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MEFV MEditerranean FeVer

NO Nitrik oksit

iNOS Uyarilabilir nitrik oksit sentaz
eNOS Endotelyal nitrik oksit sentaz
nNOS Noronal nitrik oksit sentaz
DNA Deoksiriboniikleik asit

EDTA Etilen diamin tetraasetik asit
PyD Pirin Bolgesi

ASC Apoptosis Speck Complex
FCU Fenilketoniiri

NOMID Yenidogan sistemik yangisal
NADPH Nikotinamid adenin diniikleotid
BH4 Tetrahidrobiopterin

RTA Rapid termal annealing

RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism
PCR Polimeraz zincir reaksiyonu
HETE Hidroksikozatetracnoat
NF-Kappa Niikleer Faktor-Kappa

MWS Muckle-Wells Sendromu
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AA) periton, plevra ve sinoviyada ortalama olarak 12 ile

96 saat arast siiren yangisal reaksiyon ataklari, karin ve eklem agrisi, halsizlik ve ates
yikselmesi belirtileriyle kendini gosteren bir rahatsizliktir. Kliniginde peritonit, plorit,

artrit ve deri lezyonlar1 da gorilmektedir.

Hastaligin etyolojisi ve kokeni, tam olarak bilinmemektedir (1). Diinya tizerindeki
gortlme sikligr bakimindan hemen hemen buitiin vakalar Akdeniz havzasindaki tilkelerde
ve Ortadogu’da goriilmekte ve genetik yonden otozomal ¢ekinik gegis gostermektedir
(2). Hastalarda ataksiz donemde herhangi bir belirti goriilmemektedir fakat, bu dénemde

de yangisal reaksiyonun devam ettigi disinilmektedir (3).

AAA hastaliginin bir diger 6nemli belirtisiyse, sistemik amiloidoz birikimidir.
Dokularda biriken amiloid, o6zellikle bobreklerde islev bozukluguna ve bobrek
yetmezligine yol acabilmektedir. Bu hastaligin tedavisinde, ilk kez 1974 yilinda kolsisin
kullanilmaya baglanmistir. Yapilan kontrolli denemelerde, yeterli dozda kolsisin
kullantminin ataklarin giddetini ve sikligini azaltti§i gortilmustiir (4-6). Daha sonralari,

kolsisinin amiloidoz gelsimini 6nlemede de faydali oldugu bulunmustur (7).

AAA hastaliginin temel patogenezinde, 16. kromozomun kisa kolu tzerinde yer
alan MEFV geninde mutasyon vardir (8,9). Pirin veya mareonostrin olarak adlandirilan
ve MEFV geni tarafindan kodlanan bir proteinin, yangisal rekasiyonlara karsi etkili
oldugu tespit edilmistir MEFV geninde meydana gelebilecek bir mutasyonun, pirin
proteini olusumunda anormalliklere yol agabilecegi ve bunun da, AAA'da goriilen klinik

tabloyla sonuglanabilecegi diiginiilmektedir (10,11).

Uyarilabilir nitrik oksit sentaz (iNOS), yangisal reaksiyonda fazla miktarda nitrik
oksit (NO) uretiminden sorumlu olan bir enzimdir. iNOS makrofajlarda, notrofillerde,
damar diiz kas ve endotel hiicrelerinde, hepatositlerde, mezanjiyal hiicrelerde, kikirdak

dokusu hiicrelerinde ve fibroblastlarda yaygin sekilde bulunan bir enzimdir (12).
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lilmektedir (13). Sitokinlerin, C5’in, histaminin, [6kotrien

v orur oo 1 2-HETE nin tekraralayan ates ataklarindaki yeri iyi bir
sekilde belgelenmesine ragmen, bunlarin FMF’nin patogenezindeki onemi tam agik

degildir (14-19).

Nitrik  oksit’in  (NO) Iokositlerin dokulara gecisinde, lokositlerin endotele
adezyonunda, lenfosit islevinin diizenlenmesinde, sitokin saliniminda, kapiller
gecirgenliginde, eritem ve O0dem olusumunda, mikrodamarlarin geniglemesinde, agri
modulasyonunda ve agriya karst hassasiyetin gelisiminde anahtar rol oynayan énemli bir

yangisal medyator oldugu bilinmektedir (20-23).

Enfeksiyon veya travmanin, kanda NO’nun oksidasyon trtnlerinin birikimine yol
actig1 gosterilmistir (24-26). Dolayisiyla, sepsisli hastalarda plazma nitrik oksit
seviyeleri artarken, ayni zamanda artritli ve kolitli hastalarin sinoviyal sivilarinda ve
serumlarinda da artan NO seviyeleri rapor edilmigtir (25, 27-29). Gliseril trinitrat gibi
NO dretiminin oncullerinin insanlardaki agrn esigini disurdigi gosterilmigtir ve
uyarilabilir nitrik oksit sentaz (iNOS) inhibitorleriyle uygulanan tedavi, yangi derecesini

veya eslik eden artriti azaltmaktadir (30,31).

Bu calismamizda, yangisal reaksiyonlardaki roli halen genis capli arastirma
konusu olan NO'nun ve viicuttaki ¢ogu hiicre tiirinde NO sentezinden sorumlu olan
iNOS enziminin ifade edilmesini yoneten gen bolgeleriyle AAA gibi ciddi yangisal ve
sistemik sonuglari olan bir hastalik arasindaki baglantilarin ve bu rahatsizlikta iNOS gen
bolgelerinde herhangi bir polimorfizmin olup olmadiginin incelenmesi ve s6z konusu
genlerdeki muhtemel degisikliklerin biyokimyasal parametrelere olan etkilerinin

arastirilmasi amaglanmistir.
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ZeXele KAIIINNT

Ailevi Akdeniz Atesi (AAA), ¢ogu kez ates ile birlikte olan periton, sinovyum,
plevra ve nadiren de perikardin tutuldugu, 12-96 saat arasinda siiren ve spontan olarak
iyilesen akut yangi ataklari ile ortaya ¢ikan, otozomal ¢ekinik gegisli ve etnik kokenli bir
hastaliktir (32-34). Ataklar degisen araliklarla niikseder ve hastalik émiir boyu strer.
Ataklar arast donemde hastalarin genel durumlart olduk¢a normaldir. Bununla birlikte,
cocuklarda bag agrisi ve yorgunluk sikayetleri gozlenmistir. Ataklar her hafta

tekrarlayabilecegi gibi bazen haftalarca hatta aylarca tekrarlamayabilir.

Hastaligin en agir komplikasyonu AA tipi amiloidozdur ve genelde bu gruba giren
hastalar daha az belirti verir. Amiloidoz, AAA kolsisin ile tedavi edilmedigi takdirde bazi
hastalarda bobrek yetmezligi ve diger organ hasart ile sonuglanabilecek kadar
ilerleyebilir. Ozellikle Dogu Akdeniz’de yasayan halklardan Sefarad Yahudilerinde,
Turklerde, Ermenilerde ve Akdeniz cevresinde yasayan Araplarda gorilen Ailevi
Akdeniz Atesi, kalitsal peryodik ates grubu hastaliklari i¢in bir prototiptir. Peryodik
hastalik, ailevi paroksismal poliserozit, herediter rektrran poliserozit gibi isimlerle de

anilmaktadir.

2.1.2. Tarihce

Hastalik ilk kez 1908 yilinda Janeway ve Mosenthal tarafindan 16 yaginda Yahudi
bir kizda tekrarlayan ates ve karin agris1 ataklart “degisik bir paroksismal sendrom”
olarak tanimlanmigstir. Bundan sonra, hastaligin ilk ayrintili tanimlanmast 1945°te Siegal
tarafindan “ benign paroksismal peritonit “ adi ile yapilmistir (35). 1946 yilinda
tlkemizde ilk kez A.Marmarali’nin “ garip bir karin sendromu‘ adi altinda tanittig1 bu
hastaliga, 1948 yilinda Riemann “peryodik hastalik” demistir (36). 1951 wyilinda
Mammou ve Cattan hastaligin ailesel gegisini ve amiloidozla olan iligkisini

gostermislerdir (37).
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$8). Siegal, 1965 yilinda “Ailevi Paroksismal Poliserozit*

¢ arkadaglarinin 6nerdigi “Familial Mediterranean Fever
(Ailevi Akdeniz Atesi) ismi 1967 yilindan beri yaygin olarak kullanilmaktadir. Hastalikla
ilgili daha sonraki en 6nemli geligsmelerse, 1972°de kolsisinin tedaviye girmesi, 1992°de

hastalikla ilgili genin yerinin tespit edilmesi ve 1997’ de genin klonlanmasidir (9,39).

Amerikan Ulusal Saglik Enstitiisinde AAA geninin gen lokusunun 16.
kromozomun kisa kolunda 16p13.3 noktasinda oldugu bulunmustur (40). Ardindan
Israil, Amerika Birlesik Devletleri ve Avustralya’dan katilan ¢alisma gruplan
Uluslararast AAA Konsorsiyumu’nu kurmuglardir. Ayn1 dénemde, Israilli arastirmacilar
ve birkag Fransiz laboratuvari birlikte ¢alisarak ikinci bir konsorsiyum olan Fransiz AAA
Konsorsiyumu’nu kurmuslardir. Her iki konsorsiyum da, birbirinden bagimsiz olarak
caligmalarini siirdurmistir. Her iki konsorsiyum da, 1997 yilina gelindiginde es zamanlt

olarak AAA genini tespit etmislerdir.

AAA hastaliginin geni, hastaligin Akdeniz bolgesindeki topluluklarda goriilmesi
ve en one ¢ikan belirtinin ates olmasina ithafen, Akdeniz atesi anlamina gelen MEFV
(MEditerranean FeVer / MIM 249100) olarak adlandirilmistir. Giiniimiizde Yunanistan,
Italya gibi giiney dogu Avrupa tlkelerinde, Almanya, Polonya, Avustralya gibi orta
Avrupa tulkelerinde hatta Uzakdogu tlkelerinden Japonya'da AAA hastalarinin oldugu
bildirilmistir (39,41-45).

2.1.3. Epidemiyoloji

Hastalik Turkiye’de ulke genelinde yaygin olmakla birlikte, ilk veriler AAA
hastalarinin ¢ogunun Orta Anadolu kokenli oldugunu disiindurse de, son g¢aligmalar
Dogu ve Kuzey Anadolu kokenli hasta yogunlugunun daha fazla oldugunu gostermistir
(46). Turkiye’de hastalik prevalansi yaklasik olarak 1:1000 iken, bu say1 Israil'de 1:500'e
kadar ¢ikabilmektedir. (47-50). Tasiyicilik frekanst ise , topluluklar arasinda farklilik
gostermektedir. Turklerde 1:5, Kuzey Afrika Yahudilerinde 1:6-8, Irak Yahudilerinde ise
1:13.3 ve Israil’de 1:11 ve Ermenilerde tastyicilik frekans: 1:7, Araplarda 1:4.3 olarak

4
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arindaki dagilima bakarak yaklagik 2000-2500 yil 6nce

adolu, Giiney Avrupa, Kuzey Afrika ve Ermenistan’t igine

alan On Asya bolgelerine yayildiginin gostergesi olarak kabul edilmistir (39).

2.1.4. AAA Patogenezi

Ailevi Akdeniz Atesi ifadesi, hastaligin klasik ti¢ klinik o6zelligini de igine
almaktadir: Hastaligin otozomal ¢ekinik kalittim seklinin olmasi, 6zellikle Akdeniz
havzasinda yasayan topluluklan etkilemesi ve tekrarlayan ates ataklar ile seyretmesidir.
Infantil dénemde ortaya ¢ikan bazt AAA vakalar olsa da, hastalarin ¢ogu ilk ataklarini
cocukluk veya adolesan doneminde, % 80’inden fazlasi da 20 yasindan once gegirir

(9,32,33,53).

Erkek / kadin oraninin 1.5-2.0 / 1.0 olarak rapor edilmis olmasi, mutasyonun
kadinlara gecisi azalttigi ihtimalini ve kadin hastalarin ¢ogunda ataklarin siklikla
menstriiel dongiiyle birlikte olmasi, kadin cinsiyet hormonlarinin hastalik tizerine etkisi
olabilecegi ihtimalini akla getirmektedir. Bunun yani sira, ¢cogu kadin hastada ataklarin
gebelik sirasinda kaybolup, dogumdan sonra tekrar ortaya ¢iktigi ifade edilmektedir.
Hastaligin etyopatogenezi, bu konuda ¢esitli caligmalar yapilmasina ragmen hentiz tam
olarak a¢iga c¢ikarilamamistir. Bu noktada enfeksiyon, allerji ve bazi psikolojik

bozukluklar su¢glanmigsa da, bir ipucu bulunamamustir.

Hastaligin etyopatogenezini agiklamak i¢in one strilen gorugler, iki ana grupta
toplanmaktadir. Birinci gorise gore, AAA bir katekolamin metabolizma bozuklugudur
ve agirt miktarda endojen katekolamin salinimi, noébetlere yol agmaktadir. Fakat, bu
gorug artik giincel degildir ve desteklenmemektedir. Etyopatogenezi daha giincel olarak
aciklayan diger goris ise, organizmadaki yangi cevabinda meydana gelen bir bozukluga
dayanmaktadir. Buradaki ilk bozukluk, nétrofillerdeki lizozom iglevindeki eksiklige
bagli olarak ortaya ¢ikan yalanci yangisal uyarilardir. Buna yol agan ise, AAA

hastalarinin serumlarinda ve seroz sivilarinda C5a engelleyici seviyelerindeki eksikliktir.
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1digini yillardan beri disiundirmekte olmasina ragmen,

92 yilinda AAA geninin 16. kromozomun kisa kolunda
oldugunun bulunmasiyla ortaya konmustur. Daha sonralari, bu gen klonlanmig ve 1997
yilinda MEFV adi verilmistir. MEFV genine pirin / marenostrin denmis ve AAA nin bu

gendeki mutasyonla olustugu tespit edilmistir.

Pirin / marenostrin geni 10 kb uzunlugunda olup, 10 eksondan olugsmustur ve 781
aminoasitli pirin proteinini kodlamaktadir (54). Bu genle ilgili bulunan ¢ogu
mutasyonlarin 10. eksonda oldugu ortaya ¢ikmigtir (55). Pirinin gorevi tam olarak
bilinmemekle birlikte, yangisal olaylarin cevabinin kontroliinde ve hafifletilmesinde rol

oynadiginit gosteren bazi ¢aligmalar vardir (56,57).

Daha yakin zamanlarda gercgeklestirilen ¢aligmalardan elde edilen sonuglar, pirin /
marenostrin proteininin amino terminal ucuyla (1.-300. amino asitler), hiicre sinyal
iletim yolunda gorevli bir grup protein arasinda benzerlik oldugunu gostermistir. Pirin /
marenostrin PyD (pyrin bolge) ailesinin bir tyesidir ve NF-kappa’nin da igerisinde
oldugu B-hiicre sinyal iletiminde rol oynar. NF-kappa ise, onemli bir transkripsiyon

unsurudur ve yangiya onciilik eden iglevleri yonlendirir (58).

PyD bolgesi 95 amino asitten olusur ve 6lim bolgelerini (DD: death domain),
olum etkili bolgeleri (DED: death effector domain) ve kaspaz bolgelerini (CARD:
caspase recruitment domain) i¢ine alan 6liim bolgesi st ailesinin bir tiyesidir (Sekil 1).
Bu ailenin uyeleri yangi proteinlerinde, apopitoziste gorev alan bazi proteinlerde ve

protein-protein etkilesiminde rol almaktadir (59).

Bu domain ailesinin tiyesi olan proteinler, kaspaz c¢alistirici proteinlerle birlikte
hareket ederek apopitoz onciilii bir protein olan ASC'nin (apoptosis speck complex)
olusumuna katilirlar. Yapilan arastirmalar, yangi olan dokularda nétrofillerdeki ASC
ifadesinin arttigin1  gostermektedir. Ayrica, yangiya oncilik eden dlzenleyici

notrofillerde ASC ifadesinde artis oldugu in-vitro olarak gosterilmistir (60).


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

PDE

Cllck Here to up
Unlimited Page:

Your complimentary
use period has ended.

Thank you for using
-_ Complete PDF complete. | ASC'nin nétrofillerin yol agtigr yangiyla ve notrofil

nu gotsermektedir. Notrofiller, normal sartlarda yangisal

wrerini tamamladiktan sonra apopitoza ugrar fakat, buradaki
apopitoz mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir (61). Bir hipotezde, pirin /
marenostrin proteininin yangisal aract maddelerde asagi yonde dizenlemeye ve

notrofillerde apopitoza yol agabilecegi 6ne stiriilmustiir (62,63).

CARD KASPAZ |
IL-1 Beta'nin — = 3
islenmesi

NF kappa B n
Apopitoz TNF
L1

Anjlyogenez NF kappa B bagimli

Metastaz gen transkripsiyonu
Tiim&r tesviklenmesi
immortalizasyon

Gogalim

Sekil 1: PyD bolgesi bulunan proteinler, apopitotik speck proteini (ASC) ile
etkileserek vyangisal reaksiyonlari duzenler. Pirin engelleyici olarak rol alirken,
kriyopirinin ASC ile birlesmesi, kaspaz-1 yoluyla IL-1’1 uyarr. Potansiyel mutasyonlar
sonucu pirinde meydana gelen islev kaybi, engelleyici etkiyi azaltarak otoenflamasyona
yol agabilir. Alternatif olarak, MWS/FCU/NOMID hastalarinda oldugu gibi kriyopirine
yeni iglev kazandiran mutasyonlar bu yolagi etkinlestirebilir. ASC, apopitozda ve
yangisal reaksiyon cevabinin hem baskilanmasinda ve hem de diizenlenmesinde roli
olan NF-kappa transkripsiyon unsurunun etkinlesmesinde gorev alir [(IL-1,interlokin-1;
LRR, 16sin bakimindan zengin tekrarlar, (leucine-rich repeats); TNF, timor nekroz

faktori)].
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ve sonugta hastaliga iliskin bulgular gorilmektedir. Bu

1181, yangisal reaksiyon cevabindaki artigla kendini belli
etmektedir. Bunun yaninda, AAA hastaliginin nigin ser6z dokulart hedefledigi ve
belirtilerinin neden tekrarlayan sekilde ortaya c¢iktigr sorulari, buglin bile tam olarak

cevaplanamamugtir (64).

Bugiine kadar AAA ile ilgili ¢ok sayida MEFV mutasyonlar1 gosterilmis olup,
bunlarin i¢inde yer alan M694V mutasyonunda, bu mutasyon homozigot olmamasina
ragmen amiloidozun daha stk oldugu bulunmustur (65-69). MEFV geninin

klonlanmasiyla ilgili en yaygin doért mutasyon, su sekildedir:

1. Valin, metiyoninin yerine ge¢mistir. (M694V)
2. Alanin, valinin yerine ge¢mistir. (V726A)
3. 1zolosin, metiyoninin yerine gegmistir. (M680I)

4. 1zolosin, metiyoninin yerine gegmistir. (M6941)

Ozellikle, M694V mutasyonunun homozigot olmasiyla hastaligin agir seyretmesi
ve bu tir mutasyona sahip kisilerde amiloidoz gelisminin daha sik olmasi arasinda bir
baglant1 oldugu diisinilmektedir (70-73). Bu mutasyon, 6zellikle Afrikali Yahudilerde,
Ermenilerde, Turklerde ve Araplarda sik olarak goriilmektedir. Bunun yani sira, M694V
mutasyonunun AAA hastalig olan Tirk ailelerinde ilk siray1 aldigt ve amiloidozlu AAA
hastalarinin hepsinde, en az bir alelde M694V mutasyonunun oldugu belirtilmistir
(66,74). Fakat, daha sonra yapilan bazi ¢aligmalarda sadece M694V mutasyonunun
degil, ayn1 zamanda diger mutasyonlarin da amiloidoz gelisiminde etkili olduklart ortaya

cikartlmigtir.

Gunimiizde, AAA hastaliginin siddetinde ve en agir komplikasyonu olan
amiloidoz gelisminde MEFV gen mutasyonlarinin yami sira diger bazi diizenleyici

genlerin ve heniiz netlik kazanmayan ¢evresel unsurlarin roli tartigtlmaktadir (75,76).


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

PDE

£ Compl

Click Here to 4
Unlimited Pag

Your complimentary

use period has ended.

ete Thank you for using
PDF Complete. |kusak atlar, ancak bazi topluluklarda, tasiyict frekansinin

in stk oldugu durumlarda, dikey kalitm benzeri gegis

kalitima benzeyen bu sonug, bazi arastirmacilarin kalitim
kaliplartyla ilgili ¢aligmalarda hastaligin otozomal dominant gegisli oldugunu ileri

surmelerine yol agmistir (2).

2.1.5. AAA Hastah@inda Klinik

AAA, c¢ocukluk ¢aginda baglayan bir hastaliktir. Klinik bulgularin ortaya ¢ikist,
vakalarin yizde 90'inda yirmi yasin, ylizde 63-68'indeyse bes yasin altindadir. Klinik
disavurumlarin baglangi¢ yast en erken alti ay olarak bilinmektedir (77). Hastalik
peritonit, sinovit veya plevra yangist bulgularinin eslik ettigi tekrarlayici ates ataklari
ozelligi tasir. Deri, perikard, meninksler ve tunika vajinalis, daha az siklikta tutulur.

Ataklar 6-96 saat arasinda siirer ve ataklar arasinda belirti goriilmez.

Ataklarin agirligr ve sikligr, hastalar yaslandikga azalir. AAA hastalarinda ataklari
tetikleyen bazi faktorlerin oldugu belirtilse de, cogu hastada ataklarin herhangi bir neden
olmaksizin olustugu bilinmektedir. Ataklara onculiik ettigi bilinen bazi unsurlar arasinda

egzersiz, stres, ameliyatlar ve menstruasyon dongileri sayilabilir (2).

AAAnin belli bagh belirti ve bulgulart arasinda ates (% 96), peritonit (% 91),
plorezi (% 57), artrit/artralji (% 45), erizipel benzeri eritem (% 13) ve amiloidoz (% 2)
vardir. Diger bulgular arasinda bag agrisi, aseptik menenjit, perikardit, splenomegali,
akut skrotum, atesli miyalji, purpura ve proteinuri yer almaktadir (10). Turk AAA
caligma grubu, 2838 hastadaki klinik bulgulart ates (% 92,5), peritonit (% 93,7), artrit
(% 47,4), plorezi (% 31,2) ve ras (% 20,9) olarak rapor etmistir (78).

Ates, ¢cogu kez ataklara eslik eder ve bazen hastaligin tek belirtisi olabilir. Hafif
ataklarda diisiik seyredebilir fakat, genellikle 38-40° C civarindadir. Ates 12 saatten tig
giine kadar yiiksek kalmakla birlikte, cogunlukla ilk 24 saat i¢inde duser (39).
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baslayip yayilir ve nadiren yerlesik olarak kalarak, 1-3

ve kendiliginden gecer. Agri, hastanin gunlik normal
faaliyetlerine devam etmesine izin vermeyecek kadar siddetlidir. Atakta periton
boslugunda fibrin ile polimorfoniikleer hiicreleri igeren steril eksuda olusur ve bunun
organizasyonu, nadiren primer periton adezyonlarina ve sindirim kanalinda tikanmalara
yol agabilir (10,39). Kabizlik daha sik gorilmesine ragmen, hastalarin ytizde 10-20’sinde
ataklar sirasinda ishal gozlenebilir. Klinik tablo akut batina benzediginden, bazen
laparotomi ve apendektomiye basvurulmaktadir. AAA hastalarina apendektomi ameliyati
uygulayan merkezler olmustur fakat, bu girigimin akut batinin diger sebeplerini
diglayamamasi ve ameliyat sonrasinda olusan fibrotik bantlarin sindirim kanalinda
tikanmalara zemin hazirlamasi dolayisiyla, apendektomi 6nerilen bir yontem olmamigtir

(79).

Eklem ataklar1, batinda goriilen belirtilerin ardindan ikinci siklikta gorulur. AAA
olan Sefardik Yahudilerin yiizde 75’inde goriilen artrit, yluzde 16’sinda ilk belirti olarak
ortaya ¢ikmaktadir (80,81). Eklem bulgulart Turklerde % 47,4 (78), Araplarda ve
Ermenilerde % 37 (82,83) oraninda gorilmektedir. Alt ekstremitelerde diz, ayak bilegi
gibi buyiik eklemleri tutan, sekel birakmadan iyilesen, eklemde agri, kizariklik, 1s1
artigina yol agan, sistemik atesin eslik ettigi mono artrit goriilebilir. Akut mono artrit
spontan olugmakla birlikte, bu durumun travmay: veya uzun siiren egzersizin eklem
bulgularini tetikleyebilecegi unutulmamalidir. Bunun yani sira, komsu kaslarda atrofi ve
belirgin osteoporoz goriilebilir. Bazi kronik mono artrit vakalarinda, &zellikle kalga
ekleminde ve nadir olarak diger eklemlerde ankiloza giden kalici sekil bozukluklar

gelisebilir.

AAA’da gorilen artritin bir diger sekliyse, gezici poliartrittir. Bu vakalar
yanlishikla akut romatizmal ates (ARA) ve juvenil idiyopatik artrit (JIA) tams: aldiklan
igin, ayirict tant 6nem kazanmigtir. AAA tanist alan ve artriti olan hastalarda, hastalik
baslangi¢ yasinin artritt olmayan gruba gore daha diusik oldugu ve eritem benzeri
erizipelin, miyaljinin ve vaskulitin artritli grupta daha fazla goruldigi tespit edilmistir
(78).
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raflidir ve diyaframda irritasyon varsa, omuzda agrn

genellikle plevradaki yangiya bagli olarak gortlmekle
birlikte, baz1 ataklarda perikardite de rastlanir. Perikardit, AAA’l1 hastalarin yiizde 0,7-
1,4unde gelisir. Tekrarlayan perikardiyal ataklar, nadiren konstriktif perikardit ve

perikardiyal tamponada yol acar (84).

AAA’nin en karakteristik cilt lezyonu, erizipel benzeri eritemdir. Yahudilerde %
46 (80), Turklerde % 21 (78), Ermenilerde % 8 (82) ve Araplarda % 3 (83) oraninda
gortlir. Lezyon genellikle bacagin 6n yuziinde, ayak bileginde ve ayak sirtinda pembe-

mor renkli, ciltten hafif kabarik eritem geklindedir.

Miyalji, AAA’ nin stk gorilmeyen bulgularindan biridir. Egzersiz sonrasi alt
ekstremitelerde olan bu tip miyaljiye ates eslik etmez ve bu durum dinlenmekle geger.
Uzamig febril miyalji olarak isimlendirilen tablo ise, yiksek doz steroid tedavisine

ihtiyag duyar ve tedavi edilmezse alt1 haftaya kadar uzayabilir (85).

Kolsisin miyopatisi ise, bobrek islevleri bozulmus olan hastalarda gorulir.
Miyopatide kas enzimleri yiikselir, elektromiyografide miyopatik kalip ve anormal ani
kasilma etkinligi vardir. Kas biyopsisinde, miyositlerde lizozom birikiminin ve otofajik

vakuollerin oldugu gorulir (79).

Splenomegali, diger bir nadir gorillen bulgudur. Hastalarin yaklasik yiizde 30’unda
ve ¢ogunlukla yangisal reaksiyona ikincil olarak gorilmektedir. Nadiren, amiloidozise
bagli olarak da ortaya ¢ikabilir. Tunika vajinalisin yangisina bagli febril skrotum ataklari,
ozellikle ¢ocuk ve genglerde gorulur. Bu ataklar, skrotumda akut baglayan, tek tarafli

agri ve sislik ozelligindedir (79).

Vaskiilit, AAA'nin seyrinde normal popiilasyona gore daha sik gortlir. Henoch-
Schloein purpurast (HSP) ve poliarteritis nodoza (PAN) gorilme sikliklari, genel
popiilasyonda sirasiyla 8/1000 ve 6/100.000 iken, Turk AAA c¢alisma grubunun

verilerine gore, hasta grubunda bu oran sirasiyla 2.7/100 ve 9/1000 olarak bulunmustur

11
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ronegatif spondilartropatiler, streptokoks enfeksiyonu

it ve yangisal bagirsak hastaliklart ile AAA'nin bir arada
gorildigi rapor edilmistir (78, 87-89). AAA hastalarinda IgA nefropatisi, IgM
nefropatisi, hizli ilerleyen glomertiilonefrit, yaygin ¢ogalimli glomertlonefrit ve odaksal
cogalimli glomertlonefrit gibi amiloid dist diger bazi glomeriler hastaliklar da
gorilebilir (90-95). Bu glomeriiler hastaliklarla AAA’nin bir arada bulunusu daha ziyade
AAA’ nin bir digsavurum olarak kabul edilmektedir (96).

AAA’nin en 6nemli komplikasyonlarindan biri de, kronik bobrek yetmezligine
yol agan ikincil amiloidozdur. Amiloidoz, organ ve dokularda hiicre dig1 alanda erimeyen
fibriler yapida proteinlerin depolanmas:t o6zelligini tasiyan bir grup hastalig
tammlamaktadir (97). Ikincil veya tepkisel amiloidozda biriken 6nciil protein serum
amiloid A (SAA) dir. AAA’da gortlen sekonder amiloidoz, genellikle bobrekleri etkiler,
ayrica karaciger, dalak, adrenal bezler ve gastrointestinal sistemi, ge¢ donemde de kalp

ve testisleri etkiler.

2.1.6. Laboratuvar

AAA tanist i¢in 6zgiin bir laboratuvar testi yoktur. Akut yangida artan 16kosit,
eritrosit sedimentasyon hizi, serum C-reaktif protein (CRP), fibrinojen, serilloplazmin,
haptoglobiilin ve SAA proteini gibi akut faz proteinleri, bu hastalikta da artig gosterir ve
sonrasinda normale doéner. Amiloidoz gelisen vakalarda ve akut atak doéneminde

proteintri gorilebilir.

2.1.7. Tam

AAA hastaliginin tanisi, klinik bulgular ve hasta izlemi ile konur. Tam
konmasinda, Tel-Hashomer o6l¢utleriyle Livneh ve arkadaslarinin (98) yayinlamis oldugu
tan1 Olgitlerinden faydalanilmaktadir. Tel-Hashomer tani olgutlerinde, asil ve yan
olgitler belirlenmistir. Buna gore, kesin AAA tanisi i¢in iki veya daha fazla asil olgiit
veya bir asil ve iki yan ol¢iit, muhtemel AAA tanist i¢in bir asil ve bir yan olgiit

gerekmektedir. Tel-Hashomer tani lgutleri, Tablo-1"de gosterilmistir.

12
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1. Peritonit, sinovit veya plevra yangisinin eslik ettigi ates ataklar

™

AA tipinde amiloidoz bulunmasi

[

Kolsisin tedavisine olumlu cevabin alinmasi

Yan Olciitler
1. Tekrarlayan ates ataklar

2. Erizipel benzeri eritem

3. Birinci derece akrabalarda AAA 6ykiisi

Iki veya daha fazla sayida asil 6lgiitle veya bir asil ve iki yan 6lgiitler tan1 konur. Bir asil
ve bir yan ol¢itle, muhtemel tani konur.

Avi Livneh ve arkadaglar1 (99), 1988°de buyiik bir grup AAA hastasinin yani sira
AAA ile kansabilecek hastaliklari olan sahislar tizerinde yaptiklart bir ¢alismayla yeni
tan1 Olgitleri yaymlamiglardir. Giiniimiizde, ¢ogu merkez tarafindan bu tam olgitleri
kullanilmaktadir. Bu olgutler, Tablo-2’de verilmistir. Tan1 Olgiitleri iginde gegen tipik
atak, atesle beraber belirli sistemlerden bir ya da birden fazlasinda yangi goriilmesi
ozelligini tasimaktadir. Yangi peritonit (yaygin), plevrit (tek tarafli), perikardit, mono
artrit (diz, ayak bilegi, kalga), tek tarafli orsit, erizipel benzeri eritem veya alt

ekstremitelerde yaygin kas agrist seklinde olabilir.

Tipik atak tanimi icinde yangi bolgelerinde siddetli agrinin olugmasi, ataklarin
tekrarlamasi (aymi tipte Ui¢ defadan fazla), ataklarin ¢oguna atesin eslik etmesi (rektal

atesin 38°C’den yuksek olmasi) ve atagin kisa siireli olmasi (12 saat-3 giin) yer alir.

Kismi ataklar ise, tipik atak ozelliklerinden birini veya birkagini géstermeyen ve
tekrarlayan agnli ataklardir. Bu tip ataklarda, ates normal olabilir ve atak daha kisa veya
daha uzun streyi kapsayabilir (alt1 saatten az ve bir haftadan fazla olmamak kaydiyla).
Yang: belirtileri olmadan karin, gogiis, eklem ve skrotum bulgulart vardir. Hastalar,
yerlesik karin agrisindan sikayet eder. Tipik atakta tarif edilen yerlesimlerden farkli

eklem tutulumlart ve erizipel benzeri eritem goriliir. Akut orsit tablosu, iki tarafli olarak
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r (99). Bu tan1 dlgutlerine gore yapilan tipik ve kismi atak

Unlimited Pages al

LA A atagi olarak kabul edilmemelidir.
Tablo 2: Avi Livneh Tam Ol¢iitleri
A. Asil Olgiitler

Tipik ataklar

1. Yaygin peritonit

2. Tek tarafli plorezi ve perikardit

3. Mono artrit (kal¢a, diz ve ayak bilegi eklemlerinde)
4. Tek basina ates

B. Yan Olgiitler

Asagidaki bir veya daha fazla boélgenin kismi ataklari
1. Karin

2. Gogus

3. Eklem

4. Egzersiz sonrasi bacak agrisi

5

Kolsisin tedavisine iyi cevap olmast
C. Destekleyici Olgiitler

1. AAA aile oykusu

Uygun etnik koken

Belirtilerin yirmi yagindan once baslamasi
Yatak istirahat1 gerektirecek kadar siddetli agr
Kendiliginden iyilesme donemine girmesi

Belirtisiz ara donemler

N o R RN

Akut faz reaktanlarinda anormalllik
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1 dolayisiyla  yapilmig  ve  sonug  getirmeyen

raparoromrve apendektomi Oykiisiiniin olmasi

10. Anne-baba arasinda akrabaligin olmast

AAA TANISI ICIN

Bir asil dl¢it veya
Iki yan olgiit veya
Bir yan ve beg destekleyici olgiit veya

Bir yan ve ilk beg destekleyici olgttten dordiiniin olmasi gerekir.

2.1.8. Tedavi

Kolsisin daha onceleri gut tedavisinde kullanilmaktayken, ilk kez 1972 yilinda
Goldfinger (41), AAA hastaligi olan beg vakada kolsisinin tedavi edici etkisini
tanimlamigtir. Kolsisin ve salisilamid kombinasyonu, AAA’l1 hastalarda denenmis olan

fakat rutine girmeyen bir tedavi secenegi olmustur (100).

Gunumuzde tedavide sik¢a kullanilan kolsisinin, ataklari ve amiloidoz gelisme
riskini 6nledigi artik net olarak gosterilmistir (5,101). Kolsisinin etki mekanizmasi ise,
halen tam olarak ortaya ¢ikarilamamistir. Bunun yani sira, bu ilacin atak sirasinda artan
kemotaktik etkinligi engelleyerek notrofillerin yangi bolgesine gociinii durdurdugu ve
adezyon molekiillerinin ifadesini engelleme yoluyla noétrofil-endotel hiicresi etkilesimini

azalttig1 bilinmektedir (102).

Kolsisin'e 1 mg/gin dozunda oral olarak baslanir ve kademeli olarak 1,5-2,0
mg/giin dozuna ¢ikarilabilir. Cocuklarda baglama dozu ise 0,5-1,0 mg/giindiir. Kolsisin
iy1 tolere edilir ve ¢ocuklarda kullanim1 giivenlidir. Yiksek dozlarda ilag alimina bagli
gelisen ishal, doz azaltilinca diizelir. Karacigerde metabolize olur ve idrarla atilir.
Karaciger ve bobrek yetmezligi olanlarda doz ayarlamasi yapilmazsa, geri donisli
miyopati ve noropatiye yol agabilir (102).
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~o—Toor—ymmoa~arr—damarlarinin asetilkolin uygulamast sonrasinda endotele
bagl sekilde gevsemesinden sorumlu molekul olarak kesfedilmistir (103,104). Bundan
kisa bir siire sonra, damar endotel hiicrelerinden koken alan NO'nun L-arjinin amino
asidinden sentezlendigi gosterildi (105). NO, yann émrtu birkag saniye olan, hizla
cozinebilen, reaktif ve gaz halinde bir molekildiir. Giinimtzde NO'nun memelilerdeki
dolagim, sinirsel islev ve savunma gibi baz1 olaylan ve sistemleri de igine alan fizyolojik

ve patofizyolojik siireglerin diizenlenmesinde yer aldig1 ortaya gikarilmistir (106,107).

2.2.1. Nitrik Oksidin Biyosentezi ve NOS'un izoformlar

NO, L-arjininden ug¢ farkli NO sentaz (NOS) enzimi araciligiyla sentezlenir.
Islevsel yonden etkin olan nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi, dimerik sekilde bulunur.
Her ti¢ NOS monomerinin molekiil yapisinda da, oksijenaz igeren bir N-terminal ucu ve
kalmodulin tanima bolgesine sahip bir C-terminal ucu vardir. Enzimlerin rediiktaz
bolgesinde NADPH, flavin adenin dintkleotid ve flavin mononiikleotid gibi baz
kofaktorler i¢in baglanma bolgeleri bulunurken, oksijenaz bolgesinde hem ve
tetrahidrobiopterin (BH4) kofaktorlerinin yani sira, L-arjinin i¢gin de baglanma sahalari

vardir (108-111).

NO'nun L-arjininden sentezlenmesi, iki farkli reaksiyonla gerceklesir. NOS
monooksijenasyon-I reaksiyonu denilen birinci basamakta, L-arjinin NO sentezi i¢in bir
aract olan N omega-hidroksil-L-arjinine dontgir. Bu reaksiyon i¢in, NADPH ve oksijen

gerekir.
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Sekil 2: Nitrik oksidin L-arjinin amino asidinden sentezlenmesi

Damar endotelinin yan1 sira merkezi ve periferik sinir sisteminde ilk kesfedilenler
strastyla eNOS ve nNOS'tur. Gluniimiizde, bu enzimlerin g¢esitli hiicre ve doku tiplerinde
uretildikleri bilinmektedir NO'nun adi gegen NO sentazlar araciligiyla tretilmesi,
cogunlukla enzim etkinligi seviyesinde diizenlenmektedir ve bu reaksiyonlarda, az
miktarda NO uretilmektedir. Hiicre i¢i kalsiyum iyon yogun lugundaki degisiklikler, NO

sentezinde anahtar bir role sahiptir.

2.3. Insan iNOS Geninin Molekiiler Biyolojisi

iINOS geni sitokinleri ve lipopolisakkaritleri (LPS) de igine alan bir dizi yangisal
medyatoriin transkripsiyonel kontrolii altindadir. INOS'a ait cDNA'lar, sadece ilgili
amino asit dizgelerindeki kugtk farkliliklarla birlikte bazi dokulardan klonlanmistir
(112-115). Molekiler klonlama, iNOS geninin yaklasik olarak 37 kilobaz uzunlugunda
oldugunu ve 17. kromozomdaki 17cen-ql1.2 konumunda yerlesik oldugunu ortaya
cikarmigtir (116,117). iNOs'un a¢ik okuma ¢ercevesi 27 ekson tarafindan kodlanmig
olup, translasyon baslangig ve bitis eksonlar1 sirasiyla 2 ve 27'dir (118). Insan iNOS
geninin butin intron / ekson sinirlari, iyi bilinen GT/AG donér/alict kuralina siki bir
sekilde uymaktadir. Kodlama bolgesinin ve 6zellikle de kofaktor baglanma bolgelerinin
yapist, insan nNOS ve eNOS enzimlerindekine ¢ok benzerdir (119-121). iNOS cDNA
probunun 3' ucunun kullanildigr Southern Blot analizlerinde, nNOS ve eNOS ig¢in tekli
bant sonucu ¢ikarken, iNOS'a ait 22-26 arasi eksonlar i¢in ¢oklu bant sonucu ¢ikmigtir

(122,123).
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gede yerlesik oldugu, floresan hiicre ig¢i melezlestirme

aya ¢ikarilmistir (124). Birt malarya enfeksiyonuna karst
direngte patofizyolojik 6neme sahip olan t¢ degisik minor allel varyasyonu tarif
edilmistir (125-127). Insan iNOS geninin farkli hiicrelerde degisik sekillerde
diizenlendigi rapor edilmistir. Insan ve fare iNOS onciil bolgeleri arasinda belirgin
farkliliklarin oldugu, yapilan 3' analiziyle ortaya ¢ikmistir. Buna gore, farelerde iNOS'un
LPS ve interferon gammaya karst uyarilabilmesi i¢in 6nciil gen bolgesinin 5' ucunun
proksimalinde yer alan 1,5 kilobazlik kism1 yeterli olabilirken, insan iNOS onciilt, LPS /
I[FN-y'den sorumlu olan (-1083'ten -1229'a kadar) bolgedeki niikleotid degisimleri
dolayistyla LPS / IFN-y'ye karsi cevapsiz kalmaktadir (128,129).

Buna ek olarak interlokin-1 beta, timor nekroz unsuru alfa ve interferon gamma
tarafindan uyarilan insan transkripsiyon unsuru NF- kappa B, iNOS oncul bolgesine
farelerdekinden daha zayif bir gsekilde baglanmaktadir (130). Fakat, oncil gen
bolgesinde -3.8 kilobaz ile -16 kilobaz arasinda yer alan ve sitokinlere cevap veren cis-
dizenleyici elementleri iceren ug¢ bolge, sitokin uyarlabilirligini tetiklemektedir
(131,132). Insan iNOS geni, ilging sekilde insan eNOS genindekiyle ayni olan ve
makaslama gerilimine cevap veren (GAGACC) elementini igermektedir, ancak bu
element fare iNOS gen onciil bolgesinde bulunmamaktadir (133). NO iretiminin bu
makas gerilim elementi tarafindan baglatilmasi, 1okosit adezyonunun, platelet
birikiminin ve damar diz kas hiicre ¢ogaliminin engellenmesi yoluyla kalp-damar
hastaliklarindan korunulmasinda anahtar bir role sahip gibi goriinmektedir. Insan iNOS
gen onciil bolgesi, bugiin bilinen en genis ve karmagsik onciillerden biri olup, siki bir

sekilde kontrol edilen iNOS gen ifadesinin bir gostergesidir (134).
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 AITSIIAIITZ TG ourcymai Demirel UniVerSiteSi Tlp Fakultesi Etik Kurulu’ndan
26.08.2010 tarih ve XIV sayili toplantida onay alinmis ve ¢alisma Helsinki
Deklarasyonu kurallarina uygun olarak yapilmistir. Caligmaya katilan tiim hastalar

caligma hakkinda bilgilendirilerek yazili onaylar1 alinmigtir.

3.1. Calisma Grubunun Secilmesi

Siileyman Demirel Universitesi I¢ Hastaliklart Ana Bilim Dali Romatoloji Bilim
Dal1 tarafindan AAA tanmisiyla takip ve tedavi edilen hastalar galigmaya alinmigtir.
Calisma 2010-2011 yillar1 arasinda yapilmistir. Ailevi Akdeniz Atesi tanisi, Tel-

Hashomer tan1 6l¢iitlerinden faydalanilarak konulmustur.

Kontrol grubu i¢in, degerlendirme sirasinda travma ve enfeksiyon gibi yangiya ait
hikayesi ve klinik bulgular1 olmayan, kronik bir hastalig1 bulunmayan, herhangi bir tibbi

tedavi almayan ve ailesinde AAA hikayesi olmayan 30 saglam kisi secilmigtir.

3.2. Hastalarin Gruplandirilmasi

Toplam 60 hasta ve 30 saglikli kontrol, ¢aligmaya dahil edildi. AAA hastalar
MEFV gen mutasyon analizleri yapilarak ti¢ gruba ayrildi. Ayrica, butiin vakalar iNOS

gen polimorfizmlerine gore CC, CT ve TT genotipli olarak siniflandirildi.

3.3. Orneklerin Toplanmas: ve Hazirlamisi

MEFYV gen mutasyonlarini tespit etmek i¢in, 0,5 M Etilendiamintetraasetik asitli
(EDTA) tupe 2 cc venoz kan 6rnegi alindi. Hasta grubuna ait EDTA’1 kan 6rneklerinden
DNA izole edildikten sonra, FMF gen dizileri multipleks polimeraz zincir reaksiyonu
yontemiyle in vitro olarak c¢ogaltildi. Mutasyonlar, revers insitu hibridizasyon

yontemiyle (Vienna Lab. Austria marka FMF strip assay kiti) ¢aligildi.
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P cc venoz kan ornegi alindi. EDTA’l1 kan 6rneklerinden

S gen polimorfizmi, PCR-RFLP yontemiyle belirlendi.
Plazma NO seviyelerinin belirlenmesi i¢in, hasta ve kontrol grubuna dahil edilenlerden

EDTA'l1 tiipe 2 cc venodz kan 6rnegi alindi. Alinan 6rneklerin plazmalari ayrildi.

3.4. DNA lizolasyonu

Calisma grubunu olusturan bireylerden EDTA’l1 tiip igerisine 2 cc kan &rnegi
alindi. Kandan DNA’nin izolasyonu igin Invisorb® Spin Blood Mini Kit kullanild:.
Periferik kan lokositlerinden standart prosediire gére DNA izolasyonu yapildi ve

sirastyla agsagidaki islemler uygulandi:

Calismaya baglamadan oOnce ornek sayisina yetecek kadar Elution Buffer

ependorf tiipiine kondu ve termomikser de 56°C ye kadar 1sitildu.

1. 1,5 ml’lik Ependorf tuptne 200 pl kan 6rnegi, 200 pl lizis buffer A ve 20 pl
proteinaz K kondu. Kapagi kapatilarak tip kisaca vortekslendi. Lizis asamasi i¢in
termomikserde (Thermo-Rock, Sweden) 56°C’de 10 dakika boyunca inkiibasyona
birakildu.

2. Inkiibasyonun sonunda tiip igine 400 p | Binding Buffer eklendi ve 10 sn
vortekslendi.S1vinin tamami, RTA spin filtreli tiipe aktarildi. Ug dakika oda sicakliginda
inktbe edilip 12000 rpmde 2 dakika santrifiij edildi. Altta kalan siv1 atilip, spinfilterler
icindeki materyalle birlikte yeni toplama tiiptine yerlestirildi.

3. Orneklerin iizerine 500 pl’lik wash buffer I eklendi ve 12.000 rpmde 1 dakika
santrifiij edildi. Altta kalan sivi1 atilarak, toplama tiipleri degistirildi.

4. Omeklerin tizerine 800 ul wash buffer II eklendi ve 12.000 rpmde bir dakika
santrifiyj edildi.

5. Filtre bos toplama tiipiine aktarilarak, 14.000 rpmde 4 dakika tekrar santrifiij
edilerek alkolden arindirildu.

6. Filtre temiz 1.5 ml’lik ependorf tiupine aktarildi ve alkolin tamamen
uzaklagmast i¢in, 3 dakika kapak ag¢ik bigimde oda sicakliginda inkibe edildi.
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kiibe edildi.

O.  OUIIdSIITUd  TU.UUY pmde 1 daklka Santrifﬁj edilerek ﬁltre atlldl ve tup

icerisindeki ekstrakt (DNA) alinip -20°C’de saklandi.

3.5. MEFV Gen Mutasyonlarinin Belirlenmesi
3.5.1. Coklu-PCR Amplifikasyonu

MEFV gen zincirlerine ¢ift primerler kullanilarak, PCR multipleks teknigi ile in
vitro amplifikasyon yapildi. Reaksiyonda, MEFV genine ait E148Q, P369S, F479L,
M680I (G>C), M680I (G>A), 1692del, M694V, M6941, K695R, V726A, A744S ve
R761H mutasyonlarn i¢in primerleri ve dNTP’leri iceren iretici firma tarafindan

hazirlanan FMF amplifikasyon karigimi kullanildi.

Her o6rnek i¢in, PCR toplam reaksiyon hacmi 25 ul olacak gekilde ependorf tiip
igine 15 ul amplifikasyon karigimi (Vienna Lab, Austria), 5 ul taq polimeraz (Applied
Biosystems, Germany) ve 5 ul DNA koyularak hazirlandi. PCR’da kullanilacak

malzemeler ¢aligma esnasinda buz tizerinde muhafaza edildi.

Tablo 3: Bir hasta icin FMF strip assay igerigi

Reaktifler Karisim
FMF Amplifikasyon Miksi 15 ul

Taq Dilusyon Buffer 4,8 ul
Taq DNA Polimeraz 0,2 ul
Kalip DNA 5ul

Toplam Reaksiyon Hacmi 25 ul

PCR kanstmini igeren tupler, “termal cycler”a (Applied Biosystems, Germany)
yerlestirildi ve PCR ilk siklusta 94°C” de 2 dakika denaturasyonu takiben, 94 °C de 15
saniye (denatiirasyon), 58°C’ de 30 saniye (annealing) ve 72 “C’de 30 saniye (extend,
elongation: uzama) olacak sekilde 35 siklusta yapildi. Son siklustan sonra 72 “C’de 180

saniye stren bir siklus daha yapilarak tamamland: (Tablo 4).
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94°C | 02:00 dakika
94 °C  00:15 saniye
58 °C  00:30 saniye 35 Dingii
72°C  00:30 saniye

72 °C 03:00 dakika
4 °C o0

Resim 1: Termal cycler cihaz

3.5.2. Agaroz Jel Elektroforeziyle PCR kontrolii
TBE (Tris-Borik Asit-EDTA) Tamponu: Stok ¢ozelti (10x, pH 8.0), 121.10 gram

Tris aminometan, 61.83 gram Borik asit, 4 gram EDTA tartilip distile suyla hacim 1000

ml’ye tamamlanmistir. Bu ¢ozelti distile su ile 10 kat seyreltilerek kullanildi.
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Etidyum Bromiir 2 ul

1. Gerekli miktarda agaroz tartilip, erlene koyuldu.

2. Gerekli miktarda TBE eklendi.

3. Hafifge calkalanip mikrodalga firina koyuldu.

4. Mikrodalga firin o6mek kaynamaya baslayana kadar yuksek ayarda
acild.

5. Erlen, araliklarla mikrodalgadan ¢ikarilip ¢alkalandi.

6. Kaynama bagladiktan sonra mikrodalganin ayari diisiiriildii ve tamamen eriyene

kadar ¢alkalanarak 1sitildi.

7. Etidyum Bromiir ortama eklendi ve ¢alkalama yoluyla tim ¢ozeltiye dagilmasi

sagland.

8. Cozelti, trayin catlamamasi i¢in muslukta biraz sogutuldu.

9. Cozelti traye yavagca dokildi ve g¢ozeltinin polimerize olmast i¢in en az
onbeg dakika beklendi.

3.5.4. Ornek Yiikleme Tamponu (Loading Dye)

50 pl % 1’lik Bromfenol blue, 50 pl %1°lik Ksilen siyanol, 10 pul % 50’lik
Gliserol ve 880 pl % 10’luk Tris-EDTA pH 8 kullanilarak hazirlandi. PCR triinleri
ornek yiitkleme tamponuyla 5/1 oraninda karistirllarak jele yiiklendi ve 80 voltta 20
dakika yurituldi. Jel, Kodak Image Station 2000MM cihazinda goriintiillenerek PCR’de
amplifikasyonun gergeklesip gerceklesmedigi kontrol edildi.
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Resim 2: Agaroz jelde DNA ornekleri

3.5.5. Revers In situ Hibridizasyon Yontemi

Calismaya baglamadan once Hibridizasyon Solisyonu ve Wash Sollisyon A,
autolipanin sicak blogu uzerine yerlestirildi ve Autolipa’da Viennalab rtnleri igin
uygun program segilerek, cihaz 45 °C'ye kadar 1sitildi. Diger soliisyonlarsa, oda 1sisinda

bekletilerek 1s1tildi.

FMF StripAssay galisilirken her bir strip i¢in 10 pl DNAT soltisyonu striplerin
yerlestirildigi trayin kuyucuklarinin kogelerine pipetlendi. DNAT solisyonu 10 pl
PCR 1rini pipetlenerek kuyucukta karigtirildi. PCR iriinleri, oda sicakliginda bes
dakika inkiibe edilerek denatiire edildi.

Bundan sonraki asamalar, Autolipa cihazinda ¢alisildi. Programa gore,
orneklerin konuldugu kuyucuklara onceden 1sitilmig 45 °C’de 1 ml hibridizasyon
solisyonu dikkatlice konuldu ve homojen renk elde edilene kadar yavasca
calkalandi. Stripler, mat yizeyleri Ustte olacak sekilde dikkatlice  kuyularina
yerlestirildi ve 45 °C’de 30 dakika calkalanarak inkibe edildi. Hibridizasyon
soliisyonu, kuyucuklardan tamamen bosaltildi. Her bir kuyucuga 45 °C’de 1 ml Wash
soliisyonu A ilave edilerek, 10 saniye inkiibe edildi. Kuyucuklardan Wash solisyon A
bosaltildi. 1 ml wash solisyonu A tekrar ilave edilerek, 15 dakika c¢alkalamali

inkiibe edildi. Solisyon tekrar bosaltilirak, 1 ml wash soliisyon A ilave edildi.
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Slandi.Wash solisyon A, kuyucuklardan tamamen

L __. ~madan sonra oda sicakliginda (26 °C) devam etti. Her
bir kuyucuktaki strip uzerine konjugat solisyonu eklendi ve karigim 15 dakika
calkalanarak inkiibe edildi. Daha sonra, konjugat solisyonu bosaltildi. Her bir
kuyucuga 1 ml Wash solusyonu B ilave edilerek, karigtm 10 saniye inkiibe edildi.
Kuyucuklardan Wash soliisyon B bosaltildi. Ortama 1 ml wash soliisyonu B tekrar
ilave edilerek, 5 dakika calkalamali inkiibe edildi. Wash soliisyonu B daha sonra
tekrar bosaltilirak, 1 ml wash solisyon B ilave edildi. Bu soliisyon bes dakika
calkalanarak, konjugat solisyonunun tamamen uzaklagtirilmast saglandi ve

kuyucuklar bosaltildi.

Her bir strip tzerine, 1 ml color developer soliisyonu eklendi ve karanlikta oda
sicakliginda bantlarin olusmast i¢in strip-developer 15 dakika boyunca
calkalanarak inkiibe edildi. Color developer, ortamdan tamamen uzaklastirildi.

Uzerinde bantlar olusan stripler, iki kez distile su ile yikanarak karanlikta kurutuldu.

3.5.6. Sonuclarin Okunmasi

Stripler hibridizasyon sonrasinda kolektor kagitlarina yapistirilarak sonuglar
yorumlandi. En bastaki pozitif reaksiyon kontrol bandi, konjugat ve color developer
asamalarinin dogrulugunu gosterir. Bu bant daima olugmalidir. FMF stripleri ve strip
tizerindeki mutant tip ve wild tipleri gosteren bantlar, Sekil 3'te gosterilmistir.
Normal bireylerin genotipleri i¢in sadece wild (vahsi) bantlar, heterozigot bireyler i¢in
hem wild ve hem de mutant tipte bantlar, homozigot bireyler i¢in sadece mutant

bantlarin pozitif olmast gerekmektedir (Sekil 4 ve Tablo 5).
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Cantrol

1 mutant  EMBQ

2 mutant  P3685

3 mutant  FATOL

4 mutant  MBBA {G/C)
= & mutant  MEBN (G/A)
z b mutant  lE¥2del
7 mutant  MEA
= B mutant MGG
=

9 mutant  KE95R

10 mutant  WT26A

11 mutant  AT445

12 mutant  RTEIH

13 wid type codon 148
L 14 wid type  codon 369
: 15 wid type codon 474
= 16 wid type  codon 680
o 17 wid type  codon §92-695
ﬁ 16 wid type codon 726
= 19 wid type codon 44

20 wid type codon TEL

Green Marker Line (botom)

Sekil 3: FMF strip assay
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Sekil 4: Wild ve mutant bandlar

Tablo 5: Revers hibridizasyonda, wild ve mutant band tiplerine gore genotiplendirme

Wild tip band | Mutant band Genotip
Normal Pozitif Negatif Normal Birey
Homozigot Heterozigot
Pozitif Pozitif Birey
Heterozigot Homozigot
Negatif Pozitif Birey

3.6. iINOS Gen Polimorfizmi

iNOS gen polimorfizmi, PCR-RFLP yontemiyle belirlenmistir. Bu islemde, iNOS
genine ait Ex16+14C $ T bolgesine bakildi. PCR islemi 20-100 ng DNA, 100 um
dNTPs, 20 pmol primer (Forward ve Reverse primer), 1,5 mM MgCI2, 20 mM Tris-HCI
PH 8,6 , 50 mM KCI, 1 U Taq polymerase (MBI Fermentas) icerecek sekilde 25 ul

hacminde gergeklestirilmigtir. Kullanilan primerlerin dizilimi su sekildedir:

Forward Primer: 5°-CTG TGA GCC TTC TCC TGC AAG -3’
Reverse Primer: 5°-GGC AGG GCT AGGAGT AGGAC-3°

PCR 95°C'de 5 dakika ilk denaturasyondan sonra, 35 siklus; 95°C'de 1 dakika
denaturasyon, 60 °C'de 45 saniye primer baglanma (annealing) ve 72°C'de 1 dakika
sentezi (extension), en son 1 siklus 72°C'de 7 dakika son sentez islemleriyle

gergeklestirilmigtir.
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Unlimited Pages anc

| restriksiyon enzimi (New England Biolabs) ile 65°C de
bir gece boyunca inkiibasyonla gergeklestirilmistir. RFLP sonucu, 0.5 mg/ml ethidium
bromide igeren, % 3’likk agaroz jelde 100 Voltta 40 dakikalik elektroforez isleminden
sonra gozlenmistir. Tum degerlendirmelerde 100 bp’lik marker (100 bp DNA Ladder,
MBI Fermentas) kullanilmigtir. UV 151k kullanilarak jel goruntileme sistemiyle (Kodak
IMAGE 2000MM) genotipler belirlenmistir. PCR sonunda 195 bp’lik tiriin olugmustur.

Enzim kesimi sonrasinda 123 ve 72 bp’lik trtinler olusmustur (Resim 3).

- 195bp
~-— 123 bp

~——72 bp

Resim 3: Enzim kesimi sonrasinda olusan urtnlerin jel elektroforez ortamindaki

gorlntistne ait fotograf.

3.7. Plazma Nitrik Oksit (NO) Seviyesinin Ol¢iilmesi

3.7.1. Deneyin ilkesi

Vicutta in vivo ortamda uretilen NO, hizli parakrin etki gosterir. NO, guanilat
siklaz enziminin prostetik grubuyla reaksiyona girerek enzimi etkinlestirir ve ¢cGMP
seviyelerinde artisa yol agar. NO, aym zamanda vicut sivilarinda bulunan bazi

molekillerle de reaksiyon verir. Bu reaksiyonlari, su sekilde siralayabiliriz:
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Olgiim yonteminde, iki basamakli bir tepkime siirecinden faydalanilir. Birinci
basamakta nitrat, nitrat rediiktaz araciliiyla nitrite doniisturiliir. Ikinci basamakta ise,
ortama nitriti koyu mor renkli azot bilesenine dontstiren Griess Reaktifi eklenir. Bu

bilesenin abzorbansi 6l¢iilerek, NO iyon yogununlugu hesaplanmis olur.

3.7.2. Nitrat Standart Egrisinin Hazirlanmasi

Olgumii yapilacak orneklerdeki nitrat-+nitrit yogunluklarinin belirlenebilmesi igin,
once bir nitrat standart egrisi hazirlandi. Temiz bir deney tiipiiniin i¢ine 0,9 ml deney
tamponu ve 0,1 ml nitrat standardi eklendi ve bu karisim g¢alkalandi. Bu standardin

yogunlugu 200 mikromolardi. Standart egrisi, agsagidaki reaktiflerin eklenmesi yoluyla

hazirlandr:
Kuyucuk Nitrat Standardi | Deney Tamponu Son Nitrat
(ul) (ul) Yogunlugu
A1, A2 0 80 0
B1, B2 B 75 5
C1, C2 10 70 10
D1, D2 15 65 15
ElL; E2 20 60 20
F1; F2 25 55 28
G1, G2 30 50 30
H1, H2 35 45 35
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- santrifiij yardimiyla 10-30 kDa’lik molekiil agirliklarina

sahip partikiilleri ayrildi.

3.7.4. Olciim Islemi

Olgiim isleminde, 96 kuyucuklu plate kullamldi. Iki kuyucuk absorbans korii
olarak ayrildi ve standartlarla serum orneklerinin yerleri belirlendi. Daha sonra, su

basamaklar takip edildi:

- Kor (blank) kuyucuklarina 200 mikrolitre deney tamponu kondu.

- Toplam yedi adet standart kuyucugu vardi. Her bir standart kuyucuguna,
hazirlanmig olan standartlardan 80 mikrolitre konuldu.

- Diger kuyucuklara ise, oOl¢imi yapilacak ornekten konularak stine
deney tamponu eklendi ve son hacim 80 mikrolitreye tamamlandi.

- Her bir kuyucuga, 10 mikrolitre enzim kofaktor karisimi eklendi.

- Daha sonra, ornek igeren kuyucuklara 10 mikrolitre Nitrat Rediiktaz
kartsimi eklendi.

- Platenin kapagt kapatildi ve ornekler, oda sicakligt ortaminda bir
saat tutuldu.

- Enkiibasyon sonrasinda, kuyucuklara 50 mikrolitre Griess Reaktant — R1
ve R2 eklendi.

- Renk olusumu i¢in on dakika beklendikten sonra, orneklerin absorbans
degerlert bir plate okuyucusunda ve 540-550 nm dalgaboyu araliginda

okundu.

3.7.5. NO Degerinin Hesaplanmasi

Kor (blank) kuyucuklarindan elde edilen deger, 6rnek igeren diger kuyucuklardan

olgilen ortalama emilim (absorbans) degerlerinden ¢ikarildi.
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k, 540 veya 550 nanometrelik dalgaboyu emilim degeri
referans olarak alindi ve agagidaki formiil kullanilds:

[Nitrat + Nitrit] (uM) = [ (A540 - y kesisme noktasi) / Egim Agist | x [ 200 ul / Ornek
hacmi ] x Seyreltme Orani

[Nitrit] (uM) = [ (A540 - y kesisme noktasi) / Egim Agis1 ] x [ 200 ul / Ornek hacmi ] x
Seyreltme Orant

[Nitrat] (uM) = [Nitrat + Nitrit] - [Nitrit]

3.8. Istatistik Analiz

Istatistik degerlendirmeler, SPSS 17.0 ve OpenStat 11.9 yazilimlari kullanilarak
yapildi. Grup i¢i ve gruplar arast yizdelik degerlerinin birbiriyle karsilastiriimasinda,
Ki-kare testi uygulandi. Nitrik oksit o6lgimiine ait ortalama degerlerin analizinde,
Student-t testi uygulandi. Elde edilen degerler, ortalama + standart sapma olarak verildi

ve 0,05'1n altindaki P degerleri, istatistik agidan anlamli olarak kabul edildi.
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~rrovr ooz ey A AA) grubunda, 29 erkek ve 31 kadin mevcuttu. Hasta
grubunda erkeklerin yas ortalamast 31,03 = 11,57 yil, kadinlarin yas ortalamasi 34,22 +
10,92 y1l ve genel yas ortalamasi da 32,68 + 11,26 yildi. Kontrol grubunda ise, 13 erkek
ve 17 kadin mevcuttu ve yas ortalamalar erkeklerde 36,07 = 9,72 yil, kadinlarda 34,82 +
9,30 y1l ve toplamda da 35,36 + 9,34 yildi. AAA ve kontrol grubu arasinda, cinsiyet (p =
0,6558) ve yas (p = 0,1232) agisindan anlamli bir fark bulunmamisgtir.

FMF strip assay Kkitlerinin prosediiriine gore multipleks PCR ve hibridizasyon
yapilarak sekilde goruldigi gibi FMF stripleri tizerinde konjugat-substrat reaksiyonun

triini renk olusumu gozlendi ve bireylerin mutasyon analizi yapildi (Resim 4).

Ailevi Akdeniz Atesi (AAA) grubundaki 60 vaka MEFV gen mutasyonlar
acisindan degerlendirildigi zaman, M694V homozigot mutasyonu olan 14 hasta (%
23,33), M694V heterozigot mutasyonu olan 10 hasta (% 16,67), M694V bilesik
heterozigot mutasyonu olan 12 hasta (% 20), diger bilesik heterozigot mutasyonu olan 3
hasta (% 5) ve diger heterozigot mutasyonu olan 21 hasta (% 35) bulundu. Ailevi
Akdeniz Atesi (AAA) grubunun, cinsiyet, MEFV gen mutasyonu ve iNOS genotipi,

Tablo 6'da 6zetlenmistir.
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Resim 4: Normal, heterozigot, birlesik heterozigot ve homozigot mutasyonlart gosteren

FMF Strip Assay.
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No Adi Cinsiyet | Yas | MEFV gen mutasyonu INOS
Soyadi genotipi

1 IB. K 32 | M694V Homozigot CC
2 B.C. E 30 | M694V Homozigot CC
3 AOA |E 26 | M694V Homozigot CC
4 HA. K 24 | M694V Homozigot CC
5 M.A. E 53 [ M694V Homozigot CC
6 AB. K 38 | M694V Homozigot CC
7 H.T. K 55 [ M694V Homozigot CC
8 S.T. K 35 | M694V Homozigot CT
9 MEC. |E 19 | M694V Homozigot CC
10 ENC. [K 19 | M694V Homozigot CC
11 CE. K 38 | M694V Homozigot CT
12 M.E. E 58 [ M694V Homozigot CC
13 S.G. E 18 | M694V Homozigot CT
14 Z.U. K 40 | M694V Homozigot CC
15 FY. E 35 | M694V Heterozigot CT
16 DFA. [K 55 | M694V Heterozigot CC
17 PS. K 58 | M694V Heterozigot CT
18 S.S. K 23 [ M694V Heterozigot CT
19 HHU. |E 35 | M694V Heterozigot TT
20 MHO. |E 46 | M694V Heterozigot CC
21 CG. E 20 | M694V Heterozigot TT
22 HET [K 18 | M694V Heterozigot CT
23 B.C. K 24 | M694V Heterozigot CC
24 ABG [K 30 | M694V Heterozigot CC
25 IC. M694V Heterozigot, E148Q

K 33 | Heterozigot CC
26 HG. M694V Heterozigot, M6801

E 21 | Heterozigot CT
27 F.G M694V Heterozigot, M6801

K 19 | Heterozigot TT
28 HG. M694V Heterozigot, E148Q

E 37 | Heterozigot CC
29 Z.A. M694V Heterozigot, E148Q

K 40 | Heterozigot CC
30 ST M694V

K 27 | Heterozigot,E148QHeterozigot CC
31 M.O. M694V Heterozigot, M6801

E 37 | Heterozigot CT
32 YEE M694V Heterozigot, K695SR

E 22 | Heterozigot CT
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25 | Heterozigot TT
M694V Heterozigot, K695SR
T 36 | Heterozigot CT
35 CK. M694V Heterozigot, K695SR
40 | Heterozigot CT
36 M.G. M694V Heterozigot, E148Q
K 37 | Heterozigot TT
37 U.A. K 44 [ P369S Homozigot CT
38 AM. K 54 | V726A Homozigot CT
39 FE. K 30 | P369S Homozigot CC
40 M.O. E 24 | V726 A Heterozigot CT
41 H.D. E 18 | E148Q Heterozigot CC
42 VA E 49 | V726A Heterozigot CT
43 R.O. K 39 | P369S Heterozigot CC
44 FA. E 18 | V726A Heterozigot CC
45 LA K 26 | M6941 Heterozigot CC
46 G.0. E 35 | E148Q Heterozigot CT
47 R.K. K 29 | E148Q Heterozigot TT
48 M.B. E 52 | M680I Heterozigot CC
49 EY E 23 [ M680I Heterozigot CC
50 B K. E 24 | F479L Heterozigot TT
51 K K. E 35 | E148Q Heterozigot CT
52 A.G. K 38 | E148Q Heterozigot CC
53 RB.G. [K 30 | F479L Heterozigot CC
54 A.O. E 32 | E148Q Heterozigot CC
55 HA. V726A Heterozigot,P369S
K 20 | Heterozigot CC
56 DA V726A Heterozigot,P369S
E 25 | Heterozigot CC
57 FE. V726A Heterozigot, F479L
K 36 | Heterozigot CC
58 MBS E148Q Heterozigot,P369S
E 18 | Heterozigot CC
59 K.S. E148Q Heterozigot,P369S
K 30 | Heterozigot CC
60 MK. E148Q Heterozigot,P369S
E 29 | Heterozigot CC
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rak degerlendirildiginde iNOS genotipi 33 vakada CC (%

57 tourgnoaoToooy,—~oiguda TT (% 15) olarak tespit edilmistir. Kontrol grubunda
ise, INOS genotipi 20 olguda CC (% 66,7) , 7 olguda CT (% 23,3) ve 3 olguda da TT (%
10) olarak bulunmustur (Tablo 7). Kontrol grubuyla AAA grubu arasinda CC (p =
0,2917), CT (p = 0,5080) ve TT (p = 0,5130) gen polimorfizmleri agisindan anlamli bir
farklilik bulunmadi.

Tablo 7: Ailevi Akdeniz Atesi (AAA) ile kontrol grubunun INOS genotipinin

kargilagtirilmasi
INOS Genotipi
CC CT TT
AAA Grubu (n:60) 33 18 9
Kontrol Grubu (n:30) 20 7 3

AAA grubu kendi iginde degerlendirildigi zaman, 17 adet homozigot (% 28,33) ve
43 adet heterozigot (% 71,67) MEFV mutasyonunun oldugu, homozigot mutasyonlardan
12 vakanin CC (% 70,58) ve 5 vakanin CT (% 29,41) iNOS genotipinde oldugu,
heterozigot mutasyonu olan toplam 43 vakanin 21'inin CC (% 48,83), 13'unin CT (%
30,23) ve 9'unun da TT (% 20,94) genotipini tagidig bulunmustur (Tablo 8).

AAA grubu kendi i¢inde homozigot ve heterozigot mutasyonlar agisindan
kargilastirildigr zaman, CC (p = 0,1302) ve CT (p = 0,9999) polimorfizmleri agisindan
bir farklilik olmadigi, buna karsilik sadece TT (p = 0,0425) gen polimorfizmi
bakimindan homozigot ve heterozigot vakalar arasinda istatistik agidan anlamli bir

farkliligin oldugu bulunmustur.
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iNOS Genotipi
CC CT TT
AAA grubu (n:60) 33 18 9
Homozigot mutasyon (n:17) 12 5 0
Heterozigot mutasyon (n:43) 21 13 9
Kontrol grubu (n:30) 20 7 3

Alinan kan orneklerinden nitrik oksit seviyeleri ol¢iildii. Ortalama plazma nitrik
oksit seviyeleri, FMF grubunda 1,91 + 0,79 mM ve kontrol grubunda da 1,85 + 0,59
mM'd1. Nitrik oksit 6lgimiine ait elde edilen ortalama degerler agisindan, FMF ve

kontrol gruplar arasinda istatistik agidan anlamli bir fark yoktu (p = 0,6434).

37


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

PDE

£ C

Click Here to

Unlimited

Your complimentary
use period has ended.

Thank you for using
omp lete PDF Complete. 5. TARTISMA ve SONUC

v Tastarg;,—yoraomuzda stk gozlenen ve klinikte tanist ¢ogu zaman
giclikle konabilen bir hastalik tablosudur. Klinik tanisi zor olan AAA hastaliginin
molekiler genetiginin anlagilmasi yoninde son yillarda onemli ilerlemeler
kaydedilmigtir. Ailevi Akdeniz Atesi etyopatogenezine yonelik bir¢ok hipotez ileri
surilmiis ve bu konuda cesitli ¢alismalar yapilmistir. Fakat, hastaligin patogenezi tam

olarak aydinlatilamamigtir (79,135-138).

AAA’dan sorumlu MEFV geninin sentezledigi plrin/mareonostrin proteininin
yangiya aracilik ettigi diustntlmektedir (8,9). Giincel goris, MEFV genindeki
mutasyonlarla sentezi bozulan pirin/mareonostrin proteininin yangiyt yeterince
baskilayamadigi ve bunun sonucunda AAA ataklarinin gelistigi seklindedir (FMF-1617,
5,6). Fakat, hentz pirin / mareonostrin proteininin yangisal reaksiyonun hangi

basamaginda roli oldugunu gosteren yeterli veri bulunmamaktadir.

MEFV genine bagli olarak ortaya ¢ikan ve 76 tane mutasyon rapor edilen bu
hastalikta ayni anda farkli mutasyonlarin tanisina izin veren yeni molekiler tani
testleri olduk¢a onemlidir. Son yillarda 12 ayrt A A A mutasyonunun incelenmesine
imkan saglayan revers hibridizasyon teknigi bu anlamda olduk¢a kullanigli bir teknik
olarak o6n plana ¢ikmistir. Boylece, AAA'da en ¢ok gortlen 12 ayri mutasyonun
tanisina olanak kilan bu teknik ayni zamanda kombine heterozigotlarin tanisina da

imkan saglamigtir.

Bu ¢aligmada, toplumumuzda en fazla mutasyon gozlendigi rapor edilen
MEFV genine ait dort ayri mutasyon (M694V, E148Q, P369S ve V726A)
ve ayrica Turk populasyon g¢aligmalarinda daha az yer verilmis olan A744S, P369S,
F479L, M6941, M6801, K695R ve yerli literatiirde simdiye kadar bulunmayan 1692del
ve R761H mutasyonlari, aynt anda 12 farkli mutasyon tipini belirlemeye imkan

saglayan FMF strip assay ile taranmistir.
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hlara ait gortilme sikliklarinin yiizdelik degerleri su

SerTraca—rror—r—or——£ 148Q % 17,94, M680I % 6,41, V726A % 9, P369S
% 10,25, F479L % 3,84, K695R % 3,84 ve M6941 % 2.57. Elde ettigimiz sonuglar,
literatiirdeki M694V mutasyon oramyla uyumludur. Ulkemizde yayinlanan ¢ogu

calismada, Turklerde en sik olarak M694V mutasyonunun goruldigi gosterilmistir.

Akar ve arkadaslari, FMF tamisi ile izledikleri 230 hasta tizerinde yaptiklar
calismada mutasyonlarin siklik sirasina gore M694V (% 44), M680I (% 12), V726A (%
11), M694I (% 3) olarak belirtilmistir (139). Bakkaloglu'nun yaptig1 bir ¢alismada ise
M694V % 51, M680I % 14, V726A % 9 oraninda tespit edilmistir (140). Topaloglu
ve arkadaglart ise, yapmis olduklari bir ¢aligmada mutasyon oranlarint su sekilde
rapor etmiglerdir: M694V % 51,2, M680I % 9,2, V726A % 2,9, E148Q % 3,6 ve
M6941 % 0,04 (141). Dogan Demir’in 123 hastadan olusan c¢aligmasinda ise,
M694V % 57,7 ve M680I % 5,7 oraninda rapor edilmistir (142). Yesilada ve ark.,
caligmalarinda P369S % 2,69, F479L % 0,54, M6941 % 1,08 ve K695R % 1,08 olarak
bildirmislerdir (143). Turk FMF Calisma Grubunun 2005 yilinda yayinladigt
2838 hastayr kapsayan bir c¢alismada, 1090 hasta allel frekanslart agisindan
degerlendirilmis ve M694V % 51,4, M680I % 14,4 ve V726A % 8,6 oranilarinda
bulunmustur (46).

Kolsisinle in vitro ortamda yapilan ¢aligmalarda, kolsisinin kemotaksi esnasinda
lokositlerde olusan mikrotiibiill olusumunu engelledigi ve bu yolla yangisal
medyatorlerin  salinimini azalttigi gorilmustir. Buradan hareketle, kolgisinin AAA
ataklarini yangiyr baskilama yoluyla onledigi dusuntlmektedir (102). AAA’da atak
sirasinda gortlen klinik bulgular, tutulan organa gore degisen, ama sonugta hep yangisal
reaksiyon oOzelligini tasiyan klinik tablolardir. AAA atagi, organizmada yangisal
reaksiyonlarinin alevlenmesiyle bulgu verir. Bu ataklar kontrol dist yangisal cevap
olarak kabul edilse de, organizmanin kendi engelleyici sistemleri ile belirli bir siire sonra
baskilanir. Bundan dolayi, AAA ataklarinin bilinen en 6nemli 6zelligi kendi kendini

sinirlayabilmesidir (144).
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etkinlegsmis olan bagisiklik hiicrelerinde etkinlesen

2

az araciligiyla onemli miktarda nitrik oksit tretimi
olmaktadir (146). Bunun yani sira, nitrik oksidin yangisal reaksiyonlara onciilik
etmesine tam zit olarak yangiy1 engelleyici 6zelliginin de oldugu ve dolayisiyla iki yonli

bir etkiye sahip oldugu da bildirilmistir (147).

Literatiir aragtirmamizda, AAA hastaligi ve nitrik oksit arasindaki baglantiyi
inceleyen bir adet makaleye ulagtik. Bu makale, Panoissan ve arkadaslart tarafindan
hazirlanmigtir. Panossian ve arkadaglari, yapmig olduklari bir calisgmada FMF
hastalarindaki bazal plazma NO seviyelerinin saglikli bireylerdekinden daha yiksek
olmadigini bildirmislerdir (148). Biz de, yapmis oldugumuz ¢alismada FMF ve kontrol
gruplart arasinda plazma NO seviyeleri agisindan anlamli bir farklilik olmadigini bulduk.

Bunun yani sira, mevcut ¢alismamizda NO seviyelerine atak sirasinda bakilmamigtir.

iINOS gen polimorifzminin, aralarinda Parkinson hastaliginin (149), mide
kanserinin (150), romatoid artritin (151), Henoch-Schonlein purpurasinin (152), sitmani
(153), atopik hastaliklarin (154), silikozis ve akciger tuberkiilozunun (155), dev hiicreli
arteritin (156), Tip-I diyabetin (157) ve iirotelyal karsinomanin (Uro-iNOS) da oldugu

bir dizi hastaligin etyopatogenezinde yer aldig1 disintilmektedir.

Gergeklestirdigimiz literatiir taramasinda, AAA hastaliginda gesitli genlere (IL-4,
MEFV, SAA1, PON1 ve GPX1 gibi) ait polimorfizm 6rneklerinin incelenmesine yonelik
olarak gerceklestirilmis ¢esitli calismalar olmasina ragmen, AAA hastaliginda
uyarilabilir nitrik oksit sentaz (iNOS) geninde polimorfizm olup olmadigint inceleyen

bugtine dek yapilmig herhangi bir ¢aligmaya rastlamadik.

Mevcut ¢aligmamizda, PCR-RFLP yontemini kullanarak gerceklestirmig
oldugumuz ve iNOS geninde polimorfizm olup olmadigint ortaya g¢ikarmaya yonelik
analizde, AAA grubuyla kontrol grubu arasinda bu yonden anlamli bir farklilik
olmadigin1 bulduk.
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I gen polimorfizmlerinde bu agidan herhangi bir farklilik

olimorfizminde bir farkliligin oldugunu tespit ettik.

Bu caligmanin sonucu olarak, AAA hastaliginda nitrik oksit seviyelerinin normal
bireylerdekine gore onemli bir degisiklik gostermedigi ve AAA vakalariyla kontrol
grubu arasinda iNOS gen polimorfizmi yoninden farklilik olmamasi dolayisiyla, AAA
hastaliginda 6nemli olgiide iNOS uyariminin ve dolayisiyla nitrik oksit tiretiminin

gergeklesmedigi soylenebilir.
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Amras rovr soermz—atesi (AAA) 12 ile 96 saat arast siiren yangisal reaksiyon
ataklari, karin ve eklem agrisi, halsizlik ve ates yukselmesi belirtileriyle kendini
gosteren bir rahatsizliktir. Hastaligin etyolojisi ve kokeni, tam olarak bilinmemektedir.
AAA hastaliginin temel patogenezinde, 16. kromozomun kisa kolu tizerinde yer alan
MEFV geninde mutasyon vardir. MEFV geni tarafindan kodlanan bir proteinin, yangisal
rekasiyonlara karsi etkili oldugu tespit edilmistir. Nitrik oksit, viicutta meydana gelen
cok sayida reaksiyonda yangisal medyator olarak rol oynayan bir bilesendir. Bu
caligmada, nitrik oksit sentezinde anahtar konuma sahip olan uyarilabilir nitrik oksit
sentazin (iINOS), yangisal atak ozelligine sahip olan AAA hastaliginda polimorfizm
gegirip gecirmedigini ve bunun plazma nitrik oksit seviyeleriyle olan baglantisini

incelemeyi amagladik.

Gereg ve Yontem: Toplam 60 hasta ve 30 saglikli kontrol, ¢aligmaya dahil edildi.
AAA hastalari, MEFV gen mutasyon analizleri yapilarak ti¢ gruba ayrildi. Ayrica, biitiin
vakalar iNOS gen polimortfizmlerine gore CC, CT ve TT genotipli olarak siniflandirildi.
MEFV gen mutasyonlarini tespit etmek i¢in, FMF gen dizileri multipleks polimeraz
zincir reaksiyonu yontemiyle cogaltildi. Mutasyonlar, revers insitu hibridizasyon
yontemiyle c¢alisildi. iNOS gen polimorfizmi, PCR-RFLP yontemiyle belirlendi. Hasta
ve kontrol grubuna dahil edilenlerden alinan kan ¢rneklerinin plazmalart ayrildi ve nitrik
oksit seviyeleri olc¢uldi. Elde edilen biyokimyasal ve genetik sonuglar, istatistik

analizden gegirildi.

Bulgular: Hastalardan 14t M694V  homozigot (% 23,33), 10'u M694V
heterozigot (% 16,67), 12'si M694V bilesik heterozigot (% 20), 3'0 diger bilesik
heterozigot (% 5) ve 21'1 de diger heterozigot mutasyon (% 35) tagimaktaydi. Gruplarin
iNOS gen polimorfizmi sonuglarinin karsilastirilmasinda, kontrol ve AAA gruplari
arasinda CC (p = 0,2917), CT (p = 0,5080) ve TT (p = 0,5130) ag¢isindan anlamli bir
farklilik bulunmadi. Gruplar arasinda nitrik oksit seviyeleri agisindan da anlamli bir

fark yoktu (p = 0,6434).
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da nitrik oksit seviyelerinin normal bireylerdekine gore

medigi ve gruplar arasinda iNOS gen polimorfizmi

inucuna varilabilir.
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literranean Fever (FMF) is characterized by inflammation

ar pain, fatigue and fever manifestations lasting between
12 and 96 hours. The ethiology and origin of FMF is unknown. In pathogenesis, there is
a mutation in MEFV gene located at the short arm of the 16™ chromosome. It has been
found that a protein encoded by MEFV gene is effective against inflammatory reactions.
Nitric oxide is an inflammatory mediator which involves in many reaction processes. In
this study, we aimed to investigate if inducible nitric oxide synthase (iINOS) has
undergone a polymorphism and whether there is a relation between a possible

polymorphism and plasma nitric oxide levels.

Materials and Methods: A total of 60 patients and 30 healthy individuals were
included in this study. FMF patients were seperated into three groups according to
MEFV gene mutation analysis. Furthermore, all participants were classified as having
iNOS CC, CT or TT gene polymorphism types. In order to determine the MEFV gene
mutations, FMF gene sequences were proliferated via using multiplex polymerase chain
reactin method. Mutations were analyzed by using reverse in situ hybridization method.
iNOS gene polymorphism was determined by PCR-RFLP method. Blood samples were
collected from whole participants and plasma were seperated to measure nitric oxide

levels. Obtained biochemical and genetic data were statistically analyzed.

Results: In FMF group, the MEFV gene mutation rates were as follows: M694V
homozygote (n=14; 23,33 %), M694V heterozygote (n=10; 16,67 %), M694V
compound heterozygote (n=12; 20 %), other compound heterozygote (n=3; % 5) and
other heterozygote (n=21; 35 %). There was no significant difference between the FMF
group and controls by means of iNOS CC (p = 0,2917), CT (p = 0,5080) and TT (p =
0,5130) gene polymorphisms. Also, there was no statistically significant difference

between the groups by means of plasma nitric oxide levels (p = 0,6434).

Conclusion: As a result, it can be councluded that there is no prominent change in
plasma nitric oxide levels in FMF patients when compared with normal individuals and

also there is no difference between the groups by means of iNOS gene polymorphism.
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