | * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
13 | 91 17 105 * 143 4.1 * * 9.4 * * * * * * 24 18 | * * * * * * * * *
16 * * * * * * & * * * * * * * * * * * * * * * * *
17 | 93 9 07 |53 139 3.8 103 (42 |9 06 |02 042 |71 | 24 | 4.7 22 23 | 265 | 151 88 125 46 60 67 2.7 12
18 | 113 21 | 04 140 43 |79 * * * * * * * * 11 10 | * * * * * * * * *
19 | 83 21 (0.4 140 38 |98 * * * * * * * * 44 58 | * * * * * * * * *
20 * * * * * * & * & * * * * * & * & * * * * * * * * *
21 * * * * * * & * & * * * * * & * & * * * * * * * * *
22 * * * * * * & * & * * * * * & * & * * * * * * * * *
23 | 90 30 | 0.6 141 42 193 * * * * * * * * 21 14 | * * * * * * * * *
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Cizelge 3.15: Devami

Sir  GLU CR Na K(
(mg/dl EA (meq/ | meq
) (mg L) /L)
/dl)

24 | 96 12 106 |25 140 4.2 103 [ 5.1 9.9 03 1014 |0.18 | 89 | 45 | 44 16 10 126 | 260 [ 47 153 36 124 1 922 | 42 | 248

25 | 97 27 107 |6 135 3.3 99 3.1 8.9 03 |1015]0.15[68 | 32 [ 3.6 18 28 144 | 222 | 37 170 40 105 | 109 | 4.2 21

26 | 86 34 108 [6 143 4.6 106 | 3.4 10.1 1.1 03 |08 7.8 * 5.2 27 84 93 248 | 282 153 45 59 | * * *

27 | * * * * * * * * * * * * * E * * * * * * * * * * * *

28 | 89 16 | 0.4 1.6 139 4.8 103 | 4.3 9.2 04 |0.18 |02 6.8 | 24 | 44 25 10 123 | 292 | 161 182 37 133 | 118. | 4.9 | 26.6
4

29 | 96 20 106 |29 142 4.2 103 [ 5.1 9.7 03 ]0.1 0.2 73] 26 | 47 30 10 194 | 232 [ 86 164 48 110 | 94 3.4 22

30 | 76 21 |04 |29 137 3.8 104 |49 196 04 102 1022 (72 26 | 46 25 11 117 64 105 147 50 40 89 2.9 8

31 | 129 24 109 138 3.6 * * 8.9 09 1046 | * * * * 24 12 * * * *

32 |75 20 | 04 139 4.3 * * 9.9 04 1018 1021 |78 3 4.8 | 190 | 232 | 147 | 309 | 56 131 41 63 | 774|126 | 32

33 |92 18 [ 0.6 |28 142 4.4 106 | 4 10.2 0.3 ]0.1 0.2 7.6 | 2.6 5 20 14 177 | 270 | 53 116 38 108 | 56.4 | 3.1 | 21.6

34 | 80 24 107 |44 137 4.5 4.1 * * * * 7 * 4.8 33 29 [ * * * 130 51 101

35 |93 35 104 |26 135 4.4 102 | 4.8 9.2 0.02 | 0.1 0.1 75| 2.8 | 47 22 10 176 | 196 | 63 180 44 84 | 119. | 4.1 | 16.8
2

36 | 102 20 105 |28 136 4 101 |5 9.5 06 |02 (043 |76 | 2.6 5 29 11 152 | 326 | 103 200 57 77 [ 127. ] 3.5 | 154
6

37 | 88 31 108 3.9 137 3.8 * * 8.9 * * * 73 | * 4.7 24 13 65 173 | * * * * * * *

38 | 62 27 104 |28 142 5 * * 9.4 * * * 82 | * 4.2 32 31 [ * * * * * * * *

39 * * * *k k) k) * * k) *k *k * k * *k k) * * k) * * * * * * *

40 *k k k * k) k) * * * * *k * * * * k) *k * k) *k * * * *k * *

41 | = * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

42 | = * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

43 * k * *k k) k) * * k) *k *k * k * k * *k * * *k * * * *k * *

44 * * * *k k) k) * * k) *k *k * k * *k k k) * * * * * *

45 * k k k * k) * * k) * * * * * k k) k k k) k * * * *k * *

46 * k k k k) k) * * * * * * * * k k) k *k k) k k) * * *k * *

47 | * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

48 | 103 22 105 * 137 3.8 * * 8.8 * * * * * * 23 10 | * * * * * * * * *

49 k k) * * * * * * * k k) k *k k) k k) * * *k * *

50 | = ® ® ® #* #* ® ® #* ® ® % ® % ® # ® ® # ® % # % ® % *
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3.5. Kontrol Bireylerinin ve FMF Hastalarimin Karsilastirmah Analizi

Kontrol gruplari ve FMF hastalan istatistiki olarak ANOVA kullanilarak
analiz edildiginde tablo3.14’deki sonuglar elde edilmistir. Saglikli bireylerde ve
FMF hastalarinda tiim hematolojik ve biyokimyasal parametrelerin ortalama, standart
sapma, minimum, maximum ve p degerleri belirlenmistir. 0.005’den kiigiik degerler
istatistiki olarak anlamli kabul edilmistir.  p degerlerine bakilarak FMF hasta
grubunda kontrol gruplarina gore fibrinojen, RDV, WBC, fosfor, AST, ALP ve LDH
seviyeleri anlamli olarak artmustir (¢izelge 3.14 ). Bununla birlikte hemogram,
hematokrit, MCV, MCH, MCHC, Na, Cl, kolesterol ve HDL seviyeleri FMF

hastalarinda anlamli olarak azalmistir (¢izelge 3.14).
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Cizelge 3.16. Kontrol bireyleri ve FMF hastalarinda olciilen hemogram ve biyokimyasal
parametrelerin karsilastirmali istatistiksel degerlendirilmesi

KONTROL FMF
Pdegeri
Biyokimya Standart Standart (Kon X
Parametreleri Ort. Sapma Minimum | Maximum Ort. Sapma Minimum | Maximum Kan)
Fibrinojen 3.1 0.77 1.8 4.8 5.41 1.29 3 9.9 0*
Hemoglobin 14.08 1.68 9.44 16.5 11.36 1.77 8.8 15.2 0*
Hemotokrit 41.67 4.87 29.3 50.1 32.53 7.17 17.3 45 0*
MCV 83.34 6.77 48 91.2 72.09 6.17 58.5 87.2 0*
MCH 28.59 1.94 21.1 32.2 23.88 3.29 16.8 33.7 0*
MCHC 34.06 1.13 31.6 36.4 32.63 1.45 16.9 36 0%
RDV 14.7 1.51 12 19.7 16.14 3.48 7.04 22.2 0.011*
MPV 10.38 1.22 6.18 13.1 8.44 1.89 6.68 15.2 0.497
WBC 6.45 1.26 3.06 9.14 9.55 6.16 3.83 28.9 0.001*
Lenfosit % 34.32 5.83 21.8 48.5 33.12 16.22 6.3 60.1 0.636
Monosit % 7.83 1.74 2 13.1 9.9 14.86 3.7 68.4 0.3
Notrofil % 54.53 7.44 32.7 70.3 58.52 19.02 29.7 82.7 0.319
Esinofil % 2.23 1.57 0.57 7.98 1.44 1.15 0.13 3.3 0.111
Bazofil % 0.8 0.37 0.183 1.9 0.7 0.35 0.25 1.33 0.41
GLU
(mg/dl) 89.71 8.93 72 120 89.3 14.97 61 129 0.879
URE
(mg/dl) 25.3 7.61 11 46 22.32 6.56 9 35 0.093
CREA
(mg/dl) 0.89 0.47 0.5 1.2 0.95 1.93 0.4 10 0.815
Urik Asit
(mg/dl) 4.44 1.49 2 8.8 3.57 1.43 1.6 6 0.045
Na (meq/L) 142.12 2.15 137 149 139.41 2.48 135 143 0*
Potasyum
(meq/L) 4.19 0.34 2.9 5.2 4.13 0.4 3.3 5 0.496
Cl (meq/L) 105.04 2.34 99 110 100.14 6.95 79 106 0*
Fosfor 3.44 0.49 2.4 4.4 4.49 0.76 3.1 5.9 0*
Ca (mg/dl) 9.2 0.38 8.4 10.3 13.41 17.8 8.8 89 0.082
T-Bil 0.58 0.29 0.3 1.8 0.47 0.28 0.02 1.1 0.21
D-Bil 0.21 0.11 0.1 0.6 0.19 0.1 0.1 0.46 0.47
indirekt-Bil 0.37 0.23 0.1 1.2 0.28 0.19 0.1 0.8 0.158
TP 7.32 0.43 6.3 8.4 745 0.57 6.8 8.9 0.336
Globin 2.69 0.38 1.9 3.6 2.95 0.62 2.4 4.5 0.066
ALB (g/dl) 4.64 0.23 3.9 5.1 4.6 0.44 3.6 5.2 0.634
AST (UI/L) 20.29 7.05 12 49 33.76 34.37 11 190 0.006*
ALT (UI/L) 22.73 16.3 7 86 32.6 46.66 10 232 0.16
ALP 71.98 18.8 35 118 157.3 51.6 65 256 0*
LDH 162.15 25.6 122 220 240.5 77.9 64 369 0*
CPK 113.22 66.28 34 409 92.92 67.9 20 282 0.324
Chol
(mg/dl) 17591 39.26 105 305 148.14 28.78 100 200 0.015*
HDL (mg/dl) 48.68 10.45 29 77 41.73 7.95 30 57 0.019*
Trig (mg/dl) 112.31 94.15 31 541 92.8 33.47 40 162 0.434
VLDL 21.22 18.1 6.2 108 17.53 7.28 3.2 26.6 0.512
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4. SONUC VE TARTISMA

Ailevi Akdeniz Atesi (AAA/FMF) , tekrarlayici, otozomal resesif gecisli bir
inflamatuar hastalik olup, karin, gogiis ve eklem agrilarina atesin eslik ettigi akut
atak seklindeki cesitli serozit formlariyla karakterizedir. En fazla Yahudiler,
Ermeniler, Tiirkler ve Araplan etkileyen etnik kdkene dayali bir hastaliktir. Tiirk
toplumunda FMF hastalig1 ciddi bir tasiyicilik oranina sahiptir. FMF’in iilkemizde
goriilme sikligr 1/1000, tasiyicilik orami ise 1/5°tir. Hastaligin en korkulan yam

bobrek yetmezligine neden olan amiloidoz ile komplike olmasidir[1-3].

Son yillarda yapilan genetik calismalar ile hastaliktan sorumlu olan MEFV
geninin 16. kromozomun kisa kolunda lokalize oldugu ve 781 amino asit
uzunlugunda pirin/marenostrin olarak isimlendirilen ve noétrofiller, eozinofiller ve
aktive olmus monositlerin sitozollerinde ekspre edilen bir proteini kodladig:
belirlenmistir [2,7]. Pirin proteini, FMF ataklar1 sirasinda inflamasyon yerinde
notrofillerin  aktivitesi ve inflamasyonun inhibe edilmesinde rol aldigi

belirtilmektedir. Bu bulgulara ragmen kesin patojeni heniiz anlagilamamaistir.

Romatoid artrit gibi diger kronik hastalarda oldugu gibi FMF’'in de en
korkulan komplikasyonu amiloidozdur ve tedavi edilmedigi takdirde bdbrek
yetersizligine ve oliime yol agcmaktadir. Amiloidoz daha ¢ok hi¢ tedavi gormemis ve
hastalig1 daha erken yasta baslamis FMF hastalarinda goriilmektedir[123]. Klinikte
tan1 koymada biiyiik problemler yasanan ve amiloidoz gibi agir sonuglara neden olan
FMF hastaliginin tanisinda MEFV geni ile ilgili mutasyonlarin bulunmasinin énemi

ortaya ¢cikmaktadir.
MEFV geni 10 ekzondan olusur ve bugiine kadar 76’dan fazla mutasyon

tanimlanmistir [21]. Tiirk toplumunda yapilan calismalarda, en sik karsilasilan

mutasyonlar E148Q, M680I, M694V ve V726A olarak bildirilmistir.
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FMF yurdumuzda sik gozlenen ve klinikte tanisi ¢ogu zaman giicliikle
konabilen bir hastalik tablosudur. Klinik tanisi zor olan FMF hastaliginin molekiiler
genetiginin anlasilmasi yoniinde son yillarda onemli ilerlemeler kaydedilmistir. Bir
gene bagl olarak ortaya ¢ikan ve 76 tane mutasyon rapor edilen bu hastalikta ayn
anda farkli mutasyonlarin tanisina izin veren yeni molekiiler tani testleri oldukca
onemlidir. Son yillarda 12 ayr1 FMF mutasyonunun incelenmesine olanak kilan
revers hibridizasyon teknigi bu anlamda oldukca kullanislt bir teknik olarak 6n plana
cikmistir. Boylece FMF de en ¢ok goriilen 12 ayr1 mutasyonun tanisina olanak kilan

bu teknik ayn1 zamanda kombine heterozigotlarin tanisina da olanak kilmistir.

Bu c¢alismada, toplumumuzda en fazla mutasyon goézlendigi rapor edilen
MEFV genine ait 4 mutasyon ayrica Tiirk popiilasyon caligmalarinda daha az yer
verilmis A744S, P369S, F479L, M6941, M680I G>A, KO695R ve Tirk
literatiirlerinde rastlamadigimiz 1692del ve R761H mutasyonlari aym1 anda 12

mutasyonu belirlemeye imkan taniyan FMF strip assay ile taranmustir.

Calismamizda FMF 6n tanist ile Uludag Universitesi Merkez Laboratuarina
gonderilen 421 bireyde, siklikla gozlendigi rapor edilen mutasyonlarinda dahil
oldugu MEFV genine ait 12 mutasyonu ayni anda saptayabilen FMF strip assay ile
taranmigtir. Elde edilen verilere gore hasta grubumuzun mutasyon tasima orani
%40,4 olarak belirlenmistir. Belirlenen mutasyonlar M694V %54, M680I G>C
%17,6, E148Q %17,6, A744S %5,29 ve V726A %11,76, P369S %?2,35, F4T9L
%1,17, M6941 %1,76, K695R %5,29 ve R761H %3,52 oranindadir. Calismamizda
M680I G>A %0.0 ve 1692del %0.0 mutasyonlarina rastlanilmamistir. Sonuglarimiz
literatiirlerle kiyaslandiginda M694V mutasyon orani uyumlu olmasina ragmen diger
mutasyonlar agisindan bulgularimiz yiiksektir. Bu calisma ile elde edilen veriler,
farkli Tiirk arastirmacilarin rapor ettigi en sik rastlanilan mutasyonlara ilave olarak
daha az siklikta goriilen A744S, M680I G>A, P369S, F479L, M6941, K695R,
1692del ve R761H mutasyonlar i¢in Tiirk toplumundaki goriilme sikliklar ile ilgili
ayn1 zamanda 12 farkli mutasyonunun ayni anda goriilme sikligimi ve birlesik

heterozigotlarla ilgili bilgi vermektedir.
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Ulkemizden yayinlanan birgok caligmada Tiirklerde en sik M694V
mutasyonunun goriildiigli gosterilmistir.  Akar ve arkadaslari, FMF tamist ile
izledikleri 230 hasta {izerinde yaptiklar1 ¢alismada mutasyonlarin siklik sirasina gore
M694V (%44), M680I (%12), VT26A (%11), M6941 (%3) olarak belirtilmistir [209].
Bakkaloglu'nun yaptig1 bir caligmada ise M694V %51, M680I %14, V726A %9
oraninda saptanmustir [3]. Topaloglu ve arkadaslar1 ise mutasyon oranlarint M694V
%51,2, M680I %9,2, VT26A %2.,9, E148Q, %3,6, M6941 icin %0,04 saptamislardir
[210]. Dogan Demir’in 123 hastadan olusan calismasinda ise M694V %57,7 ve
M680I %5,7 oraninda rapor edilmistir [22]. Yesilada ve ark. ¢alismalarinda P369S
%?2,69, FATIL %0,54, M6941 %1,08 ve K695R %1,08 olarak rapor edilmistir [2].
Tirk FMF Calisma Grubunun 2005 yilinda yayinladigr 2838 hastay1 kapsayan bir
calismada 1090 hasta allel frekanslar1 acisindan degerlendirilmis, M694V %51 4,
M680I %14,4, VI26A %38,6 bulunmustur [114].

Calismamizda homozigotlarin oran1t %11,9 olup bu bireyler arasinda
homozigot olan mutasyonlarin dagilimi ise M964V %78, M680I G>C %10, E148Q
%6, A744S %2 ve V726A %?2 olarak belirlenmistir.

Cesitli mutasyonlar1 homozigot, heterozigot ve birlesik heterozigot olarak
tasiyan bireyler dikkate alindiginda %54 oraninda M694V mutasyonunu tasiyan
bireye rastlanilmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda bu oran Tiirkler i¢in %41-50
olarak belirtilirken Musevilerde %65 ve Araplarda %20 olarak rapor edilmistir.
FMF’e neden olan mutasyonlarin hastalik agirlik skoru ile birlikte karsilagtirma
calismalarinda M694V mutasyonunu homozigot olarak tasiyan hastalarda hastaligin
klinik seyrinin daha olumsuz olacag: belirtilmistir. Ayrica bu mutasyonu homozigot
tasiyan bireylerde artrit ve erizipel benzeri eritem oraninin da daha sik goriildiigii
rapor edilmistir. 1997°de Pras ve arkadaslarinin Israil’de, 1998’de ise Dewalle ve
arkadaslarinin  Fransa’da yapmis olduklari caligmalar sonucunda M694V
mutasyonunu homozigot olarak tasiyan hastalarda, bu mutasyonu tasimayan
hastalara gore hastaligin daha agir seyrettigini ve amiloidoz gelisim riskinin de daha

fazla oldugunu ortaya koymuslardir [24,61].
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Calismamizda ikinci siklikla goriilen M680I G>C mutasyonu %17,6 oraninda

bu mutasyonu tasiyan bireye rastlanilmistir.

E148Q mutasyonunu ise Avrupa’da yaygin olarak belirtilirken tilkemiz i¢in
siklig1 %13 olarak rapor edilmektedir [2]. Bizim caliyjmamizda ise bu oran %17,6
olarak belirlenmistir. Bu mutasyonun fenotipik etkisi ile ilgili bir caligmada E148Q
mutasyonu bakimindan homozigot olan bireylerin hasta olmadigi, hastaligin ortaya
cikmast i¢in bagka mutasyonlarin da olmasi gerektigi vurgulanirken bazi
calismalarda ise bu mutasyonun FMF patofizyolojisinde rol oynadigi belirtilmektedir
[2,212]. Tchernitchko ve ark. ise E148Q’nun polimorfik bir varyant oldugunu ve

zararli olmadiginmi belirtmektedir [208].

Siklikla Arap popiilasyonlarinda rastlanildigi belirtilen A744S mutasyonu
[131], Tirk popiilasyonunda %4,84 olarak rapor edilirken [2], bizim calismamizda

bu oran %35,29 olarak belirlenmistir.

V726A mutasyonuna Tiirk FMF hastalarinda %8,6 siklikla rastlanildigi
belirtilmektedir [114]. Yesilada ve ark. yaptig1 benzer calismada bu oran %4,84
olarak bizim calismamizda ise %11,76 olarak belirlenmistir [2]. Diisiik etkili bir
mutasyon olarak tanimlanmasina ragmen V726A amiloidoz gelisen hastalarda da

rapor edilmistir [131].

FMF o6n tanmili hastalarda literatiirlere gore Tiirkiye popiilasyonunda
bulunmayan yada daha az rastlanilan diger mutasyonlarin oran1 P369S %?2,35, F479L
91,17, M6941 %1,76, K695R %5,29 ve R761H %3,52 olarak belirlenmistir. Bu oran
Yesilada ve ark. calismalarinda P369S %2,69, F479L %0,54, M6941 %1,08 ve
K695R %1,08 olarak rapor edilmistir. Calismamizda M680I G>A ve 1692del
mutasyonlarina rastlamilmamistir.  Bu sonuglar bize Tiirk popiilasyonunda bu

mutasyonlarin daha seyrek goriildiigiinii gosterir.
MEFV mutasyonlarin1 birlesik heterozigot olarak tasiyan bireylerin orani

%9,26 olarak tespit edilmistir. Bu bireyler arasinda mutasyonlarin dagilimi ise;

MO964V/VT726 %25,65, M694V/K695R %2,56, M694V/M680I G>C % 20,51,
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M694V/M6941 % 2,56, M694V/AT744S  %5,13, M694V/R761H  %?2,56,
M694V/E148Q %10,26, E148Q/ R761H %2,56, E148Q/P369S %?2,56,
E148Q/VT726A %2,56, E148Q/M6941 %2,56, E148Q/M680I G>C %7,69, M6801
G>C/ FAT9L %2,56, M680I G>C/VT726A %7,69, FATIL/VT26A %?2,56 olarak
belirlenmistir.  Birlesik heterozigot durumunun FMF’e neden olmadigi fakat
hastalarin bazilarinda, klinik bulgularin FMF tanisin1 destekledigi ve tedavi

baslatildigi belirtilmektedir.

Cinsiyetler acgisindan mutasyonlarin dagilimi degerlendirildiginde FMF 6n
tanil1 hastalarimizin %49,64’ii erkek, %50,36°s1 kadin idi. Kadinlarin %42,92’sinde
ve erkeklerin %37,79’unda FMF mutasyonlar1 tespit edilmistir. Goriildii gibi
tagiyicilik  oranmi  kadinlarda erkeklere gore daha fazladir. Sonuglar FMF
mutasyonlarimi tasityan kadinlar arasinda degerlendirildiginde M694V  %52,74,
M680I G>C %19,78, E148Q %16,48, A744S %2,19, VT26A %9,89, P369S %3,29,
F479L %1,09, M6941 %2,19, K695R %5,49 ve R761H %4,39 oraninda
belirlenmistir. FMF mutasyonlarini tagiyan erkeklerde ise bu oran M694V %55,69,
M680I G>C %15,18, E148Q %18,98, A744S %8,86, VT26A %13,92, P369S %1,26,
F479L %1,26, M6941 %1,26, K695R %5,06 ve R761H %2,53’diir.

Calismamiza dahil ettigimiz 100 saghkli birey arasinda MEFV
mutasyonlarinin dagilimi %17 olarak belirlenmistir. Bu mutasyonlarin dagilima,
M694V %1, E148Q %6, V726A %3, K695R %3, M694V/E148Q %1, E148Q/P369S
%2, M680IG>A %1 ve mutasyon tasimayan bireyler ise %83 diir. Dikkat c¢ekici bir
nokta, saglikli bireylerde saptanan mutasyonlar ile hasta gruplarinda var olan
mutasyonlarin birbirlerinden farkli olmasidir. Saglikli bireylerde E148Q (%6)
mutasyonundan sonra en sik saptanan mutasyonlar V726A (%3) ve K695R (%3)’
dir. Bu durum E148Q mutasyonunun diisiik penetrans: ile agiklanabilir; sonucta

hastalik orani da daha az olmaktadir.
FMF hastalari, ataklar arasinda semptomsuz olmalarina ragmen, subklinik

inflamasyonu ataksiz periyotlar siiresince devam eder. Proinflamatuar genotipin,

koroner kalp hastalik riskine onemli derecede neden oldugu bilinmektedir. MEFV
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mutasyonlart siddet ve komplikasyonlar1 ile kardiyovaskiiler hastaliklari

etkileyebilirler [7].

Son yillarda 6zellikle FMF ve romatoid artrit vakalarinda yapilan ¢alismalar
1s1ginda inflamasyonun  kardiyovaskiiler  hastaliklara  yatkinligit  artirdigi
gosterilmistir.  Bu nedenle kronik ve inflamatuar bircok hastalikta kardiyovaskiiler

hastaliklarin {izerine etkileri giincel arastirma konular1 olmustur.

Kardiyovaskiiler hastaliklara neden olan genler, diinya capinda hastalik ve
Oliimiin en 6nemli nedenleridir. Bu nedenle bu genler bireyin daha uzun yasamasina
karsit bir rol oynamalidirlar. Gercekten inflamasyon, aterosiklerozun bir anahtar
bilesenidir. Bu yiizden inflamatuar ya da anti-inflamatuar sitokinleri kodlayan genler
gelisen aterosikleroz riskini goriintiilemek icin 1yi bir belirtectirler.  Yiiksek
inflamatuar molekiil iiretimini diizenleyen genel gen polimorfizmleri aterosikleroz ile

iliskilidir [125].

Bu bilgilerden yola c¢ikarak bizde c¢alismamizda, FMF mutasyonlarini
homozigot tasiyan bireylerde kardiyovaskiiler risk olusturabilecek 12 farkh
polimorfizmi inceledik. Tiirk populasyonu iizerinde yapilan calismada, en sik
goriilen 12 FMF mutasyonu bakimindan genotipleri belirli, hemogram ve
biyokimyasal parametre degerleri belirli FMF mutasyonlarini homozigot tasiyan 50
hasta ve 100 saglikl1 bireye ait genomik DNA 6rnekleri kullanilmistir. Uludag Uludag
Universitesi Merkez Laboratuari’ ndan FMF mutasyonlarmi homozigot tagiyan, yaslart
4-50 arasinda degisen 25 kadin, 3-39 arasinda degisen 25 erkek hasta calismamizda
kardiyovaskiiler riske neden olan bazi polimorfizmleri belirlemek amaci ile
calismamiza dahil edilmistir. Agirlikli olarak homozigot M694V olmak iizere, M680I
G/C, E148Q, A744S ve V726A mutasyonlarin1 tastyan FMF hastalan
ile calisma yiiriitilmiistir. ~FMF hastalarinin ve saghkli bireylerin 12 farkli
kardiyovaskiiler riske neden olan polimorfizmleri CVD strip assay ile belirlenip

karsilagtirilmistir.

Tablo 3.5. ve tablo 3.6.’da daha once 6zetlendigi gibi kardiyovaskiiler riske

neden olan polimorfizmlerin, herhangi bir kardiyovaskiiler hastalifa sahip olmayan
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saglikli bireyler arasinda degerlendirildiginde Faktdér V Leiden mutasyonunun
tasiyicilik orant %7 olarak belirlenmistir. Bu mutasyonun tastyicilik orant FMF
hastalarinda %8’dir. Bu oran Faktor V Leiden mutasyonu icin daha 6nceki yapilan

caligmalarla uyumludur.

Faktor V Leiden (FVL) mutasyonunun siklig1 normal popiilasyonda ortalama
%4-6 olarak bildirilmekle birlikle, saglikli Tiirk popiilasyonundaki yiizdesi ise %7.1-
9.1 olarak bildirilmistir. Avrupa’nin degisik popiilasyonlarinda yapilan ¢alismalarda
%2-15 gibi farkl sikliklar bildirilmistir. [136]. Bu mutasyon, genel olarak beyaz
irkta daha yaygin olarak goriilirken Asya ve Afrika toplumlarinda daha seyrek
goriilmektedir. FVL, Orta doguda Araplarda ve Yahudilerde de goriilmektedir
[141,142]. Faktor V Leiden (FVL) mutasyonu tasiyan bireylerde vendz tromboz,
periferal vaskiiler hastaliklar, fel¢c, pulmoner embolizm goriilme riski artmaktadir.
FVL mutasyonu ayrica tekrarlayan diisiik, ikinci ve {igiincli trimestr gebelik
kayiplari, pre-eklampsi, plasental abrusyon, intrauterin gelisme geriligi ile de iliskili
bulunmustur. Genel popiilasyon ile karsilastirildiginda, heterozigot FVL mutasyonu
tasiyan bireylerde tromboz riski 7 kat, homozigot tasiyicilarda ise 10-80 kat arttig1

gozlenir.

Faktor V Leiden mutasyonun etkilerinden daha azina sahip olan FV H1299R
mutasyonu saglikli bireylerde tasiyicilik orani % 13’diir. Bu bireylerin %1°i
homozigot iken 12’si heterozigottur. FMF hastalarinda ise tasiyicilik orant  %?2’si

homozigot olmak iizere %14 olarak bulunmustur.

Kalitsal trombofililer arasinda ikinci siklikta goriilen protrombin (faktor IT)
G20210A gen mutasyonudur. Hem saglikli birey hem de FMF hastalarin da bu
mutasyonu tasima orant %4’diir. Protrombin G20210A gen mutasyonu Avrupa
ilkelerinde daha sik goriilmektedir. Saglikli Tiirk popiilasyonunda ise %?2,6 olarak
rapor edilmistir. Protrombin G20210A gen mutasyonu olanlarda tromboz i¢in relatif

risk 2-6 kat artmistir [152].

Val34Leu mutasyonunun neden oldugu faktor XIII A alt {initesinin fibrin-

stabilize edici aktivitesindeki degisim son zamanlarda trombozun patofizyolojisinin
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bir parcast oldugu belirtilmektedir. FXIII eksikliginde siddetli kanama s6z
konusudur. Val34Leu polimorfizminin popiilasyonun yaklasik %25’inde goriildiigii
rapor edilmektedir. Bizim calismamizda bu polimorfizmin orani saglikli bireylerde
homozigot %3, heterozigot %29 olmak iizere %31 tastyicilik orani belirlenmistir.
FMF hastalarin da, homozigotlar %6, heterozigotlar ise %22 olmak iizere %28 olarak
belirlenmistir. Sonuglar  karsilastinnldiginda FMF  hastalarinda  Val34Leu

mutasyonunu homozigot tagima oram saglikli bireylere gore 2 kat artmustir.

Fibrinojen seviyeleri hem genetik faktorler hem de inflamasyon hastaliklari
ve akut faz cevab1 gibi cevresel faktorler ile kontrol edilmektedir [158]. Miyokart
enfarktiis ve felc gibi arteryal hastaliklar ile iliskilendirilen yiikselmis fibrinojen
seviyeleri beta-fibrinojen -455 G/A polimorfizmi tarafindan etkilenmektedir.
Calismamizda saglikli bireylerde bu polimorfizmin dagilimi homozigot %7,
heterozigot % 31 iken FMF hastalarinda homozigotlarin dagilimi1 %6, heterozigotlar
ise %44 olarak belirlenmistir. FMF hastalarinda tasiyicilik oram1 oldukga yiiksektir.
-455 G>A polimorfizmi baz1 c¢alismalarda koroner arter hastalifi ile
iliskilendirilmektedir ve arteryal hastaliklarla genotip-hastalik iliskisinin ¢ok az delili
vardir [162]. Bununla birlikte fibrinojen mutasyonlar: klinik olarak genellikle sessiz

ya da kanama diyatezi ile iligkilidir.

PAI-1 geninin 4G/5G delesyon insersiyon promoter polimorfizmleri
tanimlanmistir. 4G alleli, 5G alleli ile karsilastirlldiginda yiikselmis mRNA
transkripsiyonu sergiledigi rapor edilmistir [166]. 4G genotipi PAI-1’in daha yiiksek
plazma konsantrasyonu ile ilgilidir [153,167]. Calismamizda 4G/4G genotipli saglikli
birey %22, 4G/4G genotipli FMF hasta oran1 %32 olarak belirlenmistir. ~ PAI-1
4G/AG saglikli bireylere gore 4G/4G FMF hastalarinin oram1 daha yiiksek
bulunmustur. Son aylarda yapilan FMF’in gelisimi ve siddeti {izerine koagiilasyon
mekanizmalarinin etkilerini gosteren bir ¢alismaya gore, PAI-1 aktivitesinin FMF’li
hastalarda daha yiiksek ifade edildigi ve PAI-1 aktivite ol¢ctimii FMF’li hastalarda bir
belirte¢ olabilecegi rapor edilmistir [131]. Sonuclarimiz bu calismay1 destekler
niteliktedir. FMF hastalarinda PAI-1 aktivitesinin artisi 4G/4G genotipinden dolay1
olabilir. Saglikli bireylerde 4G/5G genotipi %48, 5G/5G %30, FMF hastalarinda
4G/5G %40 ve 5G/5G %28 olarak belirlenmistir.
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Trombosit kiimesinin olusumunda anahtar bir rol oynayan ve bu sayede pihti
aktivasyon durumunu diizenleyen glikoprotein Illa (Gpllla, HPA-1) geninde L33P
polimorfizmi olugmaktadir. Bu polimorfizm erken yasta akut koroner olaylara,
miyokart enfaktiis ve felce yatkinlikla iligkilendirilmektedir. Normal allel a, mutant
allel b olarak ifade edilir. Calismamizda saglikli bireylerde a/a genotip oran1 %68, a/b
%28 ve b/b %4 olarak, FMF hastalarinda ise a/a genotip oran1 %80, a/b %20 ve b/b %
0 olarak belirlenmistir. Sonuclarimiza gore Tiirk populasyonunda b/b genotip frekansi

oldukca diisiiktiir.

Homosisteine seviyesinin yiikselmesine ve folat seviyesinin diismesine neden
olan MTHFR mutasyonlari, vaskiiler hastaliklarin ve noral tiip defektlerin ortaya
cikma riskini arttirir.  Calismamizda saglikli bireylerde C677T polimorfizmini
homozigot tasiyan bireyler % 12, heterozigot bireyler %36 olarak belirlenmistir.
FMF hastalarinda ise homozigot bireyler %10, heterozigot bireyler %36 olarak
belirlenlenmnisti. MTHFR’nin 2. varyanti olan A1298C polimorfizmi, saglikli
bireylerde homozigot tasiyanlar %11, heterozigot tasiyanlar %41°dir. FMF
hastalarinda A1298C homozigot bireyler %10, heterozigot bireyler %42 olarak
belirlenerek FMF ve saglikli bireyler her 2 polimorfizm ag¢isindan karsilastirildiginda

anlaml1 bir fark bulunmamustir.

Plazma ACE (anjiyotensin doniistiiriicii enzim) aktivitesi bir kiside kararli
olmasina ragmen, ACE geninde meydana gelen insersiyon/delesyon sonucu kisiler
arasinda oldukca degisiklik gosterir. Plazma ACE diizeyleri DD genotipine sahip
hastalarda I genotipine sahip olanlarin yaklasik iki kati kadardir [192].
Bulgularimizda saglikli bireylerde ACE-DD genotip %30, ID genotip %38 ve 11
genotip % 22 olarak belirlenmistir. FMF hastalarinda ise DD genotip % 42, ID
genotip %42 ve Il genotip %16 olarak belirlenmistir. Sonuclarimiza gore FMF
hastalarinda DD genotipinin goriilme orani saglikli bireylere gore oldukga yiiksektir.
ACE DD genotipinin varligi diyabetik nefropati, hipertansiyon, arteryel duvar
kalinlig1, renal arter hastaliklari, kardiyomiyopatiler, koroner ve karotis aterosklerozu
icin bir gostergesi oldugu diisiiniilirse FMF hastalarinda bu risk oldukg¢a yiiksektir.

Ayrica ACE gen polimorfizmi, fibrinolizde azalma ve  trombosit
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agregasyonunda artist ile yakinligt g6z Oniinde bulundurulursa MEFV gen
mutasyonlarinin etkisini artirdig1 diisiiniilebilir. ACE geninin ID polimorfizmi ise

yapisal arteryel degisiklikler ile iliskilidir [193] .

APOB, LDL’nin ana apolipoproteinidir ve LDL reseptorii i¢in ligand gorevi
yapar. APO B geninde ilk bulunan ve ¢ok yaygin olan substitusyon Apo B100 arg
3500 trp’dir.  Calismamizda saghkli ve FMF grubunda bu polimorfizme
rastlanilmamustir. Kafkas populasyonunda arg3500gin mutasyonunun prevalensinin

%8 oldugu rapor edilmistir. Giiney Asya populasyonunda ise daha siktir [171].

Lipid metabolizmasinda anahtar bir role sahip ApoE, diisilk yogunluktaki
lipoprotein (LDL) den olugsmustur ve kolestroliin karacigerden viicut dokularina
ulagsmasina arabuluculuk eder. Apo E geninin izoformlar1 nedeniyle bu polimorfizm
6 Apo E fenotipiyle sonuglanmaktadir; homozigot E2/2, E3/3, E4/4 ve heterozigot
E3/2, E4/2, E4/3. Bulgularimizda saglikli bireylerde APOE 2/3 %13, APOE 2/4 %3,
APOE3/3 %71 ve APOE 3/4 %13 oraninda belirlenmistir. FMF hastalarinda ise
APOE 2/3 %4, APOE3/3 %90 ve APOE 3/4 %6 olarak belirlenmistir. Biitiin
populasyonlarda apoE-e3 allellinin en yaygin oldugu saptanmistir.  Avrupada,
populasyonun %95'1 en az bir apoE-e3 allelli, %27’si en az bir apoE-e4 ve %16’s1 en

az bir apoE-e2 allelli tagir [204].

Prokoagiilant, doku faktorleri, tromboz ve fibrinolizise neden olabilen bazi
polimorfizmlerin ve FMF hastalarinda ataklar sirasinda sik rastlanilan 16kositoz,
eritrosit sedimantasyon hizindaki artig ve akut faz yanitta yiikselen fibrinojen degerleri

ile arasinda korelasyonu belirlemektir.

Calismamiz sonucunda; FMF hastalar1 ve saglikli bireylerde fibrinojen ve
hematolojik parametre degerleri, karaciger fonksiyon testleri, kan sekeri, bobrek
fonksiyon testleri, lipid profili, protein ve albumin seviyeleri gibi biyokimya
testlerinin ortalama, standart sapma, minimum, maximum ve p degerine

belirlenmistir. 0.005’den kiigiik degerler istatistiki olarak anlamli kabul edilmistir.
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Bir¢ok calismada, FMF hastalarinda akut faz reaktantlarindan olan fibrinojenin
kontrol grubuna gore onemli derecede farklt oldugu rapor edilmistir. Bizimde
calismamizda fibrinojen seviyesi, FMF hastalarinda kontrol grubuna gore &nemli

derecede yiiksek (p>0) tespit edilmistir.

Tiim hemotolojik parametre degerleri saglikli bireyler ve FMF hastalar
arasinda karsilastirildiginda, hemogram (p>0), hematokrit (p>0), MCV (p>0), MCH
(p>0) ve MCHC (p>0) degerleri anlamli olarak azalirken, RDV (p>0,011) ve WBC
(p>0,001) anlamli olarak artis gostermistir. FMF hastalar ve saglikli bireylerde WBC
degeri istatistiksel olarak artis gostermistir. Fakat FMF hastalarinda WBC degeri,

laboratuar normal degerleri icinde oldugundan dolay1 6nemsiz sayilabilir.

Tiim biyokimyasal parametreler FMF ve saglkli gruplar arasinda
karsilastirildi. Kolesterol (p> 0,015), HDL (p> 0,019), Na(p>0 ) ve CI (p>0 ) anlaml
olarak azalirken, fosfor (p> 0), AST (p>0,006), ALP (p>0 ) ve LDH (p>0) FMF
hastalarinda saglikli bireylere gore anlamli olarak arttigi tespit edildi. Fakat ALP hari¢
anlaml kabul ettigimiz parametreler, laboratuar normal degerleri i¢inde oldugundan

dolay1 6nemsiz sayilabilir.

Calismamizda, MEFV mutasyonlarini homozigot tasiyan FMF hastalarinda
anlamli buldugumuz PAI-1, ACE I/D, beta-fibrinogen -455G>A ve FXIII V34L gibi
kardiyovaskiiler hastaliklarla iligkili polimorfizmler, FMF’de goriilen belirtilerin
siddetini artirtyor olabilirler. Bu yiizden FMF hastalarinda bu gibi polimorfizmlerin

arastirtlmasi anlamli olabilir. Fakat bu alanda daha fazla caligmalara ihtiyag¢ vardir.

Tiirk popiilasyonunda yaygin olarak bulunan bir¢cok hastaligin ve risk
faktorlerinin  belirlenmesinde mutasyonlarin tespiti  biiyilk ©Onem tagimaktadir.
Hastaliklarin multifaktoriyel pek ¢ok gene dayali mutasyonlara dayanmasi, ayni anda
pek cok mutasyonlarin molekiiler olarak tespitini gerekli kilmistir. Ozellikle
mutasyonlarin sayisimin 76’dan fazla oldugu FMF gibi Tiirk popiilasyonunda yaygin
olarak goriilen hastaliklarin molekiiler seviyede c¢oklu olarak mutasyonlarin tespit
edilmesinde kolay ve is giicii az olan yontemlere gereksinim giderek artmaktadir.

Suana kadar yapilan molekiiler caligmalarda kullanilan yontemler sadece tek bir
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polimorfizm arastirmasina olanak saglamakta ve zaman kaybina yol agmaktaydi. Bu
amagla son yillarda popiiler olarak kullanilan yOntemlerden birisi Reverse-

Hibridizasyon yontemidir.

Yontemin en Onemli avantaji, diger molekiiler tekniklere gore rutin de
kullanilabilmesi i¢in otomatize edilmis ve daha kisa zamanda ¢ok az DNA 6rneginden
tek islemle birden fazla polimorfizm sonuglarini aym1 anda verebiliyor olmasidir.
Bunun yaninda PCR’da karsilasilan optimizasyon ve kontaminasyon sorunlari
tamamen ortadan kaldirilmis ve altin standart DNA dizi analizi ile karsilastirildiginda
%99.6 giivenirlik belirlenmistir. Bu sebeplerden dolay1 hastane ve laboratuar gibi

rutin ¢alisan merkezlerde bu gibi yontemlerin tercih edilmesi gerekmektedir.
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