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Ozet

Amac. Mycobacterium tuberculosis enfeksiyonu diinya iizerinde ciddi bir halk saglig:1 sorunudur.
T-helper 1 hiicreleri tiiberkiiloz patogenezinde dnemli bir rol oynamaktadir. Ailesel Akdeniz Atesi
(FMF) hastalar1 ve tastyicilarinda T-helper 1’in artmus aktivitesi s6z konusudur. Bu ¢aligmayi,
bagisiklik temelinde, MEFV gen mutasyonlariyla tiiberkiiloza karsi direng arasinda olasi iligkiyi
degerlendirmek tizere yaptik. Yontem. Bu calisma 2007-2009 yillari arasinda Cumbhuriyet
Universitesi Tip Fakiiltesi Gogiis Hastaliklar1 Anabilim Dali’na basvuran ve fizik muayene,
mikrobiyolojik ve radyolojik tetkiklerle tiiberkiiloz tanist alan 51 hasta (23 kadin, 28 erkek) ve 57
kisilik kontrol grubuyla (26 kadin, 31 erkek) gerceklestirilmistir. Her iki grupta revers
hibridizasyon FMF Strip Assay (Viennalab Labordiagnostika, Vienna, Austria) teknigi
kullanilarak 12 yaygin MEFV gen mutasyonu arastirilmistir. Bulgular. MEFV mutasyonlarinin
dagilimi acisindan hasta ve kontrol gruplar1 arasinda énemli bir fark saptanmamistir (p>0,05).
Hasta grubunda 22 MEFV gen mutasyonu (%43,1) vardi. Homozigot mutasyon tespit edilmedi.
Hasta grubundaki mutasyonlarin tamami heterozigottu. Kontrol grubunda da homozigot
mutasyona rastlanmazken, toplam 29 (%50,8) heterozigot mutasyona rastlandi. Sonug. Elde edilen
veriler tliberkiiloz hastalarinda MEFV geni mutasyon sikliginin saglikli populasyona oranla énemli
bir farklilik géstermedigini diisiindiirmektedir. FMF mutasyonlari tiiberkiiloza yakalanmakta degil
ama hastaligin seyrinde etkili olabilir.
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Abstract

Aim. Mycobacterium tuberculosis infection is a critical public health problem all over the world.
T-helper 1 cells play an important role in the pathogenesis of tuberculosis. There is an increased
activity of T-helper 1 in Familial Mediterranean Fever (FMF) patients and carriers. Based on
immunity, we undertaken this study to evaluate a possible association of MEFV gene mutations
with resistance to tuberculosis. Method. This study was performed with 51 patients (23 females,
28 males) applied to Cumhuriyet University Medical Faculty Chest Diseases Department between
2007 and 2009 and diagnosed with tuberculosis by physical examination, microbiological and
radiologic analysis and 57 controls (26 females, 31 males). In these groups, 12 common MEFV
gene mutations were researched using revers hybridisation FMF Strip Assay (ViennalLab
Labordiagnostika, Vienna, Austria) technique. Results. A significant difference was not detected
between patient and control groups in terms of distribution of MEFV mutations (p>0.05). There
were 22 MEFV gene mutations (43.1%) in patient group. Homozygous mutation was not detected
in this group. All mutations in patient group were heterozygous. There was also no homozygous
mutation in control group and total 29 (50.8%) heterozygous mutations were detected.
Conclusion. Our results suggested that the mutation frequency of MEFV gene in tuberculosis
patients was not significantly different from healthy population. FMF mutations may effect the
survive of tuberculosis but not sicken.
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Giris

Mycobacterium tuberculosis enfeksiyonu diinya iizerinde ciddi bir halk sagligi sorunu
olmas1 ve tedavisine kars1 direng gelismesi, hastaligin patogenetik mekanizmalari iizerine
olan arastirmalarin yogunlasmasina neden olmustur [1, 2]. Tiberkiiloz immiinolojisinde
baglica protektif Thl sitokinlerden sorumlu CD4 T hiicrelerinin kazanilmig immiin
cevaptaki rolii bilinmektedir. Thl tip sitokinler patojenik bakterilerin ¢ogalmasini inhibe
eden diger fagositik ve inflamatuvar hiicreleri aktive etmektedir [3].

Ailesel Akdeniz Atesi (FMF) serdzal inflamasyon, rekiirren ates ataklari, karin ve eklem
agrilar ile karakterize otozomal resesif ‘otoinflamatuvar hastaliklar’ olarak isimlendirilen
bir grup hastaligin i¢inde yer almaktadir [4, 5]. FMF’e neden olan gen MEFV geni
(Mediterranean Fever Gene) 16 numarali kromozomda lokalize olup (16p13,3) 10 ekzona
sahiptir ve 781 aminoasitlik pirin adi verilen bir proteini kodlar. Pirin, apopitotik ve
inflamatuvar sinyal yolunda fonksiyonu oldugu diisiiniilen bir proteindir [6-8]. MEFV
geninin irlinii olan pirin proteini interlokin 1 {iretimini inhibe eder. Boylece, MEFV
genindeki mutasyonlar Thl polarizasyonu ve interferon-y’nin artis1 ile seyreden
proinflamatuar bir siirece neden olur. Bu durumun tiiberkiilloz gibi intraselliiler
patojenlere karst bir koruyuculuk saglamasi beklenebilir [9]. Bu ¢alismayi, FMF
olgularinin yogun oldugu Sivas bolgesinde, MEFV gen mutasyonlarmin tiiberkiiloz
olgular ve saglikli populasyonda sikligini arastirmak ve tiiberkiiloz hastaligi i¢in MEFV
gen mutasyonlarinin koruyuculugunu degerlendirmek amaciyla yaptik.

Gere¢ ve yontem

Calismamizda Cumhuriyet Universitesi Gogiis Hastaliklar1 Anabilim Dali’na 2007-2009
yillar1 arasinda bagvuran, yeni tiiberkiiloz teshisi konmus 51 hasta (23 kadin, 28 erkek)
se¢ildi. Hasta grubunun olusturulmasinda, hastalardan ayri zamanlarda 3 ayri1 balgam
veya bronkoskopi yoluyla bronsial yikama o6rneginden elde edilen kiiltiirlerden (BD,
MGIT) en az birinin Mycobacterium tuberculosis kompleksi (MTC) agisindan pozitif
olmasi; Antitiiberkiiloz tedaviye radyolojik ve klinik belirgin iyilestirici yanitlar alinmasi
kriter olarak secildi. Hastalarin immiin yetmezlige yol acan bir hastalik ve ilag kullanim
Oykiisiine sahip olmamalarina dikkat edildi. Kontrol grubu goniilliliik esasina dayal
olarak ¢aligmamiza katilmak isteyen, herhangi bir sistemik hastalig1 ve tiiberkiiloz oykiisii
olmayan 57 kisiden (26 kadin, 31 erkek) olusturuldu. Bu kisilerin balgam kiiltiirlerinin ve
radyolojik bulgularmin tiiberkiiloz agisindan negatif olmasina dikkat edildi.

DNA izolasyonu QlAamp DNA mini (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) Kitleriyle
yapildi. Reverse-hybridization, FMF Strip Assay (ViennaLab Labordiagnostika, Vienna,
Austria) teknigi kullanilarak ¢alisma gruplar1 12 yaygin MEFV gen mutasyonu (E148Q
ekzon 2, P369S ekzon 3, F479L ekzon 5, ve M680I (G/C), M680I (G/A), 1692del,
M694V, M694I, K695R, V726A, A744S, R761H ekzon 10) agisindan tarandi. Bunun igin
FMF Strip Assay (Vienna Lab Labordiagnostika, Vienna, Austria) kiti kullanildi. Tiim
islemler iretici firmanin Onerileri dogrultusunda yapildi. MEFV genin amplifikasyonu
multiplex polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) metoduyla saglandi. Basarili amplifikasyon
elde edilen PCR firiinlerinin revers hibridizasyon analizi i¢in Reverse-Hybridization
(ProfiBlot T48, Tecan, Austria) cihazi kullanildi. Verilerin analizinde SPSS 15,0 paket
programi kullanildi. Non-parametrik degerlendirme i¢in bagimsiz ki-kare testi uygulandi.

Bulgular

Caligmamizda alelik bazda toplam mutasyon sayisi ve hasta ve kontrol grubunun
genotipleri tespit edildi. (Tablo 1, 2). Her bir mutasyonun tiiberkiiloz hastalar1 ve kontrol
grubundaki siklig1 degerlendirilip istatistiksel analizi yapildi (Tablo 3). Gruplarin yas ve
cinsiyet dagilimlari benzerdi (Tablo 4).

Hasta grubunda, bir hastada ¢ift mutasyon olmak iizere toplam 22 (%43,1) heterozigot

MEFV gen mutasyonuna rastlanirken, homozigot MEFV gen mutasyonuna rastlanmadi.
Bes hastada M694V/Wild type, 6 hastada E148Q/Wild type, 3 hastada P369S/Wild type,
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2 hastada M6801 (G/C)/Wild type, 1 hastada V726 A/Wild type, 3 hastada A744S/Wild
type, 1 hastada E148Q/A744S saptandi. Hasta grubunda toplam 21 hastada mutasyon
tespit edilirken 30 kiside mutasyon goriilmedi (Tablo 2).

Kontrol grubunda da homozigot mutasyona rastlanmazken, dort hastada ¢ift mutasyon
olmak {iizere toplam 29 (%50,8) heterozigot mutasyon tespit edildi. 4 kiside M694V/Wild
type, 8 kiside E148Q/Wild type, 1 kiside P369S/Wild type, 3 kiside M680I (G/C)/Wild
type, 3 kiside V726A/Wild type, 2 kiside A744S/Wild type, 1 kiside E148Q/A744S, 1
kiside M680I (G/C)/M694V, 2 kiside M6801 (G/C)/E148Q saptandi. Kontrol grubunda
toplam 25 bireyde mutasyon goriiliirken 32 kiside ise mutasyona rastlanmadi (Tablo 2).

Tablo 1. Tiiberkiiloz hastalar1 ve kontrol grubunda mutasyon oranlar1.

Grup Heterozigot mutasyon Homozigot mutasyon
Hasta 22 (%43,1) 0 (%0)
Kontrol 29 (%50,8) 0 (%0)

Tablo 2. Tiiberkiiloz hastalar1 ve kontrol grubunda MEFV gen mutasyonuna sahip
bireylerin genotipi.

Genotip Hasta n (%) Kontrol n (%)
M694V/Wild type 5 (%9,8) 4 (%7)
E148Q/Wild type 6 (%11,76) 8 (%14)
P369S/Wild type 3 (%05,8) 1 (%1,75)
M680I (G/C)/Wild type 2 (%3,9) 3 (%5,2)
V726 A/Wild type 1 (%2) 3 (%5,2)
AT744S/Wild type 3 (%5,8) 2 (%3,5)
M6801 (G/C)/E148Q 0 (%0) 2 (%3,5)
E148Q/A744S 1 (%2) 1 (%1,75)
M6801 (G/C)/M694V 0 (%0) 1 (%1,75)
Wild type/Wild type 30 (%58,8) 32 (%56)
Toplam 51 57

Tablo 3. Tiiberkiiloz hastalar1 ve kontrol grubunda MEFV gen mutasyonlarimin sikhgx.

Mutasyonlar Hasta Kontrol p degeri
M694V 5 5 p=0,625
E148Q 7 11 p=0,651
P369S 3 1 p=0,303
M6801 (G/C) 2 6 p=0,440
V726A 1 3 p=0,625
A744S 4 3 p=0,447
Toplam 22 29

p>0,05 (6nemsiz)

Mutasyon sayisi kontrol grubunda daha fazla (22/29) olmakla birlikte hasta ve kontrol
gruplar1 arasinda MEFV gen mutasyonlarinin dagilimi1 agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmadi. Calismamizda elde edilen veriler SPSS programina
yiiklenerek verilerin degerlendirilmesinde Ki-kare testi kullanilmis ve yanilma diizeyi
0,05 olarak alinmugtir.

Tablo 4. Tiiberkiiloz hastalar1 ve kontrol grubunun o6zellikleri.

Grup  Yas (ort) Erkek Kadin
Hasta 32,3+8,15 28(%54,9) 23 (%45,1)
Kontrol 29,8 +7,28 31 (%54,4) 26 (%45,6)
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Tartisma

Ailesel Akdeniz Atesi hastaligindan sorumlu MEFV genindeki herhangi bir mutasyon,
anormal pirin proteininin sentezine neden olmakta, inflamasyonun etkin olarak
baskilanmas1 miimkiin olamamaktadir [4, 9]. inflamasyonun hangi yolla baskilandig
tizerine yapilan ¢aligmalar sonucunda, pirinin apopitozisi uyardigina dair veriler elde
edilmistir [10]. FMF’deki inflamasyon Thl polarizasyonu gosterir. Defektif pirin Thl
baglantili  inflamasyonu inhibe edemedigi icin FMF hastalarinda IFNy
konsantrasyonlarmin daha yiiksek seyrettigi dne siiriilmektedir [11]. Interldkin 12 (IL-12)
ve 10 (IL-10) sirastyla Th1 ve Th2 tipi immiin yanitta temel rol oynarlar. IL-12 ve IL-18
FMF’te goriilen Thl polarizasyonunun olusumuna katkida bulunurlar ve patogenezinde
gorev alirlar. Inaktif hastalikta dahi IL-12 ve IL-18 in artmus diizeylerinin tespit edilmesi
bu unsurlarin ataklarin olmadigi hastalik donemlerinde Thl aktivasyonu ve subklinik
inflamasyona katildiklarin1 disiindiirmektedir [12]. FMF hastaligindaki inflamasyon Thl
polarizasyonu gdsterir. FMF’deki mutasyonlarin selektif bir biyolojik avantaj olusturmasi
konusu agikliga kavusturulmamis olmakla birlikte basta tiiberkiiloz basili gibi
intraselliiler bakteriler olmak {izere bazi patojenlere karsi daha iyi bir savunma diizenegi
kurulabildigi hususunda degisik diislinceler ileri siiriilmektedir [13].

Pirin proteini IL 1 iiretimini inhibe etmektedir. MEFV geninde olast mutasyonlar IL 1
aktivitesinin artmasi ve Thl polarizasyonuna neden olur. Bu durumun tiiberkiiloz gibi
intraselliiler patojenlere kars1 bir koruyuculuk saglamasi beklenebilir [14, 15]. Tiiberkiiloz
hastalar1 i¢in yaptigimiz FMF mutasyon taramasi, tiiberkiiloz hastalarindaki mutasyon
siklig1 ile Sivas bolgesindeki normal populasyondaki mutasyon siklig1 arasinda anlamli
bir farklilik ortaya koymamaktadir. Bu nedenle tiiberkiiloz hastaligmna yakalanma ve
basilin organizmada yerlesimine karst FMF mutasyonlarmin koruyuculuk sagladigi
sOylenemese de bu mutasyonlarin hastaligin seyrine doniik etkileri olabilecegi
unutulmamalidir. Tiiberkiiloz veya benzeri intraselliiler patojenlerle olugan bir hastaligin
varliginda viicudun kendi savunma mekanizmalari devreye girmektedir [16]. Bu tiir
hastaliklar her bireyde farkli seyir gostermektedir. MEFV gen mutasyonlariin insan
bagisiklik sisteminde olusturdugu degisiklikler konusunda kayda deger oranda bilgi
mevcuttur. Sonug olarak, FMF hastalar1 ve tasiyicilarinda (heterozigot mutasyon) Thl
agir1 salinimi olmakta, Th1 ise IL2, INF ve TNF gibi proinflamatuar sitokinler iiretmekte
ve hiicresel immiinite artmaktadir [17]. MEFV geni INF aracili inflamasyonda rol
oynamakta olup MEFV fonksiyonlar1 Thl i¢in negatif feedback saglamaktadir [18]. Ote
yanda, her iki hastaligin da AA tipi amiloid birikimine yol agmasi ilgingtir [19]. Caligma
stiresince ikisi tiiberkiiloz komplikasyonlar1 olmak iizere kaybedilen 5 hastada FMF
mutasyonu saptanmamisti. Calismamiz FMF mutasyonlarinin tiiberkiiloz hastaliginin
olusumuna kars istatistiksel olarak anlamli bir etkisi olabilecegini diisiindiirmemektedir.
Ancak bu mutasyonlarin sagladigi immiin degisikliklerin hastaligin seyrine etkili olmasi
muhtemeldir. MEFV gen mutasyonlarinin tiiberkiiloz hastaliginin seyrine doniik olasi
etkilerini arastirmak igin mutasyon tespiti yapilan tiiberkiiloz hastalarinda tiiberkiiloz
hastaliginin klinik siirecinin degerlendirildigi ayrintili ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir.
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