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OZET

BOLGEMIZDEKI AILEVi AKDENIZ ATESI (FMF)
HASTALARINDA MUTASYON NOKTALARININ ARMS,
RFLP VE STRIP YONTEMIYLE TARANMASI

Serbiilent YIGIT, Doktora Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi Samsun, Ocak 2006

Ailevi Akdeniz Atesi (AAA), kisa araliklarla tekrarlayan ates, peritonit, plevrit
ve artrit ile karakterize otozomal resesif gegisli bir hastaliktir. En agir komplikasyonu
ilerleyen yaslarda ortaya c¢ikan bobrek amiloidozudur. AAA yaygin olarak
Non-Askenazi Yahudileri, Ermeni, Tiirk ve Arap’larda goriiliir.

AAA’dan sorumlu gen MEFV olarak adlandirilir, pyrin/marenostrin proteinini
kodlar ve kromozom 16’da (16p 13.3) lokalizedir. AAA hastalifinin agirhg MEFV
geni mutasyon spektrumuyla iligkilidir. Giinlimiize kadar MEFV geninde ¢ogunlugu
yanlis anlamli olan 75 farkli mutasyon saptanmistir. MEFV geni bulunana kadar AAA
tanis1  yalnizca klinik semptomlara bakilarak yapilmaktaydi. AAA, Tirk
popiilasyonunda sikligr 1/1000 civarinda olan yaygin bir genetik hastaliktir. MEFV
mutasyonlarindan her hangi birini tasima siklig1 ise 1/5’e kadar ¢ikabilmektedir.

Biz 625 AAA hastasi, 165 akraba ve 100 kontrolden olusan ii¢ grup calistik.
Degerlendirilen  bireylerin biiyiilk cogunlugu Samsun ve c¢evresindeki yerlesim
birimlerinde yasamaktadir.

Mutasyon analizi {i¢ farkli metotla (ARMS, PCR/RFLP ve FMF StripAssay)
yapildi. Bu tekniklerin kendi aralarinda kiyaslanmasi sonucu, genetik tani araci olarak
en pratik ve etkilisinin FMF StripAssay oldugu goézlendi. Genotip sonuglari ile Tel-
Hashomer Kriterlerini de kapsayan verileri igeren fenotipler ile genotipler arasi iliski

SPSS paket program (versiyon12.0) yardimiyla degerlendirildi.



Sonuglarimiz Tel-Hashomer Kriterlerine gore kesin tanili grubun % 70,6’sinda,
olast tanili grubun % 21,5’inde en az iki MEFV mutasyonu bulundugunu
gostermektedir.

Hastalarda Tel-Hashomer Kriterleri disinda goézlemledigimiz verilerden atak
sikligi, ilk semptom yasi ve apandisit operasyonu ge¢irme agisindan en az iki
mutasyonlu grup ile bir mutasyonlu grup arasinda istatistiksel agidan 6nemli farklar
bulundu. Olasilik, atak siklig1 ve ilk semptom yas1 i¢in p < 0,01; apandisit operasyonu
gecirme i¢in p < 0,05 olarak bulundu.

AAA hastalarinda 6l¢iimlenen amiloidoz (% 5,4) ve M694V (% 33,76) sikliklar1
literatiirde daha Once rapor edilen sikliklardan daha diisiik olarak bulundu. Benzer
sekilde erkek: kadin orani da (0,80) daha dnce bildirilenlerden diisiik bulundu.

Hasta grubumuzda baktifimiz MEFV mutasyonlar1 sikligi bagimsiz allellerde
% 60,96, akraba grubumuzda % 42 ve kontrol grubumuzda % 13,5 olarak bulundu. En
stk gozlenen mutasyon M694V dir (% 33,76). Kontrol grubunda tastyict frekansi 1/3,7
olarak hesaplandi.

Sonu¢ olarak Samsun ve civar yerlesim birimlerini kapsayan bu caligmada
tastyict frekansi Tirkiye’nin diger bolgelerinde rapor edilenlerden daha yiiksek
bulundu. Diger taraftan M694V mutasyonu ve amiloidoz iilkemizin diger bolgelerine
gore daha diisik bulundu. Bunlara ilave olarak, cinsiyetler ac¢isindan

degerlendirildiginde, kadin hasta orani1 daha yiiksek ¢ikti.



ABSTRACT

SCREENING OF MUTATIONS WITH ARMS, RFLP AND STRIP METHODS IN
FAMILIAL MEDITERRANEAN PATIENTS IN OUR AREA

Serbiilent YiGIT, PhD Dissertation
Ondokuz Mayis University SAMSUN, January 2006

Familial Mediterranean fever (FMF) is an autosomal recessive and inherited disease
clinically characterized by recurrent short, self-limited attacks of fever accompanied by
peritonitis, pleurisy, and arthritis. The most severe complication is amyloidosis and renal
failure, which may develop in later years. It is prevalent mainly in non Ashkenazi Jews,
Armenians, Turks, and Arabs.

The FMF gene, called MEFV, is located on the short arm of chromosome 16
(16p13.3) and encodes a protein named pyrin/marenostrin. Sequence alterations of the
marenostrin protein are responsible for the FMF disease. The disease severity is related to
the spectrum of MEFV mutations. Up to now 75 different mutations have been detected on
the MEFV gene. Most of these mutations are missense mutations. The diagnosis of familial
Mediterranean fever (FMF) has until recently been based on clinical symptoms alone.
Discovery of the MEFV gene has enabled a molecular approach to diagnosis, which is
already well established. FMF disease is a common genetic disorder, and affects around
0,1 % of the population of Turkey. One person in every five carry the defective gene (The
carrier state for FMF in populations in which the disease is most commonly seen may be as
high as 1 out of 5).

The study was carried out with three groups. The first group consisted of 625 FMF
patients The second group comprised 165 relatives of the patients. The third group
included 100 healty controls. Great majority of the subjects were residing in the Samsun

province and its environs.



Mutation analysis was done by three different methods: ARMS, PCR plus RFLP
and FMF StripAssay. Comparison of the methods indicated that the FMF StripAssay was
the most effective and practical method of the three. The SPSS software (version 12)
package was used to test the correlations between the genotypes obtained by molecular
analysis and the phenotypes of the patients who met the Tel-Hashomer criteria for
diagnosis.

Our analysis showed that 70,6 % of the patients meeting the Tel-Hashomer criteria
carried at least two mutations in the MEFV gene, while 21,5 % of the patients classified as
probable FMF patients had two mutaions.

Besides the Tel-Hashomer criteria, there were statistically significant differences
between those with at least two mutations and those with only one mutation with regard to
the frequency of the attacks, the first symptom age, and having appendectomy. The
significance levels were p < 0.01 for frequency of attacks and first symptom age and p <
0.05 for appendectomy.

In FMF patients, amyloidosis (5.4 %) and M694V (33,76 %) frequencies were
lower than those previously reported in the literature. Similarly, male:female ratio was
0.80, again lower than those reported before.

The frequencies of the independent alleles in the patients, relatives and the control
groups were % 60,96 %, 42 % and 13,5% , respectively. The most frequently observed
mutation was M694V (33,76 %). In the control group, the carriers frequency was 10/37

In conclusion this data suggests that the carrier frequency is the highest in Samsun
and its environs than the so far reported frequencies from the other regions of Turkey. On
the other hand, the frequencies of the M694V mutation and amyloidosis are significantly
lower in Samsun region than those reported previously from other regions of Turkey.
Also, the FMF disease sex ratio (female:male ratio) in Samsun population is higher than

those reported earlier for other regions.
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I. GIRIS

Familial Akdeniz Atesi (AAA), Ingilizce kisaltmasiyla FMF (Familial
Mediterranean Fever) 6zellikle Tiirkler, Ashkenazi Yahudileri, Ermeniler ve Araplarda
stk goriilen, kisa siireli tekrarlayan atesli ataklar, peritonit, plevrit ve artrit ile
karakterize, ileri asamalarda amiloidoz ve bobrek yetmezliginin gelistigi otozomal
resesif gecisli genetik bir hastaliktir (Lightfoot ve ark. 1993; Erken e ark. 1996). AAA
hastalik geninin lokusu (MEditerranean FeVer; MEFV) 1992 yilinda 16. kromozomun
kisa kolu tizerinde (16p13.3 noktasinda) bulundugu saptanmis ve bu gen 1997 yilinda
Uluslararas1 AAA Konsorsiyumu ve Fransiz AAA Konsorsiyumu tarafindan
birbirlerinden bagimsiz olarak klonlanmistir (Pras ve ark. 1992; Fransiz FMF
Konsorsiyumu 1997; Uluslararasit FMF Konsorsiyumu 1997).

MEFV geni 781 amino asitten olusan ve pyrin/marenostrin adi verilen bir
proteini kodlamaktadir (Kastner ve ark., 2001). Glinlimiizde bu proteinin fonksiyonu
tam olarak bilinmemekle birlikte inflamasyon olaymin kontroliinde rol oynadigi ve
Ozellikle notrofillerde ifade oldugu ileri siiriilmektedir (Fransiz FMF Konsorsiyumu
1997, Uluslararast FMF Konsorsiyumu, 1997).

Bu calismada Samsun ili ve civarindaki AAA hastalari, onlarin I. derece
yakinlar1 ve saglikli kontrol grubunda; “Amplification Refractory Mutation System”
(ARMS) ve “Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Lenght Polymorphism”
(PCR-RFLP) yontemleri ile major nokta mutasyonlarindan M694V, M680I(G/C) ve
V726A mutasyonlarinin ve de “FMF Strip Assay” kit yontemi ile M694V, M6801(G/C),
V726A, E148Q, P369S, F479L, M680I(G/A), 1692del, M6941, K695R, A744S, R761H
mutasyonlarinin belirlenmesini, yontemlerin birbirleriyle kiyaslanmasini, mutasyon

frekanslarinin saptanmasini  ve genotip-fenotip iliskisinin yorumlanmasini amagladik.



Il. GENEL BILGILER

2.1. Familial Akdeniz Atesi (AAA) Tanim

AAA Dogu Akdeniz havzasindaki etnik gruplarda ozellikle Tiirk, Yahudi,
Ermeni ve Arap populasyonunda sik gozlenen, bununla birlikte Yunan, Italyan,
Ispanyol ve Japon gibi diger populasyonlarda da gdzlenmis otozomal resesif gegisli
genetik bir hastaliktir (Alp ve ark., 1998; Goldfinger 1972; Kastner ve ark., 1991).

AAA klinik olarak donem donem tekrarlayan 38-40 dereceye varan ates,
peritonit, plevrit ve 6zellikle diz bilek ve dirsekleri tutan akut sinovit ile 1-3 giin devam
eden ve semptomsuz donemler iceren bir hastaliktir. Ataklar arasi1 donemde hastalarin
genel durumlari olduk¢a normaldir. Bununla birlikte ¢ocuklarda bag agrisi ve yorgunluk
sikayetleri gozlenmistir. Ataklar her hafta tekrarlayabilecegi gibi bazen haftalarca hatta
aylarca tekrarlamayabilir. Klinik semptomlar genellikle hastalarin yaklasik % 25’ inde
yasamin ilk 4 yilinda, % 80’inde ise ilk 10 yilinda ortaya ¢ikar. Hastaligin en agir
komplikasyonu AA tipi amiloidozdur ve genelde bu gruba giren hastalar daha

asemptomatiktir.

2.2.AAA Etiyolojisi ve Epidemiyolojisi

Elimizdeki bilgiler 1s18inda AAA’dan ilk olarak Janeway ve Mosenthal
tarafindan 1908 yilinda bir vakada bahsedilmistir. Ardindan Siegel tarafindan 1945
yilinda birden fazla olgu klinik tartismaya agilmis ve hastalik “Benign Paroksismal
Peritonit” olarak tanimlanmistir. Birka¢ yil sonra 1950’lerin ilk yillarinda Fransiz
arastirmacilar hastalikla ilgili ilk nefropatileri bildirmis ve ardindan da Sohar ve
Heller’in tanimlamalar1 hastaligin pek ¢ok klinik detaymi ortaya koymustur (Alp H. ve
ark., 1998). Profilaktik tedavi amaciyla kolsisini ilk kullanan ise Goldfinger’dir ve hala
tedavide en yaygin kullanilan ilagtir (Fransiz FMF Konsorsiyumu, 1996).

AAA hastalig1 gecmisten giinlimiize degin ¢ok farkli sekilde isimlendirilmistir.
Bunlar; benign paroksismal peritonit, periyodik ates, periyodik peritonit, familyal

paroksismal poliserozit, La maladie periodique, Ermeni hastaligi, gibi ¢cok ¢esitli isimler



kullanilmistir. Giintimiizde ise Familial Mediterranean Fever yani Ailesel Akdeniz
Atesi (AAA) yaygin olarak kullanilmaktadir (Alp ve ark., 1998).

AAA hastalif1 {izerine yapilan c¢alismalar baslangicta klinik 6zelliklerin
saptanmasi, karakterizasyonu ve tanimlanmasi iizerine olmustur. Ardindan AAA
tedavisinde kolsisinin kullanilmaya baslanmasi ve etki mekanizmasi ¢aligmalar1 1970’ 1i
yillarda baglamistir (Goldfinger, 1972). Klinik 6zelliklerin belirlenmesi ve tedavide
kolsisinin kullanilmaya baslanmasindan sonra arastirmalar hastaligin genetiginin ortaya
konmasi yoniinde devam etmistir. Bu amacla 6ncelikle hastaliktan sorumlu proteini
kodlayan genin saptanmasi amaglanmistir (Shohat ve ark., 1990). Baglanti analizi
caligmalariyla hastaliktan sorumlu genin hangi kromozom iizerinde lokalize oldugu
aragtiritlmis ve 1992 yilina gelindiginde Amerikan Ulusal Saglik Enstitiisiinde AAA
geninin gen lokusunun 16. kromozomun kisa kolunda 16p13.3 noktasinda oldugu
bulunmustur (Pras ve ark., 1992). Ardindan Israil, Amerika Birlesik Devletleri ve
Avustralya’dan katilan ¢alisma gruplart Uluslararast AAA  Konsorsiyumu’nu
kurmuslardir. Ayn1 donemde Israilli arastirmacilar ve birka¢ Fransiz laboratuvar
birlikte calisarak ikinci bir konsorsiyum olan Fransiz AAA Konsorsiyumu’nu
kurmuglardir. Her iki konsorsiyum birbirinden bagimsiz olarak ¢aligmalarini
stirdiirmiistlir. 1997 yilina gelindiginde ise es zamanli olarak her iki konsorsiyum da
AAA genini saptamiglardir. AAA hastalifinin geni hastaligin Akdeniz bolgesindeki
populasyonlarda goriilmesi ve en 6ne ¢ikan semptomun ates olmasina itafen Akdeniz
atesi anlamimma gelen MEFV (MEditerranean FeVer / MIM 249100)  olarak
adlandirilmstir.

AAA hastalig1 6zellikle dogu Akdenize kiyist olan iilkelerde Tiirk, Yahudi,
Ermeni ve Arap popiilasyonunda sik goriiliir. Bu etnik gruplar i¢inde de kuzey Afrikal
Sefardik (Endiiliis-Ispanya) Yahudilerinde sik gozlenirken Askenazi Yahudilerinde
nadirdir. Giiniimiizde Yunanistan, Italya gibi giiney dogu Avrupa iilkelerinde, Almanya,
Polonya, Avustralya gibi orta Avrupa iilkelerinde hatta Uzakdogu tilkelerinden Japonya
da AAA hastalar bildirilmistir (Goldfinger 1972; Kastner ve ark., 1991; Doganavsargil
ve ark., 1999; Ben-Chetrit ve ark., 1998; La Regina ve ark., 2004; Kotone-Miyahara,
2004).

Tiirkiye’de iilke genelinde yaygin olmakla birlikte, ilk veriler AAA hastalariin

cogunun Orta Anadolu kdkenli oldugunu diistindiirse de son ¢alismalar Dogu ve Kuzey



Anadolu kokenli hasta yogunlugunun daha fazla oldugunu gostermistir (Tirk FMF
Calisma Grubu, 2005).

Tiirkiye’de hastalik prevalansi yaklasik olarak 1:1000 iken bu rakam Israilde
1:500 kadar ¢ikabilmektedir. (Ozen ve ark., 1998; Dinc ve ark., 2000; Yilmaz ve ark.,
2001; Tunca ve ark., 2002; Turkish FMF Study Group, 2005). Tastyicilik frekansi ise
populasyonlar arasinda farklilik gostermektedir. Tiirklerde 1:5, Kuzey Afrika
Yahudilerinde 1:6-8, Irak Yahudilerinde ise 1:13.3 ve Israil’de 1:11 ve Ermenilerde
tastyicilik frekansi 1:7, Araplarda 1:4.3 olarak saptanmistir (Rogers DB. ve ark., 1989;
Ben-Chetrit E. ve ark., 1998; Daniels M. ve ark., 1995; Yilmaz E. ve ark., 2001;
Gersoni-Baruch R. ve ark 2001). Ozellikle bu etnik gruplarda yaygin olarak rastlanmasi
AAA hastalifinin MEFV mutasyonlarindaki dagilima bakarak yaklasik 2000-2500 yil
once Orta Dogu’da ortaya ¢ikip Anadolu, Giiney Avrupa, Kuzey Afrika ve Ermenistan’1
icine alan On Asya bolgelerine yayildiginin gostergesi olarak kabul edilmistir (Ben-

Chetrit ve ark., 1998).

2.3. AAA Genetigi

AAA’nin otozomal resesif gecisli genetik bir hastalik oldugu yapilan
calismalarla ortaya konmustur. Shohat ve ark.’1 ikiz kardesler iizerinde yaptiklari
calismalarda tek yumurta ikizleri ile ¢ift yumurta ikizlerini hem klinik agidan hem de
kalitim kalib1 agisindan degerlendirmislerdir. Tek yumurta ikizlerinde hastalik klinik
acidan uyum gostermis ancak semptomlarin agirhi§i acisindan farklar goriilmiistiir, ¢ift
yumurta ikizlerinde ise genetik agidan uyum ikizlerin sadece dortte birinde gozlenmistir
(Shohat ve ark.,1992; Rogers ve ark., 1989).

AAA yatay gecislidir ve kusak atlar yani otozomal resesif kalitim kalibina
uymaktadir. Ancak bazi populasyonlarda tasiyici frekansinin yiiksek ve akraba
evliliklerinin sik oldugu durumlarda dikey kaliim benzeri gec¢is gozlenebilir.
Pseudodominant kalittima benzeyen bu sonu¢ kalitim kaliplariyla ilgili ¢aligmalarda
bazi arastirmacilarin hastaligin otozomal dominant gecisli oldugunu ileri siirmelerine
yol agmustir (Yuval ve ark., 1995). Kalitima ek bir bilgi vermesi agisindan 6rnek
verebilecegimiz ve Askenazi Yahudilerinde yapilan 6rnek ¢alismada E148Q mutant

allelinin hastaligin penetransint artirdigi ve bu allelin ¢ocuklara gegisinin daha c¢ok



oldugu saptanmis ve bdylece otozomal dominant kalitima benzer yaniltict sonuglar

goriildiigii bildirilmistir (Aksentijevich ve ark 1999)

1992 yilinda 16. kromozomun kisa kolu iizerinde (16p13.3) lokalize oldugu
pozisyonal klonlama teknigi ile saptanan MEFV geninin iki ayri konsorsiyum
tarafindan es zamanli olarak 1997 yilinda molekiiler dizisi bulunmustur. MEFV geni
bulunduktan sonra molekiiler caligmalar kisa siirede hiz kazanmistir (Fransiz FMF
Konsorsiyumu., 1997; Uluslararasi FMF Konsorsiyumu.,1997; Pras ve ark., 1992;
Fransiz FMF Konsorsiyumu., 1996; Levy ve ark., 1996). Genomda 15 kb’lik bir bolge
iceren ve 10 ekzondan olusan MEFV geni 3700 baz ciftlik (bg) bir mRNA
kodlamaktadir. Protein ¢alismalarinda daha ¢ok nétrofil ve monositlerde ifade oldugu
kanitlanmigtir. Protein iki ayr1 konsorsiyum tarafindan farkli isimlerle adlandirilmistir.
Bunlardan Uluslararas1 AAA Konsorsiyumu proteine Yunanca bir kelime olan ve
“’ates’’ anlamina gelen “’Pyrin’’, Fransiz AAA Konsorsiyumu ise Latince bir kelime

b

olan ve “’bizim deniz’’ anlamina gelen ‘’Marenostrin’’ adini vermistir. Gliniimiizde
her iki isimlendirme de halen kullanilmaktadir. MEFV genindeki 10 ekzon ve 9
intronun toplami 14600 baz c¢iftidir ve intron-ekzon ile ilgili bilgiler Tablo 1’de

verilmektedir (www.dsi.univ-paris5.fr/genatlas/fichel.php).



Tablo 1. MEFV geni genel yapisi

Gen Adi: MEFYV (Mediterranean FeVer)
Protein Pyrin/Marenostrin
Uzunluk

Transkript |chr16:3292313-3306912
pozisyonu: |(16p13.3) 14.600 be
Kodlanan Uzunluk
DNAdizi 1) 116:3293426-3306872
analizi 13.447 bg
pozisyonu:
Ekzon/Intron Pozisyon Uzunluk (bg¢)
numarasi:
Ekzon #1 3306914 — 3306596 317
Intron #1 3306597 — 3305076 1522
Ekzon #2 3305077 — 3304443 633
Intron #2 3304444 — 3300066 4379
Ekzon #3 3300067 — 3299716 350
Intron #3 3299717 — 3299290 428
Ekzon #4 3299291 — 3299194 96
Intron #4 3299195 — 3297532 1664
Ekzon #5 3297533 — 3297301 231
Intron #5 3297302 — 3296833 470
Ekzon #6 3296834 — 3296810 23
Intron #6 3296811 — 3294874 1938
Ekzon #7 3294875 — 3294758 116
Intron #7 3294759 — 3294572 188
Ekzon #8 3294573 — 3294539 33
Intron #8 3294540 — 3294178 363
Ekzon #9 3294179 — 3294148 30
Intron #9 3294149 — 3293983 167
Ekzon #10 3293984 — 3292313 1670

Ekzonlar toplamm 3499

(mRNA)




Pyrin/Marenostrin 86.4 kDa agirhiginda olup 781 amino asit igeren bir
proteindir. Pyrinin gérevi tam olarak bilinmemekle birlikte yangisal olaylarin cevabinin
kontroliinde ve hafifletilmesinde rol oynadigini gdsteren ¢alismalar vardir (Jack ve ark.,
1990; Rozenbaum ve ark., 1992). Son zamanlardaki c¢alisma sonuglarina bakilirsa
pyrin/marenostrin proteininin amino terminal ucuyla (1-300. amino asitler) hiicre
sinyal iletim yolunda goérevli bir grup proteinin benzerlik gdosterdigi saptanmustir.
Pyrin/Marenostrin PyD (pyrin bdlge) ailesinin bir {iyesidir ve NF-kappa’nin da
icerisinde oldugu B-hiicre sinyal iletiminde rol oynar. NF-kappa ise Onemli bir
transkripsiyon faktoriidiir ve proinflamatuvar fonksiyonlar1 yonlendirir (Richards ve
ark., 2001). PyD bdlgesi 95 amino asitten olusur ve Oliim bolgeleri (DD: death
domain), oliim etkili bolgeleri (DED: death effector domain) ve kaspaz bdlgelerini
(CARD: caspase recruitment domain) kapsayan 6liim bolgesi iist ailesinin bir tiyesidir
(Sekil 1). Bu ailenin fiyeleri inflamasyon proteinlerinde, apoptozisde rol alan bazi
proteinlerde ve protein-protein etkilesiminde rol almaktadir (Fairbrother ve ark 2001).
Bu domain ailesinin iiyesi proteinler, kaspaz calistirict proteinlerle birlikte hareket
ederek proapoptotik bir protein olan ASC (apoptosis speck complex) olusumuna
katilirlar. ASC  de nétrofillerde apoptozisin down regiilasyonunda goérev alir ve
ASC’nin ekspresyonunun inflamasyon olayinda arttig1 gosterilmistir (Richards ve ark.,

2001).
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Sekil 1. PyD bolgesi bulunan proteinler apoptotik speck proteini (ASC) ile etkileserek
inflamasyonu diizenlerler. Pyrin inhibitor olarak rol alirken, ASC ve cryoprin’in birlesmesi
kaspaz-1 yoluyla IL-11 uyarir. Potansiyel mutasyonlar sonucu pyrindeki fonksiyon kaybi,
pyrinin inhibitdr roliinii azaltarak otoinflamasyona yol agabilir. Alternatif olarak,
MWS/FCU/NOMID hastalarinda oldugu gibi, cyropyrine yeni fonksiyon kazandiran
mutasyonlar bu yolag: aktif hale getirebilir. ASC, apopitozda ve inflamasyon yanitinin hem
baskilanmasinda hem de regiilasyonunda rolii olan NF-kappa transkripsiyon faktoriiniin
aktivasyonunda etkilidir [(IL-1,interlokin-1; LRR, l16since zengin tekrarlar, (leucine-rich

repeats); TNF, tiimor nekroz faktorii)] (Padeh S, 2005).

MEFV dokuya 6zel ekspresyon gosterir. In vitro ¢alismalar 1s131nda dzellikle
inflamasyonun diizenlenmesi islevinde rol aldig1 gozlenmistir (Papin ve ark., 2000).
Bununla birlikte proteinin bu mekanizmadaki rolii heniiz tam olarak netlik
kazanmamustir. Pyrin/Marenostrin proteinine yonelik yapisal analiz ¢caligmalari niikleer
etkili bir molekiil gibi davrandigin1 desteklemektedir (Papin ve ark., 2000). Yap1
analizleri gostermistir ki protein, iki niikleer lokalizasyon sinyali (419-422 ve 420-437.
amino asitler arasi), bir bZIP bolge (266-280. amino asitler arasi), bir B-box zinc

finger motifi (375-407. amino asitler aras1) ve bir B30.2 bolge (577-757. amino asitler



aras1) icermektedir. Bu bolgeler sirasiyla MEFV genindeki 2,3,4,8 ve 10. ekzonlar
tarafindan kodlanmaktadir (Goldfinger ve ark., 1972; Shohat ve ark., 1990; Kastner ve
ark., 1991; Papin ve ark., 2000). Yapilan bir in-vitro ekspresyon caligmasinda MEFV
geni GFP (green fluorescent protein) ile flizyon yapilmis ve stoplazmada da
ekspresyonunun varlig1 gézlenmistir (Rogers ve ark., 1989; Papin ve ark., 2000).
Pyrin/Marenostrin halen gegerliligini koruyan hipoteze goére ya proinflamator
mediatorlerden (interlokin-8 ve adezyon molekiilleri gibi) ya da transkripsiyonel anti
inflamatuvar mediatorler olarak (CS5a inhibitorii ve lipokortin-1 gibi) inflamasyon
olayinda graniilosit down regiilasyonununda gorev yapmaktadir (Rogers ve ark., 1989;
The Fransiz FMF Consortium., 1996). Pyrin/Marenostrin DNA’ya baglanma aktivitesi
bulunan bazi protein gruplariyla da benzerlik gostermektedir. Bunlar: rpt-1 (regiilator
protein T lenfosit 1) interlokin-2 reseptorii regililasyonunda gorevli bir protein,
interferon uyarict proteinler ve Xnf7 (Xenopus niikleer faktér 7) gibi mitotik

faktorlerdir (Ben-Chetrit ve ark., 1998; Jack ve ark., 1990; Patarca ve ark 1988).

MEFV geninde su ana kadar yapilan ¢alismalarda cogunlugu missens (yanlis
anlamli) mutasyon olan 75’in iizerinde mutasyon saptanmistir. Bunlarin biiytlik
cogunlugu en biiyiik ekzon olan 10. ekzonda toplanmistir (pyrin’in karboksi terminal
kism1). Simdiye kadar kayit altina aliman MEFV geni mutasyonlar1 Tablo 2’de
gosterilmektedir (http://fmf.igh.cnrs.fr/infevers/).



Tablo 2. Giinlimiize kadar saptanan MEFV mutasyonlari

Tablo 2. GunUmuze kadar saptanan MEFV mutasyonlari
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mf igi] c cnrs.fr/ h.cnrs.fr/inf "http://www.ncbi.nim.n
nrs' frli.nf Ekzon Sek Avall infever evers/searc ih go'v/entre.z/qu;ery f.c
§ YD ¢.800C>T p.Thr267lle ? 300 | s/sear | Bilinmiyor h/search.pl . - - © | 2001-12-11
evers/se | 2 g/gwce LT gi?cmd=Retrieve&db=
ch/sea ?maladie=F ) L
arch/sea rch.ol? MF&ancestr PubMed&list_uids=96
rch.pl?m Pl i tw 681758&dopt=Abstract
- maladi y=Jewish"} | vy nie w
aladie=F =FM Ask . \t "sister" }
ME" \I e= skenazi
gy F&sym Yahudileri
pt=YE digindakiler
s}
{
YOK HYPE {
RENK | ¢ HYPERLIN
mth HYPERLIN | K
| K "http://fmf.ig
Ekzon Sek infever hhct:tr?rg]:‘rrr}ufnl? zvznrrss/;;/;r:i Aldea A, Arostegui JI,
A268V YD c.803C>T ? p.Ala268Val ? 300 | s/sear . . Lao JI, Yague J 2004-08-19
2 evers/searc | h/search.pl ]
ch/sea y h.ol ” T Sahsi Yazisma
rch.pl? search.p ?maladie=F
mal-ad.i ?maladie=F | MF&ancestr
e=FM MF&oth_m y=Europea
F&sym ut=YES"} n"
o ispanyol
pt=YE

s}



http://fmf.igh.cnrs.fr/infevers/search/search.pl?maladie=FMF&oth_mut=NO

{
HYPE

{ YOK
RLINK {
:-,I\IYKPERL "http://f HYPERLIN
"http:/If mf.igh. Ko
mf.igh.c _cr}rs.fr/ hhttp.//]}rr;f.lfg
- infever .cnrs.fr/in
;‘z:;':: Ekm” YD c848C>G | oK ng”'a p.Pro283Arg 644 | sisear | Bilinmiyor | evers/searc g:ﬁ:{':fa’gf’r;a 2003-12-09
arch/sea 99 ch/sea h/search.pl §
rch.pl?m rch.pl? ?maladie=F
alac'iri)e.=F maladi MF&ancestr
ME" \I e=FM y=Turkish" }
gy F&sym Bilinmiyor
pt=YE
s}
{
YOK HYPE {
RLINK | {
“nitp://f | HYPERLIN | HYPEREIN
mfigh. | K Mt ;
cnrs.fr/ | "http://fmf.ig http.//fm_f.|g
. ) h.cnrs.fr/inf .
Ekzon Sek Hpall infever | h.cnrs.fr/inf evers/searc Danner; .
P283L 2 YD c.848C>T cle p.Pro283Leu 60 s/sear | evers/searc h/search.ol Dumont,B;Touitou,| 2005-05-23
99 ch/sea | h/search.pl 7maladie£F Sahsi Yazisma
rch.pl? | ?maladie=F |
; MF&ancestr
maladi | MF&oth_m =Arab" }
e=FM | ut=YES"} |7
F&sym | ates K#izlle
pt=YE
s}
{
YOK HYPE
RLINK {
"http://f HYPERLIN
mf.igh. K
_cnrs.fr/ http://fm_f.lg Corbani, S; Salem, N;
Ekzon Sek infever h.cnrs.fr/inf Jalkh, N: Chouery, E;
A289V 2 YD c.866C>T RFLP Acil ccge | p.Ala289Val 210 | s/sear | Bilinmiyor evers/searc Mé a‘rbe,mé A T 2005-06-07
ch/sea h/search.pl E.Y ’
rch.pl? 2maladie=F | Sansi Yazisma
maladi MF&ancestr
e=FM y=Arab" }
F&sym Ldbnanli
pt=YE

s}




{
HYPE

YOK
RLINK {
"http://f HYPERLIN
mf.igh. K
cnrs.fr/ "http://fmf.ig
infever h.cnrs.fr/inf
G304R | EK®ON | yp cotog>a | Sek | Bsi 0.Gly304Arg 324 | sisear | Bilinmiyor | eversisearc | -o"S&:P 2002-12-20
2 actgg Sahsi Yazisma
ch/sea h/search.pl
rch.pl? ?maladie=F
maladi MF&ancestr
e=FM y=Turkish" }
F&sym Bilinmiyor
pt=YE
s}
{
{ YOK HYPE {
HYPERL RLINK HYPERLIN
INK "http://f K
"http://f mtigh, "http://fmf.ig
mf.igh.c infevler h.cnrs.fr/inf | Aldea, A; Arostegui,
nrs.fr/inf | Ekzon YD C.955G>A Sek ” p.Glu319Lys 200 | s/sear | Bilinmiyor evers/searc | JI; T__orlblo-GaIeote, R; 2002-10-21
evers/se | 3 ch/sea h/search.pl Yague, J
arch/sea rch.pl? ?maladie=F | Sahsi Yazisma
rch.pl?m e MF&ancestr
alagie=F emfll?\;ljl y?Europea
'I\.I::' }\I Eﬁ?’g inspanyol
s}
{
YOK HYPE {
ﬁﬂgﬁf HYPERLIN
N K
mf.igh. "http://fmf.ig
cnrs.fr/ )
infever h.cnrs.fr/inf
R320H | Ek?On | yp cosec>A | Sek | Niall p.Arg329His 324 | sisear | Bilinmiyor | EVers/searc | Lohse, P. 2002-12-20
3 catg/ chisea h/search.pl Sahsi Yazisma
rch.pl? ?maladie=F
mal-gd.i MF&ancestr
e=FM ﬁ?Europea
Eﬁ?’g Alman

s}




{
HYPE

YOK
RLINK {
"http://f HYPERLIN | Dimitri Tchernitchko,
mf.igh. K Marie Legendre
DGGE enrs.fr/ "http://fmfig | { HYPERLINK
Ekzon infever h.cnrs.fr/inf | "http://www.ncbi.nim.n
R354W 3 YD ¢.1060C>T Sék ? p.Arg354Trp ? ?? s/sear | Bilinmiyor evers/searc | ih.gov/entrez/query.fc | 2003-09-08
ch/sea h/search.pl gi?cmd=Retrieve&db=
rch.pl? ?maladie=F | pubmed&dopt=Abstra
maladi MF&ancestr | ct&list_uids=1457833
e=FM y=Arab" } 1"\t "sister" }
F&sym Libyali
pt=YE
s"}
{
{ YOK HYPE
RLINK {
HYPERL Wt
INK r:fttip'é/f EYPERLIN Aksentijevich et al
"http://f Ay I . { HYPERLINK
. cnrs.fr/ http:/ffmf.ig | w ... .
mf.igh.c . ) http://www.ncbi.nim.n
nrs.fr/inf | Ekzon RFLP infever h.cnrs. fr/inf ih.gov/entrez/query.fc
§ YD c.1105C>T | Alul ag/ct | p.Pro369Ser ? 850 | s/sear | Bilinmiyor evers/searc o ~ . | 2001-12-11
evers/se | 3 Sek gi?cmd=Retrieve&db=
ch/sea h/search.pl : L
arch/sea rch.ol? 2maladie=F PubMed&list_uids=10
rch.pl?m PIe ' 090880&dopt=Abstra
L maladi MF&ancestr " "
aladie=F = _ e ct" \t "sister" }
ME" \I e=FM y—JeW|sh }
gy F&sym Askenazi
pt=YE
s"}
{
YOK HYPE
RLINK {
nr#tip:é/f EYPERLIN Bernot et al
-gn. o~ .| {HYPERLINK
cnrs.fr/ http:/ffmf.ig | m... .. )
. . http://www.ncbi.nim.n
Ekzon Sek infever h.cnrs. fr/inf ih.gov/entrez/query.fc
P393P YD c.1179C>T ? p.Pro393Pro YOK ?? s/sear Bilinmiyor evers/searc 19 ~ fquery. " | 2001-12-11
3 gi?cmd=Retrieve&db=
ch/sea h/search.pl . L
o PubMed&list_uids=96
rch.pl? ?maladie=F iy
. 68175&dopt=Abstract
maladi MF&ancestr | . \t "sister" }
e=FM y=unknown
F&sym "}
pt=NO

"}




{ {
HYPERL YOK HYPERLIN
INK K Cazeneuve C, et al
"http:/If "http://fmf.ig | { HYPERLINK
mf.igh.c RFLP h.cnrs.fr/inf | "http://www.ncbi.nim.n
nrs.fr/inf | Ekzon " | Hpall Bilinmi e evers/searc | ih.gov/entrez/query.fc ry
eversise | 3 YD c.1223G>A Sek clcgg p.Arg408GIn 850 yor Bilinmiyor hisearch.pl gi7cmd=Retrieve&db= 2001-12-11
arch/sea ?maladie=F | PubMed&list_uids=10
rch.pl?m MF&ancestr | 364520&dopt=Abstra
aladie=F y=Armenian | ct"\t "sister"}
ME" \I "
"#"} Bilinmiyor
{
YOK HYPERLIN
K
"http://fmf.ig
. DGGE h.cnrs.fr/inf | Dumont, B; Rittore-
c.1260+1 | Intron c.1260+18 Bilinmi e evers/searc | Domingo, C; Touitou
? - 27 e ) -08-
8C>G 3 YD C>G Sek ? ?7 yor Bilinmiyor hisearch.pl | 2005-08-25
?maladie=F | Sahsi Yazisma
MF&ancestr
y=Europea
n"}
Ispanyol
{
YOK HYPERLIN
K
"http://fmf.ig
DGGE h.cnrs.fr/inf .
- S B, Dumont; C, Rittore-
c.1260+1 | Intron YD c.1260+10 , 2 _ 200 Bilinmi Bilinmiyor evers/searc Domingo; I, Touitou 2005-08-25
0C>T 3 C>T Sek yor h/search.pl .
T Sahsi Yazisma
?maladie=F
MF&ancestr
y=Europea
n"}

Fransiz




{
HYPERL
INK
"http://f
mf.igh.c
nrs.fr/inf
evers/se
arch/sea
rch.pl?m
aladie=F
MF" \I
gy

intron
3

YD

¢.1261-
28A>G

Sek

Alul ag/ct

YOK

260

{
HYPE
RLINK
"http://f
mf.igh.
cnrs.fr/
infever
s/sear
ch/sea
rch.pl?
maladi
e=FM

Bilinmiyor

Tirk
Bilinmiyor

Lohse,P;
Schneidenbach,R
Sahsi Yazisma

2005-09-01

c.1356+4
4A>G

intron

YD

C.1356+44A
>G

Sek

Mnll cctc

YOK

YOK

HYPE
RLINK
"http://f
mf.igh.
cnrs.fr/
infever
s/sear
ch/sea
rch.pl?
maladi
e=FM
F&sym
pt=NO
"}

{
HYPERLIN
K
"http://fmf.ig
h.cnrs.fr/inf
evers/searc
h/search.pl
?maladie=F
MF&oth_m
ut=NO" }

Tirk
Bilinmiyor

Lohse,P;
Ribsamen,H;
Minden,K
Sahsi Yazisma

2005-12-19

E474K

Ekzon

YD

c.1420G>A

SSCP,

Sek,
RFLP

Mval
ccliwgg

p.Glu474Lys

YOK

200

{
HYPE

RLINK
"http://f
mf.igh.
cnrs.fr/
infever
s/sear
ch/sea
rch.pl?
maladi
e=FM
F&sym
pt=YE
S"}

Bilinmiyor

{
HYPERLIN
K
"http://fmf.ig
h.cnrs.fr/inf
evers/searc
h/search.pl
?maladie=F
MF&ancestr
y=Arab" }
Ldbnanli

Medlej-Hashim, M;
Corbani,S;
Chouery,E; Salem,N;
Delague,V;
Mégarbanée, A

Sahsi Yazisma

2002-02-15




{
HYPE

{ RLINK {
:-FI\IYKPERL “http://f EYPERLIN Aldea,A; Arostegui,Jl;
“http:/If YOK mf.igh. "hitp:/fmf.ig | CAMPISOLIM;
mf.igh.c _cnrs.fr/ h.cnrs.fr/inf Yague,J .
nrs.fr/inf | Ekzon Mwol . infever I evers/searc Kongre Ozet‘|:
eversise | 5 YD c.1432C>T Sek gennnnn/ | p.His478Tyr 200 | s/sear | Bilinmiyor hisearch.pl IXth Inte_rnatlonal 2002-06-18
arch/sea nnge ch/sea 2maladie=F | Symposium on
rch.pl?m rch.pl? MF&ancestr | Amyloidosis,
aladie=F maladi y=Europea Budapest, Hungary,
MF" \I e=FM " July 15-21 2001
ngy Eﬁ?’g‘ ispanyol
S"}
{
{ YOK HYPE (
HYPERL RLINK HYPERLIN
INK "hftt.p:é/f K Bernot et al
“http:/If gﬁfﬁ} "hitp://imf.ig | { HYPERLINK
mf.igh.c DGGE infevler h.cnrs.fr/inf | "http://www.ncbi.nim.n
nrs.fr/inf | Ekzon , I evers/searc | ih.gov/entrez/query.fc
evers/se | 5 YD c.1437C>G Sek ? p-PhedrSleu 850 s{]s/ear Bilinmiyor h/search.pl | gi?cmd=Retrieve&db= 2001-12-11
arch/sea ?chsel?? ?maladie=F | PubMed&list_uids=96
rch.pl?m maiz d.i MF&ancestr | 68175&dopt=Abstract
aladie=F e=FM y=Armenian | "\t "sister"}
M;}“ Eﬁiﬁ? Bilinmiyor
s}
{
YOK HYPE {
ilztlgl%f { HYPERLIN
mf ig-h HYPERLIN | K ‘
cnés fr} K ‘ "http://fm_f.lg
infev.er "http://fm_f.lg h.cnrs.fr/inf _ _
V487TM Ekzon YD c.1459G>A Sek 2 p.Val487Met 50 s/sear h.cnrs.fr/inf | evers/searc Bafﬁcp,M; Baldi,M; 2002-01-17
5 chisea evers/searc h/searc_h.pl Sahsi Yazisma
rch.pl? h/searc_h.pl ?maladie=F
mal.ad.i ?maladie=F MF&_ancestr
e=FM MF&oth_m y=mixed" }
F&sym ut=NO" } Italyan+Fra
pt=YE nsiz

s}




{
HYPE

YOK {
R;#thﬁf { HYPERLIN
i | HYPERLIN | K
Cn;sgfr'/ K "http:/fmf.ig
infevler "http://fmf.ig | h.cnrs.fr/inf
Ekzon Sek h.cnrs.fr/inf | evers/searc | Baffico,M; Baldi ,M
? 'V ’ -01-
R501G 5 YD c.1501C>G 5(8:511& p.Arg501Gly ? 50 (s){}s/(:g; eversisearc | hisearch.pl | Sahsi Yazisma 2002-01-17
a9y rch.ol? h/search.pl ?maladie=F
|'pd'. ?maladie=F | MF&ancestr
m_aa ! MF&oth_m y=Europea
e=FM —_NA "
ut=NO" } n
Fésym italyan
pt=YE
s}
{
{ YOK YOK HYPE {
HYPERL RLINK HYPERLIN
INK mf ip-h K Cazeneuve C, et al
"http://f Ay "http:/ffmf.ig | { HYPERLINK
. cnrs.fr/ ) . )
mf.igh.c DGGE infever h.cnrs.fr/inf http://www.ncbi.nim.n
nrs.fr/inf | Ekzon I evers/searc | ih.gov/entrez/query.fc
? 22 -12-
eversise | 5 YD c.1518C>T Sek ? p.lle506lle ?7 (s){}s/(:g; Bilinmiyor hisearch.pl | gizcmd=Retrieve&db= 2001-12-24
arch/sea rch.ol? ?maladie=F | PubMed&list_uids=10
rch.pl?m |'p d.' MF&ancestr | 364520&dopt=Abstra
aladie=F ma‘adi y=Armenian | ct" \t "sister" }
MF" \l e=FM "
ng ) Fésym Bilinmiyor
pt=NO
"}
{ {
YOK HYPERLIN | HYPERLIN
K K
"http:/ffmf.ig | "http://fmf.ig
; DGGE ... | h.enrs.fr/inf | h.cnrs.fr/inf .
¢.1587+3 | Intron YD c.1587+33 Sek ? - ? 7 Bilinmi evers/searc | evers/searc Tounqul 2004-09-20
3C>G 5 C>G yor Sahsi Yazisma
h/search.pl h/search.pl
?maladie=F | ?maladie=F
MF&oth_m MF&ancestr
ut=YES"} y=Arab" }
FMF Bilinmiyor




{ {
HYPERL YOK HYPERLIN
INK K
"http:/If "http://fmf.ig
mf.igh.c e h.cnrs.fr/inf .
nrs.frlinf | Ekzon Sek | Tsp509I 2 Bilinmi ilinmiyor eversisearc | Liidhardt, G 2003-01-13
i = YD c.1675C>T faatt p.Leus59Phe | 7 100 | or Bilinmiy bisearchpl | Sahsi Yazisma
arch/sea ?maladie=F
rch.pl?m MF&ancestr
aladie=F y=unknown
MF" \I "3
gy
{ YOK {
HYPERL HYPERLIN
INK K
"http:/If "http://fmf.ig
mfigh.c | L h.cnrs.fr/inf H kamo T
nrs.fr/inf | Intron c.1759+8C Sek ~ 2 644 Bilinmi Bilinmivor evers/searc aver p 2003-12-11
evers/se | 8 YD >T Bfal cltag yor Y h/search.pl sahsi Yazigma
arch/sea ?maladie=F
rch.pl?m MF&ancestr
aladie=F y=other" }
MF" \I vietnamli
gy
{
{ YOK YOK HYPE {
HYPERL RLINK 1 ¢ HYPERLIN
INK r:;tig'rll/f HYPERLIN | K
“http://f 9N g "http://fmf.ig )
mf.igh.c pnrs.fr/ "http://fmf.ig h.cr?rs.fr/inf :iqrz)se'gén H:
nrs.frfinf | intron YD ¢.1760- Sek |, - infever |\ cnrs.frfinf | evers/searc Fu ;:A nh 2005-09-01
eversise | 8 4G>A . 600 | s/sear evers/searc | h/search.pl uﬁ Y
arch/sea ch/sea hisearch.pl 2maladie=F Sahsi Yazisma
rch.pl?m reh.pl? ?maladie=F | MF&ancestr
aladie=F m_aladl MF&oth_m | y=Arab"}
MF" \ eFM | U=NO"} | Suudi
) F&sym
pt=YE

5"}




{
HYPE

YOK
HvPERL RLINK SypeRUN
INK "http://f K Cattan, D; Throo, E;
" . mf.igh. . . Touitou, |
n':fttip-I:I:: cnrs.fr/ hh(t:trﬁ’r'g‘:[:}ifr"'? { HYPERLINK
nrs'?rli.nf Ekzon Sek infever I e;/ers/.searc “hittp:/www.ncbi.nim.n
eve'rslse 9 YD c.1772T>C ? p.l1e591Thr ?? s/sear | Bilinmiyor h/search.ol ih.gov/entrez/query.fc | 2001-12-22
arch/sea ch/sea 2mala diefF gi?cmd=Retrieve&db=
rch.ol?m rch.pl? MF&ancestr PubMed&list_uids=11
ala Ji)e.=F maladi =Europea 464238&dopt=Abstra
MF" \ e=FM ygoP ct" \t "sister” }
gy Ef;?’g Fransiz
s}
{
YOK { HYPERLIN
HYPERLIN | K
K "http://fmf.ig
- "http://fmf.ig | h.cnrs.fr/inf
c.1793- Intron YD c.1793- Sek Apol ~ 123 | Bilinmi | h.cnrs.fr/inf | evers/searc | Lohse,P 2005-09-01
14A>G 9 14A>G r/aatty 0 yor evers/searc | h/search.pl Sahsi Yazisma
h/search.pl ?maladie=F
?maladie=F | MF&ancestr
MF&oth_m y=Europea
ut=NO" } n"}
Alman
{
HYPE {
YOK ﬁﬂgﬁf HYPERLIN
T K
2&?2} "http://fmf.ig
infev.er h.cnrs.fr/inf | Shinar,Y;
Ges2s | EK%ON | yp | crsgac>a | SeK | ASPSSL o Ggyeaoser 100 | s/sear | Bilinmiyor | Vers/searc | Menasherow,S; 2004-12-22
10 g/gncc chisea h/search.pl Livneh A.
rch.ol? ?maladie=F | Sahsi Yazisma
mal-gd.i MF&ancestr
e=FM iy=ot|her" }
ranli-
Eﬁjﬁ? Yahudi

s}




{
HYPE

{ YOK {
RLINK
:-rI\lYKPERL "hitp://f EYPERLIN
"http://f mf.igh. "http:
"‘”gh'c ﬁ]r}trasvgr/ hh‘t’tr?rg]}r:;'f”l? Aldea, A; Arstegui, JI;
nrs.frinf Ekzon 1 vp c1920c>G | Sek p.lle640Met 200 | sisear | Biinmiyor | SYTS6AMO | Eqpai T vage, J | 2003-08-01
arch/sea Chrﬁsel’f: ?maladieEF Sahsi Yazisma
h.pl? ren.pl
;(I:ad[i)e;: maladi M_I;&ancestr
aladic e=FM y=Europea
g F&sym n
#"} Dt=YE Ispanyol
s}
{
{ YOK HYPE
RLINK {
:}I\IYKPERL "http://f HYPERLIN
"http:/If mf.igh. K .
mf.igh.c _cnrs.fr/ http://fm_f.lg Bybee,A
nrs.fr/inf | Ekzon v Sek 0 infever I h.cnrs.fr/inf Lachmann,H,
eversise | 10 D c.1937C>T p.Pro646Leu 77 s/sear | Bilinmiyor evers/searc Booth.D. Hawkins.P 2002-08-22
arch/sea chisea h/search.pl Sahsi ’Yr;msma 1
rch.pl?m rch.pl? ?maladie=F
aladie=F maladi MF&ancestr
ME" \I e=FM y=other" }
"3y F&sym Hintli
pt=YE
s}
{
{ YOK HYPE {
HYPERL RLINK HYPERLIN
INK "http://f K
"http:/f mtigh, "http://fmf.ig
et | Ekzon o croaeToc | Sek L ouB49Pro S il I e oans Eggﬁri’:ﬁnﬂ, 2002-08.22
evers/se | 10 : P o ihs/(:; finmiy h/search.pl | Booth,D, Hawkins,P el
arch/sea rch.pl? ?maladie=F | Sahsi Yazisma
> .pl?
iyt e=FM y=other"}
g F&sym qutl| .
#"} Dt=YE Gujerati

s}




{
HYPE

{ YOK {
HYPERL ﬁHNﬁf { HYPERLIN
INK i | HYPERLIN | K Touitou |
"http://f cnfsgfr./ K "http:/ffmf.ig | { HYPERLINK
mf.igh.c PR "http://fmf.ig | h.cnrs.friinf | "http://www.ncbi.nim.n
nrs.fr/inf | Ekzon YD c1967ASC Sek GluB56Ala 300 ;r}i;z\;err h.cnrs.fr/inf | evers/searc | ih.gov/entrez/query.fc 2001-12-22
evers/se | 10 ’ DGGE P ch/sea evers/searc | h/search.pl gi?cmd=Retrieve&db=
arch/sea rch.ol? h/search.pl ?maladie=F | PubMed&list_uids=11
rch.pl?m mal.gd.i ?maladie=F | MF&ancestr | 464238&dopt=Abstra
aladie=F _ MF&oth_m | y=Europea | ct"\t "sister"}
" e=FM -NO" "

MF" \I ut=NO" } n
"#" } F&sym Fransiz

pt=YE

s"}
{
HYPERL YOK
INK
"http:/If
mf.igh.c
nrsrfinf | Ekzon | vp | c1081GoA | SOK p.ASp661AsN 644 | BINMI | giinmiyor | TUTK Haverkamp T 2003-12-11
evers/se | 10 yor Bilinmiyor Sahsi Yazisma
arch/sea
rch.pl?m
aladie=F
MF" \I
"}

{
{ YOK HYPE {

RLINK
HYPERL "htto://f { HYPERLIN
INK mf ip-h HYPERLIN | K Dodé, C et al
"http:/If cnés?fr./ K "http:/ffmf.ig | { HYPERLINK
mf.igh.c inf : "http://fmf.ig | h.cnrs.friinf | "http://www.ncbi.nim.n
nrs.fr/inf | Ekzon YD 2024G>A Sek Ser675A: 300 "} EVeT | h.enrs.friinf | evers/searc ih.gov/entrez/query.fc 2001-12-22
evers/se | 10 c DGGE p-Ser sn ihs/(:; evers/searc | h/search.pl gi?cmd=Retrieve&db= e
arch/sea rch.ol? h/search.pl ?maladie=F | PubMed&list_uids=10
rch.pl?m mal.gd.i ?maladie=F | MF&ancestr | 842288&dopt=Abstra
aladie=F _ MF&oth_m y=Europea ct" \t "sister" }

" e=FM —NQ" "

MF" \I ut=NO" } n
gy Fésym italyan

pt=YE Y

s}




{

{ HYPE {
HYPERL YOK RLINK { HYPERLIN
INK "http://f K
"http:/If mtigh. | HYPERUN | whitpymeig | Lachmann, H etal
mf.igh.c cnrs.fr/ | .. . . h.cnrs.fr/inf 9 o
nrs.friinf | Ekzon Sek infever hitp://fmf.ig evers/searc Il International
eve'rslse 10 YD c.2033G>T ? p.Gly678Glu 300 | s/sear h.cnrs.fr/inf h/search.ol Familial 2001-12-22
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2.4. AAA Patogenez

Aragtirmalar  inflamasyonun  oldugu  dokularda ndtrofillerdeki ~ ASC
ekspresyonunun arttigini  gostermektedir (Stehlik ve Reed, 2004). Proinflamatuvar
diizenleyici nétrofillerde ASC ekspresyonunun in-vitro olarak arttifi gosterilmistir
(Stehlik ve Reed, 2004). Bu bulgular ASC’nin nétrofil inflamasyonu ve apoptozisi ile
iliskili oldugunu gostermektedir. Normalde nétrofiller inflamasyon bdlgesindeki
gorevlerini tamamladiktan sonra apoptozise ugrarlar ancak nétrofillerin apoptozise
girmesini saglayan mekanizma tam olarak bilinmemektedir (Shiohara ve ark., 2002).
Hipoteze gore pyrin/marenostrin proteininin fonksiyonu inflamasyon mediatorlerinin
down regiilasyonu ve ndtrofil apoptozisi olarak Ongdriilmektedir. Mutant
pyrin/marenostrin proteininin ise bu fonksiyonu yerine getiremeyecegi ya da daha az
etkili olabilecegi diisiiniilmektedir (Papin, 2000; McDermot, 2002).

AAA’da periton, plevra, perikard ve sinovyum gibi serozal bolgeler ile
skrotum, deri ve vaskiiler dokular etkilenmektedir. Ataklar sirasinda polimorfoniikleer
16kositlerin kemotaktik aktivitesi artar ve graniilositler serozal dokulara yonelir (Bar-Eli
ve ark., 1981). Asint fiziksel aktivite, psikolojik stres, menstruasyon ve yagh diyetler
gibi faktorler de atag: tetikleyebilen etkilerdir (Ben-Chetrit ve Levy,1998).

AAA Kklinik olarak tiimor nekrozis faktor reseptorii ile iliskili periyodik sendrom
[tumor necrosis factor (TNF) receptor—associated periodic syndrome (TRAPS)],
hiperimmiinglobulinemi D ve periyodik ates sendromu [hyperimmunoglobulinemia D
and periodic fever syndrome (HIDS)], familial soguk otoimmiin sendromu/familial
soguk {irtiker sendromu [familial cold autoinflammatory syndrome (FCAS)/familial
cold urticaria syndrome (FCUS) ], Muckle-Wells sendromu [Muckle-Wells syndrome
(MWS) ], yeni dogan-ge¢ baslangicli multisistem inflamatuvar hastalik/kronik infantil
norolojik deri ve eklem sendromu [neonatal-onset multisystem inflammatory disease
(NOMID)/chronic infantile neurologic cutaneous and articular (CINCA) syndrome],
Blau sendromu (Blau syndrome), piyojenik steril artrit, piyoderma gangrenozum ve
akne [(pyogenic sterile arthritis, pyoderma gangrenosum and acne syndrome, (PAPA)]
sendromuna benzemektedir (Delpech and Grateau, 2001; Kastner ve O’Shea, 2001;
McDermot, 2002; Padeh, 2005; http://fmf.igh.cnrs.fr/infevers/). Otoimmiin bir hastalik
olan sistemik lupus eritematoza benzemekle birlikte steroid ve diger immiinosiipresif

ajanlara cevap vermemektedir. Ayrica, AAA’da otoantikorlar gosterilememistir (Ben-



Chetrit ve Levy, 1990; Fradkin, 1995). Bazi1 periyodik ates sendromlari Tablo 3’te
verilmektedir.

Tablo 3. Periyodik ates sendromlari

Hastahigin Kalitim Gen Protein Klinik Amiloidoz Tedavi

adi kalibi bolgesi ozellikleri

FMF OR MEFV Pyrin Tekrarlayan ates | Var Kolsisin
(16p13) ve peritonit,

artrit, plevrit,
perikardit ve
erisipale benzeri

eritem.
PFAPA Sporodik CD2BP1 PSTPIP Aftoz stomatit, Yok Glukokortikost
PSTPIP faranjit ve eroidler
(13g24) servikal
adenitlerin eslik
ettigi periyodik
ates donemleri,.
TRAPS OR TNFRSF1A | TNF Tekrarlayan ates, | Nadiren Glukokortikost
(12p13) reseptor 1 | konjuktivit, karin eroidler,
agrisi, kasinti, etanercept
kas agrisi, plevrit
ve artrit.
HIDS OR MVK Periodik ates, Yok Etkili tedavi
(12p24) Mevalonat | lenfoadenopati, (simvastatine,
kinaz karin agrisi, etanercept,
kusma daire, bas thalidomide
agrisi ve kasinti. trials) yok
CINCA/NO | OD CIASI NALP3 Deri isiligi, Var Glukokortikost
MID (1944) kronik menenjit eroidler, MTX,
ve eklem etanercept,
tutulumu tcliisi. anakinra
Ates, deforme
artrit
hepatosplenomeg
ali.
MWS ve OD CIAS1 NALP3 Ates, titreme, Var Anakinra,
FCUS (1q44) soguk alginligi, stanozolol
irtiker(sogukla

uyarilmais),ilerley
en halsizlik kas
agrisi, ¢coklu
eklem agrisi,
periyodik karin
agrisi.

Kisaltmalar: OR, otozomal resesif; OD, otozomal dominant; CINCA, kronik ¢ocukluk ¢agi norolojik deri ve eklem
sendromu; FCUS, ailesel sogukla uyarilan iirtiker sendromu; FMEF, ailesel akdeniz atesi; HIDS,
hiperimmiinglobulinemi D ve periodik ates sendromu; MTX, metotoraksat; MWS, Muckle-Wells sendromu;
NOMID, neonatal baslangi¢li ¢oklu sistem inflamatuvar hastalik; PFAPA, periyodik ates, adenopati, faranjit, aft

sendromu; TNF, timor nekroz faktor; TRAPS, timor nekroz faktor reseptorii ile iliskili sendrom.




Farkli dokularda yapilan calismalarda (6rnegin kemik iligi hiicrelerinde)
MEFV mRNA’s1 saptanamamistir (Uluslararast FMF Konsorsiyumu,1997). Bununla
birlikte proteinin 6zellikle noétrofillerde ifade edilmesi bu proteinin muhtemelen
inflamasyon mediatorlerinin  down regiilasyonununda gorev aldigi hipotezini
giiclendirmektedir  (Fransiz FMF  Konsorsiyumu, 1997; Uluslararasi FMF
Konsorsiyumu,1997). Ancak onemli bir nokta AAA hastalarnda MEFV mRNA
transkripsiyonu kontrollere goére daha diisiik diizeyde bulunmustur (Notarnicola ve ark.,
2002). Mutasyon nedeniyle proteinin gorev yapamamasi, kontrolsiiz notrofil
aktivasyonuna neden olabilir. Bununla birlikte hedefin ni¢in serozal dokular oldugu
aciklik kazanmamistir (Ben-Chetrit ve Levy, 1998). Ayrica yapilan bir ¢alismada da
Cin hamsterlerinde pyrin/marenostrin mutant formlarinin subseliiler kompartimanlarda
rastlandig1 tespit edilmistir (Papin ve ark., 2000; Tidow ve ark., 2000). Bu caligmada
mutant proteinin ve alternatif splayzing ile olusan izoformlarin farkli bolge
organizasyonlar1 igerebilecegi gosterilmistir (Papin ve ark., 2000; Diaz ve ark., 2004).

AAA hastalarinda MEFV genindeki mutasyonlar pyrin/marenostrin proteininin
gorev yapamamasinda onemli bir nedendir. Bu proteindeki mutasyonlarin varligi
inflamatuvar cevabin artis1 ile kendini gostermektedir. Ancak cevabi heniiz netlik
kazanamayan 6nemli sorulardan birincisi ‘‘Ni¢in AAA hastalarinda hedef bolge serozal
dokulardir?”’, ikinci 6nemli soru ise ‘‘Neden hastaligin karakteristik semptomlarin1 da
iceren semptomlar yumag: tekrarlar halinde ortaya ¢ikmaktadir?’’ (Mijatovic ve ark.,
2002). Bu sorularin cevabinin ve pyrin/marenostrin fonksiyonunun anlasilmasiyla,
AAA patogenezinin ¢oziilmesi yolunda hem hastalik hakkinda ¢ok Onemli bilgiler
edinilecek hem de genel olarak inflamasyon dongiisiinii de agiklayici yolaklar
Ogrenilmis olacaktir. Ayrica bu cevaplar benzer hastaliklarin patagonezini anlama
yoniinde de kayda deger bilgiler sunacaktir.

Bugiine kadar MEFV geninde 75 mutasyon saptanmistir. Bu mutasyonlarin
biiyiik c¢ogunlugu missens (yanlis anlamli) mutasyonlardir ve Tablo2’de
gosterilmektedir  (http://fmf.igh.cnrs.fr/infevers/). Geg¢miste yapilan caligmalarda
oncelikle iic major mutasyon (M680I, M694V ve V726A) klinikle siki bir sekilde
iliskilendirilmistir (Chen ve ark., 1998; Tekin ve ark., 2000; Grateau ve ark., 2000; Ben-
Chetrit ve Backenroth, 2001; Mansour ve ark., 2001). Ozellikle M694V mutasyonunun

homozigotlugu hastalifin agir seyretmesi (semptonlarin erken yasta baslamasi, kisa



araliklarla ataklarin tekrarlanmasi, tedavi amaciyla yiiksek doz kolsisin kullanma
zorunlulugu gibi) ve bu mutasyona sahip bireylerde amiloidoz gelisimi arasinda bag
kurulmustur (Mimouni ve ark., 2000; Yalginkaya ve ark., 2000; Mansour ve ark., 2001;
Sayarlioglu ve ark., 2004). Bu mutasyon Ozellikle Afrikali Yahudiler, Ermeniler,
Tiirkler ve Araplarda sik goriilmektedir. Ancak daha sonra yapilan g¢aligmalarda
amiloidoz gelisimi i¢in sadece M694V mutasyonunun degil diger mutasyonlarin da
etkili oldugu ortaya c¢ikmistir. Giinlimiizde AAA hastaliginin siddeti ve en agir
komplikasyonu olan amiloidoz gelisiminde MEFV geni mutasyonlarinin yani sira bazi
diizenleyici genlerin ve netlik kazanmayan cevresel faktorlerin varligi tartisiimaktadir
(Padeh, 2005; Balc1 ve ark., 2002).

MEFV genindeki mutasyonlarin varliginda inflamasyon olaymnin kontrolden
ctkmasimin verdigi bazi degisimler sonucu (hafif ates gibi) infeksiyoz ajanlara karsi
heterozigot avantaji gelistii ve bunun da Ozellikle Akdeniz havzasindaki
populasyonlarda mutant gen frekansin1 artirdigit  yoniinde yorumlar vardir
(Aksentijevich ve ark., 1999; Lucotte, 2001; Kogan ve ark., 2001; Shinar ve ark., 2003).
[lave bir bilgi de diger inflamatuvar hastaliklarda ( &rnegin multiple skleroz gibi )
ozellikle M694V mutasyonu basta olmak iizere MEFV mutasyonlar1 acgisindan
tastyicilarda bu hastaliklarla ilgili otoimmiin cevap siddetinde ve duyarlilikta artis

gbzlenmektedir (Shinar ve ark., 2003).

2.5. Ailevi Akdeniz Atesinde Genotip-Fenotip iliskisi

MEFV geninin klonlanmasindan sonra hastaligin klinik bulgulari ile genotipler
arasinda iligkinin ortaya konmasina yonelik arastirmalar hiz kazanmistir. Molekiiler tani
caligmalar1 yardimiyla ¢ok sayida AAA hastasina ait genotip sonuclar1 elde edilmeye
baslanmistir. Geg¢miste yapilan molekiiler ¢alismalarda MEFV  genindeki tim
mutasyonlarin taranmasi1 miimkiin olmadigi i¢in, DNA dizi analizi ¢alismalar1 baglayana
dek hastalara ylizde yiiz duyarli testler uygulanamamigtir (Uluslararas1 FMF
Konsorsiyumu,1997). Bazi mutasyonlarla (M694V gibi) en agir komplikasyon olan,
amiloidoz gelisimi arasinda baglanti kuran pek ¢ok calisma yapilmistir (Ben-Chetrit ve
Backenroth, 2001; Yalginkaya ve ark., 2000; Balci ve ark., 2002; Mansour ve ark.,
2001; Keven ve ark., 2004). Yine amiloidoz gelisimi ile ilgili ilave genetik ve ¢evresel

faktorlerin olabilecegi tartisilmistir (Cazeneuve ve ark., 2000; Bakkaloglu, 2003).



Bunlardan SAA1, SAA2 ve Apo E iizerine yapilan bir caligmada

SAA1 allelik

varyasyonlar1 ile amiloidoz arasinda iligki saptanmistir (Cazeneuve ve ark., 2000;

Medlej-Hashim ve ark., 2004).

Uzerinde ¢ok calisilan M680I, M694V ve V726A mutasyonlar cesitli

calismalarda hastalarin % 40-65’inde saptanmistir (Akar ve ark., 2000; Ben-Chetrit ve

Backenroth 2001; Majeed, 2005). Major mutasyonlar olarak kabul edilen 6zellikle
E148Q, M680I, M694V, M694l ve V726A mutasyonlarini saptamaya yonelik

molekiiler testler gelistirilmistir (Eisenberg ve ark., 1998; Touitou, 2003)

gosteren bazi ¢aligmalara ait bilgiler Tablo 4‘te verilmektedir.

Bu mutasyonlarin AAA hastalarindaki MEFV allelerindeki yiizdelerini

Tablo 4. AAA hastalarinda MEFV geni mutasyonlar ile ilgili baz1 yayinlar

M694V Mo6941 M6801 V726A E148Q Incelenen 6rnek Kaynaklar
(%) (%) (%) (%) (%) sayisi
97 - 1 - * 83 Kuzey Afrika Shahot ve ark.,
Yahudisi 1988
49 - 24 11 37 Ermeni
61 2 11 12 56 Tiirk
41 17 16 14 167 Yalginkaya ve
ark., 1999
43,5 2,8 12 11,1 * 230 Akar ve ark.,
1999
42,05 1,47 7,94 12,05 4,1 170 Gershoni ve ark.,
1999
44,8 * 18,7 242 * 90 Cazeneuve ve
ark., 1999
20 7 9,5 14 * 42 Medlej-Hashim
ve ark., 2000
* * * * 7,8 25 Ben-Chetrit ve
ark., 2000
445 6 14,5 20,5 5,5 27 Amiloidozlu Yalginkaya ve
grup ark., 2000
60 7,5 12,5 10 5 20 Amiloidozsuz
grup
* 22,6 32,1 27,4 * 220 Gershoni-Baruch
ve ark., 2002
51,55 0,44 9,22 2,88 3,55 450 Yilmaz ve ark.,
2001
423 1,8 0,07 6,65 5 446 Ben-Chetrit ve
ark., 2002
38 * 8 4 4 25 Fenotip II Balci ve ark.,
2002
38 14 10 26 13 407 Majeed ve ark.,
2005
33,76 - 15,52 4,96 - 625 Bizim
31,2 0,4 14,2 4,8 4,4 499 caligmamiz

(*Bakilmayan mutasyon)




Genetik analizler, klinik tan1 konmasi i¢in degerli ve destekleyici bilgi vermesi
acisindan son derece onemlidir. Genetik testlerle de desteklenerek tanisi kesinlesen
hastalar yasamlar1 boyunca kullanacaklar1 uygun dozdaki kolsisinle tedavi edilmektedir
(Goldfinger ve ark.,1972).

AAA’da ii¢ farkli fenotip vardir. Bunlardan birincisi ¢ocukluk ve adolesan ¢agda
ortaya c¢ikan peritonit, plevrit, sinovit ve kisa stireli fibril ataklarla kendini gosteren
formudur. ikinci fenotip nefropati olusumuna yol agan ve amiloidozla iliskili olan
formdur (Livneh ve ark.,, 1999). Ugiincii fenotipte ise hastalar klasik AAA

semptomlarina sahiptir ancak mutasyon saptanmaz (Kogan ve ark., 2001).

2.6. Ailevi Akdeniz Atesinde Klinik Tam

AAA, kisa siireli tekrarlayan atesli ataklar, peritonit, plevrit ve artrit ile
karakterize ve ileri asamalarda amiloidoz ve bobrek yetmezliginin gelistigi otozomal
resesif bir hastaliktir. Hastalarda ates 38.5 ile 40 dereceye kadar cikabilmektedir.
Ataklar genelde 1-3 giin siirer ve ataklar arasinda asemptomatik donem gozlenir ve bu
donemde hastalarin genel durumu siklikla normaldir. Cocuklarda bazen yorgunluk ve
bas agris1 goriilebilir. Tekrarlayan oral aftlar ve yorgunluk hissi gibi nadir semptomlar
atak dis1 donemlerde de olusabilir. Ataklar arasi donem 1-2 hafta siirebilecegi gibi
haftalarca hatta aylarca da siirebilir. AAA hastalarinda, semptomlarin baslangi¢ yasi
farkliliklar gostermekle birlikte yaklasik %80’inde 10 yasina kadar ortaya ¢ikar (Padeh,
2005).

2.6.1.Ates

Hastaligin en karakteristik bulgularindan biridir ve hastalarin  biiyiik
cogunlugunda ates 38,5 ile 40 derecelere dek cikar. Ataklar aras1 donemde kaybolur
(http:/www.orphanet/data/patho/GB/uk-fmf.pdf).

2.6.2. Abdominal Ataklar
Hastalarda gozlenen en yaygin semptomlardandir ve yaklasik %90’inda
gozlenir. Yaygin abdominal agri olabilecegi gibi abdominal bdlgeyi tutan kas agrilari ve

akut apandisit benzeri tiim karin bolgesine yayilan epigastrik agrilar da olabilir. Atak



sirasinda konstipasyon ve ardindan hastalarin %30’a yakininda diyare goézlenir. Bu
semptom genelde 2-20 saat igerisinde hafifler ve ortalama 24-48 saat igerisinde
kaybolur. Akut apandisit ataklar1 ile siklikla kanstirildigir i¢in pediatrik AAA
hastalarinin  yaklasik %9’u apandisit siiphesiyle acil servislere basvurmakta ve
apendektomi gibi yanlis operasyonlarin yapilmasina dahi yol acabilmektedir. Opera
edilen hastalarda peritonda hiperemi ve nétrofilden zengin eksuda vardir. Bu eksudan
fibroz yapisikliklara ve mekanik ileusa neden olabilecegi gibi ovaryumlari da igine alan
fibroz yapisikliklara yol acarsa bu durum bayanlarda infertiliteye de neden olabilir

(Sohar ve ark., 1967; http:/www.orphanet/data/patho/GB/uk-fmf.pdf).

2.6.2. Plevral Ataklar
Hastalarin %15-30’unda plevral atak olusur. Ataklar akut sekilde gelisir,
solunum seslerinde azalma gozlenir. Kalp ve gogiis agris1 gozlenebilir, kisa siirede

semptom kendiliginden kaybolur (http:/www.orphanet/data/patho/GB/uk-fmf.pdf.)

2.6.3. Perikardial Ataklar

Perikardit =~ AAA  hastalarinda  nadir  goriilen  bir  semptomdur
(http:/www.orphanet/data/patho/GB/uk-fmf.pdf.). Cocuklarin yaklasik 9%0,8’inde
gbzlenirken genelde %0,7 ile 1,4 arasinda degisir (Kees ve ark., 1997). Ataklar 1-3 giin

icerisinde kendiliginden kaybolur.

2.6.4. Artikiiler Ataklar

Artikiiler ataklar AAA’ da en yaygin olan ikinci semptomdur. Akut olarak
ylksek ates esliginde genelde 24 saat siirer ve ¢ogu olguda monoartrit seklindedir.
Genellikle diz ve ayak bilegi daha az siklikta omuz dirsek ve el bilegi gibi bolgeleri
tutar ve 24-48 saat igerisinde kaybolur. Tutulan bolgeler oldukc¢a agrilidir ve eklem
hareketlerini kisitlayabilir. Kismen kizariklik ve 1s1 artis1 gozlenebilir. Ataklar hafif
travmalarda ve yogun efor sarf edilen yiiriiylislerle daha ¢ok ortaya ¢ikar. Synoviyal sivi
steril ve notrofil igerigi acisindan oldukg¢a zengindir (Alp ve ark., 1998). Yetigkinlerin
%6’sinda 1 aydan uzun siiren 6zellikle diz ve ayak eklemlerini tutan kronik artikiiler
ataklar kaydedilmistir. Atesin eslik ettigi ataklarda alt ekstremitelerin biiyiik
eklemlerinde siddetli agr1 gozlenir (Salai ve ark., 1993).



2.6.5. Kas Agrilan

AAA’da ¢ocuk hastalarin %10’unda orta derecede kas agrist gdzlenmektedir.
Ozellikle bacaklarda diz alt1 bdlgesinde fiziksel egzersiz sonras1 1 giin ve daha az siireli
agrilar olusur. Ik kez Langevitz ve arkadaslarinin 1994 yilinda yaptiklari bir calismada
AAA hastalarinda fibril miyalji sendromu tanimlanmistir. Bu sendrom periton
irritasyonu olmaksizin karin agrisi, artmis ates, miyalji, yiiksek sedimentasyon orani,

16kositoz ve hiperglobulunemi ile kendini gosterir (Langevitz ve ark., 1994).

2.6.6. Deri Lezyonlar
Erisipel benzeri eritem (ELE, erysipelas-like erythema) AAA’da karakteristik bir
semptomdur ve bazen de ates ve artrit ile birlikte olusur. ELE pediatrik AAA

hastalarinda %28.3 oraninda, omuzla boyun bélgesi arasinda, yetiskinlerde diz ve
ayaklarin iizerinde yada dirseklerde daha sik gozlenir (Alp ve ark., 1998). 24-48 saat

icerisinde kendiliginden kaybolur. Seliilit ile karistirilabilir ve yanlig tani sonucu
hastalar gereksiz yere antibiyotik tedavisine maruz kalabilirler. Histolojik incelemelerde

bu lezyonlarda vaskiilitin eslik etmedigi bir 6dem goriilmiistiir (Barzilai ve ark., 2000).

2.6.7. Akut Skrotum
Erkeklerde testis torsiyonlarina benzeyebilen tunica vaginalis testisin
inflamasyonu olusabilir. Tek tarafli olarak ve eritomat6z skrotal ataklar seklinde kendini

gosterir. Ates ve agr esliginde devam eder. Siire olarak birkag saatle 4 giine kadar

devam edebilir (Majeed ve ark., 2001).

2.6.8. Infertilite

Infertilite ile ilgili ilk rapor 1973 yilinda Ismajovitch ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan bir ¢alismadir. Bu grubun bulgularina gore tedavi edilmeyen 45 bayan AAA
hastasindan 15’inde oviilasyon disfonksiyonuyla birlikte primer infertilite gézlenmistir
(Ismajovitch ve ark., 1973). Ehrenfeld ve arkadaslari tarafindan yapilan daha sonraki bir
calismada uzun siire kolsisin tedavisi gormiis 36 bayanda yapilan incelemede benzer
sonuglar alinmistir. Ancak bu c¢alismada hastalarin %36’sinda infertilite ve bunlarin da

%46’s1inda oviilasyon disfonksiyonu saptanmistir (Ehrenfeld ve ark., 1987).



Erkek infertilitesi ise daha ¢ok hastaligin patofizyolojisi ile iliskilendirilmistir.
Nadirde olsa gozlenen akut orsitis ve skrotal 6dem spermatogenez lizerine olumsuz etki
yapabilmektedir. 2001 yilinda yapilan bir calismada ¢ok seyrek goriilmekle birlikte
Behget hastalifina benzer sekilde testikiiler amiloidozlu AAA hastalarinda infertilite
gbzlenmistir (Haimo-Kochman ve ark., 2001; Mijatovic ve ark., 2002). Kolsisin
kullaniminin da erkek infertilitesi tizerine etkili olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Ancak
yapilan ¢alismalarda uzun donem ve yiiksek doz (1-2mg/giinde) kolsisin alan 150 erkek
hastada oligospermi veya azospermi normal popiilasyona gore sadece 2 bireyde
olugmus, bu sonug diger testikiiler patolojilere baglanmistir (Ben-Chetrit ve ark., 1998;

Mijatovic ve ark., 2002).

2.6.9. izole Fibril Ataklar

Ozellikle gocuklarda 40 derece atesin eslik ettigi agrisiz ve bolgesel olmayan
birka¢ saat siiren izole fibril ataklar olusur. Bu fenomen sik sik viral enfeksiyonlarla
kanistirilabilir ve hatali taniya sebep olur (Alp ve ark., 1998). Son c¢alismalardan elde
edilen bilgilere gore izole febril ataklar AAA’nin ¢ocuklarda ilk belirtisi olabilecegi
Ongoriisiinli desteklemektedir (Padeh, 2005).

2.6.10. Vaskiilit

AAA hastalarinda vaskiilit, etkilenmemis populasyona gore daha yiiksek siklikta
goriilmektedir (Tekin ve ark., 2000). Hastalarin % 2,7 ile 11’inde Henoch-Schonlein
purpura (HSP) bildirilmistir (Alp ve ark., 1998; Tirk FMF Calisma Grubu, 2005).
Israilde yapilan bir ¢alismada ¢ocuklarda HSP olusumunun ciddi bir nedeni olarak AAA
gosterilmistir (Sachs ve ark., 1987). Ayrica erken yas polyarteritis nodosa (PAN)
hastalarinda, gec baslangiclilara gore daha siklikla AAA goriilmektedir (Sachs ve ark.,
1987; Tirk FMF Calisma Grubu, 2005). AAA ve PAN ataklari sirasinda abdominal agri
ve atesin gorlilmesinin yani sira PAN hastalarinda bunlara ilave olarak, hipertansiyon ve
nefrit gozlenmektedir. AAA hastalarinda ¢ok nadir olarak mikroskobik hematiiri ve
cesitli tiplerde glomeriilonefrit varligi da bildirilmistir (Tiirk FMF Calisma Grubu,
2005).



2.6.11.Amiloidoz

Tedavi edilmeyen AAA hastalarinda sekonder tip amiloid A (AA) olusur (Tekin
ve ark., 2000; Ben-Chetrit ve Backenroth, 2001). Genellikle agir bir proteiniiri ile
seyreder ve nefrotik sendrom ile sonlanir. Amiloidoz oranmi kolsisinle tedavi goren
kisilerde tam olarak bilinmemektedir. Ancak yapilan bir ¢aligmada kolsisinle tedavi
goren 704 ¢ocuktan sadece 1 tanesinde sekonder tip amiloidoz saptandig: bildirilmistir
(Padeh, 2005). Ulkemizde amiloidoz farkli oranlarda saptanmakla birlikte, 425 cocugu
iceren bir ¢alismada 180 tanesinde rapor edilmistir (Gillmore ve ark., 2001). Yine
yapilan bir ¢alismada amiloidoz oran1 %12,7 olarak saptanmistir. Bu diisiik oran AAA
hastalarinda kolsisinle tedavisinden kaynaklanabilir (Tiirk FMF Calisma Grubu, 2005).
Devam eden aile caligmalar1 1s18inda elde edilen bilgilere gore ailesinde amiloidoz
goriilen AAA hastalarimin c¢ocuklarinda yaklasik 6.04 kata kadar artmis risk
hesaplanmistir (Padeh, 2005). Amiloidozda kesin tani biopsi ile konur. Bobrek diginda

kalp, akciger, karaciger ve bagirsaklari da tutabilir.

2.7. Laboratuvar Testleri

Biitiin atak formlarinda C-reaktif protein (CRP), fibrinojen, haptoglobulin, C3,
C4 ve serum amiloid A (SAA) gibi akut faz reaktanlarinda artis gdzlenir. Eritrosit
sedimentasyon hizit (erythrocyte sedimentation rate, ESR) ve lokosit sayisi artar.
Gillmore ve arkadaglarina gére CRP diger inflamatuvar hastaliklar ile AAA
kiyaslandiginda, AAA ile daha diisiik iligskili bulunmustur (Gillmore ve ark., 2001).
ESR diizeyi ise AAA ataklar1 sirasinda pediatrik hastalarda ilk saatte 52+25 mm,
pnomoni ve vaskiilit gibi hastaliklarda ise 80-120 mm civarinda bulunmustur.
Amiloidozlu hastalarda proteiniiri ve biitiin hastalarda mikroalbuminiiri saptanmistir
(Padeh, 2005). Akut atak sirasinda interlokin-1 ve tiimor nekroz faktor gibi inflamasyon
mediatorlerinin  salinimi artarken, interferon aktivitesinin azaldigi ayrica serozal
stvilarda C5a inhibitor aktivitesinde azalma oldugu saptanmistir (Pras ve ark., 1992;
Babior ve Matzner, 1997; Oriin ve ark., 2002). Periton ve plevral siv1 protein, fibrin,
l6kositten zengin steril eksuda ozelligindedir. Bu bulgularin tamami ataklar arasi
dénemde ¢ogunlukla normal diizeylerdedir (Majeed ve ark., 2001). Biitiin bu bulgulara

ragmen AAA igin spesifik bir laboratuvar testi heniiz mevcut degildir.



Giliniimiizde AAA i¢in biyokimyasal testlerden daha gecerli olan, molekiiler
genetik testler gittikge dnem kazanmaktadir. MEFV geninin klonlanmasiyla birlikte
mutasyonlarin saptanmasi taniya yonelik hizli ve kullanishh molekiiler testlerin
gelistirilmesi yoniinde ¢alismalarin yogunlasmasina yol agmistir. Bu molekiiler tani
testleri arasinda kullanilan yontemler ARMS, PCR/RFLP, Strip test ve DNA dizi
analizi sayilabilir (Eisenberg ve ark., 1998; Gersoni-Baruch R ve ark., 1999; Ben-
Chetrit ve ark., 2000; Oberkanins ve ark., 2003).

2.8. Ailevi Akdeniz Atesi Tedavi ve Tam Kriterleri

AAA’ya yonelik tedaviler 1973 yilina kadar agriy1 hafifletmek veya kesmek
yoniinde yapilan girisimlerden ibaretti. 1972 yilinda Goldfinger tarafindan kolsisinle
tedavi Onerilmis ve 1974 yilinda Zemer ve ark.’nin ¢alismalariyla bu tedavi gliniimiize
kadar en yaygin kullanilan yontem olmustur (Goldfinger, 1972; Zemer ve ark ., 1974).
Kolsisin metafazda mikrotiibiil sistemini etkiler, monosit ve nétrofil kemotaksisini
azaltir ve 16kosit degraniilasyonunu inhibe eder (Bar-Eli ve ark., 1981).

Kolsisine giinliik dozlar halinde genelde 1 mg ile baslanir, viiciit agirlg1 ve yasa
bagli olarak azaltilip artirilabilir. Giinliik dozlarin en fazla 1,5-2 mg’a kadar
artirilabilecegi Onerilmektedir. Bir arastirmada hem viicut agirligi hem de ylizeyi baz
aliarak kolsisin dozu ayarlamasina gidilmis ve 0,03+ 0,02 mg/kg/giin veya 1,16+ 0,45
mg/m2/giin 6nerilmistir. Yine ¢ocuklarda 5 yasindan kiigiiklerde 0,07 mg/kg/giin veya
1,9 mg/m2/giin kolsisin 6nerilmistir. Bu doz 16 yasindan biiyiik ¢cocuklarda 2,5 kata
kadar yiikseltilebilir (Gillmore ve ark., 1999). Bir giinliikk doz sonrasi hastalardaki
ataklarin % 65’inde kaybolma, hastalarin % 35’inde kismi azalma gozlenirken, %
5’inde ise ataklarda higbir degisiklik gézlenmemistir. Yapilan calismalarda proteiniirisi
olmayan hastalarda kolsisin tedavisi baslandiktan 30 yil sonra dahi yapilan
incelemelerde amiloidoz gozlenmedigi bildirilmistir (Zemer ve ark ., 1974). Yine
yapilan ¢aligmalarda 2 yas alti AAA hastalarina yetiskinlere uygulanan kolsisin dozu
verildiginde toksik etkiler goriilebilecegi saptanmistir. ki yas alti AAA hastalarinda
diyare ve siklikla laktoz malabsorbsiyonu gozlenebilir. Bu durum ilacin gastrointestinal
sisteme yapmis oldugu etkiden kaynaklanmaktadir (Fradkin ve ark., 1995). Kolsisinin
uygun dozlar1 hamilelik sirasinda da higbir komplikasyona yol agmadan

kullanilabilmektedir (Ben-Chetrit ve Levey, 2003). Ancak nadir de olsa kolsisinin yan



etkileri siralanacak olursa: karin agrisi, bulanti, kusma, diyare, kemik iligi siipresyonu,
periferik néropati, myopati, alopesi, amenore, oligospermi, azospermi, ve anjiondrotik
O0dem sayilabilir. Diizenli kolsisin tedavisi hem atagin sikligin1 ve siddetini hem de
amiloidoz gelisimini 6nler. Kolsisin tedavisi ile prognoz oldukca iyidir ancak tedavinin
stirekliligi onemlidir.

Kolsisine cevap vermeyen yaklasik % 5’lik hasta grubunda ise ya intravendz
kolsisin ya da alternatif ila¢ olarak interferon alfa kullanilmasi1 6nerilmektedir (Tunca ve
ark., 1997; Lidar ve ark., 2003).

AAA, klinik tani kriterlerine ve molekiiler yontemlere bakilarak tedaviye
baslanan bir genetik hastaliktir. Klinik tanty1 koyma yoniinde gelistirilmis olan ii¢ farkli
kriterler grubu vardir. Bunlardan en gecerli ve kullanighh olan Tel-Hashomer tani
kriterleridir (Livneh ve ark., 1997). Bu kriterden diger ikisi Sohar kriterleri ve Dilsen
kriterleridir (Sohar ve ark., 1967). Bunlar:

AAA icin Sohar Kriterleri

» Kisa siireli ates ataklari

* Atese eslik eden karin, gégiis, eklem agris1 ve deri lezyonlari

+ In-vivo ya da postmortem agiklayici baska bir durumun olmamasi

* Heredofamilyal amiloidoz ve serumda amiloid- A protein varligi

* Otozomal resesif kalitima uygunluk

* Akdeniz ilkelerinde gozlenme, 06zellikle Sefardik Yahudi ve Ermeni

populasyonlarindan olmak.

AAA icin Dilsen Kriterleri

Atak Komponentleri:

* Karn agrisi

* Plevritik agn
» Periferik artrit
Diger Ozellikler:

* AA tipi amiloidoz
* Kolsisine iyi yanit

* AAA igin pozitif aile dykiisii



* Ek olarak tani icin ates veva karin agrisi mutlaka olmal

» Kesin tam icin:2 atak komponenti veya 1 atak komponenti ve 1 diger Ozellik

olmali

AAA icin Tel- Hashomer Kriterleri

*  Major kriterler:

» Peritonit, plevrit veya sinovitin eslik ettigi tekrarlayan ates epizodlari
* Neden olmaksizin AA tipi amiloidoz
* Devamli kolsisin tedavisine 1yi yanit

*  Minor kriterler:

» Tekrarlayan atesli ataklar

* Erisipel benzeri eritem

» Birinci derece akrabalarda FMF Gykiisii
* Kesin tani:2 major veya 1 major + 2 minor
*  Olasi tani:1 major+1 minor

Aviric: Tam

* Akut karin agrisi

» Tekrarlayan pankreatit

* Porfiri

» Tekrarlayan pulmoner emboli

*  Sistemik lupus eritematoz (SLE)

*  Viral, bakteriyal enfeksiyoz nedenler
* Palindromik romatizma

* Septik artrit, kristal artrit

Tiim bunlarin yan1 sira AAA igin giiniimiizde en yaygin ve kullanigh tan1 klinik
acidan degerlendirilen hastalara yapilan molekiiler genetik testlerin  ve kolsisin
uygulamasi ile aliman sonuglardir. AAA’nin atipik semptomlarinin degerlendirmesi
Sekil 3’deki gibi yapilir (Booth DR ve ark., 2000; Livneh A ve ark., 2001).

{ SHAPE \* MERGEFORMAT }

Sekil 3. AAA nin atipik semptomlarinin tanisi igin bir akis semast. Iki mutasyonlu hastalara
AAA tanis1 konularak profilaktik kolsisin tedavisi 6nerilmelidir. Bir mutasyonlu hastalar ile

mutasyon saptanmayan hastalar olast AAA hastasi olarak diisiiniilmelidir. Son iki gruptaki



hastalar 6 aylik bir kolsisin tedavisine alinmali ardindan ilag kesilmelidir. Olumlu yanit alinan
hastalar, AAA olarak tanimlanip profilaktif kolsisin tedavisine devam edilmelidir. Kolsisine

yanit vermeyen grubun semptomlarinin nedeni olarak diger hastaliklar diistiniilmelidir.

Il. MATERYAL VE METOT

3.1.Kan Orneklerinin Toplanmasi

625 hasta, 150 hasta yakin1 ve 100 saglikli kontrolden EDTA iceren vakumlu
tiiplere 5 ml tam kan alindi. DNA’larin izolasyonu standart yontemle ‘Salting out’
yapildi (Miller ve ark., 1988). Calisma i¢in Ondokuz Mayis Universitesi Etik Kurul

onay1 alindi. Ayrica her 6rnek i¢in hasta onam formlar1 dolduruldu (Ek-1).

3.2.Kullamilan Cihaz ve Kimyasal maddeler
A) Cihazlar

- Termal déngii cihazi1 (Biolab, Ingiltere, ABI/PRISM Applied Biosystems, U.S.A)
- Yatay elektroforez sistemi (Scie-Plas, Ingiltere)

- Elektroforez gii¢ kaynag1 (Waaltec, Tayvan)

- UV transillumunator (Vilber Laurmat, Fransa)

- UV goriintii analiz sistemi (Biolab, Ingiltere)

- Sogutmalr santrifiij (Niive, Tiirkiye)

- Sogutmal1 mikrosantrifiij (Hettich, Almanya)

- Ben mari ( Niive, Tiirkiye)

- Hassas terazi (Mettler AJ 100, Almanya)

- pH metre (Hanna, Almanya)

- Pastor firin1 (Heraus, Almanya)

- Isitic1 (Hotplate, Almanya)

- Otomatik pipetler (Eppendorf, Almanya; Capp, Danimarka)
- Vorteks (Niive, Tiirkiye)

- Etiiv (Dedeoglu, Tiirkiye)



- Inkiibasyon cihaz1 (Innogenetics, Avusturya)

B) Kimyasal Maddeler

- Agaroz (Sigma)

- Siikroz (Merck)

- Tris (Merck)

- EDTA, sodyum tuzu (Merck)

- SDS, Sodyumdodesilsiilfat (Sigma)

- Etil alkol (Sigma)

- NaCl (Merck)

- Sodyum hidroksit (Merck)

- Magnezyum kloriir (Merck)

- Borik asit (Sigma)

- Triton X-100 (Sigma)

- Etidyum bromiir (Sigma)

- Proteinaz-K (Stratagene)

- Taq DNA polimeraz enzimi (Takara, Bioron ve Fermentas)
- Restriksiyon enzimleri (Takara ve Fermentas)

- 10 X PCR buffer (Bioron, Takara ve Fermentas)

- Deksiribontikleosid trifosfatlar (AINTPs, Promega)

- PCR Primerleri (Iontek ve Fermentas)

3.3. Kullanilan Stok Soliisyonlarin Hazirlanmasi

A) 0.5M EDTA, pH 8.0

- 18.61 g disodyum EDTA.

- 80 ml bidistile H,O ig¢inde ¢oziiliir.

- Soliisyona 2 g NaOH tableti atilarak eritilir.

- pH 8’¢ ulastiginda bidistile H,O ile 100 ml’ye tamamlanir.
- Otoklavda steril edilir.

- Oda 1s1sinda saklanir.

B) Doymus NaCl (6M) Soliisyonu



- 7 gr NaCl.
- 20 ml bidistile H,O iginde ¢oziiliir.
- Otoklavda steril edilir.

- Oda 1s1sinda saklanir.

C) 1M Tris pH 7.5

- 12.11 g Tris-base.

- 80 ml bidistile H,O iginde ¢oziiliir.
-pH HCl ile 7.5’a ayarlanir.

- Bidistile H,O ile 100 mI’ye tamamlanur.
- Otoklavda steril edilir.

- Oda 1s1sinda saklanir.

3.4. Elektroforez Soliisyonlar:

A) 10X TBE (Stok soliisyon)

- 108 g Tris-base (0.9M).

- 55 g Borik asit (0.9M).

-40 ml 0.5M EDTA, pH 8.0 (20 mM).

- Tris-base ve borik asit 700 ml bidistile H,O i¢inde ¢oziiliir.
- EDTA eklenir.

- Bidistile H,O ile 1000 ml’ye tamamlanir.

- Oda 1s1sinda saklanir.

B) 1X TBE (Calhisma soliisyonu)
- 100 ml 10X TBE stoktan.
-900 ml bidistile H,O eklenir.

C) Etidyum bromiir soliisyonu (10 mg/ml)

- 1 g Etidyum bromdir.

- 10 ml bidistile H,O iginde ¢oziiliir.

- Isik almayan bir sise icinde +4 °C’de saklanur.

- Stok soliisyondan, ¢alisma soliisyonu 0.5 mg/ml olacak sekilde hazirlanir.



3.5. DNA izolasyonu

3.5.1 DNA izolasyon soliisyonlar1

Lizis Tamponu: 320 mM Siikroz (Merck)
10 mM Tris (Merck) pH 7.5
4 mM MgCl, (Merck)
%1 Triton X 100 (Sigma)

Distile suyla 1000 ml’ye tamamlanir. Soliisyon hazirlandiktan sonra otoklavlanir.

TEN tamponu : 10 mM Tris (Merck) pH 8
2 mM EDTA (Merck)
400 mM NaCl (Merck)

Distile suyla 50 ml’ye tamamlanir. Soliisyon hazirlandiktan sonra otoklavlanir.

Proteinaz K (Sigma) Soliisyonu :
10 ml 500 mM’lik Tris (pH 8) soliisyonu i¢ine 100 mM’lik CaCl,’den 0.1 ml
ilave edilir ve 100 mg proteinaz K soliisyona eklenir. Bu sekilde 10 mg/ml proteinaz K

sollisyonlart hazirlanir.

% 10 SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) (Merck):
10 gr SDS almir ve 100 ml distile su i¢inde ¢oziiliir.

Doymus NaCl Soliisyonu (6M) :

7 gr tartilip, distile su ile 20 ml’ye tamamlandiktan sonra otoklavlanir.

%70 Etil alkol:
70 ml %99.5 etil alkol alinir ve 30 ml bidistile H,O eklenir ve -20 °C’de saklanir.

TE Soliisyonu : 10 mM Tris pH 7.5
ImM EDTA

Hazirlamak i¢in 500 mM Tris pH 7.5 stok soliisyonundan 1 ml, 100 mM EDTA

stok soliisyonundan 0.5 ml alinir distile su ile 50 ml’ye tamamlanir.



3.5.2. DNA izolasyon Yontemi

1.5 ml EDTA’I1 tim kan 50 mI’lik polipropilen tiipe alinir.

2. Kan 6rneginin {i¢ kat1 hacimde (15 ml) lizis tamponu konulur. Kapak kapatilip kisaca
calkalanir.

3. 2200 rpm’de 4°C’de 15 dakika santrifiij yapilir. Ustteki siipernatant pastor pipeti ile
atilir.

4. Lizis tamponu ile yikama islemi iki kez daha yapilip iistteki siipernatant atilarak ayni
devirde ve sogutmali santrifiijde santrifiij edilir.

5. Son kez istteki siipernatant atilir. Dipte kalan temiz c¢okelti iizerine 3 ml TEN
tamponu konulup, kisa siire vortekslenir. Ardindan 200 ul %10’luk SDS ve 50ul
Proteinaz K ilave edilir ve elle tiipe yumusak bir sekilde vurularak karistirilir.

6. Bir gece 37°C’de inkubatorde hafif ¢alkalamayla inkiibe edilir.

7. ikinci giin 6rneklerin iizerine 1 ml 6 M’lik NaCl soliisyonundan konulur ve kisa bir
stire vortekslenir.

8.2600-2700 rpm’de 15 dakika santrifiij yapilir.

9. Ustteki siipernatant 15 ml’lik bir tiipe alinip, tekrar 3300 rpm’de oda 1sisinda 30
dakika santrifiij edilir.

10. Siipernatant baska bir 15 ml’lik bir tiipe alinip (¢okeltinin siipernatant karigsmamasi
kosuluyla) bu kez ¢okelti atilir.

11. Siipernatantin iki kat1 hacimde absolii etil alkol ilave edilerek DNA ¢oktiirtiliir.

12. Pastor pipeti ucu ile veya pipet ucu ile DNA alinir ve i¢cinde 1 ml % 70 etil alkol
bulunan Eppendorf tiipiine konulur.

13. 10 dakika mikrofiijde santrifiij yapildiktan sonra iistteki alkol ince uglu pastor pipeti
ile ¢ekilerek atilir. Coktiiriilen DNA, tiiplerin agz1 acik birakilarak 37°C’de etiivde 10
dakika bekletilerek alkoliin ugmasi saglanir.

14. DNA o0rnegi lizerine 150 pl TE tamponu ilave edilir ve tiiplerin agz1 kapatildiktan

sonra 37°C’de etiivde ¢Ozilinmesi i¢in 1-2 saat birakilir.



15. Ornekler ¢dziindiikten sonra 10 ul stok DNA &rnegi, icinde 1 ml distile su bulunan
Eppendorf tiipline alinir. Karisim vortekslendikten sonra spektrofotometrede 260 nm ve
280 nm’de optik yogunluk Ol¢iilerek DNA’nin miktar1 ve safligi tayin edilir.

16. Stok DNA 6rnekleri -20°C’de saklanur.

3.5.3. FMF StripAssay Yontemi icin DNA Izolasyonu Yéntemi
Kit Icerigi:

- Lizis tamponu A (25ml) (Lysis buffer A)

- Baglama tamponu A (15 ml) (Binding buffer A)

- Ayirma tamponu D (15 ml) (Elution buffer D)

- EL tamponu (50ml) (Buffer EL)

- Proteinaz K (1 ml) (Proteinase K)

- Yikama tamponu I (30 ml) (Wash Buffer I)

- Yikama tamponu II (18 ml) (Wash Bufter II)

- 2 ml.’lik alict tiipler 50 adet) (Receiver —Tubes)

- 1.5 ml.’lik alic1 tiipler (50 adet) (Receiver —Tubes)
- Spin filtreler (50 adet) (Spin Fitler)

Calisma Soliisyonlarinin Hazirlanmasi ve Saklanma Kosullari:

- Kit agildiktan sonra 1 ml distile su proteinaz K sisesine eklenir ve liyofilize halde
bulunan enzim ¢oziiliir. Coziilen proteinaz K +4 °C’de 3 ay siireyle saklanabilir. Daha
uzun siirede tiiketilecekse ¢Oziilmiis olan enzim kii¢iik miktarlara boliinerek -20 °C’de
saklanabilir.

- Yikama tamponu I (Wash Buffer ) soliisyonu igerisine 30 ml %99’luk ethanol
eklenir.

- Yikama tamponu II (Wash Buffer II) soliisyonu igerisine 42 ml %99’luk ethanol

eklenir.

Calisma Protokolii:
1. Ornek sayis1 kadar 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipii ¢ikartihr ve ornek isimleri

isaretlenir.



2. 200 pl hasta serumu veya plazma tiiplere eklenir, 200 ul lizis tamponu A ve 20 pl
Proteinaz K eklenir ve vortekslenir.

3. Tiipler 56 derecede su banyosunda 10-15 dakika bekletilir.

4. Tipler su banyosundan c¢ikartildiktan sonra {izerlerine 200 pl baglama tamponu A
eklenir ve tekrar vortekslenir.

5. Tiiplerin tiim igerigi Spin filter tiiplerine aktarilir ve 1 dakika inkiibasyona birakilir.
Ardindan 12.000 rpm’de 2 dakika santriifiij edilir.

6. Santrifiijden alinan kolonlar yeni toplama tiiplerine yerlestirilir ve tizerlerine 500 pl
yikama tamponu I soliisyonu konup 12.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir.

7. Santriflij sonras1 kolonlar tekrar yeni toplama tiiplerine aktarilir ve lizerlerine bu kez
800 ul yikama tamponu II soliisyonu ilave edilir.12.00 rpm’de 2 dakika santrifiij yapilir.
8. Kolonlar son olarak toplama tiiplerine konur ve 12.000 rpm’de 2 dakika santrifiij
edilir.

9. Santrifiijiin ardindan kolonlar steril 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirilir ve
lizerine oda 1sisinda bekletilmis ayirma tamponu D soliisyonundan 100-200 ul eklenir.
Oda 1s1sinda 3 dakika inkiibe edildikten sonra 10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir.
10. Son olarak kolonlar mikrosantrifiij tiiplerinden uzaklastirilir ve alttaki boliime gecen
DNA o6rnekleri -20°C’de veya -80 °C’de saklanir.

11. Derin dondurucularda saklanan DNA 6rnekleri ¢aligma yapilmadan once eritilir ve

PCR igin hazirlanir.

3.6. DNA Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

Konsantrasyonu hesaplanacak olan stok DNA’lar derin dondurucudan ¢ikartilir
ve oda 1sisinda ya da etiivde ¢dziilmesi igin bir miiddet beklenir. Ol¢iimii yapilacak
ornek adedi kadar 1,5 ml’lik eppendorf tiipleri iizerleri numaralandirilarak hazirlanir ve
her tiipe 990 ul steril bidistile su konur. Bu tiiplerin lizerine her bir stok DNA
orneginden ayr1 ayrt 10 ul alinarak eklenerek elde edilen karigim kisa bir siire
vortekslenir. Konsantrasyon oOl¢iimii i¢in 1 ml hacimli iki adet quartz tiip alinir.
Bunlardan blank olarak kullanilacak olan 1. tiipe 1000 ul H20, ikinci tiipe ise 1000
ul’lik genomik DNA karisimi konur. Tiipler spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda

okunduktan sonra DNA konsantrasyonu hesaplanir.



DNA Konsantrasyonu = (OD),6 X Sulandirma katsayisi (100) x 50 pl/ml
(cift zincirli DNA’lar, icin OD degeri)

Ornegin (OD),40 i¢in okunan deger 0,07 olsun.
DNA Konsantrasyonu= 0.07 X 100 X 50/1000 = 0.35 pg/ul (350 ng/ul)

izole edilen DNA’nin saflig1 ise OD260/0OD»g, formiiliine gore saptanir. Bu oran
temiz bir {lirlinde 1.8-2.0 arasinda beklenir. 2.0’1n iizerindeyse RNA, 1.8’in altindaysa
protein kontaminasyonu var demektir. 1.5’in altindaysa Kkirlilikten dolayr PCR
calismasinda DNA safligina bagli problemler ortaya ¢ikabilir. Ol¢tiigiimiiz DNA’lardan
calisma sollisyonlar1 hazirlayabiliriz. Konsantrasyonlar1 0.1 pg/ul (100 ng/pl) olacak
sekilde hesaplanip eppendorf tiiplerine boliinerek, calisma zamanina kadar -20°C’de

saklanabilir.

3.7. Kullanilan Molekiiler Tan1 Teknikleri

3.7.1 ARMS (Ampification Refractory Mutation System) Yontemi

ARMS yontemi genomik DNA’daki nokta mutasyonlarinin, kii¢iik delesyonlarin
ve insersiyonlarin saptanmasinda kullanilmaktadir. Yontem 1989 yilinda tanimlanmistir
ve birbirini tamamlayan iki reaksiyon basamagindan olusmaktadir. Bu reaksiyon
basamaklarindan ilkinde mutant diziye 0zgii, ikincisinde ise normal diziye 0zgii
primerler kullanilir. Bu yontemle hedef DNA bdlgesinde mutasyon varligi/yoklugu
saptanir. Homozigot, heterozigot veya normal ayrimi ise her iki reaksiyonun sonuglari
degerlendirildikten sonra yapilabilir (Newton ve ark., 1989). Iki farkli reaksiyon
tiiptinde gergeklestirilen yontemde tiiplerden birinde (I. tiip) normal diziye, digerinde ise
(I1. tiip) mutant diziye 6zgilin primer kullanilir. Her iki tlipte de ikinci primerler ortaktir
(common primer). Her iki tiipte (tiip I ve II ayr1 ayr1 ve aym kisiye ait genomik
DNA’daki hedef gen bolgesi PCR ile ¢ogaltildiktan (amplifikasyon) sonra iiriinler
agaroz jel elektroforezde yiiritiilir. Cogalma sadece I. tlipte gerceklesmisse birey
aragtiritlan mutasyon yoniinden normal, sadece II. tiipte gerceklesmisse homozigot
mutant, her iki tiipte de gerceklesmisse heterozigot olarak kabul edilir. Ozetle, her
genomik DNA ve mutasyon noktasi i¢in, iki farkl tiipte iki PCR ve toplam 3 farkli

primer kullanilarak elde edilen sonuglar birlikte degerlendirilir.



M694V, M680I ve V726A mutasyonlariin tespiti i¢in gerekli primer dizileri

Eisenberg ve ark.’nin kullandiklar1 primerlerden se¢ilmistir (Eisenberg ve ark., 1998).

M680I, M694V ve V726A ARMS primer dizileri asagidaki gibidir:
M680I mutasyonunu saptamak icin kullanilan primerler:

Ortak : 5’-TTA GAC TTG GAA ACA AGT GGG AGA GGC TGC-3’
Normal :5-ATT ATC ACC ACC CAG TAG CCA TTC TCT GGC GAC AGA GCC-3’
Mutant :5’-ATT ATC ACC ACC CAG TAG CCA TTC TCT GGC GAC AGA GCG-¥’

M694V mutasyonunu saptamak icin kullanilan primerler:

Ortak : 5°-TGA CAG CTG TAT CAT TGT TCT GGG CTC TCC G-3°
Normal :5-TCG GGG GAA CGC TGG ACG CCT GGT ACT CAT TTT CCT TCC T-3’
Mutant :5°-TCG GGG GAA CGC TGG ACG CCT GGT ACT CAT TTT CCT TCC C-3°

V726A mutasyonunu saptamak icin kullanmilan primerler:

Ortak : 5’-TGG AGG TTG GAG ACA AGA CAG CAT GGA TCC-3’

Normal :5-TGG GAT CTG GCT GTC ACA TTG TAA AAG GAG ATG CTT CCT A-3’
Mutant :5’-TGG GAT CTG GCT GTC ACA TTG TAA AAG GAG ATG CTT CCT G-3’

ARMS Yontemi ile M694V, M680I ve V726A mutasyonlariin belirlenmesi igin
yukardaki ARMS primerleri kullanilarak, bakilan 3 mutasyon i¢in uygun reaksiyon

karisimlar1 ve konsantrasyonlar1 Tablo 5’de, reaksiyon sartlar1 ise Tablo 6’de verilmistir.

Tablo 5. Optimum ¢ogalmanin gerceklestigi PCR reaksiyonu karigimi.

Reaksiyon Karigimi Miktar (ul) Son Konsantrasyon
PCR tamponu (10 X) 2.5 2.5X PCR tamponu
MgCl 2 2 mM

Ortak primer (10 pmol/ul) 1.25 12.5 pmol
Normal/Mutant  prime (10 | 1.25 12.5 pmol

pmol/ul)

dNTP’ler 0.40 0.2 mM

Genomik DNA (50 ng/ul) 2 100 ng

Taq DNA polimeraz (5U/ul) 0.2 1 U

Steril bidistile su 13,6 pl

Toplam Hacim 25l

Tablo 6. Cogalmanin en iyi oldugu PCR programi

Reaksiyon Asamasi Sicaklik °C |Siire | Dongii Sayisi




Baslangi¢ denatilirasyonu 94 5 dk. 1
Denatiirasyon 94 30 sn.

Primer baglanmasi (Annealing) 61 30 sn. 35
Zincir uzamasi (Extension) 72 1 dk.

Son uzama 72 7 dk. 1

6-
7

3.7.2. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi su sekilde yapildi.
2 gr agaroz tartilarak 250 ml’lik bir erlenmayere kondu ve tizerine 100 ml 1X TBE
tamponu eklendi. Mikrodalga firininda agar eriyene kadar yaklasik 1,5 dakika
tutuldu ve kaynatildi.
Eriyen agar soliisyonu oda 1sisinda bekletilerek yaklasik 75 °C’ye kadar sogutuldu
ve 0.5mg/ml’lik etidyum bromiir’den 100 ul ilave edildi.
Daha onceden taraklari, tabanda yaklasik 1 mm bosluk kalacak sekilde yerlestirilen
elektroforez kabina hazirlanan agaroz jel dokiildii ve donmasi i¢in oda sicakliginda
20-30 dk. bekletildi.
Taraklar her iki ugtan tutularak dikkatlice ¢ikartildi ve jel kab1 elektroforez tankina
yerlestirildi.
Jelde ortaya ¢ikan kuyucuklara total 12 pl olacak sekilde uygun DNA marker ve
PCR iiriinleri (10 pl PCR iiriinii + 2 pl 6X yilikleme tamponu) aktarildi.
Elektroforez 125 volt’da (12,5V01t/cm2 ) 20-30 dakika siireyle yapildu.

Ortaya ¢ikan bantlar UV transilliminatérde marker ve DNA’larin gittikleri mesafeler

okunarak, DNA fragmanti uzunluklar1 hesaplandi. UV goriintii analiz sistemimizde

sonuglar kaydedildi.

3.7.3. PCR/RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment

Lenght Polymorphism) Yontemi

Bu yontem MEFV geni mutasyonlarinin tanisinda daha yaygin kullanim alani

bulmus bir molekiiler yontemdir (Cazeneuve ve ark., 1999; Ben-Chetrit ve ark., 2000;

Medlej-Hashim ve ark., 2000; Gersoni-Baruch ve ark., 2002). PCR/RFLP yontemiyle




mutasyonun arastirilacagt gen bolgesi, mutasyonu icine alacak sekilde cogaltilir.
Cogaltilan Onceden bilinen uzunluktaki genomik DNA parcasi, bakilacak mutasyona
0zgii olan restriksiyon endoniikleaz enzimi yardimiyla kesilir, bu islemden sonrada
ortaya ¢ikan iiriinler, DNA pargalarinin biiytikliigline gore agaroz ya da poliakrilamid
jelde elektroforez islemiyle yiiriitiiliir. Jel tercih edilen yonteme bagli olarak
hazirlanmadan 6nce veya elektroforezden sonra etidyum bromiir ile boyanip ardindan
ultra viyole (UV) 1sikta goriintiilenir. Kesim noktalarima goére uzunluklari 6nceden
bilinen parcalar degerlendirilerek mutasyonlarin varlig1 ya da yokluguna karar verilir.

Degerlendirme su sekilde yapilir: hedef gen bolgesindeki nokta mutasyon,
cogaltilan DNA’da segilen restriksiyon enziminin tanima bdlgesine 6zgiilse mutasyonlu
iirlinde kesim gergeklesirken normal {riinde kesim gerceklesmez. Boylece kesilen
irlinlere sahip bireyler mutasyona sahip digerleri normaldir. Tam tersine restriksiyon
enziminin tanima bdlgesi mutasyona 6zgiil degil de normal olan iirline 6zgiil ise kesim
normallerde gerceklesir, mutasyon olanlarda kesim gerceklesmez. Degerlendirmde
kesim olan iiriinlere sahip bireyler normal, olmayanlarsa mutasyona sahip oldugu
seklinde yapilir.

M680I, M694V ve V726A mutasyonlarinin PCR/RFLP teknigi ile saptanmasi
icin i¢in Gersoni-Baruch ve ark.’nin, M680I ve V726 A mutasyonlarinin saptanmasi i¢in
ise Ben-Chetrit ve ark.’nin ¢alismalarindaki primerler kullanilmigtir (Gersoni-Baruch ve
ark., 1999; Ben-Chetrit ve ark., 2000). M680I, M694V ve V726A PCR/RFLP yontemi

icin kullanilan primer dizileri asagidaki gibidir.

M680I ve V726A mutasyonlarini belirlemek icin kullamlan primer cifti:
fleri (forward) primer: 5°-TGT ATC ATT GTT CTG GGC TCT-3’

Ters (reverse) primer: 5’-AGG GCT GAA GAT AGG TTG AA-3’
M694V mutasyonunu belirlemek i¢cin kullanilan primer c¢ifti:

fleri (forward) primer: 5’-GAA TGG CTA CTG GGT GGA GAT-3’

Ters (reverse) primer : 5’-TGT CAC ATT GTA AAA GGA G-3°

M680I, M694V ve V726A mutasyonlarmin PCR/RFLP yontemi ile

belirlenmesi icin verilen primerler kullanilarak, bakilan 3 mutasyon i¢in uygun



reaksiyon karigimlar1 ve konsantrasyonlar1 Tablo7’de, reaksiyon sartlar1 ise Tablo

8’de verilmistir.

Tablo 7. Optimum ¢ogalmanin gerceklestigi PCR reaksiyonu karigimi

Reaksiyon Karisimi Miktar (ul) Final Konsantrasyon
PCR tamponu (10 X) 2.5 2.5X PCR tamponu
MgCl 2 2 mM

Ileri primer (10 pmol/ul) 1 10 pmol

Ters prime (10 pmol/ul) 1 10 pmol

dNTP’ler 0.40 0.2 mM

Genomik DNA (50 ng/ul) 2 100 ng

Taq DNA polimeraz (5U/pl) 0.2 2ul 1IXPCR ile) 1U

Steril bidistile su 14.1ul

Toplam Hacim 25l

(M680I ve V726A mutasyonlari igin PCR amplifikasyonu tek tiipte yapilabilir,
toplam hacim 40 ul olacak sekilde yapildi).

Tablo 8. M680L, M694V ve V726A mutasyonlari i¢in uygun PCR programi

Reaksiyon Asamasi Sicaklik °C | Siire | Dongii Sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 94 5 dk. 1
Denatiirasyon 94 30 sn.

Primer baglanmasi 61 30 sn. 35
Zincir uzamast 72 1 dk.

Son uzama 72 10 dk. 1

3.7.4. PCR Uriinlerinin Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri ile Kesimi

M680I mutasyonunun belirlenmesi i¢in Hinf I, M694V mutasyonu i¢in Hph I ve
V726A mutasyonu i¢in de Alu I restriksiyon enzimi kullanilmistir. PCR sonucu elde
edilen iirtinlerin uygun tampon ve kesim enzimi ile karisim miktarlar1 Tablo 9°da

verilmektedir.

Tablo 9. M680L, M694V ve V726A mutasyonlarinin RFLP reaksiyonu karigimlari



Mutasyon RFLP enzimi Uygun tampon PCR Bidistile su | Toplam
cesidi iiriinii

M6801 HinfI5U R tamponu 1.5ul | 10pul Sul 15ul
mutasyonu (10X Tampon)

M694V HphI 5U B tamponu 1.5ul | 10pul Sul 15ul
mutasyonu (10X Tampon)

V726A Alul 5U Y/Tanqo  1.5ul | 10ul Sul 15ul
mutasyonu 10X Tampon

Restriksiyon enzimi ile kesim islemi i¢in hazirlanan enzim ve PCR iiriini
karigimi (toplam 15 pl) 37°C’de bir gece (12 saat) inkiibasyona birakilir. Goriintiilemek
i¢cin kesim triinii tizerine 3 pl yilikleme boyasi (loading dye 6X) eklenerek daha 6nceden
hazirlanmis olan % 2’lik agaroz jel veya % 2’lik nii mikropor jelde yiiriitiilerek ortaya
cikan bantlar UV lambasi ile goriintilenerek sonuclar kaydedildi (Agaroz jel
elektroforezi ARMS yonteminde anlatildigi sekilde yapilmistir).

3.7.5. FMF StripAssay Yontemi.

StripAssay yontemi MEFV geni mutasyonlarinin tanisinda son yillarda yaygin
kullanim alan1 bulmus bir analiz yontemidir. Ciinkii daha 6nce bahsettigimiz diger iki
yonteme gore hem daha kisa siirede sonu¢ verme hem de daha fazla sayida mutasyonun
taranmasi agisindan avantajli bir yontemdir. Bu yontemde kit yontemi ile izole edilen
DNA kullanilir (www.viennalab.com).

Bakilan mutasyonlar MEFV genindeki 2. ekzonda bulunan E148Q, 3. ekzonda
bulunan P369S, 5. ekzonda bulunan F479L ve 10. ekzonda bulunan M680I(G/C),
M680I(G/A), 1692del, M694V, M6941, K695R, V726A, A744S ile R761H’dir
(Oberkanins ve ark., 2003). Mutasyon noktasini, bulundugu ekzonu, kodonu, niikleotid
degisim konumlar1 ve amino asit degisimini gosteren bilgiler Tablo 10’da 6zetlendi
(http://fmf.igh.cnrs.fr/infevers/).

Tablo 10. Bakilan 12 mutasyon noktasiyla ilgili bilgiler

Mutasyon noktasi Bulundugu ekzon Kodon Niikleotid Amino asit
numarasi degisimi degisimi

| E148Q | 2 | 148 | 42G6>C | Glul48Gln |

| P369S I 3 | 369 | 1105¢>T | Pro369Ser |

| F479L I 5 | 479 | 1437C>G | Phe479Leu |




| M680I(G/C) || 10 | 680 | 2040G>C | Met680Ile |
| M6801(G/A) || 10 | 680 | 2040G>A | Met680Ile |
| IM692del || 10 | 692 | 2076 2078del | Te692del |
| M6V | 10 | 694 | 2080A>G | Met694Val |
| M6941 I 10 | 694 | 2082G>A | Met694lle |
| K69R | 10 | 695 | 2084A>G | Lys695Arg |
| vieA | 10 | 726 | 2177T>C | Val726Ala |
| A744S I 10 | 744 | 2230G>T | Ala744Ser |
| RI6IH | 10 | 761 | 2282G>A | Arg761His |

Bu mutasyonlar1 saptamak i¢in ¢ogaltilan bdlgeler multipleks PCR yontemi ile

elde edilmektedir. Yontem su sekilde uygulanir. Once -20

°C’de saklanan DNA

ornekleri oda 1s1sinda ¢oziiliir. Hazir kit halinde gelen PCR reaktifleri oda 1sisinda ya da

37°C’de ¢ozilir. Kit icerisinde Taqg DNA polimeraz 5 U/ul, amlifikasyon karigimi

[(Amplification Mix) icerisinde pirimer setleri, ANTP’ler, MgCl ve 10X PCR tamponu]

ve Taq Seyreltme Tamponu (Dilution Buffer) bulunmaktadir. Reaksiyon karisimi Tablo

11°de verilmektedir.

Tablo 11. FMF StripAssay kit yontemi i¢in multiplex PCR igerigi.

Reaksiyon Karisimi Miktar (ul)
Amlifikasyon Karigimi 15 pl
Taq Seyreltme Tamponu 4,6 ul

Taq DNA polimeraz 0.4 pl (5 U/ul)
Genomik DNA (10 ng/ul) S5ul
Toplam 25 ul

FMF StripAssay kit

yontemi  (multipleks)

gerceklestigi PCR programi da Tablo 12°de verilmektedir.

Tablo 12. FMF StripAssay kit yontemi i¢in PCR (multipleks) programi

Reaksiyon Asamasi Sicaklik °C | Siire Dongii Sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 94 2 dk. 1
Denatiirasyon 94 15 sn.

Primer baglanmasi 58 30 sn. 35

icin optimum ¢ogalmanin



Zincir uzamaslt 72 30 sn.

Son uzama 72 3 dk. 1

Toplam 25 pl olan PCR iiriiniinden her bir 6rnek i¢in 10 pl alind1 ve iizerine 2
ul yiikleme tamponu (6X) soliisyonu eklenerek karistirildi ve agaroz jel elektroforezi
yapildi. PCR sonucu elde edilen 318, 295, 236 ve 206 bp’lik DNA pargalar1 UV
transilliminatérde goriintlilenir. Ardindan geriye kalan PCR iirliniinden 10 pl alarak
on iki mutasyona 6zel nitroseliiloz yapidaki “FMF stripleri” kullanilarak Auto LIPA
(Innogenetics) hibridizasyon cihazinda hibridizasyon islemi yapildi. Hibridizasyon igin
kullanilan kimyasallar: hibridizasyon soliisyonu (45°C), yikama soliisyonu A (45°C),
yikama soliisyonu B, konjugat soliisyonu, distile su ve renklendiricidir. Hibridizasyon
islemi yaklasik 2 saat 15 dakika siirmektedir ve ayn1 anda 48 6rnek calisilabilmektedir

(www.viennalab.com).



IV. BULGULAR

Biz ¢alismamizi {i¢ farkli grup iizerinde ve ti¢ farkli molekiiler teknikle yaptik.
Birinci grup klinik olarak AAA tanist konan ya da AAA siiphesi olan 625 hastadan
olusmaktadir. Ikinci grup AAA tanis1 konan hastalarin kan bagi olan yakinlarindan (165
kisi) ve son grup ise saglikli kontrollerden (100 kisi) olugsmaktadir. Hasta grubundaki
tim bireylere AAA’ya 6zgili klinik semptomlar1 da icine alan birgok veri soruldu ve
kaydedildi. Bu veriler sunlardir: yas, cinsiyet, ilk semptom yasi, atak siklig1, ates, karin
agrisi, eklem agrisi, eritem, gogiis agrisi, amiloidoz, apandisit operasyonu gegirme,
kolsisin kullanim1 ve alinan cevap, yakinlarinda AAA hastaligi varligi, dogum
yeri/kdken. Akraba grubundaki ve kontrol grubundaki bireylerin ise yas, cinsiyet ve
dogum yeri/kdken gibi bilgileri kaydedildi. Biitiin bu bilgileri iceren veri tablosu Ek
1’de verilmektedir.

Calismamizda uyguladigimiz molekiiler genetik tani teknikleri ise sirasiyla
ARMS, PCR/RFLP ve “FMF StripAssay”dir. Bu tekniklerden ARMS ve PCR/RFLP ’yi
toplam 400 6rnekte uyguladik. Bulgularimiz sirasiyla asagida verilmektedir.

ARMS yontemi ile ¢aligilan 6rneklere ait agaroz jel elektroforez goriintiisii Sekil
3’de verilmistir. V726A i¢in elde edilen PCR {iriinii uzunlugu 226 baz cifti (bg)’dir ve
pUC19 DNA/Mspl marker kullanilmistir.




Sekil 3. ARMS teknigiyle V726A mutasyonu tanist. {1k 8 drnekte normal ve ortak diziye dzgii
primer ¢ifti, ikinici 8 Ornekte mutant ve ortak diziye 6zgii primer ¢ifti kullanilarak yapilan ve aym
hastalara ait kalip DNA’larin ARMS-PCR iiriinlerinin = % 2’lik agaroz jelde yiiriitiilmiiy gorintiileri.
V726A igin 1. kuyudaki DNA 6rnegi homozigot mutant, 2-3-4-5-6 nolu kuyulardaki DNA 6rnekleri

heterozigot mutant, 7 ve 8 nolu kuyulardaki DNA 6rnekleri ise homozigot normal olarak gézlenmistir.

PCR/RFLP yontemi ile ¢alisilan 6rneklere ait agaroz jel elektroforezi goriintiisii
Sekil 4 ve Sekil 5’te verilmistir. M680I mutasyonu i¢in Hinf I enzimi, M694V i¢in Hph

I enzimi ve V726A ig¢in Alu I enzimi kullanilmastir.
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Sekil 4. PCR/RFLP teknigi ile M680I mutasyonunun tanisi. PCR iriiniiniin Hinf I enzimiyle
kesimi sonrasi goruntuler: 1-2-4-5-6-8-9-10-11-13-14 kuyulardaki érnekler normal (234-126
be’lik bantlar); 3 ve 12 nolu kuyulardaki drnekler heterozigot ( 360-234-126 bg’lik bantlar).



35 bp

Sekil 5. PCR/RFLP teknigi ile M694V mutasyonunun tanisi.1 ve 2 nolu kuyular normal (154
be’lik bant), 3 nolu kuyu heterozigot (154-118-36 b¢’lik bantlar), 4 nolu kuyu homozigot mutant
(118-36 bg’lik bantlar), Marker (Puc19/Msp I) ve 8 nolu kuyu negatif kontrolii gostermektedir.

“FMF StripAssay” teknigi ile g¢alisilan multipleks PCR’la 4 farkli ekzonda
(ekzon 2, 3, 5 ve 10) ilgili bolgeler cogaltilir ve 318, 295, 236 ile 206 baz ciftlik DNA
bantlar1 elde edilir. Multipleks PCR iiriinlerine ait % 2’lik agaroz jel goriintiisii Sekil

6’da verilmektedir.
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Sekil 6. Multipleks PCR {iriinlerinin agaroz jel goriintiisii. 1 nolu kuyu marker (pUC19
DNA/Mapl Hpall), 2-9 nolu kuyulardaki DNA 6rneklerinde ekzon 2, 3, 5 ve 10’daki ¢ogaltilan
bdlgelere ait 318, 295, 236 ve 206 baz ¢iftlik DNA bantlari. 10 nolu kuyu marker (QX174)

ve 11 nolu kuyu negatif kontrol.

“FMF StripAssay” kit yonteminde nitroseliiloz striplerin degerlendirilmesine ait

ornek Sekil 7°de verilmistir (http://www.viennalab.com).
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Sekil 7. “FMF StripAssay” yOntemine ait test sonuglari (a. Normal: biitiin mutant
bantlar renk almamis ancak tiim normal bantlar boyanmis, b. E148Q heterozigot: bu
mutasyon i¢in hem mutant hem de normal bant boya almis, c. M680I(G/C) homozigot:

yalnizca mutant bant boya almis ve normal karsilig1 boya almamus).

Her ii¢ teknigin sonuglari agisindan karsilastirilmasi yapildi. PCR/RFLP teknigi
altin standart olarak kabul edildi. ARMS ve PCR/RFLP teknikleri arast uyum % 97
olarak hesaplandi. Strip ve PCR/RFLP teknikleri aras1 uyum ise % 100 ¢ikti. Uygulanan
teknikler arast uyum sonuglart ve Ornek sayisi ile ilgili veriler Tablo 13’de

verilmektedir.



Tablo 13. Uygulanan tekniklerin sonuclari agisindan karsilastirilmasi

Uygulanan tekniklerin sonuclari Uygulanan Kisi sayis1 (N) Uyum (%)
acisindan karsilastirilmasi
ARMS sonucu RFLP ile ayn 388 %97
ARMS sonucu RFLP den farkli 12 %3
STRIP sonucu RFLP ile ayni 163 %100
STRIP sonucu RFLP ile farkli 0 %0

Deney gruplarima uyguladigimiz Gi¢ fartkli teknigin uygulanma adedi ile ilgili

veriler Tablo 14’te verilmektedir.

Tablo 14. Uygulanan molekiiler teknikler ve 6rnek sayisi

Yapilan test Kisi sayis1 (N) Genel toplamdaki (n=890)
Oran (%)
STRIP (A+R+S dahil) 727 81,6
A+R 400 44,94
A+R+S 163 18,3

AAA hasta grubunu olusturan 625 6rnege ait bazi veriler (yas, ilk semptom yasi,

teshis yasi, atak siklig1) kaydedildi. Bu verilere ait bilgiler Tablo 15°te verilmektedir.

Tablo 15. Hastalara ait bazi veriler

Veri Kisi sayis1 (N)MinimumMaksimum| Ortalama |Standart sapma
Yas 625 1 73 20,81 14,15
[k semptom yas1 625 1 51 12,62 10,14

625
Teshis yas1 625 1 63 18,96 12,92
Atak siklig1 625 0 180 33,52 36,72
(giin)




Hastalara ait klinik (ates, karin agrisi, eklem agrisi, eritem, gogiis agrisi,
amiloidoz varligi, apandisit operasyonu gecirme durumu ve akrabalarda AAA hastalig

varhigi) 6zellikler kaydedildi. Bu o6zelliklerle ilgili ylizdeler Tablo 16’da verilmektedir.

Tablo 16. Hastalarin* bazi klinik 6zelliklerinin gdzlenme orani

Klinik ozellik Yiizde (%)
Ates 88
Karm agrisi 90
Eklem agrisi 76
Eritem 26
GOgls agrist 25
IAmiloidosis 5,4
Apandisit operasyonu gegiren 16
Yakinlarinda AAA hastalifi 52

* (n=625 Kisi)

Hastalar1 genetik tan1 amaciyla Molekiiler Genetik Laboratuvarina goénderen

klinikler, her bir klinikten gelen hasta sayis1 ve ylizdeleri Tablo 17°de verilmistir.

Tablo 17. Hastalar1 gonderen klinikler ve 6rnek sayilari

Gonderen klinik Kisi sayis1 (N) Oran(%)
Pediatri 331 53
Dahiliye 257 41,2
Nefroloji 28 4,5
Fizik tedavi 3 0,5
Genel cerrahi 5 0,8
Toplam 625 100,0

Calismamizdaki hasta grubundaki 625 kisinin 346’s1 kadin (% 55,4), 279’u
erkektir (% 44,6). AAA akraba grubunda 165 ve saglikli kontrol grubumuzda 100 kisi
vardir.Caligmamizdaki bireylerin dogum yeri ve kokenleri kaydedildi. Burada anne ve
babasi ile ayn1 ilde dogan kisilerin dogdugu il, anne ve babasi ile farkli yerde doganlarin
ise ailelerinin koken aldigi iller kaydedildi. Samsun ve cografi olarak en yakininda

bulunan Ordu, Amasya, Tokat ile biraz daha uzak olan Trabzon dogumlu/kokenli kisi



sayisi, caligmaya katilan toplam kisi sayisinin 3/4’linli olusturmaktadir. Bireylerin

dogum yeri/kdken say1 ve oranlar1 Tablo 18’de verilmektedir.

Tablo 18. Calismamizdaki bireylerin dogum yeri/kdkenlerine gore dagilimi

Dogum yeri/koken Kisi sayis1 (N) Oran (%)
Agri 2 0,32
Amasya 55 8,8
IAnkara 6 0,96
Antalya 1 0,16
IArdahan 1 0,16
Artvin 6 0,96
Balikesir 1 0,16
Bayburt 5 0,80
Bursa 1 0,16
Corum 11 1,76
Denizli 1 0,16
Erzincan 4 0,64
Erzurum 4 0,64
Giresun 10 1,6
Giimiishane 1 0,16
Isparta 3 0,48
[stanbul 3 0,48
Kastamonu 3 0,48
Kirsehir 2 0,32
Malatya 1 0,16
Mersin 1 0,16
Ordu 97 15,52
Rize 2 0,32
Samsun 303 48,48
Sinop 30 4,8
Sivas 3 0,48
Tokat 35 5,6
Trabzon 25 4
'Yozgat 6 0,96
Zonguldak 2 0,32
Toplam= 625 100,00

AAA hastalar1 grubunda atak sikligi kaydedildi. Hastalardan alinan bilgilerin
oldukca degisken olmasi nedeniyle ortalama siireler soruldu. Bu siireler: siirekli, 7, 10,
15, 20, 30, 45, 60, 90, 120 ve 180 giin olarak simiflandirildi. Atak siklig1 ve oram ile

ilgili veriler Tablo 19°de verilmektedir.



Tablo 19. Hastalarda g6zlenen atak siklig1 ve orani

Atak siklig1 (giin) Kisi sayis1 (N) Oran (%)
Siirekli 6 0,96
7 91 14,56
10 6 0,96
15 175 28,00
20 4 0,64
30 208 33,28
45 44 7,04
60 49 7,84
90 13 2,08
180 29 4,64
Toplam= 625 100,0

AAA hastast grubunu olusturan 625 bireyin tedavi amaciyla, yasamlarmin
herhangi bir doneminde veya siirekli olarak kolsisin kullanip kullanmadiklar1 ve
kullannalarda kolsisine alinan yanit soruldu. Kolsisin kullanim1 ve alinan yanit ile ilgili

bilgiler Tablo 20’de verilmektedir.

Tablo 20. Hastalar arasinda kolsisin kullanimi1 ve kolsisine yanit oranlari

Kolsisin kullanimi Kisi sayis1 (N) Oran (%)
Kullanmiyor 363 58,1
Kullaniyor 262 41,1
Toplam 625 100,0
Kolsisine yamt Kisi sayis1 (N) Oran (%)
Yok 12 3,2
Var 253 96,8
Toplam 262 100,0
Hastalar  klinik Tel-Hashomer kriterlerine uyum

degerlendirildi. Tel-Hashomer kriterliri agisindan kesin taniya uyanlar, olasi taniya
uyanlar ve uymayanlar seklinde ii¢ gruba ayrildi. Bu ii¢ gruptaki kisi sayisi ve oranlari

Tablo 21’de verilmektedir.



Tablo 21. Hastalain Tel-Hashomer kriterleri agisindan degerlendirilme sonuglari

Tel-Hashomer Kriterleri Kisi sayis1 (N) Oran (%)
Tel-Hashomer kriterleri 318 50,9
acisindan (kesin tani)

Tel Hashomer kriterleri 307 49,1
acisindan (Olas1 tani)
Toplam 625 100,0

Molekiiler genetik analizler sonucu elde edilen genotipler siniflandirildi. Bunlar:
mutasyon saptanmayanlar, bir mutasyon saptananlar, iki mutasyon saptanan
homozigotlar, iki mutasyon saptanan bilesik heterozigotlar ve 3 mutasyon saptanan
kompleks allel tastyanlardir. Genotip smiflarin 625 kisi igerisindeki dagilimi Tablo

22’de verilmektedir.

Tablo 22. Genotip siniflarin 625 kiside dagilimi

Genotip simiflar Kisi sayis1 (N) Oran (%)
Mutasyon saptanmayanlar 151 24,16
Heterozigot (bir mutasyon 186 29,76
saptanan)

Homozigot (iki mutasyon 150 24
saptanan)

Bilesik heterozigot (iki 135 21,6
mutasyon saptanan)

Uc mutasyon sapatanan 3 0,48
Toplam 625 100,0

Yapilan molekiiler testler sonucu 625 kisilik hasta grubunda 33 farkli genotip
saptandi. 12 mutasyon ¢alisilan 499 kisilik hasta grubundaki biitlin genotipler, sayilari

ve bulunma oranlar1 Tablo 23’te verilmektedir.



Tablo 23. Hasta grubuna ait genotip sonuglari

Genetik tam Kisi sayis1 Oran (%)
™)
normal 127 25,5
M694V/M694V 81 16,2
M694V/----- 80 16,0
M694V/M680I 46 9,2
M694V/VT726A 11 2,2
M694V/E148Q 6 1,2
M694V/A744S 1 0,2
M694V/R761H 2 0,4
M6801/M680lI 18 3,6
M680l/---- 32 6,4
M680I/V726A 19 3,8
M680I/R761H 1 0,2
M680I/E148Q 4 0,8
V726A/---- 11 2,2
V726A/F479L 3 0,6
V726A/E148Q 2 0,4
E148Q/---- 19 3,8
E148Q/P369S 4 0,8
A744S/---- 5 1,0
K695R/---- 5 1,0
F479L/---- 2 0,4
P369S/---- 5 1,0
R761H/---- 3 0,6
M6941/E148Q 3 0,6
E148Q/E148Q 1 0,2
E148Q/F479L 1 0,2
M680I1(G/C)/M6801(G/A) 1 0,2
M694V/M694| 1 0,2
M694V/E148Q/P369S 1 0,2
E148Q/P369S/K695R 1 0,2
E148Q/M6801/M694V 1 0,2
M694V/P369S 1 0,2
V726A/K695R 1 0,2
V726A/R761H 1 0,2
Total 499 100,0

Molekiiler genetik analiz sonuglar1 agisindan homozigot/bilesik heterozigot olan
bireyler ile heterozigot olan bireyler (enaz iki mutasyon ¢ikanlarla ile tek mutasyon
cikanlar) iki farkli genotip sinifina ayrildi. Degerlendirilen veriler (Kolsisin kullanima,
ates , gogiis agrisi, karin agrisi, eklem agrisi, apandisit operasyonu gecirme, eritem,

amiloidoz, yakinlarinda AAA hastali§i, kolsisine cevap, atak sikligi, cinsiyet, ilk



semptom yasi, Tel-hashomer kriterlerine uyum) ile genotip smiflart arasi iliski
arastirildi.

Verilerin varligit ve genotip simiflart arasindaki fark istatiksel olarak — {
INCLUDEPICTURE "http://www.mnstate.edu/wasson/cssym.jpeg" \* MERGEFORMATINET }
testi ile degerlendirildi ¢ INCLUDEPICTURE

"http://www.mnstate.edu/wasson/cssym.jpeg'" \* MERGEFORMATINET } degeri
p < 0,01: ¢ok 6nemli, p < 0,05: 6nemli ve p > 0,05: ise dnemsiz olarak kabul

edilmistir). Degerlendirme sonuglar1 Tablolar 24-30°da verilmektedir.



Tablo 24. Enaz bir mutasyon ¢ikan hasta grubuna ve bazi parametrelere ait sonuglar

Apandisit
Kolsisin Kullanimi Ates Gogiis Agrisi Karin Agrisi Eklem Agrisi Operasyonu Eritem Amiloidoz
Genotip Gegirme
Siniflan
Kullanmiyor | Kullaniyor Yok Var Yok Var Yok Var Yok Var Yok Var Yok Var Yok Var
Homozigot
ve 263 207 81 271 232 234 54 182 106 267 21
o 130 158 25 17 56
Bilesik o o o (% (% (% o (% o (% (% (% (% (% (% (%
Heterozigot | (%451 | (%559) | (%87) | gy3) | 799 | 281) | (B59 | o41) | %194 | go6) | 813) | 188) | 632) | 368) | 927) | 7.3)
(n=288)
Heterozigot 131 55 501 1?;5 1?3 53 15 1?1 601 1025 1?6 200 1?2 304 138 , 8
(n=186) (% 70,4) (% 29,) (% (% (% | (%285 | (% (% (% (% (% (% (% (o | (%
’ ’ 27,4) 72,6) 71,5) ’ 24,2) 75,8) 32,8) 67,2) 89,2) 10,8) 81,7) 18,3) 95,7) | 4,3)
340 134 62 412 117 357 400 74 334 140 445 29
Toplam 261 213 76 398 o
= 9 9 9 9 (% (% (% (% (% (% (% (% (% (% (% (%
(n=474) (% 85,1) (% 44.9) (%16) | (% 84) 71,7) 28,3) 13,1) 86,9) 247) 75,3) 84,4) 15,6) 70,5) 29,5) 93,9) 6,1)
p degeri p< 0,01 p< 0,01 p < 0,930 p< 0,01 p <0,01 p< 0,019 p< 0,01 p< 0,185




Tablo 25. Kolsisine cevap ve genotip siniflar1 arasinda iligki

Kolsisine yanit Homozigot ve bilesik Heterozigot Toplam ve
(var/yok) heteriozigot N (%) N (%) yiizde
N (%)
Yok 3 (% 1,0) 5% 2,7) 8 (% 1,7)
Var 154 (% 53.5) 53 (% 28.5) 207 (% 43,7)v
Kullanmiyor 131 (% 45.,5) 128 (% 68,8) 259 (% 54,6)
Toplam 288 (% 100,0) 186 (% 100,0) | 474 (% 100,0)

Genotip smiflar1 arasinda kolsisine yanit varlig1 acisindan fark olduk¢a énemlidir (p < 0,01).

Tablo 26. Atak siklig1 ve genotip siniflar1 arasinda iligki

Atak sikhig (giin) Homozigot ve Heterozigot Toplam ve yiizde
bilesik heteriozigot N (%) N (%)
N (%)

Stirekli 1 (% ,3) 3 (% 1,6) 4 (% 0,8)
7 50 (% 17,4) 16 (% 8,6) 66 (% 13,9)
10 4 (% 1,4) 2(%1,1) 6 (% 1,3)
15 107 (% 37,2) 42 (% 22,6) 149 (% 31,4)
20 2 (%0,6) 1(%1) 2(%0,8)
30 85 (% 29,5) 60 (% 32,3) 145 (% 30,6)
45 13 (% 4,5) 19 (% 10,2) 32 (% 6,8)
60 17 (% 5,9) 18 (% 9,7) 35(% 7,4)
90 5% 1,7) 5% 2,7) 10 (% 2,1)
180 4 (% 1,4) 20 (% 10,8) 24 (% 5,1)

Toplam 288 (% 100,0) 186 (% 100,0) 474 (% 100,0)

Genotip simiflari arasinda atak sikliklarinin farkliligt agisindan fark oldukg¢a dnemlidir (p < 0,01)




Tablo 27. Ilk semptom yas1 ve genotip siniflar1 arasinda iliski

Genotip Ornek sayisi (N) flk semptom yas1
ortalamasi
Homozigot ve bilesik 288 11,51
heteriozigot
Heterozigot 186 15,17
Toplam 474 12,50

Genotip simiflart arasinda ilk semptom yas1 agisindan fark oldukg¢a dnemlidir (p < 0,01).

Tablo 28. Tel-Hashomer kriterleri ve genotip siniflar1 arasinda iliski.

Tel-Hashomer Homozigot ve bilesik Heterozigot Toplam ve
kriterleri heteriozigot N (%) N (%) yiizde
N (%)
Tel-Hashomer 2 (% 0,7) 48 (% 25,8) 50 (% 10,5)
kriterlerine uymayanlar
Tel-Hashomer kriterleri 219 (% 76,0) 65 (% 34,9) 284 (% 59.,9)
acisindan kesin tani
Tel-Hashomer kriterleri 67 (% 23,3) 73 (% 39,2) 140 (% 29.5)

acisindan olasi tant

Toplam

288 (% 100,0)

186 (% 100,0)

474 (% 100,0)

Genotip smiflar arasinda Tel-Hashomer kriterlirne uyum agisindan fark oldukg¢a 6nemlidir

(p<0,01).

Genotip sonucu en az iki mutasyon c¢ikanlar genetik agidan hasta olmasi

beklendigi icin birlestirildi. Olusan en az 2 mutasyon tasiyan yeni grup ile heterozigot

ve normal ¢ikanlarin Tel-Hashomer kriterlerine uyum acgisindan degerlendirilmesi de

Tablo 29’da verilmektedir.



Tablo 29. Genotip siniflar1 ve Tel-Hashomer kriterlerine uyum

Tel-Hashomer Tel-Hashomer Toplam (N)
Genotip kriterlerine uyanlar kriterlerine uyanlar
(Kesin tanihi grup) | (Olas1 tamihi grup)
(N/%) (N/%)
Normal 27 (% 8,6) 124 (% 39.,7) 151
Heterozigot 65 (% 20,8) 121 (%38.,8) 186
Homozigot + bilesik 221 (% 70,6) 67 (% 21,5) 288
heterozigot
Toplam (%) 313 (% 100) 312 (% 100) 625

AAA hastalarinin saglikli akrabalarindan olusan 165 kisilik grubumuzda ve

saglikl1 kontrol grubumuzda mutasyon frekansi Tablo 30°da verilmektedir.

Tablo 30. AAA akraba ve kontrol grubundaki mutasyon sayilari

Heterozigot | Homozigot + Toplam Yiizde (%)
mutasyon bilesik mutasyon sayisi
heterozigot
AAA Akraba 77 26 139 % 42,12
(n=165)
Kontrol 27 - 27 %13.,5
(n=100)




V. TARTISMA

Biz calismamizda Samsun ve bolgesindeki populasyonda, AAA hastaliginda
MEFV geni mutasyonlarinin ¢esitli molekiiler yontemlerle saptanmasini, akraba grubu
ve saglikli kontrollerde mutasyon sikligini1 hesaplamay1 ve hastalarda fenotip-genotip
iliskilendirmesini yapmay1 amacladik.

AAA hastalig1 Tirkiyede yaklasik 1/1000 gibi yiiksek bir siklikta (Tiirk FMF
Calisma Grubu, 2005) gozlenen ve tasiyict sikligi 1/5’e kadar ¢ikan yaygin bir
hastaliktir (Ozen ve ark., 1988; Ding ve ark., 2000; Y1lmaz ve ark, 2001; Tunca ve ark.,
2002). AAA otozomal resesif gegisli bir hastaliktir ve hastalik olusumuna MEFV geni
mutasyonlar1 neden olmaktadir (Uluslararas1 FMF Konsorsiyumu, 1997; Fransiz FMF
Konsorsiyumu, 1997). MEFV mutasyonlarmmin saptanmasinda ARMS, DGGE,
PCR/RFLP ve DNA dizileme gibi molekiiler tan1 tekniklerinin gelistirilmesiyle hastalik
tanis1 daha kolay konur hale gelmistir (Uluslararast FMF Konsorsiyumu, 1997; Fransiz
FMF Konsorsiyumu, 1997; Eisenberg ve ark., 1998).

Molekiiler genetik tani teknikleri ortaya konulana kadar AAA’da tan1 yalnizca
klinik bulgulara, ailesel kokene ve ilaca verilen yanita bakilarak konulmaktaydi. Bu
durum hastalara hatali tanm1 konulmasima yol agabilmektedir. Klinik bulgularin hafif
oldugu hastalarda ve fenotip II’de AAA tanisinin ge¢ konmasi amiloidoz gibi ciddi
komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasina yol agcabilmektedir. AAA atesle seyreden ve klinik
acidan oldukca benzerlik gosteren periyodik ates sendromlariyla (PFAPA, TRAPS,
HIDS, CINCA/NOMID ve MWS ve FCUS) karisabilmektedir (Delpech ve Grateau,
2001; Kastner ve O’Shea, 2001; McDermot, 2002; Padeh 2005;
http://fmf.igh.cnrs.fr/infevers/). Hastalarin atak donemlerinde gozlenen siddetli karin
agris1 ve yiiksek ates gibi semptomlar apandisit sliphesiyle laparektomi gecirmelerine ve
gereksiz tetkiklerin yapilmasmna neden olabilmektedir. Hastaligin klinik acidan
karmasik olmas1 hem hekimin tan1 koymasinmi giiclendirmekte hem de hastaya gec¢ tani
konulmasina ve ¢ok ciddi komlikasyonlarin (6rnegin amiloidoz) fark edilmeden
olugmasina zemin hazirlamaktadir (Grateau ve ark., 2000). Bu durum ayni zamanda
ciddi ek ekonomik kayiplara da yol agmaktadir.

Biitiin bu 6zelliklerinden dolay1 AAA hastalifinin molekiiler tanis1 énemlidir.
MEFV genindeki mutasyonlarin saptanmasi tant konulmasinda biiylik avantaj

saglamaktadir. AAA molekiiler tanisinda kullanilabilecek testler ARMS, PCR/RFLP,



DGGE ve DNA dizi analizi sayilabilir. Bu testlerden en kapsamli ve gegerlisi DNA dizi
analizidir. Ancak digerlerine gore hem daha uzun siiren hem de daha yiiksek maliyeti
olan ve ekonomik sebeplerden dolay1 heniiz ¢ok yaygin kullanim alan1 bulamayan bir
tekniktir. Biz bu testlerden ARMS, PCR/RFLP ve “FMF StripAssay” yontemini
kullandik.

Giliniimiizde AAA molekiiler tanisinda kullanilan standart bir test yoktur. Biz
bundan yola c¢ikarak molekiiler tanida kullanilabilecek bu ii¢ testle calistik ve
aralarindaki taniya yonelik avantaj ve dezavantajlari inceledik.

Oncelikle ARMS ve PCR/RFLP yontemiyle 400 6rnek calisarak hem testlerin
birbiriyle uyumuna hem de tekniklerin avantajlarina baktik. Ardindan bu gruptaki 163
ornegi de i¢ine alan 3. bir test teknigi olan “FMF StripAssay” yontemi ile calistik.
ARMS ve PCR/RFLP yontemiyle M694V, M680I(G/C) ve V726A mutasyonlarina
baktik. StripAssay yontemi ile ise bu iic mutasyonu da i¢ine alan toplam on iki
mutasyona baktik.

Tekniklerin  sonuglar1 Tablo 13°de verilmektedir. Bulgularimiza gore,
kullandigimiz {i¢ molekiiler yontemden ikincisi olan PCR/RFLP ydntemi altin standart
olarak kabul edildiginde, PCR/RFLP ile ARMS arasinda % 97’lik uyum gdzlenmistir.
ARMS teknigindeki %3’liik uyumsuzluk yanlis negatif sonuglardan kaynaklanmaktadir.
Cinkii ARMS da negatif mutasyon ¢ikan ayni Orneklerin PCR/RFLP sonuglarina
baktigimizda pozitif c¢iktigimi gozledik. Bu yanlis negatif sonuglar incelendiginde
tiiplerde PCR’1n gerceklesmedigi ve yalanci negatif sonuglarin ortaya ¢ikmasina yol
actig1 saptandi. Yanlis negatif sonuglari1 engellemek icin ARMS PCR’1 sirasinda ara
(integral) kontrol kullanilmasi oOnerilebilir. Biz ARMS’la calistigimiz tiim Ornekleri
PCR/RFLP yontemiyle de ¢alistigimiz i¢in geriye doniik (ara kontrol i¢eren) bir ¢alisma
yapmadik. Yontemler siire acisindan kiyaslandiginda ise ARMS, PCR yaklasik 2 saat;
RFLP, PCR 2 saat ve enzimle kesim 12 saat slirmektedir ve ARMS yoOntemi siire
acisindan daha istiindiir.

PCR/RFLP ile “FMF StripAssay” yontemleri sonuglar1 kiyaslandiginda ise %
100’lik bir uyum c¢ikti. Bu uyum beklendigi iizere ARMS yontemi ile % 97 oraninda
cikti. Bu sonuclar “FMF StripAssay” yonteminin giivenilirligini gostermektedir. “FMF
StripAssay” yontemi ayni zamanda daha hizli olmas: (RFLP, PCR islemi 1,5 saat ve

enzimle kesim 12 saat, toplam 13,5 saat; Strip test, PCR islemi 1,5 saat ve hibridizasyon



islemi 2,5 saat, toplam 4 saat) ve on iki mutasyonu ayni anda taramasi agisindan daha
tistlindiir.

AAA’da MEFV genindeki M694V, M680I(G/C) ve V726A mutasyonlar1 ile
yapilan ¢alismalarda bu {i¢ mutasyonun hastalarin % 40-65’inde saptandig bildirilmistir
(Uluslararast FMF Konsorsiyumu, 1997; Fransiz FMF Konsorsiyumu, 1997; Eisenberg
ve ark., 1998; Akar ve ark., 1999; Grateau ve ark., 2000; Yal¢inkaya ve ark., 2000;
Yilmaz ve ark., 2001). Bizim c¢aligmamizda 625 kisilik hasta grubunda {i¢ mutasyon
acisindan bu orani % 54,24 bulduk.

AAA hastalarinda saptanmis olan ve en sik gozlenen mutasyonlar E148Q,
M680I, M694V, M6941 ile V726A mutasyonlaridir. Bu mutasyonlar major mutasyonlar
olarak kabul edilmektedir ve bunlarin i¢inde de en sik gozlenen M694V mutasyonudur
(Akar ve ark., 1999; Yalcinkaya ve ark., 2000; Yilmaz ve ark., 2001; Balc1 ve ark.,
2002). Bu 4 major mutasyonun frekansini gosteren ve iilkemizde yapilan c¢aligsmalari
Ozetleyen bazi caligmalara ait verileri Tablo 4’te 6zetlemistik. Ancak bu ¢aligmalarin
Tiirkiye’de yapilanlar1 daha ¢ok I¢ ve Bati Anadolu populasyonlarini igeren
arastirmalardir. Yapilan calismalarin biiylik ¢ogunlugu 3 ya da 4 mutasyonu igeren
incelemelerdir. Bizim c¢aligmamiz ise hem on iki mutasyonu analiz eden hem de %
75’inden fazlas1 Orta Karadeniz dogumlu populasyonu inceleyen bir arastirmadir.

AAA hastalarinda M694V mutasyonu sikligint Akar ve ark.’t % 43,5,
Yal¢inkaya ve ark.’1 % 41, Yilmaz ve ark.’1 % 51,55 oraninda bildirmislerdir. Bizim
calismamizda ise bu oran % 33,76°dir. Bu sonug¢ diger c¢alismalarla kiyaslandiginda
daha distiktiir.

M680I mutasyonu sikligin1 Akar ve ark.’1 % 12, Yalginkaya ve ark.’t % 16,
Yilmaz ve ark.’1 % 9,22 oraninda bildirmislerdir (Akar ve ark., 1999; Yal¢inkaya ve
ark., 1999; Yilmaz ve ark., 2001). Bizim ¢alismamizda ise bu oran % 15,52 ‘dir. Bu
sonug diger ¢caligmalarla kiyaslandiginda, uyumlu goriilmektedir.

V726A mutasyonu sikligint Akar ve ark.’1 % 11,1, Yal¢inkaya ve ark.’1 % 14,
Yilmaz ve ark.’1 % 2,88 oraninda bildirmislerdir (Akar ve ark., 1999; Yal¢inkaya ve
ark., 1999; Yilmaz ve ark., 2001). Bizim ¢alismamizda ise % 4,96 oran1 ¢ikmistir. Bu
sonu¢ Y1lmaz ve ark’nin sonuglari ile benzerlik gostermektedir.

AAA hastalarinda 5 major mutasyondan diger ikisi olan E148Q ve M6941

mutasyonlar1 da siklikla ¢alisilmistir. E148Q mutasyonunu Yilmaz ve ark.’t % 3,55,



Yalcinkaya ve ark.’1 amiloidozlu grupta % 5,5 ve amiloidozsuz grupta % 5, Balc1 ve
ark.’1 amiloidozlu grupta % 4 oraninda bildirmislerdir (Yalginkaya ve ark., 2000;
Yilmaz ve ark., 2001; Balci ve ark., 2002). Bizim 499 kisilik ¢calismamizda ise bu oran
% 4,4 ¢ikmistir ve kismen Yilmaz ve ark.’nin sonucuna yakindir. M6941 mutasyonu
orani ise Akar ve ark.’1 % 2,8, Yalginkaya ve ark.’1 % 17, Yilmaz ve ark.’1 % 0,44
oraninda bildirmislerdir (Akar ve ark., 1999; Yal¢inkaya ve ark., 2000; Yilmaz ve ark.,
2001). Bizim ¢alismamizda ise % 0,4 oraninda saptanmistir ve bu oran da Yilmaz ve
ark.’nin sonuglari ile uyumlu ¢ikmaistir.

Bizim ¢alismamizda 499 kisilik grupta, 4 major mutasyonun toplam frekansi %
54,6 olarak bulundu. Diger 8 mutasyonun frekansi ise % 4,3 ( P369S % 1,2, F479L %
0,6, M680I1(G/A) % 0,1, M6941 % 0,4, K695R % 0,7, A744S % 0,6 ve R761H % 0,7)
ve on iki mutasyonun toplam frekansi ise % 58,9 olarak saptandi.

Hasta grubumuzdaki mutasyon oranlart i¢in genel bir degerlendirme
yaptigimizda daha onceki calismalara gére bazi farkli sonuglar goriildii. Ozellikle
M694V mutasyon orani basta olmak {izere genel toplamda mutasyon orani kismen daha
diistik ¢ikti.

En az bir mutasyon tasiyan 474 hastanin % 60,26’s1 homozigot ya da bilesik
heterozigot mutasyon tasirken, % 39,24’ heterozigot mutasyon tasimaktaydi.

AAA hastalarinin saglikli akrabalarindan olusan 165 kisilik grubumuzdaki
mutasyon frekansi oran1 bagimsiz allelerde % 42,12 bulunmustur. Toplam 26 kiside
homozigot ve bilesik heterozigot mutasyon saptanmistir. Bu gruptaki homozigot ¢ikan 5
kiside klinik sikayetlerin olmamasinin nedeni, bu kisilerin hasta olan yakinlarina gore
daha kiiclik yasta olmalar1 ve bundan dolay:r da klinik semptomlarin heniiz ortaya
citkmamis olmasi olabilir. Bilesik heterozigot ¢ikan 21 kisinin de klinik semptom
gostermemesi anilan nedenlerden olabilece§i gibi, mutasyonlarin aynmi kromozom
tizerinde bulunmasi nedeniyle de olabilir (mutasyon i¢ermeyen normal bir kromozomun
bulunmasi normal bir fenotip i¢in yeterli olabilir).

Tiirk populasyonunda mutasyon frekansini Tiirk FMF Calisma Grubu 1/5 olarak
vermektedir (Tirk FMF Calisma Grubu, 2005). Bizim ¢alismamizda ise 100 kisiden
olusan kontrol grubumuzda 12 mutasyon tarandiginda toplam 27 mutasyon saptandi.
Toplam mutasyon frekansi bagimsiz allelerde % 13,5 ve tastyici frekans1 %27 yani

1/3,7dir. Bu sonu¢ yapilan caligmalara gore daha yiiksek mutasyon frekansini



yansitmaktadir (Ozen ve ark., 1988; Dinc ve ark., 2000; Yilmaz ve ark, 2001; Tunca ve
ark., 2002). Bizim c¢alismamizda hastalarin % 87°den fazlasi Samsun ve civart illerde
dogmus ve Orta Karadeniz kokenlidir. Mutasyon frekansindaki bu farkli oran, daha
once bizim calistigimiz populasyonu yogun bir sekilde iceren ¢aligmalarin olmamasi ve
mutasyon frekansinin tespit edildigi ¢aligmalar olmamasindan kaynaklanabilir.

Calismamizdaki hasta yast ortalamasi 20,81 ve ilk teshis yast ortalamasi
18,96’dir. Tirk FMF calisma grubunun hasta yasi ortalamasi 23 ve ilk teshis yasi
ortalamas1 16,4°tlir (Tirk FMF Calisma Grubu, 2005). Hasta yast ortalamamiz hemen
hemen ayniyken ilk teshis yas1 ortalamamiz farklidir.

AAA hasta grubumuzda bazi klinik semptomlarin gézlenme oranlart irdelendi.
Bu kriterler segilirken Tel-Hashomer kriterleri baz alind1 ve birka¢ ilave veriler de
incelendi.

Yapilan baz1 ¢galigmalarda Yahudi, Arap ve Ermeniler’de ates semptomu % 100,
peritonit % 82-96, plevrit % 40- 87, artrit % 37- 77 ve eritem %3- 46 oraninda
bulunmustur (Sohar ve ark., 1967; Scwabe ve ark., 1974; Rawashdeh ve ark., 1996).
Tirk FMF ¢alisma grubunun sonuglarinda ise ates % 92,5, peritonit 93,7, plevrit %
31,2, artirit % 47,4 ve eritem % 20,9 olarak bildirilmistir (Tiirk FMF Calisma Grubu,
2005). Bizim calismamizda bu semptomlar sirasiyla ates % 88, peritonit % 90, plevrit
% 25, artrit % 76 ve eritem %?26 oraninda gozlenmistir. Sonuglar uyum gostermekle
birlikte artrit Turk FMF calisma grubunun sonuglarindan oldukga yiiksek, ates ise
kismen daha diistiktiir.

Irdelemis oldugumuz diger verilerden amiloidoz Tiirk FMF ¢alisma grubunda %
12,9 bizim c¢alismamizda ise % 5,4’diir. Bu sonu¢ kolsisin kullaniminin
yayginlagmasina veya amiloidozda ilave genetik faktorlerin (SAA gibi) bu
popiilasyonda daha az gozleniyor olmasindan kaynaklanabilir.

AAA hasta grubumuzda klinik semptomlar ile genotip sonuglarini uyum
acisindan degerlendirdik. Bu semptomlara ilave olarak hastalarda atak siklig1 ve
apandisit operasyonu ge¢irme gibi faktorleri de sorguladik.

Klinik semptomlar1 sorgularken genetik olarak hasta oldugu diisiiniilen ve
genotipleri homozigot veya bilesik heterozigot ¢ikanlar1 ayr1 bir grup ve heterozigot
cikanlar ise ikinci bir grup olarak segtik. Boylece iki genotip sinifi olusturduk. Bu

genotip siniflari ile Tel-Hashomer kriterleri arasindaki uyumu irdeledik.



Bu iki genotip siniflarinda semptomlarin gézlenmesi agisindan farklar su sekilde
bulundu. Homozigot/bilesik heterozigot genotip smifi, heterozigot genotip sinifina
gore ates, karm agrisi, eklem agris1 ve eritem varligi, kolsisin kullanim1 ve kolsisine
yanitlar1 agisindan fark istatistiksel anlamda olduk¢a 6nemli bulunmustur (p < 0,01).
Genotip siniflarinin hasta yakinlari arasinda AAA goriilme orani agisindan farksa
onemli bulunmustur (p < 0,05). Hastalarda gogiis agris1 ve amiloidoz olma agisindan
genotip smiflar arasi farksa 6nemsiz bulunmustur (p > 0,05).

Tel-Hashomer kriterleri semptomlar1 disinda sorgulamis oldugumuz iki
faktorden atak sikligi en az iki mutasyonlu smifta hastalarin % 84’iinden fazlasinda 7—
15-30 giin arayla tekrarlamaktadir. Bu sonug¢ genotip siniflar1 agisindan, istatistiksel
olarak olduk¢a 6nemli bulunmustur (p < 0,01). Bu sonug¢ atak sikliginin AAA
hastalarinda sorgulanmasi gereken 6nemli bir fenotipik kriter olabilecegini gostermesi
acisindan dnemlidir.

Ilk semptom yas1 ortalamalari en az iki mutasyonlu genotip sinifimizda 11,57
iken heterozigot genotip siifimizda 15,17 ¢ikmistir. Bu sonug¢ genotip siniflar
bakimindan ilk semptom yasi farkinin istatistiksel agidan olduk¢a 6nemli oldugunu
gostermistir (p < 0,01). Biz AAA hastalarinda ilk semptom yasmin fenotipik kriterlere
dahil edilebilecegi sonucuna ulastik.

Apandisit operasyonu gecirme agisindansa en az iki mutasyonlu sinifta oran
%18,8 ve heterozigot genotip sinifinda %10,8’dir. Oranlardaki fark istatistiksel a¢idan
onemli bulunmustur (p < 0,05). Bu sonug apandisit operasyonu gecirmenin de AAA
hastalarinda ilave bir kriter olarak diisiiniilebilecegini gostermektedir.

Calismamizda cinsiyet oranlarmma baktigimizda erkek: kadin orani hasta
grubumuzda 0,80 ¢cikmistir. Tiirk FMF c¢alisma grubunun sonuglar ise 1,2°dir (Tiirk
FMF Calisma Grubu, 2005). Erkek: kadin orani yapilan diger caligmalarda da erkekler
lehine yiiksek ¢ikmistir. Bizim sonuglarimiz ile literatiir sonuglar1 arasindaki bu farki
tartismaya acik bir konu olarak degerlendirmekteyiz. Bize gore bu sonu¢ Samsun ve
bolgesindeki popiilasyonlarda kadin hastalarin saglik konusunda daha bilingli olmasi
sonucu tedavi amaciyla hastaneye erkeklere oranla daha ¢ok basvurmasindan
kaynaklanabilecegi gibi ilave genetik veya ¢evresel faktorlere (romatizmal hastaliklarin

yiiksek olmast gibi) sahip olmalarindan da kaynaklanabilir.



Bilindigi gibi Tel-Hashomer kriterleri kendi i¢inde kesin tan1 ve olasi tant olmak
tizere iki gruba ayrilmaktadir. Tel-Hashomer tani kriterlerine uyum ve genotip
sonuglarin1 Tablo 40°a bakarak irdeleyebiliriz. Kesin tanili grupta, en az iki mutasyon
tagtyanlar % 70,6, heterozigotlar % 20,8 ve normal c¢ikanlar % 8,6 oraninda
bulunmaktadir. Olas1 tanili grupta en az iki mutasyon tasiyanlarin % 21,5, heterozigot
olanlar % 38,8 ve normal ¢ikanlar % 39,7 oranindadir. Tan1 kriterlerine uydugu halde
heterozigot ¢ikanlarin ve mutasyon ¢ikmayanlarin genel toplamdaki orani ise sirasiyla
% 29,76 ve % 24,16’dr.

Bu sonuglar yaptigimiz testlerin % 70,6 oraninda kesin tanili ve %21,5 oraninda
olasi tanili AAA hastalarim1 genetik agidan saptadigimizi gostermektedir. % 20,8’lik
kesin tanil1 grup ve normal ¢ikan % 8,6 lik grup tartigmaya agik bir konudur ve iki olasi
durum s6z konusu olabilir. Birincisi bu gruplarda heterozigotlar ve normallerde en az
bir ya da iki mutasyonun varliginin daha olabilecegini, bunun da DNA dizi analizi
yontemiyle saptanabilecegini diisiiniiyoruz. Ikincis olasilik daha zayif olmakla birlikte,
bu gruba giren bazi hastalarin bir kismi yanlis tan1 konmus ve 6zellikle diger periyodik
ates sendromlarina sahip bireyler olabilir.

Yapilan testler olasi tanili grubun % 21,5’inde en az iki mutasyon saptayarak
tantya gidilmesine yardimci olmaktadir. Heterozigot ¢ikan olasi tanili gruptaki %
38,8’lik gruba da kesin tanili gruptaki heterozigot ve normal ¢ikanlar gibi DNA dizi

analizi Onerilebilir.



VI. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismaya 2001-2005 yillart arasinda OMU Tip Fakiiltesi
polikliniklerinde AAA tanis1 konan 625 hasta, birinci derece hasta yakinlarindan
olusan 165 akraba ve saglikli kontrollerden olusan 100 birey dahil edildi. Her 6rnekte
MEFV mutasyonlarindan en az 3 en fazla 12 mutasyona bakildi. Bunlardan 400’tinde
hem ARMS hem de PCR/RFLP teknigi kullanilarak 3 mutasyona bakildi. 727’sinde
“FMF StripAssay” yontemiyle 12 mutasyona bakildi. 163 kiside ise her {i¢ teknikle
bakild1.

Sonuclar:

* ARMS ve PCR/RFLP teknigi arasinda %97’lik uyum vardir. % 3’likk fark
ARMS teknigindeki yalanci negatiflikten kaynaklanmaktadir. Bu dezavantaj ara
kontrol kullanilarak giderilebilir. Siire agisindan ARMS teknigi daha
avantajlidir.

* PCR/RFLP ve FMF StripAssay teknigi arasinda %100°lik uyum goézlenmistir.
Tanida her iki teknik de kullanilabilir ancak FMF StripAssay teknigi hem siire
acisindan hem de aymi anda on iki mutasyona birlikte bakabilmesi agisindan
daha avantajlidir.

* ARMS ve FMF StripAssay teknigi arasinda % 97 uyum vardir. Siire agisindan
ARMS daha avantajli goriinse de FMF StripAssay ayni anda on iki mutasyona
birlikte bakabilmesinden dolay1 daha kullanighdir.

* Hasta grubunda toplam 33 farkli genotip bulundu. Bu genotipler homozigot,
bilesik heterozigot, kompleks heterozigot ve heterozigotlardan olusmaktadir.

* Bizim ¢alismamiz Samsun ve bolgesindeki hasta popiilasyonunda MEFV gen
mutasyonlarinin taranmasi agisindan yapilan ilk ¢alismadir ve bagimsiz allelerde
bakilan 12 mutasyonun frekansi % 60,01°dir. Mutasyon frekans: ililkemizde
yapilan diger tek merkezli caligmalardan daha diisiik bulundu. Biz bunun
nedenini c¢alisma populasyonumuzun genisligine ve kismen farkli bir
populasyona ait hastalarin dahil edilmesine bagliyoruz.

*  M694V mutasyonu frekans1 % 33,76 bulundu. Bu oran Tiirkiye’de yapilan diger

calismalardaki oranlara gore daha diisiiktiir. Bu sonucu calistigimiz populasyona



0zgii bir sonug olarak degerlendirebilecegimiz gibi hasta sayisinin fazla olmasi
ve bu ylizden daha ger¢ekcei orani yansitmasi da s6z konusu olabilir.
Genotip-fenotip ¢alismamizin sonuglar1 bu konudaki ¢aligmalarin sonuglar1 ile
paralellik gostermektedir. Ancak ilave bir sonu¢ olarak AAA hastalarinda atak
sikligi, ilk semptom yasi ve apandisit operasyonu gecirme durumlarinin
sorgulanmasi istatiksel anlamda 6nemli ¢ikmistir (sirastyla p < 0,01, p < 0,01 ve
p < 0,05) ve hetarozigotlarin tanisina katk1 yapabilir.
Samsun ve bdlgesindeki AAA hasta popililasyonunu kapsayan bu g¢alismada
toplam hasta icindeki cinsiyet orani diger bolgelerde yapilan ¢aligma
sonuclarindan farkli ¢ikmistir. % 55,4 bayan ve % 44,6 erkek orani (0,80)
bulunmustur.
[lk teshis yas1 ortalamas1 18,96 bulunmustur ve bu ortalama benzer ¢alismalara
bakildiginda daha yiiksektir.
Amiloidoz gozlenme oran1 % 5,4 ve benzer ¢alismalara gore biraz diisiiktir.
Akraba grubu calismamizda mutasyon orani % 42’dir ve bunlarin % 15,751
homozigot veya bilesik heterozigot mutasyon saptadik.

Oneriler:
Suan i¢in “FMF StripAssay” yontemi diger iki yonteme gore daha ekonomik ve
12 mutasyonu taramasi nedeniyle avantajli oldugu i¢in Onerilebilir. Ancak en
azindan heterozigot ¢ikanlarda DNA dizi analizi yapilmasi uygundur.
AAA’ya ait fenotipik Ozellikler igerisine atak sikligi, ilk semptom yasi ve
apandisit benzeri sikayetler eklenebilir. Bolgemizde kadinlarda AAA
hastaliginin beklenenden fazla ¢ikmasinin nedenleri arastirilabilir.
Ailevi Akdeniz Atesi Tiirkiye’de oldukga sik rastlanan bir genetik hastaliktir bu
ylizden molekiiler tanis1 mutlaka yapilmali 6ncelikle hasta ve yakinlarina
genetik danigsma verilerek toplumumuz korunmalidir.
Erken tan1 ve tedaviye baslangic AAA’inde olduk¢a 6nemlidir. Amiloidoz gibi
komplikasyonlarin gelisimini 6nler, hasta ve hekimi rahatlatir.
Genotip sonucu en az 2 mutasyonlu ¢ikan hastalarda akraba grubuna mutasyon
taramasi Onerilebilir.
Ayrica mindr mutasyonlarin orant % 4,3 ¢ikt1 ve bu mutasyonlarin da taranmasi

Onerilebilir.
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VIl. EKLER

Ek.1

) . Tarih:

HASTA OLUR FORMU ORNEGI

Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Polikliniklerinde AAA tanisi konan
hastalardan 5ml EDTA’l1 kan 6rnegi alinarak DNA analizi yapilacaktir. Aragtirmaya
katilmak tamamen hastanin kendi rizasi ile olacaktir ve hicbir yiikiimliiliik
getirmeyecektir.

Goniillilye, arastirmadan oOnce verilmesi gereken bilgileri gosteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarda

bahsedilen aragtirma ve diger genetik testlerin yapilmasini kabul ediyorum.

Goniilliintin

Ad1 Soyad:

Imzas1:

Adresi:

Tel:

Velayet ve vesalet altinda bulunanlar i¢in veli veya vasinin
Ad1 Soyad:

Imzas1:

Adresi:

Tel:

Aciklamalar1 yapan arastirmacinin

Adi1 Soyadi:

Imzas1:

Adresi:

Tel:

Riza alma islemine taniklik eden kurulus gorevlisinin
Adi1 Soyadi:

Imzasi:



Ek.2

AILEVI AKDENIiZ ATESI HASTA BILGI FORMU

Hastanin Ad1, Soyadi

Dosya No:

Meslegi

Adres

Tel

Yasi1 ve cinsiyeti

Dogum yeri ve yili

Sevk edildigi departman

Klinik Tan1 (FMF igin)

) Clk semptom yast

) [k teshis yast
OKolsisin kullanimi
[Kolsisine cevap
[1Lenfoadoenopati

[ Ates 0 Atak siklig1 (
[UKarin agris1 [ Atak siiresi (
[Gogis agrist [1 Amiloidoz
CEklem agrist [ Apandisit ameliyati
[JEritem [J Agizda aft/lezyon

Hastaligin aileselligi

Ailesinde ve Kendisinde (AK)
Kanser hikayesi

AK Diabet hikayesi

AK Hipertansiyon hikayesi

AK Behget hikayesi

AK Koroner arter hikayesi

AK Bobrek tasi hikayesi

AK Periodontitis hikayesi

AK Prostat CA hikayesi

AK Sizofreni hikayesi

AK Mesane CA hikayesi

AK Meme CA hikayesi

AK Kistik fibrosis hikayesi

AK Psoriasis hikayesi

Sigara kullanimi(paket/giin)

Pedigri
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