I ORIJINAL ARASTIRMA ORIGINAL RESEARCH I

Dr. Mustafa SOLAK?
Handan YILDIZ,?

Dr. Resit KOKEN,”
Miijgan O. ERDOGAN,?
Dr. Betill ESER,

Dr. Tolga Altu§ SEN,®
Neslihan EVIRGEN,?
Dr. Solmaz ERDEM®

«Tibbi Biyoloji AD,

®Cocuk Sagli§i ve Hastaliklari AD,
Afyonkarahisar Kocatepe Universitesi
Tip Fakiiltesi, AFYONKARAHISAR
Emekli Ogretim Uyesi, ANKARA

Gelis Tarihi/Received: 06.09.2007
Kabul Tarihi/Accepted: 12.12.2007

Yazisma Adresi/Correspondence:
Dr. Solmaz ERDEM

Emekli Ogretim Uyesi, ANKARA
solmazrdm @yahoo.com

Copyright © 2008 by Tiirkiye Klinikleri

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2008, 28

Ailevi Akdeniz Atesi On Tanis1 Alan
165 Olgunun MEFV Geni
Mutasyonlarinin Incelenmesi

OZET Amag Ailevi Akdeniz Atesi (AAA) klinik olarak tekrarlayan karin agrisi, ates, eklem agrilar
ve deri dokiintiileri ile karakterize olup, otozomal resesif kalitim gosteren bir hastaliktir. Pirin
proteinini kodlayan MEFV gen mutasyonlarinin AAA hastahiginin etiyolojisinde 6nemli rol oynadig:
bilinmektedir. Bu ¢aligmada, Tel-Hashomer Kriterleri'ne gre AAA 6n tanisi almig olgularin MEFV
genine ait en sik rastlanan 5 mutasyon agisindan incelenmesi ve genetik veriler ile klinik ve demografik
ozelliklerin retrospektif olarak degerlendirilmesi amaglanmistir. Gereg ve Yontemler: Calismada,
Subat 2005-Ekim 2006 tarihleri arasinda Tel-Hashomer Kriterlerine gére AAA 6n tanisi ile refere
edilen 165 olguda MEFV genindeki M680I, M694V, M694I, V726A ve E148Q mutasyonlar1 PCR-
ELISA yéntemi kullanilarak incelendi. Hastalarin demografik ézellikleri, pedigri analizleri ve klinik
verileri toplandi. Klinik 6zellikler ile farkli mutasyonlar arasindaki iligkiler Ki kare ve Fisher Exact
testleri ile analiz edildi. Hastalarin yas: ve hastalik baglangic yasi: bakimindan cinsiyetler arasinda fark
olup olmadigi Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Bulgular: Farkli 21 genotipte saptanan
mutasyonlar, siklik sirasina gore M694V, E148Q, M680I, V726A, M6941 idi. Mutasyonu olan
hastalarin 39(%23.6)'unda homozigot, 78(%47.3)’inde heterozigot, 48(%29.1)’inde birlesik heterozigot,
2(%]1.2)’ sinde kompleks alleller saptandi. Olgulardaki klinik semptomlar sirasiyla karin agris1 (%90.2),
ates (%64.6), eklem agris1 (%40.2), gogiis agris1 (%4.9), dokiintii (%2.4) olarak belirlendi. Birinci
derece akrabalarinda AAA olan erkek hastalarda V726A, deri dokiintiisii olan hastalarda M694V
mutasyonlarinin varhig: istatistiksel olarak anlaml bulundu. Sonug: AAA, iilkemizde sik goriilen ve
ayirici tanida giiglitk yaganan bir hastalik tablosudur. Son yillarda AAA tanisinda molekiiler genetik
yontemler énem kazanmigtir. Tiirk toplumunda en sik gozlenen MEFV geni mutasyonlarinin
belirlenerek klinik ve demografik bulgularla ilgili olan genotiplerin saptanmasi AAA’l1 hastalara ve
ailelerine tedavi-damigmanlik hizmeti verilmesine yardimc olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Mutasyon; ailevi akdeniz atesi

ABSTRACT Objective: Familial Mediterranean Fever (FMF) is an autosomal recessive disorder,
characterized by recurrent attacks of abdominal pain, fever, arthralgia and skin rash, caused by
mutations in MEFV gene which encodes pyrin protein. In this study we analysed the most common
5 mutations in MEFV gene of 202 patients who were diagnosed according to Tel-Hashomer criteria.
The results of genetical analysis, clinical symptoms and demographical aspects of those patients were
evaluated retrospectively. Material and Methods: Between the dates of February 2005 and March
2007, we analysed 5 common MEFV gene mutations of 165 familial mediterranean fever patients who
were diagnosed according to Tel-Hashomer criteria, which were M680I, M694V, M6941, V726A and
E148Q by the PCR-ELISA method in our molecular genetics laboratory. The relationships between
the clinical aspects and different mutations were analysed by Chi-square and Fisher’s Exact tests.
Differences among genders (present/absent) aspect the ages of patients and onset of the disease
asssessed using Mann Whitney U test. Results: The mutations which had 21 different genotypes, in
order of frequency were M694V, E148Q, M680I, V726A, M6941. The detected mutations were
homozygous in 39 of the patients (23.6%), heterozygous in 78(47.3%), compound heterozygous in
48(29.1%); and in two patients (1.2%) complex allels were defined. The most common symptom was
abdominal pain (90.2%) and other symptoms respectively were fever (64.6%), arthralgia (40.2%),
chest pain (4.9%) and skin rash (2.4%). In male patients who had first degree relatives with familial
mediterranean fever disease V726A mutation, in patients who had skin rash M694V mutation is in
significantly higher ratios. Conclusion: FMF is a common disease in our country which we have
difficulties in differential diagnosis of it. In recent years molecular genetical methods are considered
more commonly for the diagnosis of it. Since high rate of mutation carrier state in MEFV gene for
Turkish population is present, determination of the relations between the genotypes and clinical
findings and demographical aspects may help to give counselling service and optimum therapeutical
approach for the patients and their families.

Key Words: Mutation; familial mediterranean fever
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ilevi Akdeniz Atesi (AAA), tipik olarak
Atekrarlayan ates ve peritonit, artrit, plorit

gibi poliserdzit ataklar: ile karakterize oto-
zomal resesif bir hastaliktir. Daha seyrek olarak pe-
rikardit, orsiepididimit, miyozit, menenjit gibi
ataklar da goriilebilir. Ataklarin siire ve siklig1 kisi-
den kisiye degisiklik gostermekle birlikte atak siire-
si 12-96 saat, siklig1 ise haftada bir ile yilda bir
arasinda degisebilmektedir. Atak esnasinda 16kosi-
toz, yitksek sedimentasyon hizi, artmis fibrinojen
ve C reaktif protein gibi akut faz reaktanlar belir-
gindir. Ataklar arasinda hastalarin hicbir sikayeti
yoktur. Hastalik erkeklerde, kadinlara gore 1.1-2.6
oraninda daha sik goriilmektedir.!

AAA 6zellikle Akdeniz etrafinda yerlesim gos-
teren Sefardim (Sefarad) Yahudilerini, Araplari,
Tiirkleri ve Ermenileri etkileyen, fakat diinyanin
degisik bolgelerinde de sporadik olarak rastlanabi-
len bir hastaliktir.??

AAA etiyolojisinde rolii olan MEFV geni, 16.
kromozomun kisa kolunda lokalize olup, yaklasik
50 farkli nokta mutasyonu tanimlanmigtir.* Bu gen,
781 amino asitlik pirin (marenostrin) proteinini
kodlar. MEFV geni 10 ekzon igeren biiyiik bir gen
olmasina ragmen mutasyonlar 6zellikle 10. ekzon-
da toplanmistir.’

Calismamizda Tel-Hashomer Kriterleri'ne go-
re AAA On tanist almig 165 olgu, MEFV genine ait
en sik rastlanan 5 mutasyon agisindan incelenmis
olup genetik verileri ile klinik ve demografik 6zel-
likleri retrospektif olarak degerlendirilmistir.

I GEREG VE YONTEMLER

Calismaya Subat 2005-Ekim 2006 tarihleri arasinda
Tibbi Genetik Laboratuvari’na refere edilen, Tel-
Hashomer Kriterleri'ne gére AAA 6n tanisi almig
165 hasta dahil edildi. Hastalarin demografik 6zel-
likleri (yas, cinsiyet, akraba evliligi, ailede AAA hi-
kayesi olanlar vb.), pedigri analizleri ve klinik
verileri toplandi. Hastalarin EDTA’] tiiplere 2 mL
kanlar1 alinip Puregene DNA Isolation Kit (Gentra
Systems Inc, Minneapolis, MN, USA) kullanilarak
genomik DNA’lar1 elde edildi. Her DNA 6rnegi icin
spektrofotometre (Nanodrop ND-100) ile miktar ve
saflik tayini yapildi. DNA 6rneklerinde PRONTO
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FMF Kit (Pronto Diagnostics Ltd., Rehovot, Israel)
yardimiyla MEFV geni ekzon 10’da yer alan
M694V, M680I, M694I, V726A ve ekzon 2’de yer
alan E148Q mutasyonlar1 a¢isindan analizleri ger-
ceklestirildi.

istatistiksel Analiz

SPSS (Versiyon 10.0) programi kullanildi. Klinik
ozellikler ile farkl mutasyonlar arasindaki iliskiler
Ki kare ve Fisher Exact testleri ile analiz edildi. Ha-
stalarin yas1 ve hastalik baslangi¢ yas1 bakimindan
cinsiyetler arasinda fark olup olmadigi Mann
Whitney U testi ile degerlendirildi. Istatistiksel de-
gerlendirmelerde p< 0.05 anlaml kabul edildi.

I BULGULAR

Olgularin 93 (%56.4)i kadin, 72 (%43.6)’si erkekti.
Caligmaya alinan hastalarin yas ortalamasi 17.7 +
14.4 y11 (2-76) idi. Hastalarin %79.3'niin klinik bul-
gular1 18 yas altinda baslamisti. Klinik bulgularin
baslama yas ortalamas1 12.4 + 10.9 yil olarak belir-
lendi. Olgularin yas: bakimindan kadinlar ile er-
kekler arasinda istatistiksel fark saptanmadi ancak
E148Q mutasyonu tagiyan hastalarin hastalik bag-
langig yas1 iki grup arasinda anlaml idi (p< 0.05)
(Tablo 1).

Tespit edilen mutasyonlar siklik sirasina gore
M694V, E148Q, M6801, V726A, M6941 idi. Mutas-
yonu olan hastalarin 39 (%23.6)'unda homozigot,
78 (%47.3)’inde heterozigot, 48 (%29.1)’inde birle-
sik heterozigot, 2 (%1.2)’sinde kompleks alleller
saptandi (Tablo 2).

En sik gozlenen klinik semptom karin agrisi
(990.2) idi. Karin agrisindan sonraki klinik semp-
tomlar ates (%64.6), eklem agris1 (%40.2), gogiis ag-
rist (%4.9), dokinti (%2.4) olarak bulundu.
Hastalarin %20.1’inin yakin akrabalarinda AAA hi-
kayesi, %18.9’unda akraba evliligi hikayesi varda.
Amiloidozu olan 2 hastanin M694V homozigot
mutant oldugu belirlendi.

Hastalardaki mutasyon varlig ile klinik 6zel-
likleri kargilastirildiginda, M694V mutasyonu olan
hastalarda diger mutasyonlar saptanan hastalara
gore erizipel benzeri eritem varligi (p= 0.007) ista-
tistiksel olarak anlamli bulundu. V726A mutasyo-
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TABLO 1: AAA olan olgularin yaglari ile hastalik baslangic yaslarinin cinsiyetle iligkisi.
AAA’li kadin olgular n= 93 AAA’li erkek olgular n= 72 AAA’li olgu toplami n= 165
Ort.£SS Median Min-Max Ort.+SS Median Min-Max Ort.£SS  Median Min-Max p
Tani yasl 17.04£133 153  9.0-36.0 186+152 196  7.0-41.0 17.7+145 164 7.0-41.0 >0.05
Baglangicyasi 11.8+98 124  50-23.0 132+ 121 1441 6.0-38.0 12.4+10.9 11.9 5.0-38.0 <0.05
AAA: Ailevi Akdeniz Atesi.
TABLO 2: Hastalarin mutasyon dagilimi.
Mutasyon Tipi Genotip Olgu Sayisi %
Homozigot/Heterozigot
M694v
M694V/- 22 13.3
M694V/M694V 30 18.2
E148Q
E148Q/- 33 20.0
E148Q/ E148Q 1 0.6
M680l
M680I/- 9 55
M6801/M680! 6 36
V726A
V726A/ - 1 6.7
V726A/ V726A 1 0.6
M694l
M694l/- 3 1.8
M6941/ M694I 1 0.6
Birlesik Heterozigot
M694I/V726A 2 1.2
M694V/E148Q 12 7.3
M6941/E148Q 1 0.6
M6941/M694V 3 1.8
M694V/V726A 8 4.9
M680I/E148Q 2 1.2
M6801/M694I 1 0.6
M680I/V726A 7 4.2
M6801/M694V 10 6.1
Kompleks Alleller
M694V/E148Q/V726A 0.6
M6801/M6801/M694 0.6
Toplam 165 100

nu ile erkek cinsiyet ve yakin akrabalarda AAA
varlig1 6ykiisii arasinda istatistiksel olarak anlaml
iligki saptandz (sirasiyla p= 0.033, p= 0.023) (Tablo
3).

I TARTISMA

AAA Askenazi Yahudileri, Araplar, Tirkler ve Er-
meniler’de yiiksek siklikta goriilen otozomal rese-
sif bir hastaliktir.® AAA hastaliginin etiyolojisinde
rol oynayan MEFV genindeki mutasyonlarin sayis1
ve cesidi toplumlar arasinda degisiklik gostermek-
tedir.”? Tirkiye’deki prevalansi 1/1000 ve tasiyici-
lik oranmi 1/5 olarak hesaplanmigtir.®® AAA’I1

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2008, 28

hastalarin biiytik cogunlugunda semptomlar cocuk-
luk déneminde baglar.!! Majeed ve ark. AAA’l1 has-
talarin yaklasik %80’inde, Gedalia ve ark. ise
%60’1nda hastaligin 10 yasindan 6nce bagladigini
belirtmiglerdir.'>* Literatiirle uyumlu olarak hasta-
larimizin %62.2’sinde hastalik 10 yasindan once,
%79.3’tinde ise 18 yasindan 6nce baglamigsti. “Tur-
kish FMF Study Group™un 10 genis serili ¢aligma-
sinda hastalik baslangic yas1 9.6 yil olarak
bildirilmigstir. Mimouni ve ark. yaptiklar1 ¢aligma-
da Tiirklerde hastaligin baslama yasini 12.3 y1l ola-
rak tespit etmiglerdir.!* Caligmamizda ise hastalik
baglama yas1, Mimouni ve ark.nin bulgular ile ben-

119



Solak ve ark.

Tibbi Biyoloji

TABLO 3: Mutasyon tipi ile klinik dzellikler arasindaki iliski.

Mutasyon Tipi n Cinsiyet (K/E) Karin agrisi
MB94V 48 28/20 41
E148Q 34 2212 30
M680I 14 77 14
V726A 12 3/9* 11
M694| 2 2/0 2

Ates Artrit Erizipel 1. Derece Akraba AAA Hik.
33 24 4* 14
17 12 0 7
7 4 0 6
7 6 0 8*
2 1 0 1

*p< 0.0

zer, “Turkish FMF Study Group”un ¢alismasina go-
re yiiksek idi.

AAA’dan sorumlu gen (MEFV) 16. kromozo-
mun kisa kolunda yer almaktadir.’>® MEFV genin-
de bulunan tim mutasyonlar arasinda en yaygin
olanlar M694V, E148Q, M6801I, V726A’d1r.>'”!8 Ca-
lismamizda MEFV geninin 10. ekzonunda yer alan
M680I, M694V, M6941, V726A ve 2. ekzonunda
yer alan E148Q mutasyonlarinin analizleri yapil-
mistir. Galisilan 5 mutasyon icinde en sik gozlene-
ni M694V idi. “Turkish FMF Study Group”
(%51.4), Yilmaz ve ark. (%51.55), Ertekin ve ark.
da (%51.3) ¢aligsmalarinda en fazla M694V mutas-
yonunun varligini bildirmislerdir.!®'** Bizim cal-
ismamizda da benzer sekilde en stk M694V
mutasyonu (%31.5) saptanda.

Son yillarda Tiirk toplumunda yapilan en genis
serili caligmada 2. en sik rastlanan mutasyon M6801
iken, bizim hastalarimizda 2. en stk mutasyon
E148Q (%20.6) idi. Bunu, sirasiyla M680I (%9.1),
V726A (%7.3) ve M694I (%2.4) mutasyonlar takip
etti. Calismamizda Yilmaz ve ark.nin ¢aligmasina
gore M680I ve V726A mutasyon sikligi benzer,
M694I siklig ise yiiksek olarak tespit edildi.

Ikinci sirada belirledigimiz mutasyon olan
E148Q tasiyici siklig1, en fazla Italyanlarda (%25-
50) olmak tizere Tiirklerde %12, Askenazi Yahudi-
lerinde %10 oraninda gorilmektedir.'®??? Bizim
calismamizda mutasyon orani olarak %20.6 gibi ol-
dukgea yiiksek bir deger bulundu. E148Q allelinin
AAA hastalarina oranla saglikh kisilerde daha yiik-
sek siklikta ve diisiik penetransta oldugu, bu ne-
E148Qnun bir
polimorfizm olabilecegi belirtilmistir.'*?* Ozen ve
ark. ise E148Q nun AAA patofizyolojinde 6nemli
rol oynadiginmi 6ne stirmiiglerdir.*

denle mutasyon degil bir
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Mimouni ve ark. M694V mutasyonu olanlarda
semptomlarin baglangi¢ yasinin daha erken oldu-
gunu ortaya koymuglardir." Bizim ¢aligmamizda
ise E148Q mutasyonu tasiyan hastalarin hastalik
baslangi¢ yasinin cinsiyetler arasinda anlamh oldu-
gu goriildi (p< 0.05).

V726A mutasyonu olan hastalarimizda 1. de-
rece akrabalarda AAA hikayesi olmas: anlamli bu-
lundu (p< 0.05). V726A mutasyonu Tiirk toplu-
munda %3-11 olarak bildirilmis olup bizim bulgu-
larimiz da (%7.3) literatiirle uyumluydu.'** Erkek-
lerde kadinlara oranla daha fazla AAA hastalig
goriildiigii gibi her iki cinste esit oranda bulundu-
gunu bildirilen ¢aligmalar da vardir.!'® Caligma-
mizda mutasyonlar ile cinsiyetler arasinda yapilan
kargilagtirmada sadece V726A mutasyonu ile erkek
cinsiyet arasinda anlamli iliski oldugu gosterildi (p<
0.05).

AAA’da kesin tan1 koydurucu fizik muayene
ya da laboratuvar bulgusu yoktur. Ates ve karin ag-
ris1 en sik goriilen semptomlardir.®!!? Hastalari-
mizda her iki cinsiyette de en fazla goriilen bulgu
karin agris1 olup, kadinlarda %89.3, erkeklerde
9%91.6 idi. Daha 6nce yapilan pek ¢ok ¢alismada
hastalarin %100’tinde ates goriiliirken karin agris
2. en sik klinik bulgu olarak bildirilmekteydi.? Bi-
zim ¢aligmamizda ates goriilme orani cinsiyet farki
gozetmemekte ve 2. sirada idi.

694. kodondaki mutasyonlarin daha agir has-
talik (erken baglangic, daha sik atak gecirme) ile
iligkili oldugunu belirten ¢aligsmalar bulunmakta-
dir.'#2728 Calismamizda karin agrisi ve ates bulgu-
su olanlarda M694V mutasyon orani fazla
bulunurken istatistiksel olarak sadece erizipel ben-
zeri dokiintd ile anlamli bir iligki saptanmistir.
“Turkish FMF Study Group’ tarafindan M694V
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mutasyonu ile artrit, artralji arasinda 6nemli iligki
bildirilirken bizim ¢aligmamizda anlaml bir iligki
bulunmamustir (p> 0.05)."° Bulgularin oranlar: ara-
sindaki bu farklilig: hastaligin genetik heterojeni-
te ozelligi ile iliskilendirdik.

Tirk toplumunda yapilan 2 6nemli ¢alisma
M694V homozigotlugu ile amiloidoz arasinda ilis-
ki gosterememisken, yakin zamanda yapilan bagka
bir calismada Tiirk AAA hastalarinda M694V mu-
tasyonlu amiloidoz olgularinin sikligina dikkat ge-
kilmigtir.!%?30 Caligmalarda M694V mutasyonu ile
amiloidoz arasinda pozitif bir iligki oldugu belirtil-
mektedir.>!* Calismamizda amiloidozlu 2 hastanin
M694V mutasyonu agisindan homozigot oldugunu
tespit ettik. Nitekim AAA hastalarinda amiloidoz
gelisiminde M694V mutasyonu halen 6nemli bir
risk faktoridiir.

Dode ve ark. 21 Ermeni hastada 10, 24 Tirk
hastada ise 7 farkli genotip tanimlamistir.3! Caligma-
mizda 21 farkli genotip saptadik (Tablo 2). Bunlarin
9’u birlesik heterozigot, 2’si ise kompleks allel tagi-
maktaydi. Kompleks allel tagiyan hastalardan biri
M694V/E148Q/V726A, digeri ise M680I homozi-
got/M6941 genotipine sahipti. U¢ mutasyon tagtyan
hastada karin agrisi, ates ve artralji semptomlarinin
hepsi mevcuttu. Hastada amiloidoz tespit edilme-

misti. M680I homozigot/M694I tespit edilen olguda
ise ilging olarak semptomlar 70 yasinda baglamist1 ve
sadece karin agris1 ve eklem agris1 vardi. Birlesik he-
terozigotlar arasinda ise en fazla gézlenen mutasyon
M694V/E148Q (%7.3) idi. Yalginkaya ve ark.
V726A/M6801 birlesik heterozigotlugu bulunan 2
hastada amiloidoz tespit etmiglerdir.** Birlesik hete-
rozigotluk bulunan hastalarda da amiloidoz gelise-
bilecegi akildan ¢ikarilmamalidir.

Sonug olarak, yiiksek mutasyon tasiyicilig
olan Tiirk toplumunun genotip cesitliliginin zen-
gin oldugunu soyleyebiliriz. AAA tanis1 konmus
hastalarda en sik goriilen 5 MEFV mutasyonu ile
genotip-fenotip korelasyonu arastirildi ve 21 fark-
L1 genotip saptandi. Genetik heterojenite gosteren
bu hastaligin, fazla sayida mutasyonu kisa siirede
tespit eden molekiiler analiz sistemleri ile presemp-
tomatik donemde teshis edilebilmesi 6nemlidir.
Caligmamiza gore 1. derece akrabalarinda AAA
olan erkek hastalarda V726A mutasyonu, deri d6-
kiintiisti olan hastalarda amiloidoz yoniinden risk-
li olan M694V mutasyonu tasimasi yiksekti.
Hastaligin klinik bulgular ile ilgili genotipin sap-
tanmast AAA’I hastalara ve ailelerine hastalik hak-
kinda tedavi-damigmanlik hizmeti verilmesine
yardimci1 olacaktir.
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