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BEYAN

Bu tez c¢alismasinin kendi c¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan, veri
toplanmas1 ve yazimina kadar biitiin asamalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu
tezdeki biitiin bilgileri akademik ve etik kurallar icinde elde ettigimi, bu tez
calismayla elde edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu
kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmasi ve yazimi

sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadigi beyan ederim.

Esma BORAN
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Tez calismam sirasinda kiymetli bilgi, birikim ve tecriibeleri ile bana daima yol
gosterici ve destek olan degerli danisman hocam sayin Prof. Dr. F. Sirn1 CAM’a
sonsuz tesekkiir ve saygilarimi sunarim.

Calismalarim boyunca maddi manevi destekleriyle bana sonsuz gii¢ veren, beni
hi¢cbir kosulda yalniz birakmayan biricik esim Dogukan BORAN’a, bal oglum
Kafkas’ima sonsuz tesekkiir ederim.

Tez yazim asamasinda tecriibeleri ile yanimda olan ¢alisma arkadasim Hayrettin

KADINSAH’a tesekkiir ederim.
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MEFV MUTASYONLARI VE HASTALARIN KLINiK KORELASYONU
Esma Boran

Prof. Dr. F. Sirr1 Cam

Tibbi Biyoloji ABD

OZET

Amag: Sistemik otoinflamatuar hastaliklar, uyar1 olmaksizin ortaya ¢ikan
tekrarlayan inflamatuar ataklarla bilinen bir grup hastaliklar toplamidir. AAA, kalici
genetik defektleri bulunan, bilinen provake edici faktorler olmadan ortaya ¢ikan ve
otoantikorlarin ya da antijene 0zgiin T hiicrelerinin olmamasi ile karakterize
otoinflamatuar sendromlar igerisinde protip olarak yerini almistir. Bu g¢alismanin
bolgemizdeki Tirk FMF hastalarinda yaygin MEFV mutasyonlarinin dagilimini ve
klinikle iligkisini ortaya koymaktir.

Gere¢ ve Yontem: Calismaya 2016-2020 tarihleri arasinda Tibbi Genetik
poliklinige basgvuran ve Tel Hashomer kriterlerine gore tan1 konulan 300 hasta dahil
edilmistir. Bu hastalarin klinik bulgular1 major kriterler ve mindr kriterler olarak
kaydedilmistir. Toplanan hastalardan EDTA 11 tiipler ile toplanmis periferik
kanlarindan DNA izolasyonlar1 yapilmis ve elde edilen DNA’lardan pyrosequencing
yontemi ile MEFV gen taramasi yapilmustir.

Bulgular: Calismaya dahil edilen hastalarin 161’1 kadin, 139’si erkektir. Bu
olgulara ait aliman kanlardan izole edilen DNA’lar aracilifiyla pyrosequencing

yontemi ile 300 hastada mutasyon saptanmustir.

Sonuglar: En ¢ok saptanan M694V mutasyonu iken, onu E148Q ve V726A
mutasyonlart takip etmistir.Hastalarda % 86 ile en ¢ok goriilen mutasyon olan
M694V mutasyonunun en ¢ok gdsterdigi klinik etki % 45 ile karin agrist buna % 17
oranla ates eslik etmektedir. Bu hastalarin % 23’iinde ise higcbir klinik etki
goriilmemistir.

Anahtar Kelimeler: FMF, DNA, Mutasyon, Klinik bulgu



MEFV MUTATIONS AND CLINICAL CORRELATION OF PATIENTS
Esma Boran

Prof. Dr. F. Sirr1 Cam

Medical Biology Department

ABSTRACT

Introduction: Familial Mediterranean Fever (FMF-AAA) is one of the most
common autosomal recessive diseases in the Eastern Mediterranean population,
which is caused by mutations in the MEFV gene and has a carrier frequency of 1/8-
1/16. The distribution of Mediterranean fever (MEFV) gene mutations in Turkish
familial Mediterranean fever (FMF) patients varies according to the geographical
regions of Turkey. Therefore, a large number of data is needed for Turkish FMF
patients from different geographical regions. The aim of this study is to reveal the
distribution and clinical relevance of common MEFV mutations in Turkish FMF

patients in our region.

Methods: In this study, molecular test results of 300 patients who were referred
to the Department of Medical Genetics and diagnosed with clinical symptoms of
FMF and their relationship with clinical findings were evaluated. The clinical
findings of these patients were recorded as major criteria and minor criteria. DNA
isolations were made from peripheral blood collected from patients with EDTA tubes
and MEFV gene screening was performed from the obtained DNAs by

pyrosequencing method.

Results: Of the patients included in the study, 161 were female and 139 were
male. Mutations were detected in 300 patients by pyrosequencing method through
DNAs isolated from the blood taken from these cases. While the M694V mutation
was the most detected, it was followed by the E148Q and V726A mutations. The
most common clinical effect of the M694V mutation, which is the most common
mutation in 86% of patients, is accompanied by abdominal pain with 45% and fever

with a rate of 17%. No clinical effects were seen in 23% of these patients.

Keywords: FMF, DNA, Mutation, Clinical finding
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1. GIRIS ve AMAC

Sistemik otoinflamatuar hastaliklar, uyar1 olmaksizin ortaya ¢ikan tekrarlayan
inflamatuar ataklarla bilinen bir grup hastaliklar toplamidir. [Akin ve Ark.] 1999
yilinda tanimlanmakla birlikte bu hastaliklarin en énemli 6zellikleri; enflamasyonun
sunlardir:

Inflamasyonun ailevi 6zelliginin olmasi, resesif ya da dominant bir kalittm modu
ile gecisi gostermeleri, serdz zarlarin inflamasyonu ve atesli ataklara cesitli kas,
eklem ve cilt bulgularinin eslik etmesidir. [Akin ve Ark.] Kalitsal periyodik atesler
adir ile anilan otoinflamatuar hastaliklar grubunda yer alan hastaliklarin en bilinen
ornegi lilkemizde en yaygin olarak goriilen ve en iyi tanimlanmis olan genetik
hastalik Ailesel Akdeniz Atesidir (AAA)’dir. [Yilmaz ve Ark.] Tiirk toplumunda
hastalarda en ¢ok rastlanan mutasyon M694V dir. Bunu V726A, M680I ve E148Q
izlemektedir. Tastyicilarda ise en stk E148Q goriilmekte, bunu M680I ve M694V
izlemektedir. [Ece ve Ark.] Yapilan calismalarda hastaligin daha ciddi formu ile
iligkilendirilmis olan M694V mutasyonun homozigot varyantinin hastalarda amiloid
gelisme risklerinin yiiksek oldugu gosterilmistir. Buna karsilik, E148Q ve V726A
mutasyonlarinin hastalik yapma ve amiloid gelistirme riskinin diisik oldugu
distiniilmektedir. [Akin,Ece ve Nursal] AAA, kalict genetik defektleri bulunan,
bilinen provake edici faktorler olmadan ortaya ¢ikan ve otoantikorlarin ya da antijene
Ozglin T hiicrelerinin olmamasi ile karakterize otoinflamatuar sendromlar igerisinde
protip olarak yerini almistir. [Yildirim ve Ark.] Bazi etnik gruplarda daha sik goriilen
AAA, tekrarlayan ates, agr1 ve poliserozit ve sinovit ile karakterize olup otozomal
cekinik gecisli ¢oklu sistemik bir hastaliktir. [Beheshtian ve Ark] Amiloidoz ile
birlikte gerceklesen bobrek yetmezligi ¢ok 6nemli bir komplikasyondur ve belirgin
ataklar olmadan gelisebilir. [Nursal ve Ark.]

AAA, tekrarlayan ates ve beraberinde plevra, periton, sinovya gibi seréz zarlarin
inflamasyonu ve bu durumun klinik yansimasi olan peritonit, plorit, artritin
bulundugu ataklarla karakterize, otozomal resesif gecisli, MEFV geni mutasyonlari
sonucu olusan otoinflamatuar, genetik hastaliktir. [Cobankara ve Ark] Ulkemizde
AAA hastalarmin tahmini goriilme siklig1 1/1000, tasiyiciligi ise 1/5°tir. [Yildirim ve
Behestian] Bu durumda {ilkemizde yaklasik olarak 100,000’in {izerinde Ailevi
Akdeniz Atesi hastast bulunmaktadir. [Yildirim ve Ark] Tani ates, artrit, peritonit,

plorit, perikardit, amiloidoz, erizipel benzeri lezyonlar gibi klinik bulgular ve kolsisin

1



tedavisine yanitin degerlendirildigi tani kriterleriyle konur. [Akin ve Ark] MEFV
geni 16. kromozomun kisa kolunda tanimlanmistir. Bu genin mutasyonu sonucu
baskilayic1 mekanizmanin etkisi ortadan kalkinca proinflamatuar reaksiyonlar, aktif

hale gelir. [Akin ve Ark]



2. GENEL BILGILER

2.1. TANIM

Ailevi Akdeniz Atesi, 0zellikle Akdeniz kokenli bazi etnik gruplari etkileyen
otozomal ¢ekinik gecisli kalitsal bir hastaliktir. [Balta ve Ark] Klinik tablo, kendini
sinirlayan tekrarlayict karakterde ates, gogiis agrisi, karin agrisi, erizipel ve
artrit/artralji benzeri deri lezyonu ile karakterizedir. [Arpaci ve Ark]

AAA hastalarinda klinik bulgularin 20 yasindan once ortaya g¢ikma orant
yaklasik %90’dir. Hastaligin baslangici ortalama 4 yastir ve bu 6zelligi nedeniyle
cocukluk cagi hastaligi olarak da degerlendirelebilinir. [Cekin ve Ark] Ailevi
Akdeniz Atesi tekrarlayan atesle birlikte periton, plevra, sinovya gibi serdz zarlarin
inflamasyonu sonucu peritonit, plorit, artrit gibi ataklarla karakterize, otozomal
resesif gecisli, MEFV geni mutasyonlari sonucu olusan otoinflamatuar, genetik

hastaliktir. [ Yavuz,Y1lmaz ve Nursal]

2.2. TARIHCE

AAA Kklinik olarak tanimlansa da hastalik ismi olarak literatiirdeki son halini
almas1 1950’leri bulmustur. ilk olarak Heberden’e ait olan ve 1802 yilinda
yayimnlanan “Hastaliklarm Tarihgesi ve Tedavisi ile Ilgili Yorumlar” kitabinda agriya
eslik eden, tekrarlayici ve cesitli organ tutulumlariyla giden bir hastalik olarak
tanimlanmastir. [Ece ve Ark]

Yaklasik bir yiizy1l sonra 1895 yilinda Osler tarafindan 11 vakadan olugan,
periyodik, raslar ve viseral organ tutumlariyla giden ve 5 vakada da periyodik karin
agrist ataklar1 olan bir vaka serisi yaymlanmistir ve vakalarin bir ¢ogunun SLE ile
uyumlu oldugu diisiiniilse de AAA ile iligkili olabilecegi de diisiiniilmiistiir. [Bilge ve
Ark] AAA vakalart 6zellikle Orta Dogu ve Anadolu cografyasinda yaygin olarak
goriilmiis olup asagidaki resimde de goriilecegi tizere tiim diinyaya da bu
cografyalardan yayilim gostermistir (Resim 1).

1908 yilinda ise AAA ilk defa Janeaway ve Mosenthal tarafindan Yahudi
okulunda okuyan 16 yasinda bir geng kizda, 6 ayda 14 kez olan, ates yiiksekligi ve
karin agris1 ataklariyla giden “’bening paroksismal peritonit” seklinde adlandirilarak
yayinlanmistir. 1945 yilindan sonra literatiirde bu hastaliga 'Bening paroksismal
peritonit', 'Familial paroxysmal polyserositis', 'Recurrent hereditary polyserositis' gibi
cesitli isimler verilmistir. [Onder ve Ark] ilk AAA’I Tiirk hasta 1946 yilinda
bildirilmistir. AAA 6zellikle dogu Akdeniz havzasinda yasayan topluluklar(Sekil 2)

1



Tiirkler, Sephardik Yahudileri, Askenazi Yahudileri, Ermeniler, Diirziler, Araplar
gibi bazi etnik gruplarda sik goriilmekle birlikte yogun kitalar arasi goglere bagl
olarak tiim diinya ¢apinda yaygim olarak goriilebilen bir hastaliktir. Fransa, Italya,
Avustralya, Almanya, Polonya ve Brezilya’dan da AAA hastalar1 bildirilmistir.
[Yilmaz ve Ark]

Sekil 1: AAA nin diinyadaki yayilimi. Siyah oklar yenidiinyada AAA
yayilimini, kirmizi oklar antik dénemde MEFV gen mutasyonu yayilimini, sar1 oksa
Ipek Yolu iizerinde AAA yayilimin1 gostermektedir.

T Aviupa Ermenistan Il

Ispanya (]

‘ Irak |
|
'
s Kaynak
Fas \
Sessmne = s
, Cezavir —

Libya | Misir |

M694V denizciler = VI26A=— =— — >

M694V Ispanya'y! fetheden mislimanlarla —————=

Sekil 2:AAA hastaliginin sik goriildiigii Akdeniz iilkeleri

Primer Etki altindaki populasyonlar: Orta Dogu populasyonlari; Sefardik ve
Askenazi Yahudileri, Ermeniler, Araplar, Tiirkler olup; sekonder Etki altindaki
populasyonlar diger Akdeniz populasyonlari: Portekiz, italyan, Ispanyol, Kibris,
Fransiz ve Yunan gruplaridir. [Beheshtian ve Ark] Ayrica Kuzey Avrupa, Avusturya,

Macaristan, Misir, Afganistan, Liibnan, Cin ve Japonya’da da goriilmektedir.



Ulkemizde ise hastalik Akdeniz kiyilarinda yasayanlara gore, kokenleri I¢ Anadolu,
Dogu Karadeniz ve Dogu Anadolu’ya dayanan kisilerde daha sik goriilmektedir.
[Yilmaz ve Ark] AAA’nin en 6liimciil ve ciddi komplikasyonu amiloidozdur ve 1952
yilinda ortaya konmustur. Hastaliktan sorumlu gen 16. kromozomun kisa kolunda
1992 yilinda bulunmus ve 1997 yilinda klonlanmigtir. Klonlanan gen MEVF
(Mediterranean Fever) geni olarak isimlendirilmistir. [Yavuz ve Ark]

1970 yillariin baslarinda AAA hastaliginin tedavisinde kolsisinin yer almaya
Baslamistir. Ardindan yapilan c¢alismalarla birlikte hastaligin tedavisinde ve
komplikasyonlarin 6nlenmesinde kolsisin en 6nemli ilag haline gelmistir. [Rigante ve
Ark] Hastaligin diinya genelinde 150.000 kisiyi etkiledigi diistintilmektedir.
Hastaligin prevalansi degisik toplumlar arasinda ve ayni topluma ait farkli alt gruplar
arasinda dahi biiytik farkliliklar gostermektedir. AAA en yaygin olarak Sefarad
Yahudilerinde, Ermenilerde, Levant Araplarinda (Miisliiman, Hiristiyan ve Diirziler)
ve Anadolu Tiirklerinde bildirilmistir. [Ozdogan ve Ark]

Akraba evliliginin sik goriildiigii bolgelerde hastaligin ortaya ¢ikma ihtimali de
artmaktadir. [Berkun ve Ark] Kolsisin tedavisinin kullanilmaya baslanmasi ise
genetik siirecin tanimlanmasinin dncesinde olmustur. [Sozeri ve Ark] ilk olarak
8.ylizyillda Ibn-i Sina tarafindan karin agrisini hafifletmek icin colchium bitkisi
kullanilmigtir. 1820 yilinda ise ilk kez kolsisin colchium bitkisinden izole edilmistir.
[13] 1972 yilinda ilk olarak Goldfinger tarafindan AAA i¢in profilaktik olarak
kullanilmaya baslanmistir. [S6zeri ve Ark]

Ailevi Akdeniz Atesi Tiirk, Yahudi ve Arap toplumlari gibi Dogu Akdeniz
kokenli toplumlarda ¢ok sik goriilmektedir. Bu toplumlarda goriilme sikligi 1/250 ile
1/1000 arasindadir. [Ricci ve Ark] Bununla birlikte Fransa, Almanya, Italya gibi
Avrupa llkelerinde ve Amerika’da da AAA vakalar bildirilmistir. [Ricci ve Ark]
Ulkemizde Denizli ilinde yapilan bir ¢alismada AAA sikhigi 1/400-1000 olarak
saptanmistir. Ermenistan’da yapilan bir ¢alismada ise siklik 1/500 olarak
bulunmustur. [Bilge ve Ark] M680I, M694V, M6941, V726A ve EI148Q
mutasyonlarimin orta dogu toplumlarinda tiim mutasyonlarin %85 inden fazlasini
kapsadigi saptanmistir. AAA vakalar 6zellikle Orta Dogu ve Anadolu cografyasinda
yaygin olarak goriilmiis olup asagidaki sekilde de goriilecegi iizere tiim diinyaya da

bu cografyalardan yayilim gdstermistir. [Ben-Chetrit ve Ark]



2.3. TANI
Tablo 1: Tan1 Kriterleri

Major kriterler:

Tipik ataklar (= 3 kez tekrarlayan ayni karakterde, atak stUresinin 12-72 saat olmasi
ve atesli oimasi, atesin 38 °C ve (zerinde olmasi)

1. Yaygin peritonit

2. Piorit (tek tarafli) veya perikardit

3. Monoartrit (kalga, diz, ayak bilegi)

4. Yalnizca ates

5. iInkomplet abdominal ataklar

Minor kriterler:

1. Inkomplet gogus ataklari

2. Inkomplet artrit ataklan

3. Egzersizle ortaya gikan bacak agrisi

4. Kolsisine iyi cevap

inkomplet ataklar:

Vicut sisinin <38 °C olmasi

Surenin daha uzun veya kisa olmasi (6 saat-1 hafta)

Abdominal atak boyunca peritoneal bulgulann olmamasi

Lokalize abdominal ataklar

Spesifik eklemlerin digindaki eklemlerin tutulumu

Destekleyici Kriterler:

1. Aiesinde AAA bulunmasi

Etnik koken

Ataklarnn 20 yasindan énce baglamasi

Atagin ciddi yatak istirahat gerektirmesi

Ataklann kendiliginden gegmesi

Ataklar arasi semptom olmamasi

N|@ (9| AN

Gegici inflamasyonu gosteren anormal test cevabi (l6kositoz, ESH, fibrinojen,
SAA artigi)

8. Tekrarlayan proteintri ya da hematlri

9. Gereksiz laparotomi veya apendektomi varligi

10. Akraba eMliligi

Kesin tani: 1 major kriter veya;

En az 2 mindr kriter veya;

1 mindr 5 destekleyici kriter veya;

1 mindr ve destekleyici kriterlerden ilk 5'inden 4 tanesinin bulunmasi gerekir.




Tablo 2: Tam1 Koymada Kullanilan Bulgular

KLINIK TANI GENETIK TANI  SON TANI TEDAVI KARARI
Kesin AAA  +/+,+/--/- Kesin AAA Kolsisin
Supheli +/+ Kesin AAA Kolsisin
+/--I- Slpheli AAA Takip veya terapotik ¢alisma
AAA(-) ++ Preklinik veya Klinik ve proteinuri takibi
) disik Penetrans. ) )
+/-:-]- Tasiyici, AAA(-) Tedavi ve takip

Tablo 3: Tam1 Koymada Kan Degerleri



KRITER DEGER SENSITIVITE SPESIFISITE

Lokosit sayisi Yiksek 80% Diglk
ESR Yiksek >%95 Duglk
CRP Yiksek >%95 Dtk
Fibrinojen Yiksek >%80 Dagk
Metaraminol Testi Atak Olugturur Yksek YUksek
MEFV Mutasyon Analizi  Allel Tanimlanmasi %60-80 100%
Ekokardiografi Perikardial Efuizyon Orta Orta
Kalga/diz Direkt Grafisi  Eklem Hasari Orta Orta
immiinoglobiilin IgA  Yiksek 23% Orta
immiinoglobiilin IgM Yiksek 13% Orta
immiinoglobiilin IgG Yiksek 17% Orta
immiinoglobiilin Igd Yiksek 13% Orta
Serum Amiloid A Protein Ylksek Yiksek Orta
idrar Analizi Proteinri 95% Orta

Kongo Kirmizisi

Boyamada elma yesili  %80-95
Doku Biyopsisi cift kinlganliik (bobrek icin%95)  99%
SerumAmiloid B proteini Nikleer tip taramasi (+) >%95 >%95

AAA tanisint koyabilmek icin altin standart bir laboratuar veya goriintiileme
yontemi yoktur. Bu nedenle oncelikli tan1 yontemi klinik tani olmalidir. Genetik
mutasyon da tani1 aract olarak kullanilmakla birlikte herhangi bir mutasyon
saptanmayip AAA tanis1t mevcut olan hastalar da vardir. Bu nedenle tam1 klinik
bulgularla konmalidir. [Berkun ve Ark]

Klinik tan1 koyabilmek ve standardize edebilmek amaciyla yaygin olarak

kullanilan ii¢ farkli tani kriteri siniflandirmas1 mevcuttur. Bu yaygin olarak kullanilan



kriterlerin Oncesinde ilk tami kriterleri 1967 yilinda Sohar ve ark. tarafindan
belirlenmistir. Ilerleyen donemde de bu kriterler Tel Hashomer kriterleri adi altinda

toplanmistir. (Tablo 4)

Tablo 4: Tel Hashomer tani Kriterleri

Major Kriterler: Minir Kriterler:
— Tekrarlayan atese eslik eden — Tekrarlayan ates ataklan
peritonit, sinovit veya plérit — Erizipel benzeri eritem
— Predispozan  bagka bir hastalik — 1. derece akrabalarda AAA varh

olmaksizin AA tipi amiloidoz varlif

— Kolsisin tedavisine yamt

Kesin tani: 2 major veya 1 major ve 2 minir

Muhtemel tani: 1 majér ve 1 minor

Sonrasinda Livneh ve ark. tarafindan yeni tani kriterleri gelistirilmistir. [Savic ve
Ark](Tablo 5). 2009 yilinda Yalginkaya ve arkadaglari yeni ve daha kolay
uygulanabilir tani kriterleri belirlemistir(Tablo 6). 2 tani kriterinin saglanmasi
halinde AAA tanist1 koymak igin yeterli duyarlilik ve ozgiilliiglin saglandigini
belirtmislerdir. [Bhat ve Ark](Tablo 7). Fransiz AAA ¢alisma grubu Tel Hashomer
kriterlerine gore istiinliik saglamamakla birlikte eger kullanilacaksa 3 kriter ve
lizerinin esas alindigr durumda duyarlilig1 azalsa da 6zgiilliiglin artacagini ve boyle

kullanilmasini énermislerdir. [Corsia ve Ark]



Tablo 5: Livneh ve ark. AAA tan Kriterleri

Majir Kriterler: Minir Kriterler:
~— Peritonit (yaygin) — Inkomplet Gogils atag
— Plonit (tek tarafh) ya da perikardit — Inkomplet Eklem atag
— Monoartrit (kalga, diz, ayak bilegi) — Egzersizle ortaya ¢ikan bacak agnisi
— Tek bagina ates — Kolsisin tedavisine 1yi yant
— Inkomplet karin agns ataklan

Destekleyici Kriterler:
— Ailesinde AAA dykiisii
— Etnik kékenin uyumu
— Atak baglangicinin 20 yagin altinda olmas:
— Atagn yatak istirahati gerektirmesi
— Ataklar aras) donemde semptom olmamasi
— Atak doneminde akut faz belirteglerinde artis (ESH, Fibrinojen, SAA, Beyaz Kiire)
— Tekrarlayan hematiiri veya proteiniiri
— Gereksiz laparatomi veya apendektomi dykiisil

— Akraba evliligi

inkomplet atak:
— Viicut sicakh@min 38 derecenin altinda olmas:

— Atak siiresinin 6 saatten kisa, | haftadan uzun siirmesi

— Kann agnsina peritonit bulgularinin eglik etmemesi
— Karin agnsinin lokalize bulgularinin olmas:

— Atipik yerlesimli eklem tutulumu

Tipik atak:
— 3 veya daha fazla tekrarlayan atak,
— Atak siiresinin 12-72 saat arasinda olmasi

— 38 derecenin {izerinde ates olmasi

Kesin tani:
~ 1 major ve 2 minir

— 1 mindr ve 5 destekleyici kriter




Tablo 6:Yalcinkaya ve ark. AAA tam kriterleri

Ates Aksiller bolgeden olgiilen 38 derecenin
iizerinde ates yiiksekligi,
6-72 saat siiresince,

En az 3 farkh atak.

Karmn agrisi 6-72 saat siiresince,

En az 3 farkh atak.

Gogiis agrisi 6-72 saat siiresince,

En az 3 farkh atak.

Artrit 6-72 saat siiresince,

En az 3 farkh atak.

Ailede AAA dykiisii

Tablo 7:Yal¢inkaya ve ark. tam kriterleri duyarhlik ve ozgiilliikk degerleri

Kriter Duyarhihk Ozgiilliik
>1 kriter 929 64.5
>2 kriter 86.5 93.6
>3 kriter 553 993
>4 kriter 21.2 100.0
5 kriter 35 100.0

2.4. KLINIK OZELLIKLER

AAA, tekrarlayan ates ve beraberinde plevra, periton, sinovya gibi seréz zarlarin
inflamasyonu ve bu durumun klinik yansimasi olan peritonit, plorit, artritin
bulundugu ataklarla karakterize, otozomal resesif gegisli ve birgok sistemi ayni anda
etkileyebilen inflamatuar bir hastaliktir. [Akkoc ve Ark]

Ulkemizde Tiirk AAA calisma grubu tarafindan yapilan arastirmada en sik
peritonit (%93,7) saptanmistir. Bunu ates, artrit, myalji ve plorit takip etmektedir.
Klinik tablo genel olarak 12-72 saat igerisinde kendiliginden gerilemektedir. Ilk 10
yil igerisinde hastalarin %75’1, 20 yil igerisinde ise %90’1 ilk ataklarin
gecirmektedir. [ Yilmaz ve Ark]



Tablo 8: Etnik kokene gore klinik 6zellikler

Tiirk | Yahudi | Arap | Ermeni | italyan | Japon | Girit Adasi
Hasta sayisi 2838 470 192 | 100 71 80 71
Ates %925 | %100 |%100| %100 | %92 | %98 %80
Peritonit %937 | %95 | %82 | %96 | %91 | %55 %76
Plorit %312 | %40 %43 | %87 | %52 | %61 %21
Artrit %474 | %77 %37 | %37 | %63 | %27 %38
Erizipel benzeri | %209 | %46 %3 %8 %22 | %10 %11
eritem
1. Ates

Ailesel Akdeniz Atesi’nde en sik goriilen klinik bulgudur. Ataklarin hemen
hemen hepsinde ates gozlenir. Nadiren AAA ataklarinin tek bulgusu olabilmesine
ragmen cogunlukla diger klinik bulgular ile birlikte goriiliir. Ates 38 — 40 °C’ye
kadar yiikselir, baz1 durumlarda atesli donemlerde atesli konviilziyon goriilebilir.
[Berkun ve Ark] Ancak hafif ataklar, daha diisiik viicut sicakliklari ile birlikte
goriilebilmektedir. Bazi hastalarda ates subfebril seyrettiginden goézden
kacirilabilinir. [Fraisse ve Ark]

Hastalarin %20-30’unda atesten Once titreme gibi bazi belirtilerler goriilen
prodromal donem yasarlar. Atesin yiikselmesi genelikle 12 ila 72 saat siirer. Ates,
atak boyunca yiiksek kalir. Ayni hastanin bazi ndbetlerinde yiiksek, bazilarinda ise
normal degerler dlgiilebilir. [Giancane ve Ark]

Kolsisin kullanan hastalarda abortif ataklarda ates komponenti bulunmayabilir.
Eklem ataklarinda sistemik ates olmayabilir. 40 °C’ye varan, agr1 ya da baska
lokalize inflamasyon bulgularinin izlenmedigi kisa siireli izole ates yiikselmeleri
Ozellikle cocuk hastalarda goriiliip birka¢ saat siirebilir. [Ozen ve Ark] AAA
hastalarinda bu durum ¢ogu zaman yanlslikla iist solunum yolu enfeksiyonu olarak
yorumlanabilinir. Bazi ataklarda ates tek bulgu olarak izlenebilmektedir.

[Schnappaut ve Ark]
2. Karmn Agrisi

Karin agrisi FMF olan kisilerde atesten sonra goriilen en sik bulgudur. % 95
hastada bulunmakta olup, hastalarin %50’sinde ise ilk bulgu olarak karsimiza ¢ikar.
Karin agrismma yol acan durum aseptik serozittir. [Akko¢ ve Ark] Agrinin yeri

lokalize edilebilecegi gibi, bele veya kasiklara da vurabilir. Eger diyafram irrite
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olursa gbgiiste batici agrilar ya da bir veya her iki omuza vuran agrilar goriilebilir.
Karm agrisi1 genellikle atesten birkag saat dnce baslar ve viicut sicakliginin normale
donmesinden 1-2 giin sonrasina dek surer. AAA hastalarinda karin agrisinin diger
nedenleri; kolsisin etkisi, gastrointestinal amiloidoz, inflamatuar bagirsak hastaliklari
ve vaskiilittir. [Fraisse ve Ark] AAA tedavisinde kullanilan kolsisin’in kendisi de
%10-20 olaksikla karin agris1 ve ishale neden olabilir. AAA’daki tekrarlayan karin
agrist ataklarinin ayirict tanisinin yapilmas: gereklidir. Buradaki 6nemli faktor
AAA’daki karmn agrisimin  24-72 saatte diizelmesi ancak diger hastalik
durumlarindaki karin agrilarinin ¢ogunda bu stirenin daha uzun olmasidir. [Bilge ve

Ark]

3. Gogiis Agrisi
Ataklar sirasinda plevra tutulumu Yahudi, Arap hastalarin  %40’1nda,
Ermenilerin %50’sinde, Tiirk hastalarinin %4,9-31,2’unda goriildiigi bildirilmistir.

Genelde tek tarafli olur ve agrili nefes alip verme gozlenir. [Samuels ve Ark]

4. Artrit ve Artralji

Hastaligin en sik 2. semptomu artraljidir ve %75 siklikta goriilmektedir. Eklem
tutulumu iki farkli tipte goriilmektedir. Ilk tip akut ve subakut olup 1-7 giinden bir
aya kadar siirebilmektedir. Kronik tipte ise yakinmalar bir yila kadar devam
edebilmektedir. [Erken ve Ark] Uzamis atak hastalarin %5’inden azinda
goriilmektedir. Yapilan ponksiyonda yogun notrofil hakimiyeti goriilmektedir. En
¢ok kalga ve diz eklemi tutulmaktadir, akut monoartrit seklinde ve siklikla hasar
birakmaksizin kendiliginden diizelir. [Akko¢ ve Ark] Eklem bulgular, Kuzey
Afrikali Yahudi hastalarinin yaklasik %75’inde goriiliirken diger etnik gruplarda
daha diisiik siklikla goriilmektedir. Bu oran; Araplarda %40, Ermenilerde %20,
Tiirklerde %47,4-65 olarak bildirilmistir. Hastalarin yaklasik %16’sinda ilk belirti
olarak bildirilmistir. [Alghamdi ve Ark]

Cok nadiren oligo veya poliartikiiler tipte eklem tutulumu ve uzamis artritler
goriilebilir. Birka¢ ay ya da yili bulan ancak yine kendiliginden ve sekelsiz kaybolan
bu kronik seyirli artritlerin %5 kadarinda geriye doniisiimsiiz degisiklikler ortaya
cikabilir, hatta artroplasti endikasyonu konulabilir. Eklem rahatsizlig1, sislik ve 1s1
artis1 olmaksizin siddetli eklem agrisinin goriilmesi seklinde artiritsiz artralji olarak
da gortlebilir. [Schnappaut ve Ark] Cekilen direkt grafide yumusak doku sisligi
disinda herhangi bir patolojik bulguya rastlanmaz.
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5. Miyalji
FMF hastalarinda gozlenen miyalji ataklar1 genellikle el ve ayaklarda goriiliir,
bunun yaninda artrit’te eslik edebilir. Toplumumuzda gozlenen miyalji siklig1
%11,5-39,6 olarak gosterilmistir. Egzersizle tetiklenen miyaljiye ates eslik etmez ve

dinlenme ile gegen baldir ve ayak agris1 6n plandadir. [Ricci ve Ark]

6. Plorezi

Ploreziye baglh agri aniden ortaya ¢ikar. Ataklar sirasinda plevra tutulumu
Yahudi, Arap hastalarin %40’inda, Tiirk hastalarinin %30’unda goriiliir; buna
karsilik bu oran Ermenilerde %350’yi asmaktadir. Genellikle 24-48 saat icinde
diizelmesi beklenir. [Korkmaz ve Ark] Ancak plorezi bir hafta gibi uzun bir siire
devam edebilir. Olgularin %5’inde AAA’nin 6nde gelen klinik bulgusunu olarak
ortaya cikabilir. Plorezi genelde tek tarafli olup soluk alip verme agrilidir.
Oskiiltasyonda tutulan tarafta solunum sesleri siklikla azalmistir ve plevral siirtiinme
sesi duyulabilir. Radyografide kostofrenik siniiste gecici effiizyon veya atelektazi
goriilebilir. [Ozen ve Ark] Genellikle plorezi olan hastalarda karin agrisida
mevcuttur. Bir hafta kadar siirebilir kalici hasar birakmadan iyilesir. Perikarditle

birlikte goriilen plorezi olgularida bildirilmistir. [Heilig ve Ark]

7. Cilt Bulgular

AAA’Il hastalarda goriilen en tipik cilt lezyonu erizipel benzeri eritemdir. Bu
bulgunun goriilme sikligr %3 ile %46 arasinda degismektedir, ancak daha da sik
goriildiigli dustiniilmektedir. Erizipel benzeri lezyon leylak rengine kagan bir renk
alan dokiintiidiir. Genellikle ayagin arka tarafinda ya da ayak bileginin hemen altinda
goriiliir ve selliillite benzer, hassastir. Atesli bir epizot, artrit gibi bir bulgunun
ardindan veya bu bulgularla birlikte es zamanl ortaya ¢ikabilir. Genellikle 2-3 giin
icinde solar. AAA’l hastalarda goriilen diger dermatolojik lezyonlar arasinda
subkutan nodiiller, nonspesifik purpura, biilloz lezyonlar, anjiyondrotik 6dem,
pnomokok seliiliti, tekrarlayici piyoderma, panikiilit ve kiitandz vaskiilit sayilabilir.

[Corsia ve Ark]
8. Vaskiilit

Ailesel Akdeniz Atesi’nin seyri sirasinda vaskiilitlere rastlanilir. AAA’da en sik
goriilen vaskiilit Henoch-Schonlein purpurasidir (HSP). Diger sik goriilen bir
vaskiilit tablosu ise poliarteritis nodoza’dir. AAA tanili kisilerde PAN daha erken

yaslarda ve genellikle hastaligin seyri esnasinda goriliir. Perirenal hematom, myalji
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ve deri alt1 nodiiller daha sik goriilebilir. PAN’11 hastalar degerlendirilirken ¢ocukluk
ve genclik c¢aglarinda ortaya ¢ikma durumuna gore AAA olasiligi da mutlaka
sorgulanmalidir. AAA ve Behget’in baz1 6zellikleri birbirine benzer ve birlikte
goriildiiklerini bildiren ¢alismalar mevcuttur ancak aralarindaki iliski net olarak
gosterilememistir. [Beheshtian ve Ark]

AAA hastalarinda egzersiz ile ortaya ¢ikan ve dinlenme yada NSAID ilaglarla
gecen gecici bir alt ekstremite agris1 seklinde hafif formdaki kas agrilarindan
yakinirlar genelde agr1 2 giinden kisa stirer ve daha ¢ok geceleri siddetlenir. AAA’de
saptanan bir diger vaskiilit uzamig febril miyaljidir. Hastalarinin yaklasik %0,5’inde
goriir. Ataklarin goriilmedigi donemde belirgin olarak alt ekstremite kaslarinda agri
ortaya cikar. [Yildiz ve Ark] Buna yliksek ates ve diiskiinliik yaratan myalji eslik
eder. Kortikosteroid tedavisine yanit verir. Yiikselmis sedimentasyon hizi, hafif
l6kositoz ve poliklonal hiperglobulinemi mevcuttur. Uzamig febril miyalji
bulgularinda c¢ogunlukla eklem olmaz ve kas enzim diizeyleri, elektromiyografik
incelemeler ve kas biyopsisi normal sinirlarda ¢ikabilir. Tedavi edilmezse 6 haftaya

kadar stirebilir. [Arpact ve Ark]
9. Splenomegali ve Hepatomegali

Olgularin  %40’inda splenomegali, %20’sinde hepatomegali, %6’sinda ise
Lenfadenopati goriilmektedir. Splenomegali inflamatuar siirecin sonucu olarak
degerlendirilmektedir. LAP biyopsileri reaktif hiperplaziyle uyumlu bulunmustur.
[Oktenli ve Ark]

Cocuk hasta grubuyla ilgili bir ¢alismada splenomegali %34, hepatomegali %3
bulunmustur. Yine Israil’den yapilan bir ¢alismada kosta kenarinin altinda 5 cm’lik
splenomegali hastalarin yaklasik %30’unda tespit edilmistir, diger serilerde bu oran
%10-60 olarak bildirilmektedir. Cogu olguda biylimiis dalak, siiregelen
inflamasyona reaktif bir durumdur. Nadiren, amiloid’in dalakta birikimine yada
amiloid karaciger hastaligina baglanabilmektedir. Hi¢ bir calisma, FMF ile
nonamyloid karaciger hastaligi arasinda bir iligski oldugunu gostermemistir. Ancak,

cok sayida olgu raporu bu tiir bir iliskiyi diisiindiirmektedir. [Ryan ve Ark]
10. Akut Skrotum

AAA’ll hastalarin kiiclik bir boliimiinde akut skrotal inflamasyon goriiliir.
Cocuklarda ve genc eriskinlerde daha sik goriiliir.( <%35) Prepubertal erkek

hastalarda ilk yakinma olarak ortaya c¢ikabilir. Tunika vaginalis inflamasyonu ile
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genellikle tek tarafli agr1 ve kizariklikla seyreden akut skrotum seyri ortaya ¢ikar. Bu
vakalarda yaklagik 12 saatte giderek artan agri, ates, skrotal sisme ve 6dem olusur.
FMF’in ilk belirtisi ise torsiyon ile karigabilir, FMF tanis1 gozden kagabilir. USG ve
Doopler USG ile diger patolojiler dislanabilir. Nadiren tekrarlayan akut skrotal
ataklar ile hidrosel, adezyon ve kan damarlarinda strongiilasyon ile nekroz gelisip

orsiektomiye giden vakalar bildirilmistir. [Akkog ve Ark]

11. Norolojik Tutulum

Merkezi sinir sistemi tutulumu hastalarda sik goriilmez. Daha ¢ok ataklara eslik
eden bas agrisisikayeti mevcuttur. Nadiren aseptik menenjit, febril konviilzyonlar ve
EEG anormallikleri de goriilebilir. Buna ek olarak optik norit ve psddotumorserebri
de bildirilmistir. [Grandemange ve Ark]

Pelvik Tutulum

Kadin AAA hastalarinda dogurganlik olumsuz olarak etkilenebilmektedir.
Bunun nedeninin inflamasyona ikincil olarak gelisen pelvik yapisikliklar veya

abdominal ataklar sonucunda gelisen diisiikler oldugu sanilmaktadir. [Chae ve Ark]

12. Amiloidoz

Ailesel Akdeniz Atesi’nin en onemli ve klinik gidisi belirleyen komplikasyonu
AA tipinde amiloidozdur. AA tip amiloidozun Oncii proteini karacigerde iiretilen
akut faz reaktanlarindan serum amiloid A’nin bir parcalanma {iriini oldugu
diisiiniilmektedir. AAA’da goriilen amiloidozun siklig1 iilkeden iilkeye farklilik
gostermektedir. Amiloidoz ¢ogunlukla 40 yasindan once gelisir. Tedavide 40 yasin
tizerindeki AAA hastalarinda amiloidoz goriilme oran1 %75 olarak bildirilmis ancak
kolsisin kullanilmaya baslandiktan sonra, amiloidoz gelisme riski %5’e kadar
gerilemistir. Amiloidoz nedeniyle Glen hastalarin %90°1 40 yasin altindadir.
Amiloidoz erkek ¢cocuklarinda daha fazla goriilmektedir. [S6zeri ve Ark]

Amiloidozun siklila homozigot M694V mutasyonunda gorildiigli saptanmaistir.
En son caligmalar, Tirk FMF hastalarinin sadece %7-13’linde amiloidoz varligin
gostermektedir. [Soriano ve Ark]

AAA’ya ikincil olarak goriilen amiloidoz gelisimi i¢in tipik akut ataklara ihtiyac
yoktur. Amiloidozun iki farkli klinik tabloda ortaya ¢iktigi disilintilmektedir.
Amiloidoz iki farkli klinik ile ortaya cikar: [Bilge ve Ark]
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Fenotip I : Klasik bilinen klinik tablo ile birlikte amiloidoz vardir;
Fenotip II: Hastanin, amiloidozu agiklayacak herhangi bir klinik tablo ya da AAA
bulgular1 olmadan, dogrudan amiloidoz tablosu ile presente oldugu durumdur.
Diizenli kolsisin kullanan bireylerde ise amiloidoz gelismemektedir. Kolsisin
tedavisi altinda amiloidozun gelismedigi ve geriledigi bildirilmektedir. AAA’da
olusan amiloidozun hastalik alevlenmelerinin sikligi, siiresi ve siddetinden bagimsiz
oldugu gosterilmistir. Tip2 amiloidozun Tip 1 amiloidoza goére prognozu daha
kotiidiir. Amiloidoz en sik olarak bdbrekleri tutar. Bobreklerin disinda barsaklar,
karaciger, dalak, bobrekiistii bezleri, ve daha az siklikla da kalp, akciger, mide, tiroit
ve testisleride tutabilir. Bunlarin sonucunda malabsorbsiyon, pulmoner
hipertansiyon, adrenal yetmezlik goriilebilir. [Ebadi ve Ark] Sistemik AAA
amiloidozu diger amiloidoz tiplerinin aksine ndropati veya artropatiye neden olmaz.
Amiloidozda tan1 yontemi olarak renal, rektal biyopsi ya da ginjival biyopsi
kullanilmaktadir. (sensivite oranlari renal biopside %88 ve rektal biopside %75
oldugu, gingival biopside %19). Kemik iligi biopsilerinin ve abdominal yag dokusu
aspiratlarin da AAA aranmasi i¢in uygun yontemler oldugunu bildiren yayinlar
vardir. Kemik iligi biyopsisi rektal biopsiye yakin bir sensivite gdosterirken,
abdominal yag aspirati incelemesi yonteminin sensivite orani ¢ok diisiiktiir. SAA1 ve
SAA2, sekonder amiloid plaklariin ana kompenenti olan AAl ve AA2 serum
onciilleridir.  SAA’nin  uzamis yiiksek plazma seviyeleri AA proteinlerinin
depolanmasima yol agmaktaysa da bu yuksek SAA konsantrasyonu tek basina
amiloidoz gelisimi igin yetersizdir. Amiloidogenezde SAA geninin polimorfizmi

tizerinde tartismalar halen devam etmektedir. [Giancane ve Ark]

Amiloidozun seyri; preklinik, proteinurik, nefrotik ve uremik olmak uzere 4
doneme ayrilir. AAA atesi olan hastalarda, nefritik bir idrar sedimenti olmaksizin,
surekli proteinurinin varligi amiloidozu dusundurmelidir. Amiloidoz gelismesinden
kronik bobrek yetmezligi gelismesine dek gecen siire fenotip 1 hastalarda 4,8 yil,
fenotip II hastalarda 3 yildir. [Rowezenio ve Ark] Proteiniiri miktar1 ile amiloid
birikiminin glomeriiler dagilimi ve derecesi arasinda bir korelasyon yoktur.
Amiloidozlu hastalara kronik bobrek yetersizligi doneminde tedavi amagli bobrek
aktarimi yapilabilmekte ve kolsisin degistirilmis bobregi ikincil amiloidozdan
korumaktadir. Ailesel Akdeniz Atesi’nin gidisi sirasinda nadir olarak glomeriilonefrit

gibi amiloidoz dig1 bobrek patolojileri de goriilebilmektedir. [Sozeri ve Ark]

15



Amiloidoz Dis1 Glomerulopatiler
Ailevi Akdeniz Atesli hastalarda ayrica IgM nefropatisi, IgA nefropatisi, fokal
ve difuz glomerulonefrit, mezenjial proliferatif glomerulonefrit ve hizli ilerleyen

glomeriilonefritte de bildirilmistir. [Chae ve Ark]

13. Diger Bulgular

AAA hastalifinda goriilen bulgularin pek cogu AAA’ya 6zgli degildir ve
bulgularin pekcok hastalikta da goriilebilir, bu durum hastaligin tanisinda zorluklar
yaratmaktadir. AAA tanisinda kullanilmakta olan testler ve bu testlerin sensitivite ve
spesifisite degerleri tablo 4’te gosterilmistir. AAA’ nin tan1 koydurucu ve 6zgiin olan
bir laboratuar verisi bulunmamaktadir. [Balc1 ve Ark] Atak esnasinda akut faz
proteinleri diizeyleri yiikselmekte ve ve ataksiz donemde normale donmekte ya da en
az lgte ikisinde anlaml diisiis goriilmektedir. Hastalarin tiimiinde C reaktif protein
atak doneminde yiikselirken, eritrosit ¢cokme hizi %90'inda, fibrinojen %60'inda
artmakta ve 10kositoz ise hastalarin %50'sinde ortaya ¢ikmaktadir. Ataklar sirasinda
trombositoz goriilmemekte ve ferritin diizeylerinde artis goriilmemektedir. [Ben-
Chetrit ve Ark]

Atak sirasinda gecici albiiminiiri ve hematiirilere rastlanabilmektedir. Devam
eden proteiniiri varliginda amiloidoz akla gelmektedir. Tanida patolojinin yerine
bakildiginda, akut ataklarin ¢arpici klinik tablosuna karsin spesifik patolojik bulgular
saptanmaz. Laporotomi yapilirsa nétrofilleri baskin olarak igeren bir eksiida ile
birlikte akut periton inflamasyonu saptanir. Plevral ve sinovyal inflamasyonda da
spesifik patolojik degisiklikler gézlenmez. Amiloidoz gelismisse, amiloid birikimi
daha cok arteriollerin intima ve mediasinda, veniillerin subendotelyal bolgesinde,
glomeriillerde ve dalakta gozlenir. [Akkog ve Ark]

Amiloid birikintileri, hematoksilen-eosin boyasi ile pembeye boyanir, kristal
moru ile metakromazi gosterir, Kongo kirmizisi ile polarize mikroskop altinda yesil
ciftekirilganlik gosterir. Son yillarda gelistirilmis olan ancak heniiz iilkemizde
olmayan iyot-123 isaretli serum amiloid P (SAP) sintigrafisinin amiloidozun hem
tanisinda hem de izleminde oldukg¢a degerli bir yontemdir. [Ben-Chetrit ve Ark]
Biyopsinin negatif sonuglandigi olgularda bu yontemle tanikonmasinin yaninda
amiloidozun doku ve organlardaki yayilimi da degerlendirilebilmekte ve tedaviye
yanit izlenebilmektedir Ge¢miste kullanilmis olan metaraminol provakasyon testi ve
dopamin B-hidroksilaz 6l¢limii gibi testler tehlikeli ve faydasiz olduklarindan terk

edilmistir. Spesifik bir laboratuar bulgusu olmamakla birlikte, akut atakta ESH, CRP,
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SAA, fibrinojen, ndtrofil sayis1 ve beyaz kiire sayisi, IL-1, IL-6, a2 ve B globulin
diizeylerinde belirgin artis oldugu saptanmistir. Sadece atak doneminde degil atak
dist donemde de subklinik inflamasyonun SAA, IL-6, SICAM-1, IL-8 gibi
belirteclerle takip edilebilecegini gosteren ¢caligmalar mevcuttur. [Ryan ve Ark] Uzun
donem komplikasyonu olan amiloidozu izlemek i¢in hematiiri veya proteintiri takip
edilebilir. Alinan sinovyal s1v1 6rnegi vizkositesi normal, fakat bulanik ve nétrofilden
zengin, sterildir Hastanin ayr1 ayri mutlaka atak doneminde ve ataksiz donemde

degerlendirilmesi 6nem arz eder. [Bhat ve Ark]
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2.5. FENOTIP GENOTIP iLiSKiSi

FMF otozomal ¢ekinik gecis gdsteren genetik bir hastaliktir ve yatay gecisli bir
pedigri sergiler. Bu hastalifa 6zgii mutasyonlarin ¢ogu yanlis anlamh tipte olup
(Tablo 9) ¢ok azinda duplikasyon/delesyon mutasyonlari gdézlenmistir. Bunlarin
yaninda iki adet mutasyonun truncated proteine yol ac¢masiyla iliskili oldugu
bildirilmistir ve bunlar sirasiyla ekzon 2’de “Frame-shift” (¢er¢eve kaymasi, baz
insersiyonu ya da delesyonu) mutasyonu ve ekzon 10’da “nonsense mutasyon”udur

(anlamsiz mutasyon, erken stop kodonu olusmasi). [Oktenli ve Ark]

Tablo 9: AAA iliskili mutasyonlarin ¢ogu missense mutasyonlar

Protein: [ Pyrin/Marenostrin Uzunluk
Transkript pozisyonu chr 16: 3292313-3306912 14.600 bg
DNA Dizi Analizi Pozisyonu hr16: 3293426-3306872 13.447 be
Ekson/intron Numarasi Pozisyon Uzunluk (bg)
Ekson 1 3306914-3306596 317
Intron 1 3306597-3305076 1522
Ekson 2 3305077-3304443 633
Intron 2 3304444-3300066 4379
Ekson 3 3300067-3299716 350
Intron 3 3299717-3299290 428
Ekson 4 3299291-3299194 96

Intron 4 3299195-3297532 1664
Ekson 5 3297533-3297301 231

Intron 5 3297302-3296833 470
Ekson 6 3296834-3296810 23

Intron 6 3296811-3294874 1938
Ekson7 3294875-3294758 116

Intron 7 3294759-3294572 188
Ekson 8 3294573-3294539 33

Intron 8 3294540-3294178 363
Ekson 9 3294179-3294148 30

Intron 9 3294149-3293983 167
Ekson 10 3293984-3292313 1670

Eksonlar Toplami mRNA 3499

Mutasyonlar nedeniyle aminoasit dizisinde degisiklikler meydana gelir ve
proteinin yapist ile fonksiyonu degisime ugrar. Hastaliga neden olan mutasyonlarin
¢ogu pirin proteininin B30.2 bolgesini kodlayan yerde bulunmaktadir. Bu bolgenin
protein iglevinde olduk¢ca Onemli bir bolge oldugu disiliniilmektedir. Biitiin
otoinflamatuar hastalik iliskili genlerinde goriilen degisikliklerin toplandigi

“infevers” veritabanina gére MEFV geninde 246 degisiklik tanimlanmistir. Bu
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degisikliklerden 79 tanesi ekzon 2 {izerinde, 73 tanesi ise ekzon 10 iizerinde
bulunmaktadir. Bu iki ekzonda yer alan M680I, M694V, M6941, V726A ve E148Q
AAA hastalarindaki mutasyonlarin %74 iinii olusturmaktadir. M694V mutasyonunun
homozigot goriilmesi hastaligin agir seyretmesine (belirtilerin erken yasta goriilmeye
baslanmasi, ataklarin kisa araliklarla tekrarlanmasi, tedavi amaciyla yiiksek dozlarda
kolsisin kullanma zorunlulugu gibi) ve amiloidoz gelisimi arasinda bag kurulmustur.
[15, 36, 39, 46] MEVF geni 16. Kromozomun kisa kolunda konumlanan, 10
ekzonluk orta blytkliikte (yaklastk 10 kb) ve 781 aminoasitlik bir proteini
kodlamaktadir. Bu proteine uluslararasi konsorsiyum grubu tarafindan ates anlamina
gelen pyrin, Fransiz grup tarafindan ise Latince “bizim deniz” anlamina gelen “mare
nostrum” kelimelerinden olusan marenostrin adi verilmistir. Her iki isim de
giiniimiizde halen kullanmaktadir. [Samuels ve Ark] Bilindigi gibi mutasyonlu genin
tirettigi mutant protein, notrofillerin yol actigr inflamasyonu baskilayamamakta ve
sonu¢ olarak ataklar ortaya ¢ikmaktadir. Patojenik MEFV gen mutasyonlarinin ¢ogu
genin karboksi terminal ucunda bulunan ekzon 10°da tespit edilmistir. Her iki
konsorsiyumda da 3 benzer M680I, M694V, V726A mutasyonlarin1 bildirmiglerdir.

[Rowenzenio ve Ark]
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Tablo 10: Farkh Toplumlardaki Mutasyonlar

n  M694V V726A M680I M694l E148Q Diger/

Bilinmeyen
Araplar 706 141 99 99 85 42 290
Ermeniler 6000 2586 1140 955 20 112 1187
Giritliler 142 39  § 0 10 20 66
Kibrishlar 68 12 17 0 2 5 32
Fransizlar 86 - 0 0 4 6 72
Yunanllar 304 80 21 39 8 19 137
italyanlar 62 10 3 6 5 11 27
Yahudiler 1302 847 39 13 0 65 137
Urdiinliiler 110 27 15 10 2 5 51
Liiblanhlar 1116 194 124 47 82 53 616
ispanyollar 100 12 1 0 4 5 78
Suriyeliler 166 76 23 16 8 10 33
Tunuslular 278 29 5 34 14 19 177
Tirkler 1390 626 153 181 97 28 305
Toplam 11830 4683 1647 1350 341 400 3409

Saptanmis olan ilk 4 mutasyon (M680I, M694l, M694V, V726A) tiim etnik
gruplardan AAA olgularinin %85’inde saptanmistir. Bu mutasyonlar Anadolu
Tiirklerinde heterojen dagilim gdsterir. MEFV genindeki mutasyonlarin %74 lik
kismin1 2. ekzonda yeralan E148Q olusturmaktadir ve tiim etnik gruplarda
saptanmistir. Bugiine kadar hastalikla iligkili oldugu saptanan mutasyonlar sekil 3’de
verilmistir. Bu mutasyonlar tasiyict kromozomlarin %80-85’inde bulunmaktadir.
Dolayist ile AAA klinigi olan hastalarin beste birinde tek mutasyon saptanabilmekte
(tastyici), ya da bilinen mutasyonlardan higbiri goriilmemektedir. Bu nedenle genetik
tam yontemlerinin tan1 koymadaki yeri smirlidir. [Savic ve Ark] Ozellikle Ekzon
10°daki mutasyonlara, farkli oranlarda da olsa, hastalik riski tagiyan toplumlarin
timiinde rastlanmigtir. M694V mutasyonu o&zellikle Sefard Yahudilerinde %380
oraninda goriilmektedir. Homozigot M694V mutasyonunun daha agir klinik seyir ve

amiloidoz gelisimi ile iliskisi tartisilmaktadir. Askenazi Yahudilerinde en sik goriilen
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mutasyon E148Q iken M694V mutasyonu bu etnik grupta ancak %?2loraninda
goriilmektedir.M694V mutasyonu Araplarda da daha az siklikladir. Ermenilerde %56

oraninda goriilmektedir. [Rowenzenio ve Ark]

M&34V V726A

Tunisians Tunisians
Symans Syvians
French French
Jews Jews
Cypricts Cypricts
Turics Turks
Arabs Asabs
Lebanese Lebanese
Greeks Greeks
Armenians Armenians.
Jordeanians Jordhanians
Ralians Italians
Spaniards Span:ards
Cretans Cretans

0 20 40 €0 80 o 10 20 30

100

Sekil 3: Hastalikla Iliskili Mutasyonlar

Farkli 14 toplumun tim AAA vakalarinda saptanan MEFV mutasyonlarinin
siklig1 %71,2 ve ayr ayn bakildiginda, M694V (39.6%), V726A (13.9%), M680I1
(11.4%), E148Q (3.4%), M6941 (2.9%) olarak bildirilmistir. Tiirk hastalarda M694V
sikligi %51,4, M680I %14,4, V726A 9%8,6 saptanmistir. Irklara 6zel bazi nadir
mutasyonlar da goriilebilmektedir, 6rnegin Liibnanl bireylerde T1771, S108R ve
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E474K, Bati Avrupada [159T, Yunan bireylerde E225K, Giritli bireylerde S702C
mutasyonlar1  verilebilir. M694V  homozigotlugunun Askhnezi olmayan
Yahudi’lerde, Araplarda ve Ermenilerde siddetli hastalik varlig: ile iligkili oldugu

gosterilmistir. [Y1lmaz ve Ark]

2.6. GENETIK VE PATOLOJI

AAA hastaliginin genetik temeline yonelik Snemli ilerlemeler olmussada
patogenezi tam olarak aydinlatilanmamistir. Mutant MEFV gen iiriinii olan pirinin
veya marenostrinin bozulmus islevinin, lipokortin yetersizligi, katekolaminlerin
depolanma ve saliverilmesinde dengesizlik, C5a inhibitdr proteininin yetersizligi,
inflamatuar reaksiyonun rolii, fiziksel ve duygusal stres, adet, enfeksiyonlarin ve
yiiksek yagli diyetin ataklarda rolii oldugu one siiriilmistiir. Hastaligin genetik
gecisinin ve 16. kromozomda (16p13.3) MEFV gen mutasyonunun kanitlanmasi
1997 yilinda olmustur. Bu gen 781 aminoasitten olusan ve piirin veya meranostrin
olarak adlandirilan proteini kodlar. Piirin molekiilii dort farkli kisimdan olusmaktadir

[Balc1 ve Ark](Sekil 4).

Sekil 4: Piirin proteininin yapisi. AAA da inflamatuar siirece neden olan
etkilenme B 30.2 kisminda ger¢geklesmektedir

Piirin proteininin goérevi inflamasyonu engellemektir ve bu gérevini nétrofiller
aracilifiyla yerine getirir. Piirin molekiiliiniin antiinflamatuar etkisinin yaninda
apoptoz mekanizmasini aktiflestirme gorevi de mevcuttur. Piirin molekiiliiniin pirin
parcasi, “apoptosisassociated speck-like protein with a caspase recruitment
domain”(ASC, apoptozis nokta benzeri protein)’e baglanarak apoptozisi aktive eder.
Piirin molekiilinde olugsan bir defekt apoptozis mekanizmasini baskilar. Ayni
zamanda antiinflamatuar etkisi de ortadan kalkar ve patogenezde cesitli teorilerin
sonu¢ mekanizmasi olarak gerceklesen IL-18 aktivasyonu sonucu inflamatuar siireg

aktive olur. [Rowenzenio ve Ark]
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Sekil 5: Katekolamin metabolizma bozuklugu ve inflamasyonsal cevap

1997 yilinda MEFV gen mutasyonunun saptanmasindan sonra 300’den fazla
MEFV sekans varyantinin oldugu saptanmigtir. 2012 yilinda yayinlanan herediter
tekrarlayan ateslerin genetik tamist1 kilavuzunda degerlendirilen 14 MEFV
mutasyonunda 9 tanesi patojen olarak (M694V, M6941, M680I, V726A, R761H,
A744S, 1692del, E167D ve T267I), 5 tanesi de 6nemi heniiz bilinmeyen variant
(E148Q, K695R, P369S, E479L ve I591T) olarak belirtilmistir. M680I, M694V,
M6941, V726A ve EI148Q mutasyonlarmin Orta Dogu toplumlarinda tiim
mutasyonlarin %85’inden fazlasini kapsadigi saptanmustir. [tufan ve Ark] Ulkemizde
saptanan en sik rastlanan mutasyon M694V (%51,4), ikinci sirada ise M680I (%14,4)
olarak belirtilmistir. Farkli toplumlarda en sik mutasyon tipi farklilik gdstermekle
beraber amiloidoz gelisen hastalarda en sik M694V mutasyonu saptanmistir. Bu
sonugla M694V mutasyonunun amiloidoz riskini arttirdig1 diisiiniilse de lilkemizde
yapilan Tirk AAA ¢alisma grubunun ¢alismasinda anlamli bir risk olusturmadigi
belirtilmistir. Bununla birlikte yurtdisi kaynakli yapilan bir c¢alismada M694V
mutasyonu tasiyan hastalarda amiloidoz siklig1 ve ser6z tutulum bulgularinin daha
stk oldugu saptanmistir. Sonug olarak AAA patogenez ve genotip-fenotip iligkisi
acisindan tam olarak aydinlatilabilmis bir hastalik degildir. Bu nedenle siirecte
cevresel ve epigenetik faktorlerin de daha fazla degerlendirilmesine ihtiyag

duyulmaktadir. [Ryan ve Ark]
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Sekil 6: Pirin proteinin sematik goriiniimii
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Sekil 7: Pirin proteininin inflamasyondaki rolii
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Insan monosit hiicrelerinde yapilan deneysel calismalarda pirin islevinin
baskilanmasi ile bazilarinda IL-1f salgilanmasi artmis bazilarinda ise baskilanmastir.
Pirin’in antiinflamatuar bir protein mi yoksa proinflamatuar bir protein mi oldugu,
mutasyonlarin islev kaybina mi yoksa islev kazanimina mi yol ac¢tigi heniiz tam

olarak aydinlatilamamuistir. [Corsia ve Ark]

e Ailevi Akdeniz atesi ve notrofil aktivasyonu

AAA hastalifinda serozal dokular1 etkileyen inflamasyon 6nemli bir 6zellik
olup, calismalar serozal yiizeylerde olusan inflamatuar cevapta notrofilleri
gostermektedir. Ataklar sirasinda inflamasyon bolgesine gelen noétrofillerden
kemotaktik faktorler salinmakta bunun etkisiyle bolgeye daha fazla ndtrofil
toplanmasi1 saglanmakta, boylece inflamasyonun siddeti artmaktadir. Dengeleyici,
karsit mekanizmanin yoklugunda, Onemsiz inflamasyonel uyarilara siddetli
inflamatuar yanitlarin olusmasi s6z konusu olacaktir. [Berkun ve Ark] AAA’ I
hastalarin notrofil islevleri ile ilgili calismalarda AAA hastalarinin nétrofillerinin de
normal morfoloji, kemotaksis, fagositoz ve mikrotiibiiller islev gosterdikleri fakat
AAA olmayan hastalarin nétrofilleri ile karsilastirildignda bazi islevsel farkliliklar
oldugu saptanmistir. Yine belirti géstermeyen AAA hastalarin nétrofillerinin 1s1 ve
hipotonik uyarilar karsisinda normalden fazla lizozom salgiladiklar1 saptanmustir.
AAA’I hastalarda interlokin 8 (IL-8), ¢6ziinebilir interselliiler adhezyon molekiilii 1
(sICAM 1) ve ¢oziinebilir endotelyal adezyon molekiilii 1 (SELAM 1) seviyeleri
yiiksek bulunmustur. [Ben-Cherrit ve Ark] Bundan dolayr da AAA hastaliginda
nétrofillerin artmis adhezyon yoluyla aktive oldugu one siiriilmiistiir. AAA ataklari
esnasinda timor nekroz faktoriiniin (TNF-a) artmadigi, aksine remisyonda arttigi
bildirilmistir. TNF-a’nin yar1 dmriiniin ¢ok kisa olmasit ve TNF f{ireten hiicrelerin
atak sirasinda asir1 aktif duruma gecip ¢ok kisa zamanda yorulmalari atak sirasindaki
TNF-alfa distikliiglinin nedeni olabilir. Aktif donemde, ¢ozlinebilir TNF

reseptorlerinin seviyesi ise yliksek bulunmustur. [Skendros ve Ark](Sekil 8)
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Sekil 8: Notrafil Kemotaksisi

Akut atak sirasinda IL 1 aktivitesininde azaldig1 bildirilmistir. Bir ¢alismada ise
ataksiz donemlerle karsilagtirdiginda ataklarda TNF-a, IL-1 reseptor antagonisti,
IL1B konsantrasyonunlart degisiklik gostermemistir. Bunun aksine IL-6 diizeyinde
anlamli artiglar bildirilmistir, bu bulgular ataklarin olusumunda IL-6’nin énemli bir
rol oynayacagmi diisiindiirmektedir. Sitokin konsantrasyon degisikliklerin higbirisi

AAA’ya 6zgiin degildir. [Ricci ve Ark]

e Pirin ve Inflamasyonun baskilanmasi

Otozomal ¢ekinik gegisli olan AAA hastaligina neden MEFV tarafindan
kodlanan protein, uluslararas1 FMF grubu tarafinca Pirin, Fransiz grubu tarafindan da
Marenostrin (Marenostrum: Akdeniz) olarak isimlendirilmistir. Pirin proteinin
l6kositler tlizerinde otoregiilatuar bir rol oynadigi diisiiniilmektedir. Pirin primer
olarak nétrofillerde, eosinofillerde ve sitokinle aktive edilmis monositlerde eksprese
edilmektedir. [Heilig ve Ark] Pirin’in 781 aminoasiden olusan, arjinin ve 16sin
aminoasit rezidiilerinin %13’ {inii teskil ettigi 86 kDa molekiil agirliginda olan,
pozitif yiiklii bir proteindir. Pirin dort farkli domain icermektedir. Bu domainler PyD,
B30.2 (C terminalinde lokalize), B-box ve coiled-coil (CC) domainleridir. AAA’nin
agir inflamasyonla karakterize bir hastalik olusu, MEFV geninin yalnizca
notrofillerde ifadelenmesi ve pirinin hiicre ¢ekirdegine ait olmasindan yola ¢ikilarak
pirin islevinin ve AAA mutasyonlarinin etkileri ile ilgili hipotezler gelistirilmistir.

[Rowezenio ve Ark](Sekil 9).
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Sekil 9: Pirin Domainleri

Normal kosullarda nétrofillerin aracilik ettigi inflamasyonu baskilayarak
inflamasyonu kontrol altinda tutan bu proteinin geninde olusacak mutasyonlar pirinin
gorevini yapamamasina ve inflamasyon kontroliiniin bozulmasina neden olur. Buna
gore pirinin normal islevi notrofil kaynakli inflamasyonun, biiyiik olasilikla yine
notrofil diizeyinde baskilanmasidir. [Korkmaz ve Ark] AAA’nin ¢ekinik olarak
kalitim gostermesi mutasyonlarin iglev kaybina neden oldugu disiintilmektedir.
Pirinin terminal domaini PyD ‘den apoptozis iliskili speck protein (ASC) ile
etkilesime girer. Pirinle iliskide olan ASC proteini caspase-1 ile etkilesime girerek
apoptozise neden olur. Mutant pirin molekiiliiniin ASC ile etkilesiminde yukarida
bahsedilen mekanizmanin bozulmasi ile IL-1 iiretiminin artmast ve lokositlerde
apoptozisin baskilanmasiyla inflamasyon kontrol edilemeyecektir. Ataklarin doku

Ozelinde goriilmesi belki de bazi hiicre disi ajanlarin serozal veya sinovyal



membranlara yonelim gostermesi ya da pirinin serozal veya sinovyal vaskiiler
yataklar1 hedef alan bir yapisma (adezyon) molekiiliiniin ifadelenmesine neden
oldugu varsayim ile agiklanabilir. [Oktenli ve Ark] Mutasyona ugramis MEFV geni
iirtinii, serdz zarlar1 seven tetikleyici bir ekzojen ajanin buralara gegisini veya
notrofillerin tizerindeki adhezyon molekiillerinin ekspresyon diizeyini degistirerek
nétrofillrerin bu dokulara dogru hareketlenmesinde rol oynuyor olabilir Ozetle pyrin
proteini ile IL-18 gibi inflamasyonda 6nemli rol oynayan bazi sitokinler ve NF-KB
gibi apoptozdan sorumlu sinyal molekiilleri arasinda iliski oldugu diisiiniilmektedir.
Ailesel Akdeniz Atesi’nde oldugu gibi MEFV geninde bir mutasyonun ortaya
¢ikmasi inflamasyona neden olan IL-1B’nin sentezlenmesini uyarir ve apoptoz
baskilanir. Dolayis1 ile ufak uyaranlar sonucu artmis iltihap yanit (ataklar) gézlenir
[Grandemange ve Ark](Sekil 10,11).
Bilinen Mutasyonlar Me9al R761H
El48Q Mée94av

{695R

V726A  ATaas

COOH

e EF

b-zip basic B-box alfa heliks domaini B30.2

likleer lokalizasyon Sinyali

Muhtemel
Molekiiller aras: etkilesim  Cekirdege Bilinmiyor

Fonksiyonlar
v Protein-protein Taginma

DNA ile etkilegsim?
Protein DNA etkilesimi

Sekil 10: AAA mutasyonlariin ¢ogu B30.2 domaininde bulunur.
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3.GEREC ve YONTEM

Calismaya 2016-2020 tarihleri arasinda Tibbi Genetik poliklinige bagvuran ve
Tel Hashomer kriterlerine gore tant konulan 300 hasta dahil edilmistir. Bu hastalarin
klinik bulgular1 major kriterler (serozitli tekrarlayan atesli ataklar, AA tipi amiloidoz,
kolsisine olumlu yanit) ve minor kriterler (tekrarlayan atesli ataklar, erizipel benzeri
eritem, birinci derece akrabada FMF) olarak kaydedilmistir. Toplanan hastalardan
EDTA I tiipler ile toplanmig periferik kanlarindan DNA izolasyonlar1 yapilmis ve
elde edilen DNA’lardan pyrosequencing yontemi ile MEFV gen taramas1 yapilmaistir.

Kullanilan ydntem DNA Dizi Analizi; Gen yapist ve genetik kontrol
mekanizmalar1 hakkinda ¢ok sayida bilgi edinmemizi saglamistir.
Ozellikle kalitsal hastaliklarin meydana gelme ve tedavi siiregleriyle ilgili
mekanizmalarin anlagilmas1 ic¢in, arastirma yapilan konuya etki eden gen
bolgelerinin belirlenmesi gerekir. Bu nedenle DNA dizileme yapilmasi, tedavi
stirecinin baglangic1 ve devaminda izlenecek yolu belirleyen en 6nemli faktordiir.
DNA dizileme yontemi ile bir¢ok canli tiiriiniin tiim genom haritalar1 tanimlanmustir.
Siklikla gen mutasyonlari (delesyon, inversiyon vb.) tespiti ya da rekombinant DNA
olusum yapilariin tayininde kullanilir.
Preimplantasyon tanisi, kalitsal hastalik tayininde siklikla kullanilmaktadir.
Kalitsal hastalik tasiyan ciftlerde tiip bebek embriyolarindan alinan DNA’lar bu
yontemle analiz edilerek tasiyic1 embriyolar elenip, genetik hastalik tagimayanlarin

dogmas1 saglanmaktadir.
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3.1 KULLANILAN CiHAZIN CALISMA PRENSIBI

FMF Pyrosequencing testi ile, E148Q, P369S, H478Y, F479L, S675N,
G678E,.M6801 (G>C), M680I (G>A), M680OL, T681I, 1692del, M694V, M694],
M694L,K695R, K695M, R717S, 1720M, V722M, V726A, A744S, ve R761H
mutasyonlart heterozigot veya homozigot olarak belirlenmektedir. Testte ¢aligilan

mutasyonlarin ekzonlara gére dagilimi Tablo 11°de gosterilmistir.

Tablo 11: Mutasyonlarin ekzonlara gore dagilimi

NO MUTASYON EKZON
1 E148Q 2
2 P3369S 3
3 H478Y 5
4 F479L 5
5 S675N 10
6 G678E 10
7 M6801 (G>C) 10
8 M6801 (G>A) 10
9 M680L 10
10 T6811 10
11 1692del 10
12 M694V 10
13 M6941 10
14 M694L 10
15 K695R 10
16 K695M 10
17 R717S 10
18 1720M 10
19 V722M 10
20 V726A 10
21 A744S 10
22 R761H 10

FMF Pyrosequencing testi ile drnek bagina bir 8’li PCR stripi kullanilarak PCR
yapilir. PCR reaksiyonundan sonra drnek basina sekiz pyrosequencing reaksiyonu

uygulanir.
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3.2 DNA ELDESI
(Hazirlik asamast icin st blogu acilip, 56°C’ye ayarlandl ).

1) Her hasta i¢in 1 adet 1,5ml.lik ependorf tiip hazirland1 ve numaralandirildi.

2) Ependorf tiiplere 200ul hasta kani, 20ul Proteinaz K, 200ul AL Buffer
konuldu.

3) Ornekler 10’ar saniye vortexlendikten sonra 1s1 blogunda, 56°C’de 10 dakika
tutuldu.

4) Orneklerin iizerine 200ul % 96-100"liik etil alkol eklenip vortexlendi.

5) Kit igerisinden ¢ikan, tek tek paketlenmis filtreli tiiplerin kapaklarina hasta
numaralar1 yazildi.

6) Ornekler, filtreli tiiplere aktarildi.

7) 8000 rpm devirde 1 dakika santrifiijlendi.

8) Ornekler(filtreli kisim), temiz collecting tiiplere aktarildi. Uzerlerine 500ul
AW1 eklendi.

9) 8000 rpm devirde 1 dakika santrifiijlendi.

10)Ornekler(filtreli kisim), temiz collecting tiiplere aktarildi. Uzerlerine 500pl
AW?2 eklendi.

11) 14000 rpm devirde 3 dakika santrifiijlendi.

12) Ornekler(filtreli kistm), bu kez collecting tiiplere degil 1,5ml.lik ependorf
tiiplere aktarildi. Bos olarak, 14000 rpm devirde 1 dakika santrifiijlendi.

13) Ornekler(filtreli kisim), hasta numaralar1 verilmis, 1,5ml.lik ependorf tiiplere
aktarildi.

14) Orneklerin iizerine 200ul Buffer AE eklendi.

15) 8000 rpm devirde 1 dakika santrifiijlendi.

16) 1,5ml.lik ependorf tiipte DNA bulunmaktadir. Filtreli kisim atildi.
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3.3 PCR

PCR ile MEFV geni ekzon 2, 3, 5, ve 10 bdlgelerinin amplifikasyonu saglanir.
PCR reaksiyonun 6rnek DNA’s1 hari¢ tiim bilesenleri 8’li PCR striplerine koyularak
kullanima hazir halde getirilmistir. Her bir tiipe 6rnek DNA’s1 eklenerek reaksiyon
hemen baslatilabilir.

Baslamadan 6nce;

Reaksiyonu hazirlamaya baslamadan 6nce DNA oOrnekleri hafif¢e vortekslendi
ve santrifiijlendi.
Prosediir:

1) Bir stripin 8 tiipiine konsantrasyonu yaklasik 2 ng/ml’ye ayarlanmis DNA
orneginden 5’er ml koyuldu. Bu sekilde ilgili DNA 6rneginden 25 ml’lik reaksiyon
basina yaklasik 10 ng konulmus olmaktadir.

2) Reaksiyonu Tablo 12’teki porotokole gore uygulandi.

Tablo 12: PCR protokolii

Aktivasyon basamagi 95°C 15 dakika
3 asamal1 dongii:

Denaturation 94°C 30 saniye
Annealing 60°C 30 saniye
Extension 72°C 30 saniye

Dongii sayist: 45
Final extension 72°C 10 dakika

3.4 PYROSEQUENCING

Baslamadan once;

- Kartugu ultra saf su ile bir kere yikayiniz ve kurumaya birakildi.

- Filter prob el iinitesini ile ultra saf su iceren kaba daldirarak vakum pompasini
ve linitenin vakum anahtar1 acildi. Bu sekilde kaptaki 70 ml suyu ¢ektirerek {initeyi
yikandi.

- Is1 blogu 80°C’ye ayarlandi ve iizerine plate holder yerlestirildi.

- Soliisyonlar1, niikleotitleri, enzim ve substrati, sekans primerlerini ve PCR

reaksiyonlar1 oda sicakligina ¢ikarildi.

3.4.1 Run Dosyasi Olusturma

1) Pyromark Q24 software ara¢ cubugundan “New run” ikonuna tiklandi.
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2) “Instrument Method” olarak kutucuga tikladiginizda karsiniza cikan tek
alternatifi se¢ildi (Pyromark Q24 Method 001 Rev. A).

3) Plate setup kisminda Q24 plate’in semasi yer almaktadir. Istediginiz assayleri
sol yandaki “Example Files” kismindan kopyalayip plate {izerine yapistirarak veya
assay lizerine tiklayip cekerek ve getirip plate lizerine birakarak yerlestirildi. Plate
kutucuklar tizerindeki ilk satirda assay ismi belirtildi.

4) Plate kutucuklar tizerindeki ikinci ve {igiincii satirlara 6rnek numarasi ve not

yazilabilir. Hazirlanmis bir plate setup 6rnegi Sekil 12°de goriilmektedir..

Sekil 12: FMF Pyrosequencing Testi i¢in hazirlanmis bir plate setup 6rnegi

6) Plate setup hazirlandiktan sonra Q24 software ara¢ ¢ubugunda “Tools”
kismina tiklaylp “Pre Run Information™ secildi. Agilan sayfa, enzim, substrat,
niikleotit miktarlar1 ve plate setup’iniz1 gosterir. Bu sayfa yazdirildi.

7) Hazirlamis oldugumuz run dosyasi bilgisayara kaydedilip, Q24 cihazinda
kullanilmak tizere USB’ye kaydedildi.

3.4.2 PCR Uriinlerinin Streptavidin Sepharose Bead’lerine immobilizasyonu
1) Streptavidin Sepharose bilyelerini iceren sise nazik bir sekilde calkalanarak

homojen bir soliisyon elde edildi.

2) Asagida gosterildigi sekilde bir mastermix hazirlandi.

Bilesen Miktar/ornek 24 drnek i¢in

Streptavidin Sepharose bilyeler 2 pl 2 x 26 =52 pl

Binding Buffer 40 pl 40 x 26 = 1040 pl

Ultrapure H,O 28 pul 28 x 26 =728 pl

Toplam 70 pl
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3) 24 kuyucuklu PCR plate’i veya strip kullanarak her bir kuyucuga 70 pl
mastermix koyuldu.

4) Run dosyasinda tanimlandig1 sekilde her bir kuyucuga 10 pl ilgili PCR iirlinii
eklendi.

5) PCR plate’inin veya striplerin kapagini sizdirma olmayacak sekilde kapatilda.

6) Plate veya stripleri birkag kere ters-yiiz ettikten sonra c¢alkalayiciya koyup ve
oda sicakliginda 1400 rpm’de 5-10 dakika ¢alkalandi.

3.4.3 Pyrosequencing icin Ornek Hazirlama

1) Q24 Plate’in her bir kuyucuguna run dosyasinda hazirlandig sekilde 2.5 pl
sekans primeri ve 22.5 pl annealing buffer koyuldu.

2) PCR plate veya striplerini ve Q24 plate’i ayni oriyantasyonda olmasina dikkat
ederek vakum caligma alaninda ilgili yerlere yerlestirildi.

3) Vakum pompasinin diigmesini ve el {initesinin iistlindeki vakum anahtari
acildi.

4) Filtre problarim1 PCR plate’in veya striplerin dikkatlice {istiine getirerek
tiiplerin i¢ine daldirip ve 15 saniye kadar tutarak bilyeleri yakalandi.

5) El {initesini %70 etanol kabina daldirarak 5 saniye bekletildi.

6) El {initesini “Denaturation Solution” igeren kaba daldirarak 5 saniye
bekletildi.

7) El {initesini “Washing Buffer” iceren kaba daldirarak 10 saniye bekletildi.

8) El {initesini dikey bicimde 90°C’yi geckin bir aciyla 5 saniye tutarak filter
problarindan sivinin uzaklastirilmasini saglandi.

9) El iinitesini Q24 plate lizerine getirip orda tutarak {initenin iistiindeki vakum
anahtarini ve vakum pompasinin diigmesini kapatildi.

10) El {initesinin problarin1 Q24 plate kuyucuklarina daldirip hafifce sallayarak
bilyeleri sekans primerini i¢ceren buffer’a birakildi.

11) El iinitesini su igeren kaba daldirarak 10 saniye calkalandu.

12) El iinitesini su iceren diger kaba daldirarak vakum pompasini ve iinitenin
vakum anahtarini acildi. Bu sekilde kaptaki 70 pl suyu ¢ektirildi.

13) El iinitesini dikey bi¢imde 90°C’yi geckin bir agiyla 5 saniye tutarak filter
problarindan sivinin uzaklastirilmasini saglandi.

14) El linitesinin vakum anahtarin1 ve vakum pompasinin diigmesini kapatildi.
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15) Q24 plate’i onceden 80°C’ye getirilmis plate holder {izerine koyarak
80°C’de 2 dakika bekletildi.

16) Q24 plate’i plate holder tizerinden kaldirarak oda sicakliginda en az 5 dakika
bekletildi.

3.4.4 Pyromark Q24’iin Cahstirilmasi

1) Pre Run information report’da yazan miktarlardaki niikleotitler, enzim ve
susbtrat1 kartusa koyuldu.

2) Kartusu yuvasina etiket size bakacak sekilde dikkatli bir sekilde sonuna kadar
iterek ve daha sonra asag1 dogru iterek yerlestirilip ve emniyet tutacagini kapatildi.

3) Plate tutacagini acip, Q24 plate’i bloga yerlestirip plate tutacagini tekrar
kapatildi

4) Run dosyasini iceren USB’yi cihazin iistiindeki USB girigine yerlestirilerek
cihaz ¢alistirildi.

5) islem sonrasi sonuglarin analizine gegildi.

3.4.5 Sonugclarin Analizi

1) Pyromark Q24’te ¢alisilmig run dosyasini igeren USB’yi bilgisayara takildu.

2) USB igerisindeki run dosyasini bilgisayarinizda uygun bir yere (mesela
“Analizler” adiyla olusturdugunuz klasore) kopyalandi.

3) Dosyaya cift tiklayarak veya Pyromark Q24 software iizerinde “File”
mentisiinden “Open”1 segerek run dosyasini agildi.

4) Run dosyasini analiz etmek i¢in sag list kdsedeki “Analyze” boliimiinden
“Analyze all wells” veya “Analyze selected wells” butonuna tiklandi.

5) Analiz raporu olusturmak i¢in software meniisiinden “Reports” boliimiinden

“SNP Full Report”u se¢ildi.

3.4.6 FMF Assay Dosyalarinin Hazirlanmasi

FMF Pyrosequencing Testinin ilk kullaniminda, assay dosyalarinin hazirlanmasi
gereklidir. Sonraki kullanimlarda ilk kullanimda hazirlanmis olan assay dosyalari
kullanilir.Baglamadan 6nce yapilacaklar;

Asagida adresi yazilmis olan Example Files klasorii igerisinde yeni bir klasor
acillip “FMF” ismi verildi. Bu sekilde hazirlanmis olan assay dosyalart Q24
software’in sol tarafinda “Example Files” altinda goriildii.

C:\Program Files\Qiagen\PyroMark Q24 2.0.6.20\Example Files
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FMF-1

1) Pyromark Q24 software ara¢ cubugunda "New AQ Assay” ’i se¢ildi.

2)“Sequence  to  analyze”  kismina  asagidaki  dizilimi  yazildi
C/GGGGCTGGCTGCA

3)“Dispensation order” kismina asagidaki dizilimi yazildi. Bu islemi
bitirdiginizde Histogram kisminda Sekil 13’de goriilen histogram olusacaktir.

4) Ara¢ ¢ubugunda “kaydet’e tiklayarak assay’i FMF-1 olarak kaydedildi.

Sekil 13: FMF-1 i¢in histogram

FMF-2

1) Pyromark Q24 software ara¢ cubugunda "New AQ Assay” ’i se¢ildi.

2) “Sequence to analyze” kismina asagidaki dizilimi  yazildi.
G/AGCTTAGGCTTC

3) “Dispensation order” kismina asagidaki dizilimi yazildi. Bu islemi

bitirdiginizde Histogram kisminda Sekil 14’de goriilen histogram olusacaktir.

4) Arag cubugunda “kaydet”’e tiklayarak assay’i FMF-2 olarak kaydedildi.

§ A 4 & A [ 3
5

Sekil 14: FMF-2 i¢in histogram

FMF-3

1) Pyromark Q24 software ara¢ cubugunda "New AQ Assay” ’i se¢ildi.

2) “Sequence to analyze” kismina asagidaki dizilimi = yazldi.
A/GGAGC/TATTTC/GTTTGTG

3) “Dispensation order” kismina asagidaki dizilimi yazildi. Bu islemi
tamamlandiginda Histogram kisminda Sekil 15°de goriilen histogram olusacaktir.

4) Bu assay’deki ilk degisken pozisyon sik rastlanan bir polimorfizm
oldugundan ve FMF hastaligiyla ilgili olmadigindan analiz edilmesine gerek yoktur.
Bu yiizden histogramin altinda yer alan “Variable positions” kisminda 1. pozisyonun

yanindaki “Analyze” isaretini kaldirildi.
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5) Arag gubugunda “kaydet”e tiklayarak assay’i FMF-3 olarak kaydedildi.

Sekil 15: FMF-3 i¢in histogram
FMF-4

1) Pyromark Q24 software ara¢ cubugunda "New AQ Assay” ’i se¢ildi.

2) “Sequence to analyze” kismina asagidaki dizilimi yazildi.

AAG/ACAGGAAAGG/AGAACA/CTG/A/CAC/TTCTGT

3) “Dispensation order” kismina asagidaki dizilimi yazildi. Bu islem
tamamlandiginda Histogram kisminda Sekil 16°de goriilen histogram olusacaktir.

4) Arag cubugunda “kaydet”’e tiklayarak assay’i FMF-4 olarak kaydedildi.
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Sekil 16: FMF-4 i¢in histogram
FMF-5

1) Pyromark Q24 software ara¢ cubugunda "New AQ Assay” ’i se¢ildi.

2)“Sequence  to  analyze”  kismina  asagidaki  dizilimi = yazild
G[ATAJATGA/G/TTG/AAAGGAAAATGA

3)“Dispensation order” kismina asagidaki dizilimi yazildi. Bu islem
tamamlandiginda Histogram kisminda Sekil 17°de goriilen histogram olugsacaktir.

4) Ara¢ ¢ubugunda “kaydet’e tiklayarak assay’i FMF-5 olarak kaydedildi.

N
T

»

Sekil 17: FMF-5 i¢in histogram
FMF-6

1) Pyromark Q24 software ara¢ cubugunda "New AQ Assay” ’i se¢ildi.
2) “Sequence to analyze” kismina asagidaki dizilimi yazildi.

C/AGTGTGGGCATC/GTTC/TG/ATGGAC/TTACAGAGT/CTGGAAGC
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3) “Dispensation order” kismina asagidaki dizilimi yazildi. Bu islem
tamamlandiginda Histogram kisminda Sekil 18’de goriilen histogram olusacaktir.

4) Histogramin altinda yer alan ‘“Variable positions” kisminda 3. ve 5.
pozisyonun yanindaki “Analyze” isaretini kaldirildi.

5) Mouse’unuzun ekran istiindeki okunu histogram iizerinde dispensation 18’¢
denk gelen G barnin st kismina getirip klavyeden “Ctrl” tusuna basildi. Acgilan

kiiciik pencereden histogram barinin yiiksekligini 1.00’dan 1.10’a ¢ikarildi.

6) Ara¢ ¢ubugunda “kaydet”e tiklayarak assay’i FMF-6 olarak kaydedildi.

Sekil 18: FMF-6 i¢in histogram
FMF-7

1) Pyromark Q24 software ara¢ cubugunda "New AQ Assay” ’i se¢ildi.

2) “Sequence to analyze” kismina asagidaki dizilimi yazildi. ATTCG/TCCAGC

3)“Dispensation order” kismina asagidaki dizilimi yazildi. Bu islem
tamamlandiginda Histogram kisminda Sekil 19°de goriilen histogram olugsacaktir.

4) Ara¢ ¢ubugunda “kaydet’e tiklayarak assay’i FMF-7 olarak kaydedildi.

Sekil 19: FMF-7 i¢in histogram
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FMF-8

1) Pyromark Q24 software ara¢ cubugunda "New AQ Assay” ’i se¢ildi.

2) “Sequence to analyze” kismina asagidaki dizilimi yazildi. ACG/ATGAT

3)“Dispensation order” kismina asagidaki dizilimi yazildi. Bu islem
tamamlandiginda Histogram kisminda Sekil 20°de goriilen histogram olusacaktir.

4) Arag cubugunda “kaydet’e tiklayarak assay’i FMF-8 olarak kaydedildi.
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Sekil 20: FMF-8 i¢in histogram
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Tablo 13: Sekans primerlerinin pyrosequencingdeki assay adi, okudugu

ekzon bolgesi ve dizilimi

Assay

Ekzon

Dizilim

FMF-1

2

wt

c

Tl

F475L

E148Q 6 GGG CIG G
FMF-2 |3 wt @ GCT TAG GCT
P369S A GCT TAG GCT
FMF-3 | 5 wt A/G GAG CAT TTE TTT GTIG
H478Y A/G GAG TAT TTC TTT GIG

ITG TTT GIG

FMF-4

10

wt

G&G RAC

ATG R

S675N A AAC AGG AAA GEG AAC ATG ACT CTG T
G678E A AGC AGG AAA GAG AAC ATE ACT CTG T
M680L A RGC AGG ARA GGG AAC CTG ACT CTG T
M6BOI(G>A) | A AGC AGG ARA GGG AAC ATA ACT CTG T
M6B0I(G>C) | A AGC AGG AAA GGG AAC ATE ACT CTG T
T6811 A AGC AGG ARA GGG AAC ATG ATT CTG T
FMF-5[ 10 wt G ATA ATG ATG AAG GAA AAT GA
1692del G === ATG ATG AAG GAA AAT GA
M694V G ATA ATG BTG AAG GAA RAT GA
M694L G ATA ATG TTG AAG GAA AAT GA
M6941 G ATA ATG ATA AAG GAA AAT GA
K695R G ATA ATG ATG AGG GAA AAT GA
K695M G ATA ATG ATG ATG GAA AAT GA
FMF-6 | 10 wt GGT GIG GGC ATE TTC/T GIG GAC/T TAC AGA GET GGA AGC
R717S AGT GTG GGC ATC TTC/T GTG GAC/T TAC AGA GIT GGA AGC
1720M AT@ TTIC/T GTG GAC/T TAC AGA GIT GGA AGC
V722M €GT GTG GGC ATE TIC/T BTG GAC/T TAC AGA GET GGA AGC
V726A €GT GIG GGC ATE TIC/T BIG GAC/T TAC AGA GET GGA AGC
FMF-7 | 10 wt A TTC GCC AGC
A744S A TTC TCC AGC
FMF-8 | 10 wt R CGBT GAT
R761H A CAT GAT
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3.5 FMF PCR ISLEMLERI

1) Hazir PCR Miks striplerinin tizerine 5 ul DNA dagitildi. Her hasta i¢in 1 adet
8’11 strip tiip kullanildi. (Her hasta i¢in toplam 40ul DNA’ya gereksinim vardir.)

2) Asagidaki PCR Protokoliinti uygulandi. (Toplam 2 saat 10 dakika siirer.)

15 dakika 95°C..........coooiiiiiiil. 1 cycle

30 saniye 94°C

30 saniye 60°C

30 saniye 72°C.....coiiiiiiiniinin.n. 45 cycle

10 dakika 72°C........c.ccovviiinnn.n. 1 cycle

3.5.1 Purifikasyon ve Sekans Islemleri

1) Is1 blogunu 80°C’ye ayarlandi. Q24 plate holder’1 iizerine koyuldu.
2) Reaktifleri dolaptan ¢ikarildi.

- Annealing Buffer (4°C) - Binding Buffer (4°C)

- Wash Buffer (4°C) - Denaturation Solution (4°C)

- Nukleotidler (4°C) - Streptavidin (4°C)

- Sekans primerleri (-20°C) - Enzim ve Substrat (-20°C)

3) Pyromark Q24 cihaz kartusunu yikandi.

4) Ultra saf su kabini1 dolduruldu.

5) Vakum istasyonunu agildu.

6) H20 - 2’ye su dolduruldu.

7) H20 — 2’deki tiim suyu ¢ektirilip, vakumu kapatildi.

8) El {initesini parka alindi.

9) Costar plate’i alinir. 3 sirasinin tiim kuyularina su dolduruldu.
10) El {initesi ile tiim suyu ¢ekilip,gidisi gozlemlendi.

11) 1x Wash Buffer hazirladi. (5ml Wash Buffer + 45ml Saf su)
12) %70 Ethanol hazirland1. (35ml ethanol + 15ml saf su)

13) Pyromark software’de liste hazirlandu.

- PyroMark’1 acildu.

- New run (yesil ikon)

- Instrument method’u secildi. (PyroMark Q24 Method 001 Rev A.)
- Example Files’1 agildi.

- Tlgili template’i gerekli kuyulara siiriiklendi.

- Ornek numaralar1 ve adlar1 yazildi. (Okuma sonras1 degistirilemez.)
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- Kaydet’e basildi. (Masaiistiinde Pyro Run adli bir klasore yil-ay-giin-¢calisma
adi olarak kaydedildi. )

- Pre-run ¢iktis1 hazirlatip ve basildi.

- Masaiistiindeki Pyro Run klasoriinden ilgili dosyay1 flash bellege kaydedip,
cihaza takip, kontrol edildi.

14) Costar Plate kesildi. (3 sira) Costar seal kesildi.

15) PCR tiiplerini thermalcyclerdan ¢ikarip, Rack’a yerlestirildi.

16) Binding icin 2ml’lik tiipe mix hazirlandi.

Her 6rnek i¢in

- Streptavidin 2l (asla vorteksleme)

- Binding Buffer 40ul

- H20 28ul

* Costar plate’e 70pl mix dagitip, tizerine 10pl ilgili PCR iiriiniini koyuldu.
Mix’i dagitirken her 4 kuyuda bir altiist edildi.

17) Plate tlizerini seal ile kaplandi.

18) Shaker’a koyuldu. (en az 10dakika)

19) Vakum istasyonunu hazirlandu.

- H20 — 2’ye su dolduruldu.

- H20 — 1’e su dolduruldu.

- Denaturasyon solusyon sisesini ¢alkalanip, ilgili kiiveze yarim ¢izgisinin biraz
altina kadar koyuldu.

- 1x Wash Buffer’1 ilgili kiiveze yarim ¢izgisinin biraz istiine gelecek kadar
koyuldu.

(* Alkol en son koyuldu)

20) Oda 1s1sindaki PyroMark Q24 Plate holder’1 alinip, {istline plate koyuldu.

21) Sekans primerleri Vorteks — spin yapildi.

22) Mix hazirlandi. (8 tane)

Her 6rnek icin

- Annealing Buffer 22,5ul

- [1gili sekans Primeri 2,5pl

* Q24 plate’e 25ul dagitildi.

23) Vakum istasyonunda ilgili kiiveze yarim ¢izgisine kadar %70’lik ethanol

koyuldu.
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24) El iinitesi park pozisyonundayken vakumu agildi.

25) PyroMak Q24 plate’i vakum istasyonun sagindaki yerine koyuldu.

26) Shaker’den costar plate’i alinip, sol tarafa yerlestirildi. Seal’i agilip el iinitesi
ile hizlica gektirildi.

27) El unitesini ilk kiiveze koyuldu. Sivi akisin1 gordiikten sonra Ssn ¢ektirildi.
El {initesi havaya kaldirildi.

28) Ikinci kiiveze koyuldu. Sivi akisini gordiikten sonra 5sn gektirilip, el initesi
havaya kaldirild1.

29) Ugiincii kiiveze koyuldu. Sivi akismi gordiikten sonra 10sn gektirilip el
{initesini havaya kaldirip, iyice cektirildi. Uniteyi ters ¢evirip 3sn beklendi. Vakum
kapatildi.

30) El iinitesini PyroMark Plate’e yerlestirip, 15sn hafif hareketlerle icinde
tutuldu.

31) Uniteyi H20 — 1 kiivezine koyup, sallandu.

32) Q24 plate’i 1s1 bloguna yerlestirildi. (2 dakika)

33) El linitesini H20 — 1°de biraz daha sallandi.

34) El tinitesini H20 — 2’ye koyup, vakumu agip tiim suyu ¢ektirildi.

35) El iinitesini park pozisyonuna alip, hortumu temizletip, vakum kapatildi.

36) 2 dakika bitiminde holder’1 1s1 blogundan alip, oda sicakliginda 10 dakika
plate sogutuldu. (holder ile beraber.)

37) Niikleotidleri ¢ok iyi vortekslenip ve spin yapildu.

38) Kartus vurularak iyice kurulandi.

39) Pre-run c¢iktisina gore filtresiz pipet ucu ve pudrasiz eldiven ile
niikleotidleri, enzim ve substrat1 kartustaki ilgili yerlerine koyuldu.

40) Kartus hemen PyroMark Q24 cihazina yerlestirildi.

41) 10 dakika bitiminde Q24 Plate’i PyroMark’a yerlestirildi. (kilitlemeyi
unutma)

42) “Run” de. Dosyay1 secip. “Start” denip, siireyi gosteren yaziya “Ok” dendi.

43) Bu arada vakum istasyonu temizlendi.

44) Sekans iglemi biter bitmez kartus ¢ikarilip ve 4 kez yikandi.

45) Flash bellegi cihazdan ¢ikarip, program yiiklii olan bilgisayara takildi.
Masaiistiindeki Pyro Analiz klasdriine yapistirip, dosya acildi.

46) Sag taraftan Analyze tusuna basildi. Analiz edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen hastalarin 161°1 kadin, 139’si erkektir. Bu olgulara ait
alan kanlardan izole edilen DNA’lar araciligiyla pyrosequencing yontemi ile 300
hastada mutasyon saptanmistir. Calisma sonunda hastalara ait elde edilen mutasyon

profilleri ile klinik bulgular1 Tablo 14°de belirtildigi gibidir.

Incelenen hastalarin; 260 tanesinde M694V, 120 tanesinde V726A, 127
tanesinde E148Q, 90 tanesinde M608I, 8 tanesinde A744S,6 tanesinde F479I, 31
tanesinde P369S, 30 tanesinde R761H, 2 tanesinde 1720M ve 2 tanesinde V722M
mutasyonlart tespit edildi. En ¢ok saptanan M694V mutasyonu iken, onu E148Q ve
V726A mutasyonlari takip etmigtir.

Hastalarda en ¢ok goriilen mutasyon olan M694V mutasyonunun en ¢ok
gosterdigi klinik etki % 45 ile karmn agrist buna % 17 oranla ates eslik etmektedir. Bu

hastalarin % 23’iinde ise hi¢bir klinik etki goriilmemistir.

Hastalarda ikinci sirada en ¢ok goriilen diger mutasyon olan V726A
mutasyonunun da en ¢ok gosterdigi klinik etki % 38 ile karin agris1 olurken buna %

21 ile ates eslik etmektedir. Klinik etki goriilmeyen hastalarin orani ise % 20°dir.

Hastalarda tigiincii sirada en ¢ok goriilen bir baska mutasyon ise E148Q
mutasyonudur. % 43 ile en ¢ok gosterdigi klinik etki karmn agrist olurken bunu % 15

ile ates takip etmektedir. Klinik etki gostermeyen hastalarin orani ise % 20’dir.
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Tablo 14: Hastalara ait mutasyon profilleri ile klinik bulgular

MUTASYON/FAKTOR | ATES fégg S AggITLIT T‘ﬁggﬁE DIGER | YOK
M694V 43 116 14 4 23 60
V726A 25 45 8 4 14 24
E148Q 19 54 10 3 17 25
M6801 21 45 2 1 11 10
A744S 1 3 0 0 0 4
F479L 1 2 1 1 1 0
P369S 7 14 5 0 2 3
R761H 6 15 1 1 4 3
1720M 0 0 1 0 0 1
V722M 0 0 1 0 0 1
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5.TARTISMA, SONUC ve ONERILER

5.1.TARTISMA

Ailevi Akdeniz Atesi (Familial Mediterranean Fever, FMF); karin, akciger ve
eklemlerde agrili iltihaplanma ve tekrarlayan ates yiikselmeleri ile karakterize
otozomal resesif bir hastaliktir. Genetik kaynakli olan bu hastalik; Tirk, Arap,
Musevi, Kuzey Afrikali, Ermeni, Yunan ve Italyan etnik kokenlerine sahip bireylerde
daha sik goriilir. FMF hastaligi, Akdeniz kdkenli gruplarda daha ¢ok goriilmekle
birlikte her irktan insanda karsilasilabilen bir hastaliktir. FMF hastalarinda
mutasyona ugramig gen, Ailevi Akdeniz Atesi genidir (MEFV). Bu gen kromozom
16p13.3 {izerinde haritalanmistir, 10 ekzonu vardir ve pirin veya marenostrin veya
TRIM20 ad1 verilen 781 amino asitlik bir proteini kodlar.

Ailevi Akdeniz Atesi, otoinflamatuar bir hastaliktir. Normal sartlarda
inflamasyon ya da iltihaplanma; viicuda giren bir mikroorganizma, yabanci cisim
gibi durumlarda goriilen ve viicuttaki enfeksiyonu, hasari sinirlamaya yarayan bir
mekanizmadir. Ancak FMF hastaliginda viicuttaki inflamasyon kontrol mekanizmasi
bozulur. Bunun sonucu olarak normalde inflamasyon (iltihaplanma) goriilmemesi
gereken durumlarda dahi inflamasyon olusur.

Ailevi Akdeniz Atesinde; karin, gogls, pelvis ve eklemlerde agrili
iltihaplanmalar meydana gelir. Bu iltihaplanmalar ataklar halinde ilerler. Yani
hastanin FMF atagi sirasinda iltihaplanmasi, agrist siddetlenirken atak bitince bu
belirtiler hafifler. Hastada ataklar sirasinda iltihaplanmaya ates, bas agrisi, dokiintii
gibi problemler de eslik edebilir.

Bu calismada incelenen hastalarda sirasiyla 260 kiside M694V, 120 kiside
V726A, 127 kiside E148Q, 90 kiside M608I, 8 kiside A744S, 6 kiside F4791, 31
kiside P369S, 30 kiside R761H, 2 kiside 1720M ve 2 kiside V722M mutasyonlari
saptanmistir. En ¢cok saptanan M694V (% 86) mutasyonu iken, onu E148Q (% 42) ve
V726A (% 40) mutasyonlar1 takip etmistir.

Hastalarda % 86 ile en ¢ok goriilen mutasyon olan M694V mutasyonunun en
cok gosterdigi klinik etki % 45 ile karin agrist1 buna % 17 oranla ates eslik
etmektedir. Bu hastalarin % 23’ilinde ise hi¢bir klinik etki goriilmemistir.

Hastalarda % 42 ile ikinci sirada en ¢ok goriilen mutasyon olan E148Q

mutasyonunu tasiyan bireylerde % 43 ile en ¢ok gozlenen klinik etki karin agrisi
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olurken bunu % 15 ile ates takip etmektedir. Klinik etki gostermeyen hastalarin orani
ise % 20°dir.

Hastalarda % 40 ile iiciincii sirada en ¢ok goriilen diger mutasyon olan V726A
mutasyonunun da en ¢ok gosterdigi klinik etki % 38 ile karin agris1 olurken buna %
21 ile ates eslik etmektedir. Klinik etki goriilmeyen hastalarin orani ise % 20°dir.

Gilineydogu bolgesinde 2015 yilinda Uluca ve ark. tarafindan yapilan bir
calismada E148Q mutasyonu % 40 oraninda gézlenmis olup % 97 oraninda karin
agrisi ve % 90 oraninda ates eslik etmistir. M694V mutasyonu ise % 26 oraninda
gbzlenmis ve % 98 oraninda karin agris1 ve % 93 oraninda ates eslik etmistir [Uluca
ve Ark]. 2017 yilinca Cekin ve ark. tarafindan yapilan bir diger ¢aligmada, M694V
mutasyonu % 48 oraninda gézlenmis ve % 89 oraninda karin agrisi, % 72 oraninda
ates eslik etmistir. E148Q mutasyonu ise % 18 oraninda gézlenmis ve % 55 oraninda
karin agrisi, % 25 oraninda ates eslik etmistir. V726A mutasyonu ise % 13 oraninda
gbzlenmis ve % 61 oraninda karin agrisi ve % 43 oraninda ates eslik etmistir [Cekin
ve Ark.]. 2008 yilinda Solak ve ark. tarafindan yapilan baska bir ¢alismada ise
M694V mutasyonu % 47 oraninda gozlenmis ve % 64 oraninda karin agrisi, % 54
oraninda ates eslik etmistir. E148Q ise % 25 oraninda gozlenmis ve % 81 oraninda
karin agrisi, % 45 oraninda ates eslik etmistir. V726A ise % 11 oraninda gézlenmis
ve % 76 oraninda karin agrisi, % 52 oraninda ates eslik etmistir [Solak ve Ark.].

Calismamiz genelinde fenotiplerin genotiplere orani diger ¢aligmalara gére daha
diisiik olarak seyretmistir. Buna neden olarak oOrneklem gruplarinin farklilig,
hastalardan aliman anamnezin eksikligi ve bazi hasta gruplarinda hastaligin hafif
seyretmesi One siiriilebilir.

Karin agris1 belirtisi gosterenlerin oram1 beklendigi gibi diger belirtilere gore
daha baskin bir sekilde gézlenmis ve diger caligmalara gére uygun bulunmustur.
Ates belirtisi gosterenlerin orani ise diger caligsmalara gore beklenenden diisiik
ctkmis ve sadece V726A genotipindeki hastalara gore diger ¢alismalarla uyumlu
bulunmustur. Bu farkliligin sebebi olarak popiilasyon igindeki farkli gruplarin
mutasyona sahip olsalar bile hastalig1 hafif gecirdiklerini veya herhangi bir ates
sikayeti gostermediklerini diigiindiirmektedir. Tiirkiye’nin cografi konumu, icerdigi
bircok etnik topluluk ve bdlgesel gogler goz oOniine alindiginda sonuglarda

farkliliklarin olmasi ihtimaller dahilindedir.
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Tablo 15: M694V Mutasyonunda Karin Agrisi ve Ates Kliniginin Yiizdeleri

M694V (%) Karm Agrisi (%) Ates (%)
Bu ¢alisma 86 45 17
Uluca ve ark. 2015 26 98 93
Cekin ve ark. 2017 48 89 72
Solak ve ark. 2008 47 64 54

Tablo 16: E148Q Mutasyonunda Karin Agrisi ve Ates Kliniginin Yiizdeleri

E148Q (%) Karm Agrisi (%) Ates (%)
Bu calisma 42 43 15
Uluca ve ark. 2015 40 97 90
Cekin ve ark. 2017 18 55 25
Solak ve ark. 2008 25 81 45

Tablo 17: E148Q Mutasyonunda Karin Agrisi ve Ates Kliniginin Yiizdeleri

V726A (%) Karin Agrisi (%) Ates (%)
Bu ¢alisma 40 38 21
Uluca ve ark. 2015 - - -
Cekin ve ark. 2017 13 61 43
Solak ve ark. 2008 11 76 52
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5.2. SONUC ve ONERILER

1. Calismaya 300 hasta dahil edilmistir. Bunlarin 161’1 kadin, 139°si erkektir.

2. En c¢ok saptanan M694V mutasyonu iken, onu E148Q ve V726A
mutasyonlari takip etmistir.

3. Hastalarda % 86 ile en ¢ok goriilen mutasyon olan M694V mutasyonunun en
cok gosterdigi klinik etki % 45 ile karn agrist buna % 17 oranla ates eslik
etmektedir. Bu hastalarin % 23’iinde ise hi¢bir klinik etki goriilmemistir.

Hastalarda % 42 ile ikinci sirada en ¢ok goriilen bir bagska mutasyon ise E148Q
mutasyonudur. % 43 ile en ¢ok gosterdigi klinik etki karin agris1 olurken bunu % 15
ile ates takip etmektedir. Klinik etki gostermeyen hastalarin orani ise % 20’dir.

Hastalarda % 40 ile {i¢iincii sirada en ¢ok goriilen diger mutasyon olan V726A
mutasyonunun da en ¢ok gosterdigi klinik etki % 38 ile karin agris1 olurken buna %

21 ile ates eslik etmektedir. Klinik etki gdriilmeyen hastalarin orani ise % 20°dir.
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