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OZET

Bu c¢alismanin amaci; Akut Apandisit olarak degerlendirilen ve Appendektomi uygulanan
hastalarda DNA sekans analizi metodu ile FMF mutasyonu sikligin1 belirlemektir. Bu ¢alisma
icin Apendektomi operasyonu ge¢irmis olan 51 kisi rasgele secildi. Apendektomi
materyalinin patolojik olarak degerlendirme sonucuna gore iki gurup olusturuldu. Grup 1,
“Akut Apandisit ve Periapandisit” (31 kisi) olarak, Grup 2, “Reaktif Lenfoid hiperplazi ve
diger” (20 Kisi) olarak tanimlandi. DNA Sekans Analizi ABI PRISM 310 Analyzer cihazi ve
ticari kit kullanilarak caligildi. Her bir hastanin DNA 6rneginde Exon 2 ve Exon 10 taranarak
tiim mutasyonlar arastirildi. Hastalarin 28’inde (% 54,9) mutasyon bulunurken 23’tinde (%
45,1) mutasyon bulunmadi. Exon2’de saptanan mutasyonlar: 6 hastada (% 23.1) E148Q
mutasyonu mevcut iken, 19 hastada (% 73.1) R202Q mutasyonu mevcut idi. Bir hastada ise
hem E148Q hem de R202Q mutasyonu mevcut idi (% 3.8). Exon10’da bulunan mutasyonlar:
1 hastada; hem M680I hem de V726A, 1 hastada M694I, 1 hastada ise M694V mutasyonlar1
idi. FMF hastalarinda goriilen; karin agrisi, ates, l0kositoz gibi nonspesifik sikayet ve
bulgularla seyreden ataklar “Akut apandisit” olarak degerlendirilebilmekte ve “Apendektomi”
ile sonug¢lanabilmektedir. Klinik tablonun hafif veya siddetli oldugu farkli mutasyonlar varligi
hastaligin daha detayli ve giivenilir tan1 yontemleri kullanilarak arastirilmasmi gerekli
kilmaktadir. DNA Sekans Analizi bu noktada altin standart olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
FMF ve Akut Apandistin aymrict tanisinin yapilmasit hem FMF hastalarinin dogru tedavi

edilmesini saglayacak hem de gereksiz Apendektomi yapilmasini 6nleyebilir.

Anahtar Kelimeler: Akut Apandisit, DNA Sekans Analizi, FMF (Ailevi Akdeniz Atesi)
Sayfa sayisi: 40

Damsman: Doc. Dr. Ahmet CELIK
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DUE TO HAVE BEEN OPERATED IN PATIENTS WITH A SEQUENCE ANALYSIS
METHOD APPENDICITIS DNA WiTH FMF
(FAMILIAL MEDITERRANEAN FEVER) INVESTIGATIiON OF MUTATION
FREQUENCY

Master Thesis

Mehmet Aydin DAGDEVIREN
ABSTRACT

The aim of this study is determine the prevalence of FMF mutations by using the DNA
sequence analysis method in persons had been subjected to appendectomia because of acute
appendicitis diagnosis. Fifty one person had been subjected to appendectomia were randomly
selected for this study. Subjects divided to two groups according to post operational
pathological findings. Group 1 was described as “Acute Appendicitis and Periappendicitis”
(31 subjects) and Group 2 was described as “Reactive Lymphoid hyperplasia and others” (20
subjects). DNA sequence analysis was studied by using commercial kid and an automatized
anlayzer (ABI PRISM 310 Analyzer 310). All mutations were researched in Exon 2 and Exon
10 in DNA samples of each subjects. Mutations were found in 28 of patients (54,9 %) and not
found in 23 of patients (45,1 %). Mutations in Exon2: E148Q mutation was found in 6
patients (23,1 %) and R202Q mutation was found in 19 patients (73,1 %). Both E148Q
mutation and R202Q mutation were found in 1 patient (3,8 %). Mutations in Exonl10: Both
M6801 and V726A mutations in 1 patient, M6941 mutation in 1 patient and M694V mutation
in 1 patient. Findings may be seen in patients with FMF such as abdominal pain, fever and
leukocytosis, may be evaluated as acute appendicitis and they may be resulted by
appendectomia. As there are different mutations with different clinical features, disease
should be searched with more detailed and credible methods. DNA sequence analysis is the
gold standard on this point. To do differentiation of diagnosis of FMF and Acute Appendicitis

may prevent inaccurate appendectomia operations

Keywords: Acute Appendicitis, DNA Sequence Analysis, FMF (Familial Mediterranean
Fever)
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1. GIRIS VE AMAC

Daha oOnce yapilmis calismalarda Akut Apandisit olarak degerlendirilen ve
Apendektomi uygulanan hastalarm bir kisminda histopatolojik tani sonucglarmin  Akut
Apandisit ile uyumlu olmadig1 ve sonraki degerlendirmelerde bu hastalarm FMF (Ailevi

Akdeniz atesi) vakalar1 olduklar1 anlagilmistir.

FMF olan hastalarda goriilen karm agrisi, ates, kusma gibi Ozellikler Akut
Apandisitteki klinik bulgulara benzemesi nedeniyle Akut apandisit olarak degerlendirilmekte
ve Apendektomi uygulanmaktadir. Bu konuda yapilan onceki calismalarda FMF’in ayirict
tanis1 klinik bulgulara ve rutin laboratuar testlerine dayanilarak yapilmistir. Bazi ¢alismalarda

da FMF mutasyonlarmi belirlemek i¢in Strip testi kullanilmistir.

DNA sekans analizi FMF mutasyonlarmi belirlemede ve tan1 konulmasinda su an igin
en gegerli testtir. Bu amag icin DNA sekans analizi tarafimizdan ilk defa kullanilmigtir. FMF
ve Akut Apandistin ayirict tanisinin yapilmasit hem FMF hastalarinin dogru tedavi edilmesini

saglayacak hem de gereksiz Apendektomi yapilmasini 6nleyecektir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. FMF (Ailevi Akdeniz atesi)

FMF, Dogu Akdeniz Havzasinda yasayan bolge halklarinda 6zellikle Tiirk, Yahudi ve
Ermeni toplumlarinda sik gériilen, ayn1 zamanda Yunan, Italyan, Ispanyol ve Japon gibi diger
toplumlarda da gozlenmis otozomal resesif gecisli genetik bir hastaliktir (1). FMF klinik
olarak donem donem tekrarlayan 38-40 dereceye varan ates, peritonit, plevrit ve 6zellikle diz

bilek ve dirsekleri tutan akut sinovit ile birka¢ giin devam eden bir hastaliktir.

2.1.1. Etyoloji ve patogenez

FMF hastaligina neden olan pyrin proteini normalde inflamasyonu kontrol altinda
tutan bir gendir. 1992 yilinda 16. kromozomun kisa kolu tizerinde (16p13.3) lokalize oldugu
saptanan MEFV geninin iki ayr1 konsorsiyum tarafindan 1997 yilinda molekiiler dizisi
bulunmustur (Sekil 1) (2). Bu nedenle bu proteinde olusan bir mutasyon inflamasyonu kontrol
edememekte ve otozomal resesif gegisli genetik bir hastalik olan FMF’e neden olmaktadir.
Eklemlerde olusan travmalar ve diger etkenlerle olusan influmatuvar yanit normal pyrin
varliginda inhibe edilirken FMF’li hastalarda bu mekanizmanin kontrol edilemedigi
diistiniilmektedir (3). Buna bagl olarak MEFV geninin kodladig1 pyrin proteini tam olarak
anlagildigi zaman FMF patogenezi ¢oziilebilecektir. Notrofiller akut inflamasyonun ana
hiicreleri oldugundan, pyrinin bu hiicrelerdeki rolii 6nemli olabilir. Burada diger énemli bir
nokta ise sudur; sinovyal ve peritoneal hiicrelerdeki pyrin ekspresyonunun yetersizligi bu

proteinin doku spesifik tarzda etkili olmadigini gostermektedir (4).

Pyrinin gbrev yapamamast sonucu olusan kontrolsuz notrofil aktivasyonuna ve bu
hiicrelerin serdzal bolgelere ge¢mesine neden olabilir, ancak bu hiicrelerin serdzal bolgelere
ni¢in gidip konuslandig1 heniiz netlik kazanamamistir. 2014 yili FMF veri tabaninda 302 gen
degisimi bildirilmistir (5).

Bu mutasyonlarm biiyiik ¢ogunlugu missense mutasyonlardir yapilan c¢alismalarda
oncelikle ic major mutasyon (M680I, M694V ve V726A) klinikle iligkili oldugu tesbit
edilmistir (6-8).
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DNA: 14600bp, mRNA: 3499bp, Protein: 781aa
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Sekil 1: MEFV Geni iizerinde Exon bolgelerinde bulunmus olan mutasyonlar

Ozellikle M694V mutasyonunun homozigotlugu, hastaligin agir seyretmesinin ve bu

mutasyona sahip bireylerde amiloidoz sonucuna neden olmaktadir(7-9).

2.1.2. Klinik bulgular

Hastalik atesli, agrili ataklarla belirgin olup 38,5-40 C° arasindaki yiliksek atese,

periton, plevra ya da sinovyum ser0z membranlarindan birinde olusan inflamasyonun neden

oldugu ciddi karin, gogiis veya alt ekstremitenin genis eklemlerinden birinin agrisi eslik eder.

FMF hastalar1 klinik olarak iki fenotipe ayrilir. Birinci fenotipte hastalarin genelinde ates,

karin agris1 ve inflamasyon ataklar1 gibi semptomlar gozlendikten sonra amiloidoz gelisimi

goriilmektedir. ikinci fenotipte ise FMF semptomlari ortaya ¢ikmadan ileriki yaslarda (13-15

yas) renal amiloid gelistigi gozlenmektedir. Bu hastalarda amiloidoz olusana kadar hastalik

asemptomatiktir (9,10).

Ataklar ¢ogunlukla 1 ila 3 giin aras1 siirer ve hastalarm yaklasik %50 ‘si yilda 10 ila

30 defa bu atagi gegirir. Hastalarin %75°1 ilk 10 yasta, %80’1 ilk 20 yilda atakla karsilasir, 40

yasindan sonra ilk atak ¢ok seyrek olarak goriiliir (10,11).



Geng yasta hastaligin baslamasi, klinik olarak 1y1 seyirli bir hastaliga isaret eder. FMF
hastalarinin yaklasik olarak %90’inda ates goriiliir. Atak siiresince ates genellikle 38
dereceden ytiksektir. yiiksek atesin 24 saat igerisinde normale dondiigli gibi birkac saat ila 4
gilin kadar stirebilir. Ancak Kolsisin kullanan hastalarin bir kismi atessiz olarak da ndbet

gecirebilirler (12).

Plevral Atak FMF’li hastalarin ¢ogunda goriilen semptomdur. Bu ataklar akut sekilde
geliserek solunum seslerinde azalma ile kendini gosterir. Bazen Kalp ve go6giis agrisi
gozlenerek, kisa siirede semptom kendiliginden kaybolur (13). Artikiiler Ataklar FMF’ de en
cok goriilen ikinci semptomdur. Akut olarak yiiksek ates esliginde genelde 24 saat siirer.
Genellikle diz ve ayak bilegi kismen omuz dirsek ve el bilegi gibi bolgeleri tutar ve 24 ila 48
saat icerisinde kaybolur (14). Tutulan bdlgeler oldukc¢a agrili olup ve eklem hareketlerini
kisitlayabilir. Ataklar hafif travmalarda ve yogun efor sarf edilen yiiriiyiislerle daha ¢ok

ortaya ¢ikar. Synoviyal siv1 steril ve notrofil igerigi agisindan oldukga zengindir.

FMF hastalarinda nadir olarak goriilen semptom perikarditdir. Bunun ataklar1 da 1-3
giin igerisinde kendiliginden kaybolur (13). Eklem agris1 ise genelde ayak bilegi ya da dizde
olur. Agr ile birlikte bazen eklemde sislik ve (erizipel benzeri eritem denen FMF'e 6zgii)
kirmiz1 dokiintiiler de olabilir. Eklem tutulumu karin vb. diger tiir tutulumlardan daha uzun
siirer, fakat bir haftada iyilesir. Vaskiilite bagli olarak da kanama gibi GIS belirtileri
olusabilir. Nadir goriilen bulgular arasinda bacak agrilari, perikardit, miyozit, menenjit, orsit
de yer alir. Eklem bulgulari, myozit ve orsit genelde ¢ocuklukta goriiliir, yas biiylidiikce

giderek bu bulgular daha az goriiliir

Amiloidoz olusumunu saglayan Nefropatik Amiloid-A FMF’in en ciddi ve dliimciil
komplikasyonu olusturan tipi dir. Tedavi edilmeyen hastalarin ¢ogunda 40 yasma kadar

amiloidoz olusur (15).



2.1.3. Laboratuar bulgular

Hipergamaglobulinemi (Ozellikle IgA ve IgD). IgA ve IgD mukozal immunite
iizerinde kritik rolii bulundugundan yiiksekligi FMF hastaligi hakkinda bize yol
gostermektedir. C3 ve C4 yiiksekligi nedeni agiklanmayan, 6dem veya SLE gibi_otoimmiin
bozukluk belirtileri oldugunda kompleman testi istenebilir. Inflamasyonda, eritrosit
sedimantasyon hizi (ESR) ve C-reaktif protein (CRP) gibi diger belirteclerden once
kompleman diizeyleri yiikselebilmektedir. Lokositoz ve periferik yaymada sola kayma

enfeksiyonun sidderti hakkinda bilgi verir (16-19).

Bazi durumlarda kompleman diizeylerinin azaldig:1 goriilebilmektedir: bunlar;

e Yinelenen mikrobik enfeksiyonlar (genellikle bakteriyel)

e SLE ve vaskiilit dahil olmak {izere otoimmiin hastaliklar

o Kalitsal anjiyo6dem

e Edinilmis anjiyo6dem

e Glomeriilonefrit, lupus nefriti, membrandz nefrit, IgA nefropatisi gibi degisik tipte
bobrek hastaligi

e Beslenme bozuklugu

e Septisemi

Ataklar swrasinda gecici proteiniiri ve mikroskopik hematiiri goriilebilir. Tam idrar
tetkiklerinde mikroskobik olarak bol eritrosit, bol protein ve bazen kalsiyum oxzalat
kristalleri de goriilebilmesi miimkiindiir. Ozellikle devam eden proteiniiri, Amiloidozisin
habercisidir Atak sirasinda; akut faz proteinlerinden C-reaktif protein, serum amiloid A, ve
fibrinojen ytikselir. Eritrosit sedimentasyon hizi gec yiikseldiginden pek yardimci degildir
(16-19).

e Duedonum, rektum, minor tiikrilk bezi, bobrek biyopsileriyle, amiloidoz gelisimi

arastirilabilir.

o DNA testi ile FMF genlerine (MEFV) bakilabilir. Tantya yardimcidir ve hastalik seyri
hakkinda bir fikir verebilir. Ancak bu genlerin tasmmamasi, hastalik oldugunu
gostermez. Hastalik tanisi, ataktaki klinik bulgularla konur; laboratuar testlerle

desteklenir.



o Eklem sivisi, inflamatuar 6zelliktedir (septik degil).

o Atak swrasinda karin, akciger, skrotum veya kalbe ait goriintiilemeler, diger tanilar1 ve

durumlar1 dislamak i¢in yapilir (15,16).

2.1.4. Tani ve aviricl tani

FMF, klinik tanm kriterlerine ve molekiiler yontemlere bakilarak tedaviye baslanan bir
genetik hastaliktir. Klinik taniy1 koyma yOniinde gelistirilmis olan {i¢ farkli kriterler grubu
vardir. Bunlardan en gegerli ve kullanisli olan Tel-Hashomer tani kriterleridir (16,17). FMF

tanis1 i¢in kullanilabilecek spesifik bir test olmadigi i¢in klinik tani kuraldir.

Uygun klinik bulgular uygun etnik gruptan olma, kolsisine yanit ve bagka bir nedene
bagli olmayan AA tipi amiloidoz, tam1 i¢in 6nemlidir. MEFV geni mutasyonu, sadece
siiphelenilen hastalarda taninin desteklenmesi i¢in kullanilir. Mutasyonlarin gdsterilmesi FMF
tanisin1 gostermez.. Ailesel Akdeniz Atesi tanisi i¢in klinigin olmasi gerekir. Bununla birlikte
kolsisin tedavisine cevap veren FMF hastalarimdan MEFV geni mutasyonlari
gosterilemeyenler de vardir (17). FMF i¢in ilk tam kriterleri 1967°de Sohar ve ark.(30)
tarafindan tanimlanmistir. Sonrasinda Livneh ve ark.(18) tarafindan Onerilen kriterler

gelistirilmistir.

Tel-Hashomer kriterleri. Yalgin kaya ve Ozen’in FMF’da yeni tam kriterlerinin
gozden gecirilmesi ¢alismast son donemdeki en 6nemli tanisal calismadir (19). Bu calisma
Tel-Hashomer kriterlerinin ¢ocuklarda tanisal yaklasimda eksiklikleri nedeniyle yapilmis

olup, hastalarm klinik tan1 almasmi kolaylastirmistir.

2.1.5. Tel-Hashomer tani kriterleri

Major kriterler:

* Peritonit, plevrit veya sinovitin eslik ettigi tekrarlayan ates epizodlar1
* Nedensiz AA tipi amiloidoz

« Siirekli kullanilan kolsisin tedavisine 1yi yanit



Minor kriterler:

* Tekrarlayan atesli ataklar
* Erisipel benzeri eritem
* Birinci derece akrabalarda FMF 6ykiisii

Hastada 2 major veya 1 major ve 2 mindr kriterin mevcut olmasi durumunda kesin
tan,, 1 major ve 1 minor kriterin bulunmasinda ise muhtemel tani koyulur ve hastanin
kolsisine cevap verip vermemesine gore kesin taniya gidilir (20). Yiiksek ates ve karin agrisi,
akut apandisit basta olmak iizere tiim akut karmn nedenleri ile karisabilir. Tekrarlayan karin
agris1 ataklary, tekrarlayan pankreatit, porfiri ile karigtirilabilir.

Plevral ataklar tekrarlayan pulmoner emboli sistemik lupus eritematozus (SLE) gibi
otoimmiin hastaliklar veya enfeksiydz nedenlerle ayirici tamya girer. Eklem bulgularinin
varliginda palindromik romatizma, septik artrit ve kristalvartropatiler mutlaka diglanmalidir.
Cocuklarda, juvenil idiopatik artrit, akutromatizmal ates, SLE, PAN ve HSP diisiiniilmesi
gereken hastaliklardir (21).

Ozellikle gocuklarda olmak iizere bazi hastalarda FMF yalnizca artrit ataklar1 ile de
presente olabilir. Beta hemolitikstreptokok enfeksiyonunun sik goriildiigii Dogu Akdeniz
iilkelerinde, FMF hastalarina yanhslikla Akut Romatizmal Ates (ARA) tanis1 konulmaktadir
(22). Onceden yanlis tam1 alan hastalarin ¢ogunda bu nedenle amiloidoz siklig1 yiiksektir.
Herediter periyodik ates sendromlar1 FMF disinda, Tiimor Nekroz Faktor reseptorile iligkili
Periyodik Sendromu (TRAPS),Hiperimmunoglobulin D Sendromu (HIDS), Muckle-Wells
Sendromu (MWS), Ailesel Soguk Urtikeri (FCU), Kronik Infantil Nérolojik Kutandz ve
Eklem Sendromu (CINCA) ve Periyodik Ates,Aftoz Stomatit, Faranjit ve Adenopati
(PFAPA) Sendromunu igerir. FMF’m bu hastaliklardan ayirici tanismin yapilmasi
gerekir. TRAPS, otozomal dominant bir hastaliktir ve TNF-alfa reseptoriinii kodlayan gen
TNFRSF1-A) mutasyonu ile meydana gelir (23-24).

Tipik klinik bulgulari, karin agrisi, kas agris1 ve gezici tarzda rastir. Ataklar sirasinda
gogiis agrisy, skrotal agri, artrit, konjuktivit veperiorbital 6dem de olabilir. Onceleri ailesel
Irlanda atesi olarak isimlendirilen TRAPS ataklar1 FMF ataklarindan daha uzun siirer.
Genellikle 1 haftadan uzun olup, 3 haftaya kadar uzayabilir (24). Tedavide kortikosteroid,
etanersept, [IL—1 blokerleri kullanilmaktadir. HIDS, otozomal resesif kalitilan otoinflamatuvar
bir hastaliktir ve Mevalonat kinazi kodlayan gende mutasyon sonucu gelisir. Klinik bulgulari
ates, karin agrisy, artritve cilt dokiintiistidiir. Karakteristik olarak Ig Ddiizeyi siirekli yiiksektir

ve ataklar sirasinda idrar mevalonik asit (MV A) diizeyinde artis olur (25).



Peritonit olmamasi, servikal lenf nodlarini tutmasi ve ciltte yaygmn ras bulunmasi ile
FMF’dEn ayrilir.FCU, CIASI (Sogugun indiikledigi Oto inflamatuvar Sendrom) genin
mutasyonu ile iliskili, tekrarlayan iirtikeryal dokiintiiler ile karakterize bir hastaliktir. FCU’da,
soguga maruziyetten birkac saat sonra dokiintii olurve ataklar bir giinden daha kisa siirer.
MWS’de ates ve lrtiker ile birlikte artrit de goriilebilir. Ataklar 1-2 giin siirer. CINCA, nadir
goriilen neonatal baslangicli, dokiintli norolojik hastalik ve artrit ile karakterize ¢ok siddetli
seyreden bir hastaliktir.

PFAPA sendromun da ates ataklar1 1-2 giin siirer. Farenjit, tonsillit ve bogaz iilserleri
kolsisin tedavisine cevap vermeyip, kortikosteroide dramatik yanit vermesi ile FMFD’den

ayrilir(26).

2.1.6. Tedavisi

1973 yilina kadar FMF’e yonelik yapilan tedaviler agriy1 azaltmak veya kesmek
islemlerinden  Gteye  gidilememistir.  Ancak  Kolsisinle tedavi, 1972  yilinda
Goldfinger(1)tarafindan Onerilmis ve 1974 yilinda Zemer ve ark(16)’nin caligmalariyla

gilinlimiize kadar en gecerli kullanilan yontem olmustur.

Kolsisin, yiiksek konsantrasyonlu notrofil mikrotiibiillerini tespit ederek yeni
mikrotiibiillere polimerizasyonu, hiicre i¢i tasinimi, mitozu, yangi aract salinimini ve
kemotaksisi Onler. Lokosit hiicrelerinin inflamasyon bdlgesine girmesini engeller (27,28).
FMF ataklarinin 6nlenmesinde 1972°den beri kolsisin kullanilmaktadir. 1974’de Zemer ve
ark.(16) yaptig1 cift-kor bir calismayla da etkinligi gosterilmistir. Kolsisin, metafazda
mikrotiibiil sistemini inhibe ederek, monosit ve nétrofi 1 kemotaksisini azaltir. Lokosit cAMP
diizeyini artirarak lizozomal degranulasyonu inhibe eder. Hastanin yasi, kilosu ve hastalik
siddetine bakilmaksizin onerilen profi laktik kolsisin dozu 1-1,5 mg/giindiir. Daha yiiksek

dozlari boliinmiis dozlarda verilmesi uygundur.

Genelde 2 mg/giin dozu etkin olamiyorsa daha yiiksek dozlarda etkisiz olacaktir. Bu
durumda kolsisin direncinden bahsedilir. Kolsisin ile hastalarm %75’inde tam remisyon
saglanir iken, %95’inde ise belirgin iyilesme goriiliir (29,30). Karmn agris1 ve plevral ataklar
kolsisine iyi yanit vermesine karsin eklem bulgular1 tedaviye direnclidir. Kolsisin alinmamasi
ataklarin baslamasma neden olabilir. Akut atakta kolsisin disinda indometazin gibi NSAII’ler

de kullanilabilir.



Steroidler FMF ataklarinda etkisiz olup ayirici tanida kullanilabilir. Ancak hastaliga
ikincil olarak ortaya ¢ikan vaskiilitlerde tedaviye steroid eklenmelidir. PAN gelisen hastalarda
siklofosfamid gibi immiin baskilayici ilaglar kullanilmalidir. Kolsisin ataklar1 onleme diginda

amiloidoz gelisimini de onler (30).

Israil’de yapilan bir ¢alismada 11 yillik takip sonunda kolsisin alan hastalarin ancak
%2’sinde amiloidoz gelisirken, 9 yillik takipte kolsisini diizensiz kullanan veya hig
kullanmayan hastalarin %49’un da amiloidoz gelismistir (30). Bu nedenle, kolsisine direngli

ataklar1 olan hastalar bile kolsisin almaya devam etmelidirler.

Serum kreatinin diizeyi 1,5 mg/dI’nin altinda olan ve diizenli 1,5 mg kolsisin kullanan
hastalarda kolsisinin amiloidoza bagl proteiniiriyi ve bobrek fonksiyonlarindaki bozulmay1
yavagslattig1 ve hatta gerilettigi bildirilmistir (30).

Kolsisin hamilelik sirasinda mutlaka kullanilmalidir. Hamilelik sirasinda kolsisin
kullanan hastalarda risk analizi yapilarak 5. ayda (20. hafta) amniyosentez yapilmasi
onerilmelidir. Son donem bobrek yetmezligi gelisen hastalarda diyaliz yapilmalidir. Renal
transplantasyon, amiloidoz ile iliskili son donem bobrek yetmezligi olan hastalar igin 1yi bir
tedavi secenegidir. Transplantasyonun uzun donem sonuglar1 genel transplantasyon
popiilasyonu ile benzerdir. Ancak, kolsisin tedavisi almayan hastalarda amiloidoz tekrarlar
(30). Daha o6nceki gozlemlere dayanilarak FMF amiloidozuna bagli son déonem bdbrek
yetmezligi olan hastalarda stirekli ayaktan periton diyalizinin abdominal ataklar1 artirdig: ileri
siriilmiigtir (31). Eklem tutulumunda konservatif yaklasim yeterli olur. Kolsisin ve
NSAIl’lere yamtsiz inat¢1 eklem tutulumunda eklem ici steroid tedavisi ve sinovektomi
denenebilir. Kalca tutulumunda aseptik nekroz ve eklem yikimi siktir ve kalga protezi

gerekebilir.

Kolsisine yanitsiz olgularda ise interferon-alfa (IFN-o), talidomit gibi ilaglarin
kullanilabilecegine dair calismalar vardir. Ulkemizde kolsisine direngli 7 hasta ile yapilanbir
calismada toplam 21 atak izlenmis ve bu hastalara IFN-o tedavisi verilmistir. 21 ataktan
18’inde kontrol saglanmuis, ataklar ortalama 3 saat stirmiistiir (32,33). Ancak heniiz bu konuda
kesin bir bilgi yoktur. Talidomit, kemotaksisi ve TNF-a iiretimini selektif olarak inhibe eden,

monosit fagositozunu azaltan bir ilagtir.



Periferik noropati ve teratojenite gibi toksik etkilerinden dolayr klinik kullanimi
smirhdir. 2 mg/giin kolsisin tedavisine direncli FMF hastalarinda tedaviye talidomit
eklenmesi ile ataklarin sikliginda azalma oldugu gosterilmistir (34). IL-1 ve TNF, FMF
hastalarinda yiikselen major proinflamatuar sitokin olmasi1 nedeniyle gilincel tedavi
yaklagimlar1 IL—1 antagonistler ve anti TNF tedaviyi igermektedir. TNF’nin patogenezdeki
rolii agik oldugundan anti-TNF tedavisi ¢esitli caligmalarda kullanilmis ve Onerilmistir.
Ulkemizden bildirilen bir vakada, kolsisin, steroid, hidroksiklorokin, metotreksat tedavisine
cevap vermeyen kronik kalga artriti olan FMF hastasinda infliksimab tedavisi sonrasi hizli bir
klinik ve laboratuar yanit alinmistir (35). Pirin proteini tarafindan iretilen IL-1f’nimn
patogenezdeki onemi bilinmektedir. Rekombinan IL—-1 antagonisti olan anakinra tedaviye

direngli FMF hastalarinda kullanilmis ve dnerilmistir (36).

2.2. Apandisit

2.2.1. Etvolojisi

Insan anatomisinde apandis (appendix vermiformis), ¢ekuma bagli, ucu kapali tiip.
Embriyolojik olarak ¢cekumden gelisir. Latince "vermiform" kelimesi "solucanimsi goriinen"
anlamina gelir. Cekum karin boslugundaki ilk kese tiiri yapidir. Apandis, kalin bagirsak ve
ince bagirsagin karsilastigr noktanin hemen yaninda kese seklinde bir yapidir. Apandis, insan
tiirtinde sindirim organi olarak bir islev gérmemektedir ve evrimsel siirecte yavas yavas yok

oldugu diisiiniilmektedir (37-39).

Akut apandistiteki en onemli neden liimen obstriksiyonudur. Fekalitler, apendisyel
liimenin obstriksiyonunun sik rastlanan nedenidirler. Daha aza nedenler ise sirasiyla lenfoid
dokunun hipertrofisi ve radyolojik tetkiklerden sonra alinan baryumun tikamasidir. Timor ve
meyve c¢ekirdekleri intestinal parazitlerdir. Obstriksiyon sikligi, influmatuvar olayimn siddetiyle
artar. Apendikis te dahil olmak iizere tiim gastrointestinal sistemdeki tiim mukoza kan
dolasimindaki bozukluklara ¢ok duyarhdir (38,38). Bu nedenle influmatuvar hadisenin daha
ilk donemlerinde mukozal biitlinliik bozulur ve bakteriyel invazyon’a neden olur. Apandisit
teki progresif distinasyon ilk olarak vendz doniisimii ve arteryel akimi bozacak duruma
gelince kan akisi en zayif olan bolge etkilenir. Bakteriyel inflamasyon ilerleyince perforasyon

olusur. Buna karsin baz1 apendisit ataklar1 kendiliginden de 1yilesebilir (39,40).
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2.2.2. Patogenez

Akut apendisitteki en Onemli nedensel faktor liimen obstriksiyonudur. Fekalitler,
apendisyel liimenin obstriksiyonunun sik rastlanan nedenleridir. Daha az rastlanan nedenler
ise strasiyla lenfoid dokunun hipertrofisi, daha once yapilmis olan radyolojik tetkiklerden
sonra baryumun tikamasi, tiimorler, sebze ve meyve ¢ekirdekleri ile instestinal parazitlerdir.
Basit akut apendisitlerin %65 inde ve reptiire olmus gangrendz apendistlerin yaklasik

%90’ nda fekalitler bulunur (39,40).

Apendiks limitlerinin proksimal obtruksiyonu bir kapali loop meydana getirir ve
apendisyel mukozanin normal sekrasyonu hizli bir bicimde apendisyel distasyon olusturur.
Normal bir apendiksin liimen kapasitesi yaklasik 0.1 mL dir. Obstiiksiyon diatlindeki 0.5 mL
lik ¢cok bir sekresyon bile kapali loop haline gelmis olan apendikdiks i¢indeki liimen igi
basinci yaklasik 60 cm H2O seviyesine kolaylikla ¢ikar.

Apendiksin distinasyonu, vizeral afferen gergin sinir lifi uclarini uyarir ve orta
abdomende ve alt epigastriumda net lokalize olmayan, kiint, difiiz bir agr1 olusur. Anti
distinasyonla peristatizm de uyarilir, sonu¢ olarak apendisitin erken safasinda vizeral agriya
kramp tarzinda agr1 da eslik edebilir. Distinasyon devam eden mukozal sekresyonla ve
apendiks icerisinde bulunan bakterilerin hizli ¢ogalmasiyla devam eder. Bu biiyiikliikteki
distinasyon siklikla refleks bulant1 ve kusma yapar ve difuz vizeral agr1 daha siddetli hale
gelir. Organ i¢indeki basing arttikca, vendz basing yiiksek seviyelere ¢ikar. Kapillerler ve
veniillerin tikanmasi ancak arter kan akimi devam etmesi engorjman ve vaskiiler konjesyonla
sonuglanir. Kisa siire sonra inflamasyon olaymni apendiksin serozsasi ve dolayisiyla o
bolgedeki periyatel periton da katilir ve bunun sonucunda karin agrisi karektersitik olarak sag
alt kadrana dogru kayar (37-40). Apendiks de dahil olmak {izere gastrointestinal sistemdeki
tiim mukoza kan dolasimindaki bozukluklara ¢ok duyarlidir ki mukozal biitiinliik bozulur ve
bakteriyel invazyona izin verir. Apendiksteki progresif distinasyon ilk olarak vendz dontisii
ve sonra arterial akimi bozacak boyuta gelince, kan dolasimi acisindan en zayif olan alna en
cok etkilenir, antimezanterik kenarda elipsoid infarktlar meydana gelir. Distinasyon bakteriyal
invazyon, kan dolasimi bozulmasi ve infarksiyon ilerlediginde genellikle antimezenterik
kanardaki infartkte alanlardan birisinde perforasyon olusur. Perforasyon, ¢apin intraluminal
basinca etkisinden dolay1 genellikle u¢ kisim yerine obstriiksiyon noktasinin hemen ilerisinde

olusur (40,41).
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2.2.3. Klinik bulgular

Akut apandistin temel semptomu karmn agrisidir. Klasik olarak agri1 baslangicta asagi
epigastrium ve ya umblikal bdlgede yerlesik diffiiz, orta siddette ve siireklidir. Bazen bu
agrinin tlizerine aralikli kramplar da eklenebilir. Bir ila 12 saat arasinda degisebilen bir siire
icerisindeki genellikle bu siire 4 ile 6 saattir, agr1 sag alt kadrana lokalize olur. Her ne kadar
klasik agr1 swralamasi bu sekilde ise de bu dururm degismez degildir. Kimi hastalarda
apendisit agris1 sag alt kadranda baslar ve hep orada kalir. Apendiksin anatomik yerinin
farkliliklar gdstermesi, agrinin somatik somatik faziin baslica goriildiigii yerde varyasyonlara
neden olur. Ornegin distal ucunda inflamasyonu olup sol alt kadranina uzanan bir apendisit
vakasinda agr1 bu bolgede ortaya cikar; retrogcekal bolgede buluna bir apendiks esas olarak
kasik veya arka agrisina yol agar; pelvik bir apendiks baslica suprapubik agriya; retroileal
bolgede buluna bir apendiks ise lireteri ve ve spermatik arteri irrite etmesi sonucunda
testikiiler agriya neden olur. Yaniltici agrinsin bir diger nedeni de malotrasyondur. Bu
durumda agrmnm visseral kompnenti normal yerinde ortaya ¢ikarken somatik komponenet
rotasyon esnasmda ¢ekum nerede durmussa karnin o bdlgesinde ortaya ¢ikacaktir. Istahsizlik
hemen tiim apendisit vakalarinda goriilmektedir. O denli sabit bir bulgudur ki eger hastanin

istah1 bozulmamissa, akut apendisit tanisini tekrar gozden gegirmek gerekir (38-41)

Hastalari %75 inde kusma da goriiliir. Ancak bu bulgu ya asikar degildir yada cok
kisa stirer Hastalarin biiyiik ¢ogunlugu bir veya iki kez kusarlar. Kusmaya hem noéral hem de
ileus varlig1 neden olur. Hastalarin ¢ogunun anamnezinde karmn agrisinin baglamasindan 6nce
diskilama giicliigii vardir ve defekasyon yaptiklar1 takdirde rahatlayacakmis gibi hissederler.
Ote yandan, kimi hastalarda ki 6zellikle de cocuklarda ishalde goriilebilmekte ve degiskenlik
barsak fonsiyonlar1 paterninin ayirict tanidaki degerini ¢ok aza indirmektir. Fizik muayene
bulgularii esas olarak tayin eden inflamasyona ugramis apendiksin anatomik pozisyonu ve

ayni zamanda da hastanin ilk muayenesi esnasinda organin perfore olup olmadigidir (38,41).

Komplikasyon yapmamis apandisit vakalarinda vital bulgular da 6nemli bir degisiklik
tespit edilemez. Viicut sicakliginin yiikselmesi nadiren 1 C dereceden fazladir; nabiz sayisi
normal veya cok hafif ylikselmistir. Eger bu bulgulardaki degisiklikler daha yiiksekse ya bir

komplikasyon olusmustur ya da baska bir tan1 akla gelmelidir.

Akut apendisitli hastalar genellikle sirtiistii ve genellikle bacaklar1 ki 6zellikle sag

bacaklar1 karna ¢ekilmis olarak yatmayi tercih ederler.
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Hastalarin hareket etmeleri sdylendiginde ¢ok yavas ve dikkatli hareket ederler.
Inflamasyonlu apendiksin ¢ekumun &niinde bulunmasi halinde klasik sag alt kadran fizik
bulgular1 ortaya cikacaktir. Hassasiyet siklikla Mc Burney noktasina yada yakininda en
fazladir (8). Direkt ribaund hasassiyeti genellikle mevcuttur. Buna ek olarak yansiyan veya
indirekt ribaund hasiyete de siklikla rastlanir. Hassasiyetin en sik hissedildigi yer sag alt

kadrandir ve buda lokal periton irritasyonunu ifade eder (38-41).

2.2.4. Laboratuar bulgulari

Apandisit tamisinda agirlikli olarak klinik tanit konur. Ancak testle ve inlfamasyon
belirtecleri taniy1 desteklemede kullanilir. Hastaneye bagvuran hastalarin ¢ogu karm agrisiyla
gelir. Apandisit tanisini desteklemek i¢in tam kan sayim, iire, elektrolit analizi, idrar analizi
ve mikroskobisi yapilmalidir. Idrar yolu enfeksiyonu geciren hastalarda bu analizin yapilmasi
idrar mikroskobisinde 16kosit goriileceginden, tan1 koymada bizi yaniltacagindan yapilmasi
dogru degildir. Bunun yaninda apandisit tanisiyla gézlem altina alinan hastalarin %48 ‘inde

idrar analizi normal goriilmiistiir (39).

Komplikasyonsuz akut apandisitte lokosit genellikle 10.000-18.000 arasindadir.
Lokosit sayis1 normalde olabilir (%10). Lokosit sayis1 normal olsa bile genellikle PNL artis1
saptanir. Yaslilarda siklikla lokosit normaldir. Idrar analizi ayiric1 tanida yararhdir. Inflame
apendiksin {ireter veya masaneyi irrite etmesiyle idrarda birkag l6kosit veya eritrosit olabilirse
de bakteriiiri akut apandisitte genelde rastlanan bir bulgu degildir ve iiriner enfeksiyonu
diistindiirmelidir. Aksiller ve rektal ates farki 0.5 C den fazla olmasi anlamlidir. C-reaktif
protein (CRP)akut faz reaktan1 olup bakteriyel enfeksiyona cevap olarak karacigerde sentez
edilir. Serum seviyeleri akut doku enfeksiyonuna bagli olarak 6-12 saat icinde yiikselir.
Eriskin hastalarda yapilan degisik caligmalarda 24 saatten uzun silire semptomlar1 olanlarda

eger normal CRP seviyeleri varsa (-) belirleyicilik oran1 %100 olarak bulunmustur.

Diger 2 calismada; lokosit sayist 10.500 iin altinda, nétrofil %75’ in altinda ve normal
CRP seviyesi varsa %100 lik bir (-) belirleyicilik orani saptanmistir (39,40). Klinik olarak
gozlenen hastalarda bagka tetkiklerin yapilmasi da diistiniilmelidir. Normalde inflamatuvar
belirtegleri CRP, Lokosit ve notrofil yiiksek degildir. Akut apandisit tanis1 konulan hastalarda
bu belirteclerin degistigi izlenmis, Graniilosit polmorfoniiklear oranmin sayisi, beyaz kan
hiicresi say1si WBC) ve CRP diizeyleri oldukca yiikselmisti. Bunun sonucunda WBC, CRP

belirtecleri ikilisinin yiliksekligi akut karin tanismin destekledigi kanisina varmislardir.
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Ancak bazi popiilasyonlarda bunlarin yiliksek olacagi da goz ardi edilmemelidir (39-
41). Eger lokositler bu sayidan fazla ise apse ile birlikte ya da birlikte olmayan perfore
apandisit akla gelmelidir. Idrar yollar1 kokenli bir enfeksiyonu ekarte etmek igin Tam Idrar

Tetkiki yapmakta yarar vardir.

Ureter veya mesanenein inflame bir apendiksten irite olmasi halinde ¢ok Idkosit veya
eritrosit hiicrelerine rastlamak miimkiinse de kateter ile alinmig bir idrar 6rneginde bakteriuri
goriilmesi akut apandisitli bir vakada genelde olas1 degildir. Son ¢aligmalarda CRP yiiksekligi
ile birlikte Interlokin-6 serum diizeyleri yiiksekligi tanida yardimci tetkikler olarak
gosterilmistir. Bunun yaninda plazma D-Laktat diizeyleri hastalik tanis1 hakkinda bilgi
vermemistir. Apandist olan 51 hastanin plazma Laktoferrin ve kalprotektin diizeyi anlamli

olarak yiiksek bulunmustur (39-41).

Akut karmn agrist tanismi ayirmak i¢in idrar da ve ya serumda beta HCG tetikine
bakilmal1 gebelikle karistirilmamalidir. Ayn1 zamanda lipaz, karaciger fonksiyon testleriyle
hastalig1 teshis etme ve ayirmada kullanilabilir. Akut apandist ve perfore apandistin tanisinda
Hyper bilirubin (bilirubin yiiksekligi) diizeyinin yiiksekligi ile iligkili oldugu bildirilmistir.
Rutin olarak bu belirteglerin anlamli olmasi i¢in daha ¢ok dogrulama ¢aligmalar1 gerektirir

(39).

2.2.5. Radvolojik bulgular

Diiz karn grafileri her ne kadar akut karml bir hastanin genel degerlendirilmesinin bir
parcasi olarak siklikla yapilsa da, akut apandisitin tanisinda nadiren yardimci olurlar. Ancak
diiz karin grafilerinin diger patolojilerinin ekarte edilmesinde oldukg¢a biiyiik 6nemi vardir.
Akut apendisitli bir hasta da siklikla normal bir gaz dagilim paterni izlenir ama spesifik

olmayan bir bulgudur.

Diiz grafilerde apendiks golgesi lizerinde fekalitlerin izlenmesi ¢ok nadir olsa da eger
mevcutsa tantyr biiyiilk oranda dislindiiriir. Bazen bir sag alt lob pnomonisinde yansiyan
agrinm ayirict tanist icin akciger grafisi gerekebilir. Ilave edilebilecek radyolojik tetkikler
arasinda baryumlu enama ve radyoaktif igaretli 10kosit taramasi sayilabilir. Eger apendiks
baryumla dolarsa, apendisit tansisndan uzaklasir. Diger yandan eger apendisit dolmazsa, karar
verilemeyebilir. Radyoniiklid taramalarin kullanim1 hakkinda yeterli tecriibelere glinlimiizde

heniiz ulasilamamistir (40-43).
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2.2.6. Tan1 ve aviricl tani

Semptomlarin ortaya cikislarindaki siralama, ayirici tanida biiyiik 6nem tasir. Akut
apandisitli hastalarin %95’inde ilk semptom istahsizliktir. Bunu ardindan da eger goriilecekse
kusma takip edecektir. Akut karin ayirici tanisinda ¢cok 6nemli yer tutar. Ciinkii klinik
bulgular herhangi bir hastalik i¢cin degil, fizyolojik fonksiyon ya da fonksiyonlarin bozuklugu
icin spesifiktir. Bu nedenle esas olarak tamamen birbirine benzeyen klinik tablolar, periton
kavitesi igerisinde veya yakininda ortaya c¢ikan patolojilerin yarattigi benzer fonksiyon

degisikliklerine yol agarak akut apandisiti andirabilirler (39,40,44).

2.2.7. Tedavisi

Tan1 ve yontemler gelismesine ragmen erken cerrahi girisiminin 6nemi azalmamaistir.
Olas1 akut apandisit tanisiyla cerrahi karar verildiginde hasta ameliyata hazirlanmalidir.

Yeterli hidrasyon saglanmali, elektrolit bozukluklar1 diizeltilmelidir (39,40,44,45).

2.3. DNA Sekans Analizi

——

Resim 1: ABI PRISM 310 Genetic Analyzer

DNA dizi analizleri ya da sekanslama DNA birincil yapilarinin tayininde ve niikleotid
baz diziliminin belirlenmesinde kullanilan yontemdir. Analiz bir niikleik asit dizisinin
digerine hibridizasyonuna dayanir. Bu hibridizasyon sirasinda radyoaktif ya da radyoaktif
olmayan maddelerle isaretleme yapilir. Siklikla gen mutasyonlar1 (delesyon, insersiyon vb.)

tespiti ya da rekombinant DNA olusum yapilarimin tayininde kullanilir.
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Niikleotit dizilerinin belirlenmesinde iki temel teknik kullanilmaktadir (45-54).
* Sanger dideoksi yontemi
» Maxam-Gillbert kimyasal degredasyon yontemi
Her iki teknik de ii¢ temel basamaktan olusmaktadir.
1. DNA’nin hazirlanmasi
2. Reaksiyonlar
3. Yiiksek voltajli jel elektroforezi

Her iki analiz swrasinda da tek iplikli DNA pargalar1 hazirlanir. DNA dizi analiz
yontemi sirasindaki temel fark DNA Jel elektroforezi yiiksek fragmentlerinin iiretilme
biciminden kaynaklanir. Coziiniirliikteki DNA molekiillerini ayristirdigi i¢in her iki metotta

da kullanilir.

Sanger Dizi Analiz Yontemi, Dideoksi ya da zincir sonlanmasi reaksiyonlar1 olarak da
bilinir. Tehlikeli kimyasallardan uzak ve daha hizli bir yontem oldugundan Maxam-Gilbert
yontemine gore daha cok tercih edilir. Bu yontem enzimatik DNA sentezine dayanir ve
glinlimiiziin en yaygin kullanilan DNA dizi analizi teknigidir. Bu yontemde dizisi saptanacak
olan DNA ipligi yeni sentezlenecek iplik i¢in kalip olarak kullanilir (47,48). Temeli DNA
polimerazin ANTP* lerin (deoksiriboniikleozittrifosfat) yani sira deoksiribozun3* OH grubu
tasimayan ddNTP* leri de (dideoksiriboniikleozittrifosfat) sustrat olarak kullanabilmesine
dayanir; bunlarda ribozun {ig¢iinci C atomu deoksihalde bulundugundan fosfo-diester bag
olusumu engellenir. Boylece yapiya yeni niikleotid katilamadigindan zincir uzamasi sonlanir,

bu durum Sanger yonteminin kilit noktasidir (47,48).

PCR ile ¢ogaltilan gen bolgesine ait {iriin piirifiye edildikten sonra floresan isaretli
dideoksiniikleotidlerin kullanildig1 dongiisel sekanslama reaksiyonuna tabii tutulur (55).
Piirifikasyon sonrasinda drnekler sekans cihazina ytiklenir ve cihaz otomatik olarak 6rnekleri
kapillere ceker, ylriitiir, lazer 15181 altinda optik sensor tarafindan okur ve okudugu ham

bilgileri bilgisayar programina aktarir (56-59).
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2.3.1. Elektroforez

Resim 2: PowerPac Elektroforez cihazi

Elektroforetik analiz elektriksel bir alanda, ortamda ¢6ziinmiis molekiillerin elektrik
yiiklerine gore gdg¢ etmeleri prensibine dayanir. Bu go¢ hizi molekiiliin biiylikligiine,
yapisina, ortamin yogunluguna, iyonik kuvvete ve uygulanan akima bagli olarak
degismektedir.. DNA molekiilleri fosfat grubu tagidiklar1 i¢in eksi yiikliidiir ve anoda dogru
hareket eder. Bu hareket DNA’nin yapisina ve uzunluguna baghdir. Jel boyunca kisa DNA
fragmentleri daha hizli yol alirken uzunluk arttikca DNA’nin hizi azalir. Elde edilen farkl
uzunluklardaki fragmentlerin birbirlerinden ayrilmasi ve tanimlanmasinda DNA’ya
uygulanan elektriksel alanin etkisi ile DNA pargaciklar1 en kisasi en 6nde olmak iizere yol

alirlar ve Jel iizerinde bantlar halinde goriiniirler (52,58,60-62).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu ¢alismay1 yapmak i¢in KSU TIP FAKULTESI ETIK KURULU’NDAN yazili onay alind1
(Tarih: 25.08.2014 Oturum no: 2014/11 Karar no:01)

3.1. Cahsmaya Alinan Bireyler

Apendektomi operasyonu gec¢irmis olan 51 kisi rastgele secildi. Her bireyden
calismaya goniillii olarak katildigina dair yazili onay alindi. Her bireyin yasi, cinsiyeti, boy ve
kilosu aile oykiisii kaydedildi. Apendektomi materyalinin patolojik olarak degerlendirme
sonucuna gore iki gurup olusturuldu. Birinci gurup “Apandisit” (31 kisi), ikinci gurup
“Lenfoid hiperplazi” (20 Kisi) olarak tanimlandi. Her bireyden EDTA’l tiipe 3 ml tam kan
ornegi alindi ve DNA Sekans Analizi ile FMF Mutasyonu aranmasi i¢in ¢alisma zamanina

kadar +4 °C’de saklandi.

3.2. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz i¢in Statistical Packgae for Social Science (SPSS) for Windows
15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) programi kullamildi. Olgiimle belirlenen degiskenler
ortalama+Standart sapma, sayimla belirlenen degiskenler “n” ve “%” olarak verildi. FMF

mutasyon siklig1 % olarak verildi.

3.3. DNA Sekans Analizi

DNA Sekans Analizi, Tam kan tilipline alinmis kan Orneklerinin extraksiyonu
yapilarak, PCR islemine tabii tutuldu. Exosab piirifikasyonu, Cycle sekans (Big Dye 3.1) ve
Sephadex piirfikasyon isleminin ardindan “ABI PRISM 310 Genetic Analyzer” cihazi ve
ticari kit kullanilarak calisildi. DNA 6rneginde Exon 2 ve Exon 10 taranarak bilinen tiim

mutasyonlar arastirildi.
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3.3.1. DNA ekstraksivonu

Resim 3: Dry Block Termostatli 1sitict

Mikrosantrifuj tliptine 200 mikrolitre kan 6rnegi eklendi ve iizerine 20 mikrolitre
Proteinnaz K eklenililip bunun da iizerine 20 mikrolitre Rnase A eklendikten sonra
vortexlendi. 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edilikten sonra 200 mikrolitre Purelink
Genomic Lysis/Binding buffer eklenilip tekrar vortexlenerek 55 C derecede 10 dakika inkiibe
edildi. 10 dakika bekledikten sonra 640 mikrolitre Purelink Spin coulumbiara lizatindan
eklendi. Oda sicakliginda 10.000g’de 1 dakika santrifiij edildi. Tiipiin iistiinde kalan siviy1 bir
toplama tiipiine aktarip 500 mikrolitre Wash 2 ekleyerek oda sicakliginda maksimum
devirede 3 dakika santrifij yapildi. Spin kolonu 1,5 ml lik ependorf tiipiine alinarak 50
mikrolitre elution buffer aklayip 1 dakika santrifiij yapildi. Boylece DNA elde edildi ve -20 C

derecede sakland:.

3.3.2. DNA PCR amplifikasyonu

Bir 6rnek i¢in iki tiip hazirlandi. Birisine sadece exon 2, digerine exon 10 i¢in mix

hazirlandi.

Resim 4: Thermal Cycler
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Tablo 1:DNA karisimi hazirlanmasi

. ORNEK BASINA . ORNEK BASINA
BILESE . .
SEN HACIM BILESEN HACIM
GML PCR Mix 7,5 ul GML PCR Mix 7,5 ul
GML Tagq. PoL 0,2 pl GML Tagq. PoL 0,2 pul
FMF Exor? 2 Primer 1,0 pl FMF Exon 2 Primer Mix 1,0 pl
Mix
G/C Enhancer 3,0 ul G/C Enhancer 3,0 ul
Distiled water 2,0 ul Distiled water 2,0 ul
GENOMIC DNA GENOMIC DNA
1,5 pl 1,5 pl
20-60 ng/dl 20-60 ng/dl

TOPLAM 15 ul TOPLAM 15 ul

PCR Amplifikasyonu i¢in Karistm PCR tiiplerine 13,7 pl (ortalama 13,5) olacak sekilde
dagitildi. Uzerine 1,5 pl Ornek DNA’s1 eklendi. Tiiplerin iginde hava kabarcigi olmamasina
dikkat edilerek, PCR protokoliinde yiirtitiildii.

Tablo 2: DNA PCR Protokolii

Asama Tanimlama Sicaklik Zaman
1 Polymeraze Activation 95C 10 dk
95C 40 sn

2 Amplification (35 cycles) 62 C 1 dk
72 C 50 sn

Final Extension 72 C 7 dk
4 Saklama 4C siiresiz

PCR vyapild1 ve sonrasinda %2 lik agaroz jelde yliriitme yapilarak PCR bantlarma bakildi.
PCR band1 goriilen O6rnekler exosap asamasma alindi. PCR bantlar1 ¢ok zayif veya hig

olmayan ornekler yeniden PCR’a alind1.
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3.3.2.1. Exosab piirifikasyonun yapilmasi

Her 6rnek i¢in 2 pl exosap, 5 pul PCR iirlinti hazirlanir ve su protoklode yiiriitiildii.

Tablo 3 PCR bandi goriilen 6rneklerin Exocap Asamalari

Asama Tanimmlama Sicaklik Zaman
1 Enzim Aktivitesi 37°C 30 dk.
2 Enzim Aktivitesi 80 °C 15 dk.
3 Saklama 4°C Stiresiz

3.3.2.2. Cycle sequencing yapilmasi (Big Dye 3.1)

Exosaplanmis PCR iriinleri Cycle sekans asamasi yapildi. Her bir 6rnek i¢cin su
sekilde karigim hazirlandi. Ependrof tiipline, BigDye Terminator Mix 3.1 bileseninden 2.0
mikrolitre, 5x Sequence Buffer bileseninden 2.0 mikrolitre, Sequence F Primer bileseninden
2.0 mikrolitre, Distilled Water dan ise 2.0 mikrolitre alinip total hacim 8.0 mikrolitreye

tamamlanarak 5 dk. Vortexlendi

Tablo 4.Cycle Sekans i¢in Karisim Hazirlanmasi

BILESEN ORNEK BASINA HACIM
BigDye Terminator Mix 3.1 2.0
5x Sequence Buffer 2.0
Sequence F Primer 2.0
Distilled Water 2.0
Total 8.0

Hazirlanan karigimi her PCR tiipline 8 pl alarak {izerine exosaplanmig PCR {iriiniinden 2 pl

eklendi.
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3.3.2.3. Sephadex piirfikasyon yapilmasi

1 gr Sephadex lizerine 14 ml steril su eklendi. Her bir kolona 700 pl sulandirilmig
sephadex karisimi eklendi Sephadex kolonlara dagitilarak 2 dk. 5200 rpm de santrifiij edildi.
Kolonun alt kisminda stiziilen su dokiildii ve olusturulan kolon {izerine sekans tiriinii eklendi.
2 dk. 4600 rpm de santrifiij yapildi. Altta siiziilen kisim 96 kuyucuklu paletlere yiiklendi ve

palet yiikleme aparatina alinarak cihaza yiiklendi.
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4. BULGULAR

Bu calisma ic¢in, apendektomi operasyonu gecirmis olan kisiler arasindan rasgele
secilmis, 51 kisi ¢alisma grubu olarak belirlendi. Calisma grubuna ait demografik 6zellikler
tablo 5°de verilmistir. Olgiimle belirlenen degiskenler ortalama+Standart sapma, sayimla

€69

belirlenen degiskenler “n” ve “%” olarak verilmistir.

Yas ortalamas1 33,5 yil, 31°i erkek (yas ort:34,6), 20’si kadin (yas ort:31,8) idi. VKI
ort:25,9 idi. Bireylerin 7’sinde operasyon sonrasinda karin agrisi gibi non-spesifik sikayetler
tarif edilirken, 44’tinde hi¢bir sikayet olmadigi kaydedildi. Ayrica c¢alisma grubu,
apendektomi materyalinin incelenmesi sonucunda alinan patoloji raporuna goére iki gruba
ayrildi. “Akut Apandisit ve Periapandisit” olarak rapor edilenler 1. Grup, “Reaktif Lenfoid

hiperplazi” olarak rapor edilenler, 2. Grup olarak belirlendi.

Calisma grubunda exon2 ve exonlO gen bolgelerinde DNA Sekans Analizi ile tesbit
edilen FMF gen mutasyonlar1 tablo 6’da verilmistir. Hastalarin 28’inde (% 54,9) mutasyon
bulunurken 23’tinde (% 45,1) mutasyon bulunmadi. Mutasyon bulunan 28 kisinin; 26’sinda
mutasyonlar Exon2 bdlgesinde (% 92,8), 3’iinde Exonl10 bolgesinde (% 10,7), 1’inde ise hem
Exon2, hem de Exonl0 bdlgesinde idi. Exon 2°de saptanan mutasyonlarin 2’si Homozigot,

24’1 Heterozigot iken Exon 10 da saptanan mutasyonlarin her {icii de heterozigot idi.

Exon2’de saptanan mutasyon tipine gore hasta dagilimi incelendiginde 6 hastada (%
23.1) E148Q mutasyonu mevcut iken, 19 hastada (% 73.1) R202Q mutasyonu mevcut idi. Bir
hastada ise hem E148Q hem de R202Q mutasyonu mevcut idi (% 3.8).

Exonl10’da bulunan mutasyonlar ise bir hastada; M680I ve V726A, diger bir hastada
M6941, diger hastada ise M694V mutasyonlari idi.
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Tablo 5: Calisma grubunun ve alt gruplarin genel demografik 6zellikleri ve FMF

mutasyonu siklig1

parametreler Genel 1. Grup 2. Grup
cinsiyet (E/K), n/n 31/20 26/16 5/4
yas, yil 33,5 33,02 35,7
boy, cm 169 170 168
kilo, kg 74,3 74,4 73,9
VKI, kg/m2 25,9 25,86 26,09
operasyon zamant, yil 0,86 0,88 0,77
operasyon Sonrasi Sikayeti olan, n 7 4 3
FMF mutasyonu siklg1, % (n) 54,9 (28) 52,1 (24) 80 (4)
3202Q mutasyonu siklig1 (mutasyon olanlar 67.8 (19) 62.5 100
icinde), %

EMSQ mutasyonu siklig1 (mutasyon olanlar 214 (6) 29 1 0
icinde),%

Diger mutasyonlarm sikligi (mutasyon 10,7 3) 2.3 25

olanlar iginde), %

Kisaltmalar: E, Erkek; FMF, Ailevi Akdeniz Atesi; K, Kadin; VKI, Viicut kitle Indeksi
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Tablo 6: Calismaya Alinan Bireylerde Exon2 ve Exonl0'da Saptanan Mutasyonlar

Hasta | Grup Ekson 2 Ekson 10 Klinik bulgu
1 2 R202Q Heterozigot Karin agrisi
2 1 E148Q Heterozigot yok
3 2 R202Q Heterozigot yok
4 1 R202Q Heterozigot yok
5 2 Mutasyon bulunmadi yok
6 1 R202Q Heterozigot | | Karm agrisi
7 1 Mutasyon bulunmadi yok
8 1 E148Q Homozigot | | yok
9 1 Mutasyon bulunmadi yok
10 1 R202Q Heterozigot yok
11 1 | E148Q, R202Q Heterozigot yok
12 2 R202Q Heterozigot yok
13 1 E148Q Heterozigot yok
14 1 Mutasyon bulunmadi yok
15 1 Mutasyon bulunmadi yok
16 1 E148Q Heterozigot yok
17 1 R202Q Heterozigot yok
18 1 Mutasyon bulunmadi yok
19 1 Mutasyon bulunmadi yok

20 1 Mutasyon bulunmadi yok
21 1 Mutasyon bulunmadi yok
22 1 Mutasyon bulunmadi yok
23 1 M680I, V726A | Heterozigot | Karn agrisi
24 1 R202Q Heterozigot yok
25 2 R202Q Heterozigot yok
26 2 Mutasyon bulunmadi yok
27 1 Mutasyon bulunmadi yok
28 1 Mutasyon bulunmadi yok
29 1 Mutasyon bulunmadi yok
30 1 E148Q Heterozigot yok
31 1 R202Q Heterozigot yok
32 2 R202Q Heterozigot M6941 Heterozigot yok
33 1 Mutasyon bulunmadi yok
34 1 M694V Heterozigot yok
35 1 R202Q Heterozigot yok
36 1 R202Q Heterozigot yok
37 1 R202Q Heterozigot yok
38 1 Mutasyon bulunmadi yok
39 1 Mutasyon bulunmadi Karin agrisi
40 2 Mutasyon bulunmadi yok
41 1 R202Q Homozigot yok
42 1 R202Q Heterozigot yok
43 1 R202Q Heterozigot yok
44 1 E148Q Heterozigot yok
45 1 Mutasyon bulunmadi yok
46 1 Mutasyon bulunmadi yok
47 1 R202Q Heterozigot yok
48 1 R202Q Heterozigot yok
49 1 Mutasyon bulunmadi yok
50 2 Mutasyon bulunmadi yok
51 1 Mutasyon bulunmadi yok
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5. TARTISMA

Akut Apandisit her yasta goriilebilen ve siklikla “Akut batin” ve “Apendektomi” ile
sonuclanabilen klinik bir durumdur. Ancak tanis1 konulmamis FMF hastalarinda goriilen;
karin agrisi, ates, lokositoz gibi nonspesifik sikayet ve bulgularla seyreden ataklar da zaman
zaman “Akut apandisit” olarak degerlendirilebilmekte ve ‘“Apendektomi” ile
sonuglanabilmektedir (63-67). Bu c¢alismaya alinan 51 kisiden 28’inde (%54,9) FMF
mutasyonu saptanmistir. Ancak bunlarin 6nemli bir kismi (yaklasik % 64,3) heterozigot
R202Q mutasyonudur. Bu mutasyon, gen poliformizmi olarak degerlendirilmekte ve klinik
bulgu vermemektedir. R202Q ve E148Q mutasyonu ayni anda oldugu zaman klinik olarak
anlamli olabilmektedir. Calisma grubumuzda bu sekilde 1 kisiye raslanmistir. Ancak bu
mutasyon heterozigottur ve Apendektomi sonrasi patoloji raporu “Akut Apandisit” olarak
rapor edilmistir. Hem FMF, hem de Akut Apandisit bir arada olabilir, ayrica klinik bulgularin
derinlestirilmesi, aile dykiisiiniin ve ailede mutasyon varliginin arastirilmasi gerekir.

Glinimiizde DNA Sekans Analizi ile bircok genetik hastaliga ait mutasyonlar
saptanabilmektedir. FMF de bu hastaliklardan birisidir. Her ge¢en giin bulunan mutasyonlarin
sayis1 artmaktadir. Giiniimiizde bu say1 300’ agsmustir (5). Gelisen tan1 yontemleriyle beraber

FMF tanis1 da klinik tanidan laboratuvara dayali kanit spekturumunda ilerlemektedir.

FMF hastalarinda tekrarlayici artrit, ates, karmn ve gogiis agrilari, ailede FMF tani
kriterlerinin varhigi ile beraber “Amiloidoz” ve bobrek hastaligi Oykiisii tanida FMF
diisiiniilmesine yol agamaktadir. Buradan yola ¢ikilarak Apendektomi gegirmis kisilerde FMF
sikligmin arastirilmasi diisiiniilmiis ve bu konuda daha 6nce de benzer ¢alismalar yapilmistir

(9,10, 63-67).

FMF Sefardik Yahudileri, Tiirkler, Kiirtler, Ermeniler, Araplar gibi topluluklarda daha
sik goriilmektedir (5-15,68-70). Bu c¢aligmada etnik yapi dikkate alimmamistir, ancak
bolgemizde daha ¢ok Tiirk, Kiirt, Cerkez ve Arap kokenli bireyler bulunmaktadir ve akraba
evliligi oldukca siktir (68). MEFV mutasyonu saptanan hastalarim yaki akrabalarinda
mutasyon goriilme orani genel toplumdan 10 kat fazladir (71). Ozellikle otoimmun nedenlerle
gelisen vaskiilitler ve bag dokusu hastaliklarinin FMF ile birlikte goriilme sikliginin artmis

oldugu bilinmektedir.
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Henoch Schonlein Purpurasi’mda MEFV mutasyon sikligi %61.7; kontrol gurubunda
ise %36.7 olarak saptanmistir (72). SLE hastalarinda MEFV gen mutasyonu %12.2; Juvenil
artritte %66.7 olarak bildirilmistir (73,74).

Bizim calismamizda, Apendektomi sonrasi patoloji raporu “Lenfoid hiperplazi” olarak
rapor edilenlerin %80’inde sadece heterozigot R202Q mutasyonu saptanrken 1 tanesinde ek

olarak M6941 mutasyonu da saptanmistir.

Literatiirde Exonl0Q {izerinde mutasyon oldukca fazla bildirilmesine ragmen bizim
calisma grubumuzda sadece 3 kiside ExonlO {iizerinde mutasyon bulunmustur. Bunlar;
Apandisit olarak rapor edilenlerin ise bir tanesinde sadece heterozigot M694V mutasyonu ve
bir digerinde ise M680I ve V726A mutasyonlaridir. Bu arastirmada sadece exon2 ve 10
taranmistir. Taranmayan exonlarda mevcut olabilecek ek mutasyonlar Akut Apandisit
klinigini taklit etmis olabilir. Eger boyle ise bu kisiler gercekte FMF hastasidirlar ve hatal

olarak apendektomi operasyonu gecirmislerdir.

Akut Romatizmal Ates olan 103 kisi de yapilan bir ¢alismada %25.2 oraninda FMF
gen mutasyonu saptanirken kontrol gurubunda bu oran %23.3 olarak bildirilmistir (75).
Saglikli bireylerden olusan kontrol guruplarinda farkli oranlarin bulunmasi bélgesel ve etnik

farkliliklardan kaynaklanabilir.

Farkli ¢aligmalarda, farkli hasta guruplarmda MEFV mutasyonu sikliginin
degiskenligi farkli ekzon bdlgelerinin taranmasindan kaynaklanabilecegi gibi DNA Sekans
Analizi yerine “strip assay” metodunun kullanilmasindan da kaynaklanabilir. Strip Assay
metodunda en sik goriilen smirl sayida mutasyon taranmakta iken, DNA Sekans Analizinde
var olan tiim mutasyonlar hatta yeni mutasyonlar da saptanabilmektedir. Boylece MEFV
mutasyonu goriilme sikligi daha yiiksek ve daha dogru olarak saptanabilmektedir. FMF
hastalig1 otozomal resesif geg¢is gosterir ve iki genin homozigot varligini gerektirir. Saptanmis
olan bir mutasyon hastaligin gostergesi olmayabilir. Ancak gosterilemeyen mutasyonlarin
varligi ve mutasyonlara gore hastaligin klinigi, degiskenlik gdsterdigi i¢in MEFV gen

mutasyonlariin saptanmasi 6nemli hale gelmektedir.

Bir calismada MEFV gen mutasyonu tasiyip da FMF klinik tablosu gostermeyen
kisiler “Atipik FMF” olarak tanimlanmistir. Bagka bir ¢calismada bu gurup hastalar hafif FMF,
tam olmayan FMF veya FMF-Like olarak isimlendirilmistir (76).
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Gaziantep’te yapilan bir calismada 3341 FMF siiphesi olan kisiler taranmig
%62.3’linde mutasyon saptanmistir (77). Bununla beraber, hastalikla iligkili oldugu gosterilen
mutasyonlarm sayis1 olduk¢a fazladir ve yaygin olarak kullanilan laboratuvar yontemleri ile
bunlarin tamamini taramak miimkiin olmamaktadir. Bugiin i¢in bilinen mutasyonlar klinik
olarak ailevi Akdeniz atesi tanis1 konan hastalar ancak %60-80’inde pozitif bulunmaktadir.
Ote yandan iilkemizde tasiyicilik oran1 da oldukga fazladir (yaklasik %10-20) ve herhangi bir
sikayeti olmayan insanlarda hastalikla iligkili bir mutasyon bulma olasilig1 da ytiksektir.
Ayrica klinik bulgularla ailevi Akdeniz atesi hastaligi tanis1i konan hastalarin yaklasik %5-
15’inde MEFV geninde hi¢ mutasyon bulunamayabilir. Yorumlama giicliikleri nedeniyle,
belirli merkezler disinda genetik yOntemlerin  “tan1 amacgli” olarak kullanilmasi

Onerilmemektedir.

Samli ve arkadaslarinin(63) akut karin tanisiyla opere edilen hastalarda FMF geni
mutasyonu arastirdiklar1 calismalarinda FMF gen mutasyonu sikligmin akut karin olan bu
hastalarda akut karin karm olmayan hastalardan daha sik oldugunu tesbit etmislerdir. Ayrica
FMF hastalarinda mutasyon tarama artmasinin bu hastalarda gereksiz cerrahi girisimleri

anlamli olarak azaltacagini bildirmislerdir.

Kisacik ve arkadaslari(64), negatif apendektomi hastalarinda FMF sikligini
arastirdiklar1 ¢alismalarnda FMF tanismi bir romatologun degerlendirmesiyle koymuslar.
DNA sekans analizi ve ya strip assay yontemlerinden birine bagvurmamaislardir. Sonug olarak

negatif apendektomi orani %10.1 bununda %7.7 sini FMF li olarak bulmuslardir.

Lidar ve ark.(71) 182 FMF hastasinda retrospektif olarak yaptiklar1 caligmada
apendektomi sikliginin FMF hastalarinda genel populasyondakine gore oldukca yiiksek
oldugunu bulmustur.(%40 ve %12-%25) inflamasyon olmayan apendektomi orani olan
inflamasyon olana gore oldukca yiiksek bulmustur. (%80 ve %20). Ayrica M694V

mutasyonunun FMF’de apendektomi icin risk faktorii olarak tanimlamigslardir.

Kasifoglu ve ark.(66) FMF hastalarma uygulanmis abdominal cerrahilerin
sonuglarinin ve sikliklarini aragtirmayir amagladiklar1 ¢alismalarinda; FMF hastalarinda ve

saglikl1 kontrollerde abdominal operasyonlarin sikligini hesaplamislardir.

Sonug olarak; FMF’li gurupta abdominal cerrahi siklig1 %29.1 ve bu cerrahi islemlerin
en sik olaninin apendektomi oldugu bildirilmistir. Saglikli kisilerde ise abdominal operasyon

siklig1 %8.7 oldugu bununda %4.9’ nin apendektomi oldugu bildirilmistir.
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FMF hastalarinda yapilmis olan gereksiz cerrahi girisimlerin FMF’de goriilen

tekrarlayan peritonit ataklari oldugu anlasilmaktadir (66).

Literatiir taramasida “Apandisit ve FMF” konusunda DNA sekans analizi yontemiyle
ilgili herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Biz calismamizda DNA sekans analiz metodu
kullanilmistir. Klinik tablonun hafif veya siddetli oldugu farkli mutasyonlar varligi konunun
daha detayli ve kesin tan1 yontemleri kullanilarak arastirilmasini degerli kilmaktadir. DNA

Sekans Analizi bu noktada altin standart olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

FMF ve Akut Apandistin ayirict tanismin yapilmasit hem FMF hastalarinin dogru

tedavi edilmesini saglayabilir hem de gereksiz Apendektomi yapilmasini dnleyebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Bu ¢alismaya alinan 51 kisiden 28’inde (%54,9) FMF mutasyonu saptanmastir.

Ancak bunlarin 6nemli bir kismi (yaklasik % 64,3) heterozigot R202Q mutasyonudur.

2. Exon2’de saptanan mutasyon tipine gore hasta dagilimi incelendiginde 6 hastada,

(% 23.1) E148Q mutasyonu mevcut iken, 19 hastada (% 73.1) R202Q mutasyonu mevcut idi.
Bir hastada ise hem E148Q hem de R202Q mutasyonu mevcut idi (% 3.8).

3. Exonl0’da bulunan mutasyonlar ise bir hastada; M680I ve V726A, diger bir hastada
M6941, diger hastada ise M694V mutasyonlari idi.

4. Farkli calismalarda, farkli hasta guruplarinda MEFV mutasyonu sikligmin degiskenligi
farkli ekzon bolgelerinin taranmasindan kaynaklanabilecegi gibi DNA Sekans Analizi yerine
“strip assay” metodunun kullanilmasindan da kaynaklanabilir.

5. Klinik tablonun hafif veya siddetli oldugu farkli mutasyonlar varligi konunun daha detayl
ve kesin tan1 yontemleri kullanilarak arastirilmasini degerli kilmaktadir. DNA Sekans Analizi
bu noktada altin standart olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

6. FMF ve Akut Apandistin ayirici tanisinin yapilmasi hem FMF hastalarinin dogru tedavi

edilmesini saglayacak hem de gereksiz Apendektomi yapilmasini 6nleyecektir.
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