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1.1. GiRi$ VE AMAC

Romatoid artrit tim didnya populasyonunun % 0,5-1’ ini etkileyen,
bireylerde ¢alisma kaybi, eklemlerde agri, depresyon ve hareket kisithligi gibi
onemli komplikasyonlara neden olan kronik bir hastaliktir (40, 56). Son
yillarda yasam suresini kisaltan bir hastalik olarak da kabul edilmektedir.
Kesin tedavisi bulunmayan kronik bir hastalik olmasi nedeniyle hastalara
etkin bir tedavi uygulamak gerekmektedir (22). Romatoid Artrit tedavisinde
siklikla Methotrexate, Leflunomide, Sulfasalizin gibi ilaclar kullaniimaktadir.
Bu ilaglar bazi hastalarda mide agrisi, kusma, diyare seklinde ortaya ¢ikan
gastrointestinal  sistem  komplikasyonlari ve  karaciger fonksiyon
degerlerindeki artis sonucu hepatotoksisite gelisimi gozlendigi durumlarda
tedavinin kesilmesi onerilmektedir (5, 47, 70). Genel olarak bireyler ilag
tedavilerine karsi farkli yanitlar vermektedirler. Bu farkli yanit verme
nedenleri arasinda, hastanin yasi, irki, cinsiyeti, cevre, ilag etkilesimleri, eslik
eden baska hastaliklar ve hastanin es zamanl aldigi tedaviler gibi pek ¢ok
neden sayilabilmektedir. Son vyillarda yapilan calismalarla ilaglara karsi
olusan yanit farkhliklarinda bu nedenlerin yaninda bireyler arasindaki
genomik farkliliklarin da énemli oranda etkili olduklari belirtiimektedir (2, 10).
llag tedavilerinde bu bireysel farkliliklarinin arastiriima gerekliliginin dogmasi
Farmakogenetik  biliminin  6nem  kazanmasina neden  olmustur.
Farmakogenetik; bireylerin, genetik yapilarindaki degiskenlige bagh olarak
ilagc metabolizmalarina kargi verdikleri yanit ile birey Uzerinde olugabilecek
farkh etkileri inceleyen bir bilim dahldir (34). 1990 yilinda baglayan ve 2003

yilinda 30.000 genin varliginin ortaya kondugu insan Genom Projesi’ nin



amaglarindan biri de bireyler arasindaki genetik farkliliklarin esas alinarak
hastaliklarin tedavilerinde en etkili, en duguk yan etkiye sahip ve bireylerin
genotip yapilarina en uygun ilaglarin segilmesi olmustur. Genetik alaninda
meydana gelen bu gelismelerle Farmakogenetik biliminde yeni bir ¢igir
aciimistir. Diger bazi hastaliklarda goruldugu gibi Romatoid artrit hastalarina
uygulanan ila¢ tedavilerinde beklenen yanitin gériimemesi veya toksisite
gelismesinin nedenlerinden birisinin  bireylerin genetik farkliliklarindan
kaynaklanabileceg@i yapilan birgok c¢alismada gosterilmistir. Yakin gelecekte
tedavide kullanilan hastallk modifiye edici antiromatizmal ilaglarla,
metabolizmadaki enzimler arasindaki iliskinin belirlenmesi ile olusabilecek
etki veya vyan etkilerin rapor edilebilecegi ve RA tedavisinde
Farmakogenetigin uygulanabilecegi belirtiimektedir (13, 54, 64).

Romatoid artrit tedavisinde kullanilan ilaglari; non  steroid
antienflamatuar ilaglar, hastalik modifiye edici antiromatizmal ilaglar ve
kortikosteroidler olarak U¢ gruba ayirmak muamkuindar (24). Methotrexate
(MTX), son yillarda Romatoid artrit tedavisinde en yaygin olarak kullanilan
hastallk modifiye edici antiromatizmal ilaglardan [disease-modifying anti-
rheumatic drugs (DMARDSs)] biridir (4, 70, 71). MTX, guvenilir antiromatik
ilag olarak kabul edilmektedir (12). MTX, diger hastalik modifiye edici
antiromatizmal ilaglara oranla nispeten daha hizli etkiye ve en iyi etki /
toksisite oranina sahip olmasi nedeniyle daha yaygin olarak kullaniimaya
baglanmigtir. Ancak bunun yaninda MTX kullanilan bazi Romatoid Artrit
hastalarinda, MTX kullanimina bagli olarak geligsen birtakim komplikasyonlar
nedeniyle tedaviye devam edilemedidi gozlenmigtir (71, 77). Kapsaml

arastirmalara ragmen MTX’ In etki mekanizmasinin buglin hala tam olarak
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bilinmemesi nedeniyle, MTX tedavisinden hangi hastalarin yararlanacagi,
hangi hastalarda yan etkilerin  gorulebilecegi 6nceden tahmin
edilememektedir. MTX, homosistein-metionin yolaginda bulunan birgok
metabolik yolakta etkili olan folik asit antigonisti olarak hicre
metabolizmasinda, dihidrofolat redlktazi inhibe etmesi yaninda, 5,10-
metilentetrahidrofolatin  (5,10-metilen THF) irreversible olarak 5-metil
tetrahidrofolata  (5-metil THF)  dénusimunud  engelleyebilir ~ (70).
Metilentetrahidrofolat Rediktaz (MTHFR) enzimi folat metabolizmasinin en
onemli enzimlerinden biri olup, 5,10-metilen THF irreversible olarak 5-metil
THF donadstarar (11). Bugune kadar yapilan c¢alismalarla bu enzimini
kodlayan MTHFR geninde birgok mutasyon ve polimorfizm tanimlanmistir
(52, 62). MTHFR geninde tanimlanan en o6nemli polimorfizmlerden biri
MTHFR C677T polimorfizmidir. ilk defa 1995 vyilinda tanimlanan bu genetik
degisiklik 1997 yilina kadar mutasyon olarak, sonrasinda ise toplumlarda %1
den fazla siklikla gézlenmesi nedeniyle polimorfizm olarak tanimlanmistir
(14, 63). Bu polimorfizm, MTHFR enzim aktivitesinin azalmasina neden
olmakta, azalan enzim aktivitesi sonucunda 5-metil THF dlzeyi azalmakta,
5,10-metilen THF miktari ve plazma homosistein dizeyi ise artmaktadir.
Yapilan c¢alismalarla, MTHFR C677T gen polimorfizminin enzim aktivitesini
etkilemesi nedeni ile kardiyovaskuler hastaliklar, serebrovaskuler hastaliklar
ve neural tip defektlerin gelisiminde dnemli bir genetik risk faktéri oldugu
ileri sirdlmektedir (11). MTHFR geninde 1998 yilinda tanimlanan ve yaygin
olarak gorilen diger bir polimorfizm A1298C polimorfizmidir (73). A1298C
polimorfizmi de C677T polimorfizmine benzer etki gdstererek enzim

aktivitesini azaltmaktadir. Bu azalan enzim aktivitesinin néral tip defektleri,
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prostat kanseri ve kardiyovaskuler hastaliklar igin risk faktérti olusturdugu
belirlenmistir (11, 27, 36). Cesitli arastirmalarla, MTX tedavisi gbren bazi
kanser ve Romatoid artritli hastalarda C677T ve A1298C polimorfizmlerine
bagli olarak toksisite gelisebildigi belirtiimistir (4, 70).

Bu calisma ile Ege Universitesi Tip Fakdltesi ic Hastaliklari Anabilim
Dali Romatoloji Bilim Dal’ nda Methotrexate tedavisi géren 50 Romatoid
Artrit tanili hasta ile 50 saglikli kontrol grubu karsilastirarak MTHFR C677T
ve A1298C gen polimorfizmlerinin ila¢ toksisite gelisimi Uzerinde etkili olup
olmadiginin arastirilarak, gen polimorfizmlerinin toksisite gelisimi Gzerinde
etkili bulunmasi halinde, toksisite gelisme riski yuksek olan hastalarin
onceden belirlenip hastalarda olusabilecek yan etkilerin en aza indirilmesini

ve etkin bir tedavinin saglanmasini amagcladik.



1.2 GENEL BILGILER

1.2.1 ROMATOID ARTRIT

Romatoid artrit (RA), etiyolojisi tam olarak belli olmayan, sistemik
bulgular gosteren, 6zellikle de eklemleri tutan ve deformitelerle seyreden bir
otoimmun hastalikdir. Hastallk eklem sinovyasinda yangiya ve gogalmaya
neden olarak baslar. Eklem hatti kalinlasir ve eklemde 1s1 artigi, sisme ve
agriya yol acabilir. Hastallk zamanla sinovyada pannus formasyonu
olusturarak kikirdak, kemik doku ve komsu diger dokularda yikima ve

sonugta eklem deformasyonuna neden olabilmektedir (22) (Sekil 1).

KIKIRDAK,

BAG DOKU TAHRIBATI

Bad Dok /i NS N
GEVSEMES] /] s :
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SaGLIKLI EKLEM HASARLI EKLEM

Sekil 1: RA hastaliginda eklem hatlarinda meydana gelen
degisiklikler
1.2.1.1 EPIDEMiYOLOJi
RA tim dinya popullasyonunun % 0,5-1’ ini etkileyen kronik bir
hastaliktir (566). Bir cok romatolojik hastalikta oldugu gibi RA’ nin kesin nedeni
bilinmemekte; ancak immulnogenetik, hormonal ve c¢evresel birtakim
faktorlerin - roli  odugu kabul edilmektedir. Hastallk tim dinya

populasyonunda goérilmesine ragmen bu faktorlerin etikisiyle, hastaligin
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g6rulme sikligi Ulkeler ve toplumlar arasinda degismektedir (21). RA, diger
otoummin hastaliklarda oldugu gibi kadinlarda erkeklere oranla 3 kat daha
sik rastlanmaktadir. Hastalik her yasta gorulebilmekle beraber siklikla 40 ve

50’ li yaslarda baslar (6).

RA hasta populasyonunda mortalite oraninin genel populasyona oranla
daha yuksek oldugu goérulmektedir. Bunun nedeni hizlanan arteroskleroz

sonucu kardiyovaskuler hastaliklarin gelismesi oldugu ileri surilmektedir (6).

1.2.1.2 ETiYOLOJi

RA, etiyolojisi bugune kadar tam olarak anlagiimamis, Kklinik
septomlarina gore siniflandirilan Artrit hastaliklarindan biri olarak kabul
edilmektedir (6, 48).

RA’ in genetik yatkinhginin arastirimasi amaciyla yapilan aile
calismalarinda, RA’ in birinci dereceden akrabalarda genel populasyondan 3-
4 kat daha sik goruldigu belirtiimektedir ve bu oran %10 olarak tespit
edilmistir. ikizler (izerinde yapilan galismalarda tek yumurta ikizleri arasinda
hastaligin gorulme sikligi %30, cift yumurta ikizleri arasinda %95 olarak
saptanmigtir (6, 21).

Genetik calismalar sonucunda 6. kromozomda, RA olusumunda insan
genomunda ¢ok sayida polimorfik genleri iceren major histokompatibilite
kompleksinde yer alan (major histocompatibility complex =MHC) HLA-DR
(insan Lékosit Antijen ) sistem genlerinin etkili oldugu bildirimektedir (24, 66).
HLA alelerinin tanimlanmasi ile belirli hastaliklarin spesifik HLA antijenleri

veya haplotipleri arasindaki iligki ortaya konabilmektedir. HLA-hastalik



iligkilerinin buyuk cogunlugunun etiyolojik yapisi henuz tam bilinmemektedir
(67). HLA-DR4 ile RA arasindaki iligkinin tanimlanmasindan sonra hastaliga
neden olan genetik faktorlerle ilgili bilgiler hizla artmistir (44). Yapilan
calismalarda HLA-DR4 alelleri ile Romatoid artrit arasinda belirgin bir iligki
oldugu belirtiimektedir (7, 35). Yapilan calismalarda, HLA-DR4 alelinin sik
goéruldigu etnik topluluklarda, RA riskinin 3-6 kat daha arttigi ortaya
konmustur. DR4 alel sikliginin disuk oldugu topluluklarda DR1, DR6 ve
DR10 alt gruplarindaki aleller incelenmis ve bu alellerin RA igin risk
olusturdugu ileri surlimustir (44). DR4 aleli, bir otoantikor olan romatoid
faktorin (Rf) pozitif oldugu olgularda % 60-70 oraninda bulunurken, normal
toplumlarda yaklasik % 25 oraninda bulunmaktadir. Romatoid Artrit ile iligkili
bulunan DR alellerin hepsinin yapisinda, benzer amino asit dizilimi gosteren
bir bélge oldugu goértlmektedir. Ortak epitop olarak adlandirilan bu bdlgenin
tek basina Romatoid Artrit’ i baglatmadigl fakat hastalia genetik yatkinlik
yaratip hastaligin ciddiyetini arttiran faktor oldugu kabul edilmektedir (21, 24,
83). Romatoid Artrit’ in olusumuna neden olan bu genetik faktorlerin yaninda,

cevresel faktorler arasindan da enfeksiyonlar en etkili olanlaridir (24).

1.2.1.3 PATOLOJi

RA, eklem igcinde sinovyumda primer inflamasyon ile baslamasi
nedeniyle primer sinovite yol agan bir hastaliktir. Anatomik olarak, normal
sinovya eklem araligina bakan 1-2 hucreden olusan bazal membransiz ince
intimal tabakasi ile, az sayida hucre ve daha ¢ok damarsal yapilar igeren
subintimal tabakadan olusur. Bu ki tabaka ortak olarak calisarak
glikozaminoglikanlarin yapimi ile vaskuler yapilara filtrasyonunu saglarlar.
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Subintimal matrikste daha c¢ok kollojen, glikozaminoglikan ve fibronektin
bulunur. intimal tabakadaki sinovyal hiicreler, makrofajlara 6zgii davranislara
sahip olup T-hucrelerinin mediyatorleri olarak gorev yaparlar. Ayrica, normal
sinovya romatoid sinovyaya donustugunde allojenik T-hlcre aktivasyonunda
son derece etkili olurlar (22).

Ayrintili  yapisal c¢alismalarla, sinovyal hicrelerin makrofaj veya
fibroblast yapisinda hicreler oldugu ortaya konmustur. Kéken olarak kemik
iligi kaynakl ve makrofaj yapisinda olan sinovyositler, Fc reseptorleri igerirler
ve fagositoz yapma yetenegindedirler. Bu hicreler ayrica, yuzeylerinde HLA
sinif 2 molekdllerini de tasirlar. Fibroblast yapisinda olanlar ise mezensimal
kokenlidirler ve diger hulcre tipindeki yapisal ozellikleri gdstermezler. RA
sinovyumda bu iki hucre tipi baslangi¢ta birlikte artmakla beraber,
kroniklestikge fibroblast tipi olan sinovyositlerin artigi gézlenir. Bu hucreler
panndstin esas hicre grubunu olustururlar. Romatoid sinovyumda
histopatolojik olarak inflamatuvar yapi incelendiginde, monontkleer hicreler;
T-lenfositler, makrofajlar ve plazma hucreleri ilk bakista dikkati cekerler.
Anjiogenez baslangigtan itibaren vardir. Anjiogenez uyariimasinda
makrofajlar, fibroblastlar ve lenfositlerden salinan buylume faktorleri rol
oynarlar. Sonug olarak kisa zamanda sinovya hucrelerinde artis gézlenir ve
vill6z olusumlar meydana gelir (22).

Bu prolifere olmus sinovyal olusumlara pannis denir. Bunlar eklemin
anatomisinin bozulmasinda ve deformitelerin olusmasinda birinci derecede
rol oynarlar. Pannuslerin etkili oldugu alan, kikirdakla kemigin birlestigi
bdlgedir. Buylume etkili sitokinlerden TGF-f’ nin (Transforme edici buylime

faktori-B) pannis olusumunda roli oldugu kabul edilmektedir. RA’ i
8



olgularda sinovyal zarda en fazla goértlen T-hicre grubunu daha ¢ok CD4+

yardimci T-hucreleri olusturur (22).

1.2.1.4 KLINIK BULGULAR

Romatoid artritin klinik belirtileri sistemik iltihap (halsizlik, amiloidoz),
serozit (sinovit, perikardit, plorezi), grantulomlar (deri alti ve i¢ organlarda
nodul geligimi) ve vaskulitlerdir (deri, sinir ve i¢ organ). Hastaligin
baslangicinda halsizlik, terleme ve hafif kilo kaybi gorulir ve bu belirtiler
zaman zaman eklem yakinmalarinin onlne gecebilir (24). Hastalik, olgularin
% 75 inde yavas ve sinsi olarak baslar ve haftalar veya aylar siren bir
suregte; artraljiler, sabah tutuklugu ve eklemlerde siskinlikle seyreder.
Tutulan eklem sayisi da yavas yavas artar. Hastalarin % 25 kadari, akut veya
subakut baslangig gosterir. Olgularin buyuk bir ¢ogunlugunda hastalik,
simetrik poliartritte el kuguk eklemlerini (Metakarpofalanjial=MKF ve
Proksimal interfalanjial=PiF) ve el bileklerini tutarak baslar. (21, 22) (Sekil 2,
3). Bunlara ¢gogu kez metatorsofalanjial (MTF) eklemleri de eslik eder. Ancak
cok degisik baslangic tipleri de goriilebilmektedir. Ornegin, 2 dirsek ve 2 diz
eklemini tutarak da baslayabilir. Hatta Temporal mandibuler (TM) eklem

tutulusu hastaligin baglangicini olusturabilir (22).

Hastaligin hizli ve agrili olan bu tiplerinin yaninda, epizodik ataklarla
seyreden ve yillar gecgtikge kalici sekil alarak yerlesen baslangi¢ formlari da
vardir. Yineleyen, non-destruktif seyirli, birka¢ saat iginde agrili olarak tek
eklemin tutulmasiyla seyreden palindromik romatizmali olgularin yaklasik

yarisi zamanla tipik RA klinik belirtileri verirler. Uzun sire normal klinik ve



laboratuar bulgularini tasiyan hastalarin 1/3’ i Rf pozitif gériliyorken bazi Rf

negatif olan hastalarda da RA gelisebildigi bildiriimistir(22).

En cok tutulan eklemlerin baginda MKF, el bilekleri ve PIF eklemler gelir
(% 70-90 arasinda). Dizler, dirsekler ve MTF eklemler de % 60’ larin Gzerinde
etkilenirler. Kalga ve omuzlar, ayak bilekleri ve servikal bolgede 6zellikle C1
ve C2 % 40-50 oraninda tutulan eklemler arasindadir. RA hastalarinda dorsal
ve lomber vertebralarin, sakroiliak eklemlerin ve distal interfalanjial (DIF)
eklemlerin tutulmasi olagan degildir. Kalga eklemleri de seyrek olarak tutulan
bolgelerdendir. TM eklem tutulusunun kismen dusuk oranda gorulmesi

hastalarin yanlis klinige bagvurmalarina yol acgabilir (22).

Sekil 2: Romatoid ele ait Metakarpofalengeal
eklem tutulumu

Sekil 3: Romatoid ele ait Metakarpofalengeal
eklem tutulumu
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Cok yonlu bir hastalik olan RA tanisinin konmasini kolaylastirmak ve bir
standarda baglamak amaciyla 1987 yilinda Amerikan Romatizma Dernegi’
nin (American Rheumatism Association=ARA) yaptidi siniflandirma kriterleri
oldukga yol gosterici olmustur (Tablo1). Bir hastayr Romatoid artrit olarak
siniflandirmak igin tabloda sayilan kriterlerden 4 tanesinin bulunmasi
gerekmektedir. Eger 1-4 arasinda kriter bulunuyorsa, hastalardaki bu
sikayetlerin 1-6 haftadir devam ediyor sarti aranmaktadir. Bu kriterlerin
kullanilmasi ile Romatoid Artrit tanisinda % 90 oraninda duyarlilik, % 89

oraninda 6zgullik saglanabilir (21).

Tablo 1 : RA’ te Siniflama Kriterleri
KRITERLER TANIMLAMA

Eklemlerde ve eklem cevresinde 1 saatten

1. Sabah tutuklugu . .
fazla siiren sabah tutuklugu

Hekim tarafindan sag ve sol 14 eklem
bélgesinde (PIF, MKF, el bilek, el dirsek, ayak
2. Ug veya daha fazla eklemde bilegi, MTF) tarafindan  godzlenebilen
artrit yumusak doku sisligi-ARTRIT

3. El eklemlerinde artrit En az bir bilek, MKF, PIF eklemlerinde sislik

) ] . Sag ve sol taraf eklem bdlgelerinde ayni anda
4. Simetrik artrit
tutulma

Doktor tarafindan godzlenen kemik cikintilari
5. Romatoid nodiller veya basi bolgeleri Uzerinde subkitan

noduller

6. Romatoid faktor pozitifligi | Herhangi bir metodla anormal miktarda

(Rf) romatoid faktor pozitifligi

On-arka-el-bilek  grafilerinde  erezyonlar,
7. Tipik radyolojik degdisiklikler | eklem c¢evresi bdlgede dekalsifikasyon
(periartikuler osteopeni)
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RA, eklem tutulmalarinin yanisira diger bazi sistemleri de etkileyen

bulgular verir. RA’ in eklem disi bulgulari Tablo 2’ de gosterilmistir.

Tablo 2: Romatoid Artritte eklem disi bulgular

Deri tutulusu: Romatoid noddller, Palmar

eritem, Vaskulitik deri lezyonlari

Solunum sistemi Plorezi, interstisyel akciger
fibrozu, Nodiiller, Bronsiolit,
Pulmoner hipertansiyona yol agan

artrit

Dolasim sistemi Perikardit, Mitral valvilopati, ileti

bozukluklari, Miyokardit, Koroner

vaskulit

Go6z tutulusu Keratokonjonktivit Sikka, Skelerit,
Episkelerit, Skeleromalasi
perforans

Norolojik tutulus Basi ndropatileri, Periferal

ndéropati, Monondrit multipleks

Muskiiler tutulug Gugsuzlik ve artrofi

Hematolojik tutulus Felty sendromu, Anemiler,
Lenfoma

Digerleri Amiloidoz, Psikosomatik
yakinmalar
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1.2.1.5 LABORATUVAR BULGULARI

RA hastalarinda biyokimyasal parametrelerden Eritrosit Sedimentasyon
Hizi (ESH) 0-20 mm/saat ve C-reaktif protein (CRP) 0-0.5 IU/ml normal
degderlerinin Ustinde saptanmaktadir. Bu degerler 6zgul olmasalar bile

hastaligin aktivite derecesini yansitirlar.

Aktif RA’ li olgularda siklikla saptanan bir baska bulgu kronik aneminin

olusmasidir. Hasta remisyona gittikgce anemi duzelir.

RA hastalarinda onemli olan diger bir parametre Romatoid Faktor’ dur
(Rf). Rf, IgG’ nin Fc fragmanindaki antijenik determinantlara kargi olusan bir

antikordur ve 0-40 IU/ml normal dederler olarak kabul edilmektedir.

1.2.1.6 RADYOLOJIiK BULGULAR

Konvansiyonel radyolojik bulgular RA tanisinin konmasinda ayri bir
Oneme sahiptirler. Periost reaksiyonunun olmamasi ve osteofitlerin
bulunmamasi ana radyolojik 6zelliklerdendir. Ancak RA’ teki esas lezyonu
erozif degisiklikler olusturur. Bilindigi gibi, sinovyal eklemlerde hiyalin kartilaj
eklem yuzeylerini orter. Eklemi gevreleyen ve fibroz dokuda olusan kapsulin
ekleme bakan ylzunu sinovyal zar kaplar. Ancak, kemigin birlestigi yerde

kemik dokuya yapisarak biter. inflamatuvar olaylarda gérilen ana degisiklik,

sinovyada hipertrofiye yol ac¢iimasidir. Bu hipertrofi, pannus

formasyonu adi verilen ve erozif degisikliklere yol agabilen sinovyal hipertrofi
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seklindedir. Eroziv degisikliklere yol acilan bodlgede de sinovyanin kemik
dokusu ile kartilaj doku arasinda birlesme yeri olusabilir. Clnku, bu bdlgede
sinovyanin bir kismi dogrudan kemik yapi ile karsi karsiyadir. Boylece RA’ e
dzgli marjinal erezyonlar ortaya cikar. MKF, PiF, MTF, karpal kemikler, ulna
stiloidi ve radius bagi bu erezyonlarin en ¢ok saptandiklari eklemlerdir.
Erezyonlar, multipl, marjinal ve simetrik olarak gorulebilirler. Ayrica,
erezyonlar subkondral kistler olugturur. Bu kistik yapilar sinovyal membranin

subkondral bélgeye invazyonu ile agiklanir (22).

RA radyolojisinde inflamatuvar bir artritin klasik gidisi zaman iginde
belirlenir. Diger inflamatuvar artritlerde oldugu gibi RA’ de gozlenen ilk bulgu,
tutulan eklemlerin ¢evresinde olusan doku sigkinliginin saptanmasidir.
Yumusak doku siskinliginin nedeni olarak inflamasyon sonucu ortaya gikan
mediyatorler gorulmektedir. Baslangigta lokal olarak periartikiler bolgede
saptanan osteoporoz, hastalik ilerledikge yaygin hale gelir. Eklemlerin

yeterince kullanilamamasi sonucu osteoporoz gelisimi ve agri artar (22).

1.2.1.7 ROMATOID ARTRITIN TEDAViSI

Yakin zamana kadar Romatoid artrit tedavisi “piramid prensibi” olarak
isimlendirilen bir yaklagima goére yapiimaktaydi. Bu tedavide hastalar bir sure
sadece birinci basamakta yer alan nonsteroid anti inflamatuvar ilaglar ile,
daha sonra ikinci basamag olusturan hastalik modifiye edici antiromatizmal
ilaclar ile tedavi edilmekteydiler. Genel olarak birinci basamak ilaglarin
temelini olusturan nonsteroid ilaglar, eklem agrisi ve sabah tutuklugunu

gideriimesinde etkili oldugu, sadece alindiklari sure ile kisitli olup
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sedimentasyon, CRP gibi akut faz yanitlarini baskilayamadiklari ve eklem
hasarinin gelismesini engelleyemedikleri ileri surulmekteydi. Aralarinda
blyuk bir fark olmayan bu ilaglarin secimi, ilaglarin yarilanma sureleri, yan
etki olusturup olusturmamalari, hasta uyumu ve fiyat gibi etkenler g6z
éniinde tutularak yapilmaktaydi. ikinci basamak ilaglar ise, uygun sekilde
kullanildiklarinda, erozyonlarin  ortaya c¢ikislarini  Onledikleri  veya
yavaslatdiklari nedeniyle hastaligin seyrini degistiren ilaglar olarak
degerlendiriimekteydi (DMARD = Disease Modifying Anti Rheumatic Drugs).
Bu ilaglarin etkileri nispeten ge¢ ortaya ¢ikmakla birlikte non steroid ilaglara
nazaran, tedavinin bitiminden sonra bile etkilerini bir sure daha devam
ettirmeleri nedeniyle birinci basamak ilaglardan farkhlik gostermektedirler (24)
Bu tedavi yaklasimi, o zamanki bilgilere gére Romatoid artritin selim bir
hastalik olarak kabul edilmesi ve bu ilaglarin, yeni kullanilan ilaglara gore
daha etkili ve daha az toksisite olusturmasi nedeniyle tercih edilmekteydi.
Hastalarin uzun sudreli takiplerindeki elde edilen olumsuz sonuglar,
arastiricilar piramit stratejisinin yeniden gézden gegirilmesine yonlendirmigti
(21). Ancak yapilan klinik arastirmalar sonucunda, ikinci basamak ilaglarinin
kullaniimasina ge¢ kalindigi duastnulerek “piramid prensibi” tedavisinden
uzaklasildi. Gunimuizde ise Romatoid artrit' te erken ve daha yogdun bir
tedavi anlayisi benimsenmistir. Gunimuzde bu ilaglarin  kullanimina
hastaligin teshisinden hemen sonra baglanmasi Onerilmekle birlikte,
hastaligin klinik seyrinin hastadan hastaya ¢ok farkhlik gdéstermesi nedeniyle
hastalara standart bir yaklagimda bulunmak mumkin olmamaktadir. Tedavi
seciminde hastaligin evresi, prognozu ve yas gibi faktorler énemli rol

oynamaktadirlar (24).
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Son 10 yildir, RA tedavisindeki geleneksel nihilist bakis yerini uygun
tedavinin kanita dayali tutumu ile degistirmistir. Bu degisim, hastalik modifiye
edici antiromatizmal ilaglar olarak bilinen ilaglarin en etkili gekilde
kullaniilmaya baglanmasi, DMARDSs’ larin erken donemde ve kombinasyonlu
olarak kullaniimasi ayrica biyolojik DMARDs’ lari iceren yeni hastalik
modifiye edici antiromatizmal ilaclarin gelistirimesi ile olmustur. Ornegin
Monoterapide kullanilan Methotrexate, TNF inhibitorleri ile kombinasyonlu

olarak kullanildiginda RA igin etki orani artmaktadir (43).
Bugiin mortalite modifiye edici ilaglarin (DMARDSs) kullaniimasiyla birlikte Romatoid

artrit hastalarinda gozlenen deformite, giigsiizliik ve tutulmalar azalmaya baslamistir (4).
Bu ilaglardan en o6nemlisi olan Methotrexate ilk kez 1940 yilinda kanser
hastalarinda kullaniimak Uzere gelistirilen folik asitin spesifik antigonistidir (8).
1972’ de ilk kez romatolojik hastaliklarin tedavisinde kullanilmaya baslanmis,
rutin tedaviye ancak 1980’ lerden sonra girmistir. RA hastalarinin yarisindan
fazlasinin MTX tedavisi gormesi ve yaygin olarak kullaniimasi, MTX’ 1 en sik
kullanilan hastalik modifiye edici antiromatizmal ilag haline getirmektedir (15,

32, 56, 58, 84). MTX ile tedavi edilen RA hasta oraninin 1985 yillarinda % 10’ dan 2000

yillarinda % 76’ lara kadar yukseldigi belirtiimektedir. Bu artisa neden monoterapide hastalik

aktivitesini ve eklem erozyonlarinin oranini azaltmasi yaninda uzun dénem mortalitede

azalmaya neden olmasidir. Bu hayatta kalma sansi, diger ilaglardan olan
sulfasalazine, hydroxychloroquine, altin ve penicillamine tarafindan
saglanamamaktadir. Dusuk doz haftalik MTX' n guvenli profili diger
segeneklerle karsilastirildiginda, 1980 yilindan itibaren pratiJe dayanan
genis dagihmli kullanimi ile tamamen kabul gormektedir (43). Ancak, MTX
kullanimini sinirlandiran bazi etmenler oldugu ve bunlardan en onemlisinin
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bazi hastalarda toksisite gelisimine neden oldugu bildiriimektedir. Kimi
arastirmalarla, RA hastalarinin yaklasik % 10-30’ unda toksisite geligimi
nedeniyle MTX tedavisine devam edilemedigi gdézlenmektedir (56, 58, 71).
Son yillarda yapilan ilag arastirmalariyla, ilaca verilen bireysel yanitta,
cevre, diyet, yas, cinsiyet, kilo, ila¢ etkilesimlerinin yanisira genetik faktorlerin
de dnemli oldugu ortaya konmustur. Bireyin ilag metabolize edici enzimleri,
transport proteinleri ve reseptorlerinin genetik sifreleri ve bu sifrelerde
meydana gelen degisiklikler géz 6nudnde bulundurularak, en uygun ilag ve
doz segimine olanak saglayan farmakogenetik yaklasim, bireye 6zgu

tedavilerin geligtiriimesinde giderek 6nem kazanmaktadir.

1.2.2 FARMAKOGENETIGE GIRI$

Bir ilacin klinikte kullanilabilmesi igin 6ncelikle bilinmesi gereken
hususlar klinik etkinligi ve guvenilirligidir. Ancak ilaglarin her hasta Gzerinde
ayni derecede etkili ve giivenli olmasi beklenemez. ilaglarin esdeger dozlari
bazi bireylerde yeterli etkinlik gostermezlerken, bazi hastalarda toksisiteye
bagli dnemli saglik problemlerinin gelismesine neden olabilmektedirler (79).
Bireyin ilaclara verdigi yanitta ¢evre, diyet, yas, yasam stili, saghk durumu
gibi etmenlerin yanisira genetik yapisina bagli olarak da farkhliklarin olugtugu
bilinmektedir (2). Genetik faktorler ilag yanitinda, bireyler arasindaki
degiskenligin en az % 20- 40’ indan ve yan etkilerin % 50’ sinden sorumlu
tutulmaktadirlar. Genetik biliminde meydana gelen gelismelerle Kisiler veya
toplumlar arasinda ilaglara karsi farkli tip ve derecelerde yanit verilmesine

neden olan genetik degiskenliklerle ilgili arastirmalar Farmakogenetik bilimini
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dogurmustur (79). Farmakogenetik bilimi, ilaglarin yarar ve yan etkileri
Uzerinde genlerin etkilesimini tanimlamaktadir (82). Bu alandaki ilk énemli
calisma, 1950 yillarinda insan biyokimyasal genetiginin ortaya c¢ikmasiyla
baslamistir (46). Genetik sifremizin belirlenmesiyle birlikte ilaglarin metabolik
yolaklarindaki genetik farkliliklarinin (polimorfizmlerinin) incelenmesi ilag

tedavilerinde yeni bir ¢igir agmistir.

Bireyler arasindaki genetik farkhliklari ortaya koyan genetik
polimorfizmler, klinik uygulamada ilaglarin metabolizmasinda yer alan
enzimleri kodlayan genlerde meydana gelen degisikliklerin saptanmasina da
olanak saglarlar. Suksinilkolin apnesi ilk saptanan 6rneklerdendir. Birgok ilag
grubunun oksidasyonundan sorumlu olan sitokrom P450 (CYP) enzimlerini
ve Faz Il metabolizmasindan sorumlu yolaklardaki proteinleri kodlayan gen
mutasyonlarinin ortaya konmasi, onemli ilag gruplarinin tedavide kullaniima
sekillerini degistirebilmektedir. Orn: TiopUrinler, purin analogu olarak etki
gOsteren antineoplastik kemoterapdtiklerdir. Bu ilaglardan; 6-merkaptopurin,
cocuklarda akut lenfoblastik I6semi tedavisinde; 6-tioguanin, akut
myeloblastik  I6semi  tedavisinde;  azotiopurin ise solid organ
transplantasyonunda, romatizmal, dermatolojik hastaliklarda immunsupresif
olarak kullaniimaktadir ve Azotiopurin etkisini 6-merkaptopurine gevrilerek
g6stermektedir. Bu ilaclar 6n ilaglardir ve 6nce HGPRT (hipoksantin guanin
fosforibozil transferaz) gibi bazi enzimler tarafindan aktif hale getirilmeleri
gerekmektedir. Bu reaksiyonlarla olugan tioguanin nukleotidleri DNA’ nin,
RNA’ nin yapisina katllarak ve purin nukleotid sentezini engelleyerek
etkilerini gostermektedirler. Ayrica bu ilaglar ksantin oksidaz ile okside
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edilerek ya da tiopurin metil transferaz (TPMT) araciliiyla metilasyona
ugrayarak inaktive edilirler. TPMT polimorfizmi bu ilaglarin terapétik etkinligi
ve toksisiteleriyle yakindan iligkilidir. Cesitli calismalar, TPMT eksikligi olan
hastalarin tiopurinlerin konvansiyonel dozlari ile tedavi edildiklerinde ciddi
hematopoetik toksisite riskine sahip olduklarini gostermektedir. Bir
calismada, Romatizmal hastaliklari nedeniyle azotiopurin alan 67 hastada,
(mutant) TPMT alelleri igin heterozigot olan 6 hastadan 5 i tedavinin
baslangicindan 1 ay sonra l6kopeni nedeniyle tedaviyi birakmak zorunda
kaldiklari, altinci hastanin ise tedaviyi tolere edemeyip tedaviyi daha
baglangi¢c asamasinda biraktigi bildiriimektedir. Wild type alele sahip olan
hastalar ise ortalama 39 hafta boyunca komplikasyon ortaya ¢ikmaksizin
tedaviye devam edebilmislerdir (34)

Sonug olarak, son yillarda genetik alanindaki gelismeler ile hastalarin
genetik yapisi belirlenerek, yan etki gelisimine neden olabilecek hastanin
yasl, saglik durumu, kullandidi diger ilaglar da géz énune alinarak bireye en
etkili ve en az yan etkiye sahip en uygun ila¢ segimi ve dozlarin ayarlanmasi
ile en dogru tedavi sekli uygulanmaya calisiimaktadir. Bdylece hastalara
yuksek doz uygulamalarinda yan etki olusmasi ve ayrica dusik doz
uygulamalarinda ise etkin olmayan tedavinin énune gegcilebilmesi mumkin

olmaktadir.

Methotrexate (MTX), kemik erezyonlarinin gelisimini stabilize ettigi veya
geciktirdigi ve hastalik aktivitesini azalttigi ispatlanmis olan ve RA
tedavisinde yaygin olarak kullanilan hastalik modifiye edici antiromatizmal
ilagtir (33).
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Romatoid artritin aktivitesinin baskilanmasi igin gerekli olan MTX
dozunun, Romatoid Artritli bazi hastalar arasinda farkliliklar olusturabilecegi
bazi durumlarda ise MTX tedavisinin etkisiz kalabilecegi belirtiimektedir.
Sonug olarak, bazi hastalarda MTX kullanima bagl olarak yan etki olusumu

g6zlenirken, bazi hastalarda gézlenmedigi belirtiimektedir (70).

Yapilan birgok galismada, MTX kullanimina bagh olarak nodul (% 8),
alerjik pneumonit (% 2-5), merkezi sinir sisteminde gozlenen toksisite (% 1-
35), doz sonrasi reaksiyonlar (% 10), mide bulantisi, kusma, karin agrisi ve
diyare gibi gastrointestinal komplikasyonlar (Gl) (% 60), transaminazlarin
yukselmesi ile karaciger iltihabi (% 20-58), hematolojik anomaliler (% 1-2),
vucutta kizariklik olugmasi (% 1-2) ve kellik (% 5) gibi birgok toksisitenin
ortaya ciktigi rapor edilmektedir (56, 58).

MTX tedavisi uygulanan RA’ li hastalarda, gunde 1-5 mg dozlarda folik
asit aliniminin MTX’ In anti-inflamatuar etkisini azaltmadan toksik etki
olusumunu onleyebildigi ancak yuksek dozlarda toksik etki olusumunu
etkilemesi yaninda ilag etkisini engelleyebildigi belirtiimektedir (8). Yapilan bir
calismada diusuk doz MTX tedavisi goren RA’ |i hastalarda folik asit yada
folinik asit aliniminin MTX ile iligkili mukozal ve gastrointestinal yan etki

gelisimini azalttigi bildirilmistir (50).
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Methotrexate’ in Hiicresel Metabolizmasi

Methotrexate’ iIn Romatoid artrit ve didger inflamatuvar hastaliklar
uzerindeki etki mekanizmasi henlz tam olarak anlasiimamakla birlikte, folik
asit metabolizmasi ve toksisite gelismesi Uzerindeki etkisinin 6nemli oldugu
belirlenmistir (56, 71). Methotrexate, ATP-baglayici kaset (ATP-binding
casette=ABC) ve ¢6zunen tasiyicilarin (Solute carrier=SLC) butin Gyeleri
tarafindan regule edilen aktif transport mekanizmasi ile hicre igine girer ve
MTX poliglutamat sentaz (FPGs) enzimi tarafindan poliglutamat formuna
donuagturalir. Bu islem gama glutamil hidrolaz (GGH) tarafindan tersine
cevrilebilir. Poliglutamat formu; MTX’ in hicre iginde saklanma, dihidrofolati
tetrahidrofolata (THF) indirgeyerek dihidrofolat reduktazi (DHFR) inhibe etme
Ozelligine sahiptir. THF, homosisteinden metioninin sentezlenmesi ve
poliaminlerin sentezi igin gerekli olan 5-metil THF gibi aktif folat
kofaktorlerinin yapimi icin dnemlidir. MTX’ In poliglutamat formu ayrica de
novo pirimidin biyosentetik yolaginda deoksiuredilat’” 1 deoksitimidilat’ a
donusturen timidilat sentetazi (TYMS) inhibe eder. Folik asit yolaginda dnemi
olan metilentetrahidrofolat rediktaz (MTHFR) enzimi, MTX tarafindan direkt
olarak inhibe olmaz. MTX’ In dihidrofolat rediktazi inhibe etmesine bagh
olarak homosisteinin  metionine donusumunlu engelleyerek, MTX'In
intraselller folat havuzu Uzerindeki etkileri nedeniyle MTHFR enziminin

etkiledigi belirtimektedir ( 57, 58, 70)  ( Sekil 4).
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Sekil 4: Methotrexate’ in Hlicresel Metabolizmasi

MTX’ in, Romatoid artritli hastalar arasinda goézlenen farkh etki ve
toksisite olusturma nedenleri tam olarak agiklanamamasina ragmen, folat
metabolizmasinda yer alan enzimlerde meydana gelebilecek olasi
polimorfizmlerin bu farkliliklara neden olabilecegi belirtiimektedir (70).

Metilentetrahidrofolat rediktaz (MTHFR) enzimi, folat metabolizmasinin
onemli bir enzimi olup Methotrexate metabolizmasinda da gerekli olan
enzimlerden biridir (11, 54). MTHFR enzimi, homosisteinin remetilasyon
doéngusinde homosistein, transsulfirasyon ve remetilasyon yollarini
kullanarak metabolize olur (11). GuUnumuze kadar yapilan arastirmalarla
MTHFR geninde bir¢gok polimorfizm (677C—»T, 1298A—C, 1711C—T,
1727C—T, 1762A—-T, 1768G—A, 1134G—A, 1793G—A) tanimlanmistir (52,
61). Bu polimorfizmlerden en ¢ok calisilan polimorfizmler C677T ve A1298C

polimorfizmleri olmustur (11, 52, 62).

Gen varyasyonlari veya polimorfizmler, genel olarak populasyonun %1’

inden daha yuksek oranda gorulen DNA dizi degisikleri olarak tanimlaniriar.
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Bireyler arasindaki genetik varyasyonlar, DNA dizisindeki tek baz
farkhliklarindan meydana gelirler. Bunlara tek nukleotid polimorfizmleri veya
SNPs (Single Nucleotid Polymorphisms) denir (2). Bireylerin genotiplerinde
olusan bu nukleotid degisiklikleri, fenotipe yansiyarak hastaliklara karsi

olusan ilag yanitlarini 6nemli oranlarda degistirebilmektedirler.

1.2.3 POLIMORFIZMLER

Genetik kararhlik hiicre bélinmesinden dnce, dogru replikasyon ve bu
replikasyon sirasinda istenmeden meydana gelebilecek hatalarin dogru
mekanizmalarla tamiriyle saglanabilir. Tamir mekanizmalarinin bozuldugu
yada vyeterince fonksiyon gormedigi durumlarda, organizmada bazi
degisiklikler meydana gelir. Herhangi iki insanin DNA dizisi %99.9 6zdestir.
Bireyler arasinda DNA dizilerinin kuguk bir kismi farkhdir; ki bu, insanlar
arasinda genetik olarak belirlenen gesitlilikten sorumludur. Stphesiz DNA
dizilerindeki bazi farkliliklar, az olmakta ve fenotipi etkilememektedirler;
halbuki diger farklihklar dogrudan hastaliktan sorumludurlar. ki birey
arasindaki genomik farkliigin, DNA’ daki yaklasik her 100-300 baz giftinden

birinde ortaya ¢iktigi ileri siralmektedir (67).

1.2.3.1 TEK NUKLEOTID POLIMORFizMmi

insanlar arasindaki fenotipik farkliliklarin gogu, DNA’da meydana gelen
degisimlerden kaynaklanmaktadir. Genellikle tek nukleotid baz giftinde
gorulen bu farkhiliklar “tek nukleotid polimorfizmleri (SNP)” olarak
tanimlanirlar (31). Biyomedikal arastirmalar i¢in buyik dneme sahip olan tek
nikleotid polimorfizmleri (SNP), bireyler arasindaki genomda tek nukleotidde
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(A, T, C ve G) meydana gelen dedisim sonucu olusan DNA dizi
varyasyonlarinin en yaygin seklidirler (30, 31). Ornegin SNP, AAGGCTAA
DNA dizisi ATGGCTAA seklinde degisebilir. Varyasyonun SNP oldugunun
disUnulebilmesi icin, populasyonun en az % 1 inde bulunmasi
gerekmektedir. SNP, 3-milyar bazlik insan genomunda her 100-300 bazda bir
meydana gelebilir. SNP’ ler insan genetik varyasyonlarinin % 90’ 1ni
olustururlar. Genelde her U¢ SNP’ den ikisi Sitozin’ in (C) Timin’ e (T)
degisimini icermektedir. SNP’ ler genomun batin kodlayan (gen) boélgelerinde

veya kodlanmayan bolgelerinde meydana gelebilir.

DNA dizisindeki varyasyonlar insanlarin hastaliklara; bakteri, virus,
toksin ve kimyasallar gibi gevresel etkenlere, ila¢ ve diger terapilere verdikleri
yanit Uzerinde buyuk etkiye sahip olabilirler. Bu yaklagsimdan yola ¢ikilarak,
SNP’ ler biyomedikal arastirmalarda ve farmakolojik  Urunlerin
geligtirimesinde blylk 6nem tasimaktadirlar. SNP’ lerin evrim sirasinda
stabil kalmalari, yani kusaklar arasi geciste fazla degismemeleri, populasyon

calismalarinin kolay izlenmesini saglamaktadir (30).

Genel genomik bilginin saglanmasi amaci ile 1999 yilinda SNP
Konsorsiyumu (The SNP Consorsium Ltd.) organize olmustur. SNP
Konsorsiyumu’ nun  misyonu insan genomunun basindan sonuna kadar
dizenli bir sekilde dagiimis olan 300.000 SNP’ nin ortaya c¢ikarimasidir.
1999 yilinda baglayan ve 2001 yilinda tamamlanan arastirma sonucunda
planlanandan c¢ok daha fazla olmak Uzere toplam 1.5 milyon SNP

tanimlanmistir (31).
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1.2.4 METILENTETRAHIDROFOLAT REDUKTAZ
1.2.4. IMETILENTETRAHIDROFOLAT REDUKTAZ (MTHFR)
ENZIMININ YAPISI VE GOREVi
5,10-metilentetrahidrofolat reduktaz enzimi (MTHFR), bir flavoprotein

olup MTHFR familyasinin bir Gyesidir.

Memelilerde MTHFR’ in yapisi hakkindaki ilk bilgiler, domuz karaciger
enziminin saflastiriimasi ile elde edilmistir. Enzim sitoplazmik bir enzim olup,
iki alt birimden olusan homodimer yapidadir. insanlarda yapilan Western Blot
analizleri sonucunda 2 izoformu bulundugu aciklanmistir. Bu izoformlar
dokulara o6zgu olup, 70 kDa’ luk kuguk alt birimlere sahip izoform
karacigerden, 77 kDa’luk buyuk alt birimlere sahip izoform ise diger
dokulardan izole edilmigtir. Enzim tripsinle proteolize ugratildidinda, 77 kDa’
luk alt birim 40 kDa ve 37 kDa’ luk kisimlara ayriimaktadir. Bu ayriima
sonucunda S-adenozil metiyonin (SAM) inhibisyonu ortadan kalkar, ancak
enzimin katalitik aktivitesi degismez. Yapilan galismalar sonucunda katalitik
bolge olan 40 kDa’ luk N-terminal bodlgenin substrat ve koenzim baglama
kisimlarina sahip oldugu, regulator bdlge olan 37 kDa’' luk C-terminal
bdlgesinin ise, SAM baglanma kismina sahip oldugu gosterilmistir. Memeli
enzimi kendisine nonkovalent olarak bagli bulunan FAD koenziminini igerir.

Bu koenzim, NADPH’ in metilentetrahidrofolata (MTHF) transferini saglar

(11).

25



MTHFR, folat metabolizmasinin dlzenleyici bir enzimi olarak
homosisteinin metionine, Biz-bagiml remetilasyonunda metil-grup donord,
5,10-metilentetrahidrofolatin 5-metiltetrahidrofolata degisimini katalizleyerek

homosistein metabolizmasinda énemli rol oynar (20, 49).

MTHFR, 5,10-metilen THF geri donusimsiuz olarak 5-metil THF

doniistirir (Sekil 5).

5-metil tetrahidrofolat; DNA metilasyonu ve metiyonin sentezi i¢in metil
grubu saglar. Bunun igin 5-metil THF, metil grubunu vererek homosisteinin
degisiminde rol oynar. 5,10-metilen THF ise deoksiuridilatin timidilata
donusumuande kullanilirken bir taraftan da purin sentezi igin 10-formil THF’ a

okside olmaktadir (11).

FOLIK ASIT
Metilenrrig DNA proteiner, lipidler — <o——folik asit reseptérieri
. [dump|
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Sekil 5: MTHFR enziminin rolinu gbésteren mekanizma. Enzim iki

dongu arasinda metil transferinde rol oynar.
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1.2.4.2 METILENTETRAHIDROFOLAT REDUKTAZ (MTHFR)
GENININ YAPISI VE OZELLIKLERI

insan MTHFR geninin, kromozom 1p36.3° de lokalize oldugu
bulunmustur (52). Bu genin N-terminal ucunun yapisi tamamen
acgiklanamamig, promotor bolgesinin transkripsiyon faktorlerinin baglanmasi
igin belirli konsensus dizilerine sahip oldugu ancak TATA kutusu igermedigi
belirlenmistir. MTHFR geninin 1. ekzonunda alternatif kaynasma (splicing)
bdlgesi bulunmakta ve meydana gelen bu alternatif splicing olaylari
sonucunda degisik dokularda, farkh MTHFR transkriptleri (3 transkript)
olusmaktadir (11, 17). Bu genin kompleks gen regulasyonu ile iligkili

olabilecek uzun UTR dizileri bulundugu saptanmisgtir.

insan genomik klonunun (17 kb), 2.2 kb uzunlugundaki MTHFR cDNA
sekansinin tamamini igcerdigi belirlenmigtir. Bu MTHFR cDNA, her biri 102-
432 bg¢ uzunlugunda toplam 11 ekzon ve 250 b¢’ den 1,5 kb’ a kadar degisen
farkh uzunluklardaki intronlardan olusmustur. Ekzon 1, ATG baslama
kodonunu tasir ayrica 5 ve 3 kaynasma bolgelerinde GT ve AG
dinukleotidlerinden olugan konsensus dizileri yer alir. Ekzon 11" in 3’ ucu,
cDNA’' da poliadenilasyon bolgesiyle sonlanir. Poliadenilasyon sinyali

(AACCTA), bu bélgenin 15 bg¢ 6ninde yer alir (20).

insan ve fare MTHFR geni Uzerinde yapilan calismalar sonucunda,
MTHFR geninde 15 farkli mutasyon ve polimorfizm belirlenmigtir. Bu
mutasyonlardan en ¢ok calisilanlardan vaskuler hastaliklar, noral tup

defektleri ve kolon kanseri ile yakindan iligkili oldugu aciklanan C677T
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polimorfizmi enzimin katalitik boélgesinde ve 6zellikleri néral tip defektlerinde
etkili olan A1298C polimorfizminin ise enzimin regulatér bolgesinde yer aldidi

bildirilmistir (11).

1.2.4.2.1. MTHFR Geninin Diger Allelik Varyantlari

MTHFR ARG184TER

Goyette ve arkadaslari (1994) (19), MTHFR eksikligi gorulen bir
hastada 559. nukleotidde C—T degisimi sonucu, 184. pozisyondaki
Arg—Stop kodonuna donustiren ARG184TER varyantini tanimlamigtir (29)
(Tablo 3) .

MTHFR ARG158GLN

Goyette ve arkadaslar (1994) (19), MTHFR eksikligine bagh olarak
gelisen Homosisteinuri gelisen hastalarda 482. nukleotidde G—A degisimi
sonucu, 158. pozisyondaki Arg —Glu degisikligini ARG158GLN varyanti
olarak tanimlamisgtir (29) (Tablo 3).

MTHFR 983A-G, ASN324SER

Hyland ve arkadaslari (1988) (26) ve Wendel ile Bremer (1984) (76),
Kluijtmans ve arkadagslari (1998) (37) tarafindan siddetli MTHFR enzim
eksikligi gozlenen Greek/Macedonian soyundan bir hasta kadinda, MTHFR
geninde 324. niukleotidde Asn— Ser' e degisimi sonucu olugsan homozigot
983 A—G mutasyonunu tanimlamistir (29) (Tablo 3).

MTHFR 1027T-G, TRP339GLY

Kluijtmans ve arkadaglari (1998) (37), MTHFR eksikligi gozlenen Turk

soyundan bir cocukta MTHFR geninde 1027. nukleotidde T—G degisimi
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tanimlanmistir. Bu mutasyon triptofan kalintisini glisine dénustirmektedir
(29) (Tablo 3).

MTHFR 1084C-T

Hyland ve arkadaslari (1988) (26), Kluijtmans ve arkadaslari (1998) (37)
kan bagi olan saglikli trk ailesinin bir erkek ¢cocugunda MTHFR cDNA’ da
1084. nukleotidde C—T degisimi sonucu, Arg— TGA (stop) kodonuna
degisikligi ile MTHFR 1084C-T varyantini tanimlamiglardir (29) (Tablo 3).

MTHFR, 1711C-T

Kluitmans _ve arkadaslari__(1998) (37), MTHFR geninde 1711.
nikleotidde C—T degdisimi sonucu, Arg— TGA (stop) kodonuna degisimini

MTHFR 1711C-T varyanti olarak tanimlamigtir (29) (Tablo 3).

MTHFR, 1081C-T

Tonetti ve arkadaslari (2000) (68), serum ve kirmizi hicrelerde dusuk
folat seviyesi ile iligkili olarak olusan hiperhomosisteinemi’ i ve
hipometioninemi 4 kardes cocukta ekzon 6 da 1081. nukleotitte C—T
degisimi sonucu Arg—Cys degisikligini MTHFR, 1081C-T varyanti olarak

tanimlamistir (29) (Tablo 3).

MTHFR, MET581ILE

Beckman ve arkadaslar_(1987) (3), MTHFR eksikligi olan hastada
1755. niukleotiddeki G—A degistigi bir polimorfizmi tanimlamistir. Selzer ve
arkadaslari_(2003) (61) ise bu mutasyonun azalmis enzim fonksiyonu ile
iliskili olan MTHFR 677C-T ve 1298A-C polimorfizmleri ile birlikte kalitildigini

gOstermistir (29) (Tablo 3).
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Tablo 3: MTHFR geninin farkh allelik Varyantlari

Degisen Niikleotid Degisen Aminoasit
C™T Arg " Ter
G"A Arg™®5GIn
c'T Ala***-Val
ATPEC Glu**—Ala
A®G Asn®*-Ser
T1027G Trp339—>GIy
C'™T Arg—STOP
c''T Arg—STOP
c'%®T Arg —Cys
G'™A MeT>*'—lle

1.2.4.3.2 Metilentetrahidrofolat Rediiktaz (MTHFR) C677T Gen

Polimorfizmi

MTHFR C677T polimorfizminde, MTHFR proteinin N-terminal katalitik
bdlgesini etkileyen 4. ekzonda 677. nikleotid olan C (Sitozin) — T (Timin)’ e
degisimi sonucu bir nokta mutasyonu olusmaktadir. Bu mutasyon, genin
urind olan proteinin 226. pozisyonunda Ala—Val aminoasit degisimine
neden olmaktadir. Bunun sonucu MTHFR aktivitesi azalmakta, bu da 5-metil
tetrahidrofolat seviyesinde azalmaya ve bunun sonucu olarak da
homosisteinin metiyonine donusememesi nedeniyle plazma homosistein

seviyesinde artisa neden olmaktadir.
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MTHFR C677T polimorfizminde, CC (Alanin/Alanin) homozigot normal,
CT (Alanin/Valin) heterozigot ve TT (Valin /Valin) homozigot mutant

genotipler gorulmektedir.

MTHFR’ in C677T polimorfizminin, kardiyovaskuler hastaliklar, noral tup
defekti, inme, Down sendromu, meme ve endometrial kanser gibi
hastaliklarda gorulen bir genetik risk faktori oldugu bilinmektedir. Yapilan
cesitli arastirmalarda, MTHFR 677TT genotipli bireylerin akut l6semi,
kolorektal ve akciger kanserlerine yakalanma riskinin azaldigi, endometrial

kanserlerine yakalanma riskinin ise arttigi ileri suralmektedir.

MTHFR aktivitesini homozigot mutant 677TT genotipine sahip
bireylerde heterozigot 677CT ve homozigot normal 677CC genotipine sahip
bireylere nazaran azalirken, homosistein seviyesinde onemli oranda artis
gosterdigi gorulmektedir. MTHFR eksikliginde, homosisteinden metiyonin
olusumundaki  bozukluk, organizmada hem metiyonin (ve S-
adenozilmetiyonin) azalmasina hem de homosistein birikiminden
kaynaklanan toksik etkilerin ortaya ¢ikmasina zemin hazirlar (11).

Yapilan bir calismada, MTHFR C677T polimorfizminin metabolik ve
hastaliklar GUzerindeki etkileri ile ilag tedavisi Uzerindeki etkisinin dnemi
yeniden gézden gegirilmistir (69).

Metabolik etkileri

Homosistein ve Folat

Birgok c¢alismada T alelinin, yuksek plazma homosistein

konsantrasyonuyla iligkili oldugu gosteriimektedir. Total homosistein
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konsantrasyonun  etkileri, homozigot TT bireylerde dustik folat
konsantrasyonlariyla ifade edilmektedir. 0.5-2.0 mg gunlik dozlarda alinan
folik asitin, TT genotipli bireylerde total homosistein miktarinin azalmasina

neden olduguna igsaret etmektedir.

ilag

Bircok ilag folat seviyesine etki ederek total homosistein seviyesini
arttirabilmektedir. Bu ilaglar arasinda oncelikle klasik antifolat methotrexate,
trimethoprim ve ayrica sulfasalazin, phenytoin carbamazepine, valproic asit
antiepileptic gibi ilaglar bulunur.

Methotrexate veya sulfasalazin ile tedavi edilen Romatoid Artritli ve
anticonvulsat tedavisi goéren epilepsi hastalarinda, TT genotipli bireylerin CC
genotipine sahip bireylerden daha yuksek homosistein konsantrasyonuna

sahip olduklari belirtiimektedir.

1.2.4.3.3.Metilentetrahidrofolat Rediiktaz (MTHFR) A1298C Gen

Polimorfizmi

MTHFR geninde meydana gelen bir diger polimorfizm ise enzimi
kodlayan genin 7. ekzondaki 1298. nikleotid olan A (Adenin)’ in, C (Sitozin)’
e degisimi sonucu, MTHFR proteinindeki Glu — Ala amino asit degisimine
neden olan polimorfizm olup, enzimin C-terminal regulatdér bolgesini
etkilemektedir. Bu polimorfizmde yine MTHFR aktivitesi azalir. A1298C

polimorfizminin, plazma homosistein konsantrasyonundaki artisini C677T
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polimorfizmi kadar etkilemedigi ileri surllse de, tam olarak ne o&lglde

etkiledigi aciklanamamaktadir (11).

1.2.5 MTHFR POLIMORFiZMLERINiIN BELIRLENMESINDE

KULLANILAN YONTEMLER

MTHFR gen polimorfizmlerinin belirlenmesinde, diger polimorfizmlerin
belirlenmesinde oldugu gibi, ¢esitli yontemler kullaniimaktadir. MTHFR gen
polimorfizmlerinin analiz edilmesinde ilk defa uygulanan ve hala gunumuzde
yaygin olarak kullaniimakta olan Polimeraz Zincir Reaksiyonu/ Restriksiyon
Enzimi Uzunluk Polimorfizmi (Restriction Fragment Length Polymorphism =
RFLP) yontemidir. Gunumuzde bu yontemin yani sira LightCycler (LC) gibi
gercek zamanh PCR (realtime-PCR) cihazlari ve floresan boyalarla isaretli
hibridizasyon problarinin geligtiriimesi ile Floresan Rezonans Enerji Transferi

(FRET) yontemi de kullanilmaya baslanmistir.

1.2.5.1.Polimeraz Zincir Reaksiyonu/ Restriksiyon Enzimi Uzunluk

Polimorfizmi (PCR/RFLP)

POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU: Polimeraz zincir reaksiyonu
(polymerase chain reaction = PCR), herhangi bir organizmaya ait genomik
DNA' da dizisi bilinen herhangi bir bolgenin in vitro sartlarda enzimatik olarak
cogalmasina (amplifikasyon) olanak veren DNA sentez yontemidir. PCR, cift
iplikli bir DNA molekilinde hedef dizilere uygun oligonikleotid primerlerin
baglanmasi ve uzamasi esasina dayanir. PCR, tekrarlanan 3 basamaktan

olusan bir yontemdir.
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Bu basamaklar:

1. Cogdaltilmak istenen DNA’ nin yuksek sicaklikta denatire
edilerek tek zincirli hale getirilmesi (denattrasyon) (90 - 95 °C)

2. Ozgul hibridizasyonun gerceklesmesini  saglayacak
sicaklikta (Tm degerinin 3 — 5 °C altindaki sicaklik), primerlerin
hedef bolgeye baglanmasi (annealing ) (37 - 65 °C)

3. Tag DNA polimeraz enziminin en yuksek aktivite
gosterdigi 72 °C de zincirin primerlerden itibaren uzama (elongation)

(70 -75°C) basamaklarindan olusgur.

PCR’ da gerekli olan bilesenler;

PCR Reaksiyonu igin

1. Amplifiye edilecek hedef DNA dizisini igeren kalip DNA,

2. Cogaltilacak DNA molekulindeki hedef dizilere hibridize
olabilen, 15 — 20 nukleotidden olusan sentetik oligonukleotid primer
cifti,

3. Zincirin  uzama reaksiyonunu gergeklestiren DNA
polimerazin istya dayanikl bir sekli olan Tag DNA polimeraz enzimine

ihtiya¢ duyulmaktadir.

Polimeraz zincir reaksiyonu, cift iplikli bir DNA molekulinde hedef
dizilere uygun iki oligonukleotid primerin baglanmasi ve uzamasi esasina
dayanmaktadir. Oligonukleotid primerler, kalip DNA molekulu yuksek sicaklik
derecelerinde denature edildikten sonra, tek iplikli DNA molekulleri Gzerinde
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kendilerine tamamlayici olan bdlgelere hibridize olurlar. Bu nedenle hedef
bdlgeye 6zgul uygun primer ciftinin segimi ¢ok 6énemlidir. Primerlerin 6zgul
olarak hedef diziye baglanmalari dustk sicaklik derecelerinde
gerceklesmektedir. Denatlrasyonu ardisik primerin baglanmasi
asamasindaki Tm/baglanma sicakhdinin oraninin saptanmasi, PCR
reaksiyonunun gerceklesebilmesi acgisindan buylk bir 6éneme sahiptir.

Tm=[4°C(G+C) + 2°C(A+T) ]

Zincirin uzama reaksiyonu, Thermus aquaticus bakterisinden elde
edilen, optimal 72 °C sicaklikta aktivite gosteren ve 94°C’ de hala aktivitesini
kaybetmeyen Taqg DNA polimeraz enzimi tarafindan gercgeklestiriimektedir.
DNA polimeraz enzimi, MgCl, ve dort gesit deoksiribonukleotid trifosfat
(dATP, dGTP, dTTP, dCTP) varliginda primerin 3’ hidroksil ucundan
uzamasini sadlamaktadir. Mg*? iyonlari dNTP’ ler ile ¢dziinebilir kompleksler
olusturmakta, polimeraz aktivitesini stimule etmekte ve cift iplikli DNA’ nin Tm
derecesini arttirmaktadir. Bu nedenle MgCl,  PCR’ in 6zgulliglu ve urin

verimi Uzerinde onemli bir etki gostermektedir.

Diisiik Mg?* konsantrasyonu, azalan {riin olusumuna, yilksek Mg*
konsantrasyonu ise spesifik olmayan Urun artigsina neden olmaktadir. Zincirin
uzama asamasinin tamamlanmasindan sonra tek iplikli DNA, ¢ift iplikli DNA
haline gelmektedir. 1. dongu sonunda 2 yeni DNA zinciri olugsmakta ve her
dongu sonunda DNA miktari 2 katina ¢ikmaktadir. Boylece, 30-45 dongu

sonunda hedef DNA’ nin milyonlarca kopyasi olusturulmus olacaktir (65).
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Restriksiyon Enzimi Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

Bu yontem ile tek nukleotid polimorfizmlerinin genotiplendirilmesi iki
basamakta gergeklestiriimektedir. ilk basamak DNA bolgesindeki SNP
cevresindeki yaklasik 200 baz ciftinin milyarlarca kez PCR ile amplifiye
edilerek, polimorfik bodlgenin genotiplenmesi amaci ile PCR urinunun
sekanslanmasina veya jel elektroforezinin ardindan enzimle kesilmesine
dayanmaktadir (59). RFLP’ de DNA’ nin enzimatik kesimi restriksiyon
endonukleaz enizmlerinin (RE) kullanimi ile gergeklestiriimektedir. 1950’ li
yillarin baglarinda varliklari saptanan restriksiyon endonukleazlar, cift iplikli
sarmal DNA’ da 6zel nukleotid dizilerini taniyan ve DNA’' nin her iki ipligini
kesen enzimlerdir. Bakterilerde bulunan bu enzimler DNA’ daki 6zgun dizileri
taniyarak kesme islemini, tanima bolgesinde veya bu bodlgenin diginda bagka
Ozel bir dizide gergeklestirirler. Gunumuzde 500’ den fazla RE ticari olarak
uretilmektedir (65). isimleri izole edildikleri bakterinin ilk (i¢ harfi ile bazen ise
ayni bakteriden birka¢c enzim elde edilmesi halinde ise ek olarak Roma
rakamlari ile isimlendirilirler. Orn; ilk tanimlanan restriksiyon enzimlerinden bir

tanesi olan EcoRI enzimi E.coli den elde edilmektedir.

RFLP, Genomik DNA’ nin spesifik bir restriksiyon endonukleaz
enzimiyle kesilmesi ve DNA segmentlerinin agarozda ayristiriimasiyla
olusturulan, DNA profillerinin incelenmesine olanak taniyan bir yontemdir (1).
GCogu DNA polimorfizmi, tek baz cifti degisimlerini icerir. Bu degisimler
restriksiyon enziminin tanima bdolgesini ortadan kaldiran veya yeni bir tanima

bolgesi olusturan degisimlerdir. Enzim kesimiyle olusan fragmentlerin boyut
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farkhliklar, restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmleri (RFLP) olarak
isimlendirilirler. RFLP’ ler dialelik olduklarindan heterozigositeleri % 50

civarindadir (80).

RFLP yb6nteminde, 6rnek DNA bir veya daha fazla restriksiyon
endonukleaz enzimi ile kesildikten sonra, elde edilen DNA fragmentlerinin
molekuler buyukltkleri gore jel elektroforezinde kosturularak molekuler agirhk
standardi (marker) yardimiyla belirlenebilmektedir. Jel, ethidium bromid ile
muamele edildikten sonra fragmentler UV 1gik altinda goérundr hale getirilerek
incelenebilmektedir.

MTHFR gen polimorfizmlerin arastiriilma galigmalarinda en sik RFLP
yontemi kullaniimaktadir. MTHFR geninde meydana gelen C677T ve
A1298C polimorfizmlerinin belirlenebilmesi icin 2 farkli restriksiyon enzimi
(C677T icin Hinfl, A1298C icin Mboll veya Fnu4HI ) kullanilimaktadir. (16, 25,

49, 51, 52).

Jele dayali RFLP yoéntemi glvenilir bir yontem olmakla birlikte g¢ok
saylda ornegin analiz edilmesi gerektiginde oldukga zaman alici bir yontem
olmasi nedeniyle tercih edilmemektedir. Bu yuzden LC cihazi ile gunde
yaklasik 200 ornek calisilabilirken, RFLP ile gunde maksimum 20 o6rnek
calisilabilmektedir. Bu nedenle genis epidemiyolojik calismalar i¢cin RFLP

uygun bir yontem degildir.
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1.2.5.2 Gergek- Zamanli PCR (Real-Time-PCR)

LightCycler cihazi (Sekil 6), kullanilarak yapilan ger¢gek zamanli PCR
reaksiyonu, molekuler genetikte bir reaksiyonda polimorfik DNA bdlgelerinin
kantifikasyonunun ve tek nulkleotid polimorfizm genotiplendiriimelerinin
yapilabildigi yeni bir tekniktir (59). Bu teknik kullanilarak nukleik asit
amplifikasyonu ile es zamanl olarak artis gdsteren floresans sinyalinin
Olcllmesiyle kisa slUrede kantitatif degerler elde edilebilmektedir. Hizli 1sitma
ve sogutma oOzelligine sahip olan LightCycler cihazi, 20-30 dakika iginde 30-
40 PCR dongu gergeklestirdiginden calismalarda oldukga avantaj
saglamaktadir (42,59). Gergcek zamanl-PCR cihazi ylksek hizi yaninda,
kontaminasyon riskini de minimuma indirmektedir. Ayrica, amplifikasyon
islemi es zamanli olarak bilgisayarda goéruntilenebildigi icin  PCR doéngusu
basarisiz oldugunda, reaksiyon ¢ok ge¢meden sonlandirilabilmekte veya
dongu artisi  yapilabilmektedir (59). Elektroforeze gerek kalmadan

amplifikasyon UrUnlerinin gézlenmesi en buyUk kolayligi saglamaktadir.

Sekil 6: LightCycler Cihazi
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LightCycler cihazi ile genotipleme ¢alismalarinda 6zgun primerlerin yaninda
testin 6zgulliguna arttirmak amaciyla hedefe 6zgl hibridizasyon problari
kullaniilmaktadir. Bu hibridizasyon problari, Floresans boyalarla isaretlenen
diziye 0zgu oligonukleotid problaridir.  DNA zincirine bas ve kuyruk
pozisyonunda hibridize olacak sekilde dizayn edilen bu problar, DNA
zincirindeki polimorfik bolgeyi orten sensor hibridizasyon probu ile bu proba

yakin bir boélgeye baglanan anchor problardan olusmaktadir (Sekil 7A) (59).

Sekil 7A) Bu hibridizasyon problarindan

A ﬁuorescein _ )
sensor prob 3’ ucundan Fluoresein (donér
.,JEC Red

boya) ile anchor prob ise 5 ucundan LC
Red 640 (alici boya) ile isaretlenmigtir.

wl ’ . 1% ', Denatiirasyon basamaginda hibridizasyon

LTI

||-.‘ problari solusyon icerisinde ayri ayri

" \\‘ durmaktadirlar.

Hibridizasyon problari amplifikasyon suresi boyunca DNA segmentine
baglhdirlar. Problar hedef DNA dizisi Uzerinde birbirine 1-5 nukleotit
uzakliktaki mesafede baglanmakta ve floresan boya ile isaretlenmis olan
uclar yan yana gelmektedir. LC cihazinin 1gik kaynagindan (LED= Light
Emitting Diode) yayilan 470 nm’ deki mavi isik, fluorescein ile isaretlenmis
olan sensor probunu uyararak daha uzun dalga boyundaki (530 nm) yesil

floresans i1s1gin yayilmasina neden olmaktadir.
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iki floresan boya ile isaretlenmis olan problarin yan yana gelmesiyle
aciga cikan eneriji, ikinci prob Uzerindeki alici boyayi etkileyerek floresans
olusumuna yol acmakta ve yesil 1s19in enerjisi LC Red 640 boyasi icinde
farkh bir dalga boyundaki (640 nm) kirmizi floresan 1s1§in yayillmasina neden
olmaktadir. iki prob arasinda meydana gelen bu enerji transferi, “Fluoresance
Resonance Energy Transfer (FRET), olarak adlandiriimaktadir. Bu eneriji
transferi sonucunda olusan floresans miktari, ortamdaki hibridizasyonun
derecesine diger bir ifadeyle PCR siklusu slresince olusan amplikonlarin
miktarina bagl olarak artmaktadir (73). LC cihazinin optikle ilgili birimi olan
F2 kanall, 640 nm’ deki kirmizi 1sigin yogunlugunu 6lgmektedir. Olgiim,
Isimanin maksimum oldugu annealing fazi sonunda yapilabilmektedir (Sekil

7B).

B Sekil 7B) Annealing basamaginda, problar
hedef DNA dizisine yan yana baglanir.
Birinci boyanin emisyon enerjisi ikinci
boyay! eksite eder. Eksite olan ikinci boya

“ i|||lllll| "lll [ da emisyon enerjisi yayar.

Annealing fazindan sonra, sicaklik artar ve hibridizasyon problari
baslayan uzama (elongation) asamasi sirasinda amplikondan ayrilirlar

(Sekil 7C).
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¢ Sekil 7C) Annealing basamagindan sonra
gerceklesen elongation (uzama)

basamaginin baslamasiyla sicaklik artisi

.-;>_
gerceklesmekte ve sicakhk artigiyla

||d ﬂl lh ‘" l ll “I hibridizasyon  problari  hedef = DNA

dizisinden ayrilmaya baglamaktadir.

Elongation asamasindan sonra olusan ampliconlar ¢ift iplikli
olduklarindan hibridizasyon problari ile hibridize olamazlar. Bu durumda, iki
prob birbirlerinden uzakta ve serbest halde olduklar i¢cin FRET

gerceklesemez (Sekil 7D).

D - \_gﬁj Sekil 6D) Uzama basamaginin ardindan

l ' .;, Ty W cift iplikli amplikonlarin  olusmasiyla

I ||” | “ l 'l [h I H ‘- hibridizasyon problari serbest hale

e == gelmekte ve  birbirlerinden  uzakta
A | sunmeisaarr

1.2.5.2.1. LightCycler Sistemi i¢cin Kullanilan Floresan Boyalar ve
Olgiim Yapilan Kanallar

LC cihazinin optik Unitesi, 3 farkli kanal ile ayni zamanda floresans
OlcimU yapabilmektedir. 530 nm’ de Kanal 1 (F1) SYBR Green | ve

flourescein boyalarini kullanilarak, 640 nm’ de LC Red 640 boyasini

41



kullanilarak Kanal 2’ de (F2), 705 nm’ de LC Red 705 boyasi kullanilarak

Kanal 3’ de (F3) sinyalleri dlger (Sekil 8) (60).

-
"1 500 1]
B Fluorescen f'\
W0 e 540 [ |'
n
w4 Red7ls i

20000 - |
| |
150000+ ,' | 1'.. \
|14 - IIJI \ ."I \ \
00 : R / b R e |

] A e e e T [

L1 1O

[l | ! | ! ! | ! ! ! !
T
Dalga boyu (nm)

Sekil 8: LC cihazinin optik kanallarinin élgim yaptigi dalga boylari,

kanallar arasindaki etkilesimler ve kullanilan floresan boyalar.

1.2.5.3.2 ERIME EGRISi ANALIZi

Amplifikasyon metodunun online olarak goérintilenmesine ek olarak

analizi asamasinda diziye 0zgu

amplifikasyondan sonra erime egrisi
hibridizasyon problarinin tek iplikli DNA’ ya hibridizyonu ile mutasyonlarin,
SNP’ lerin belirlenmesini ve online olarak goruntulenmesi gergeklesmektedir.
Her ¢ift sarmal DNA (dsDNA), kendine 6zgu % 50’ sinin tek zincirli hale
gecmesi igin gerekli olan erime sicakhgi (melting temperature=Tm) degerine
sahiptir. Bu erime sicakliklari oncelikle c¢ift sarmal DNA’ nin uzunluguna

(Zincirin uzunlugu arttikga Tm sicakhgi artar), GC igeriginin derecesine (GC’

den zengin fragmentlerde Tm sicakligi yuksektir), zincirler arasindaki
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batinligin derecesine (Zincirlerden bir tanesinin farkli bir baz icermesi Tm
sicakhgini dusurur) bagli olarak belirlenmektedir (80).

Bu asamada sicaklik yavas yavas 40 den 75°C’ ye yulkselir.
Hibridizasyon problarinin  DNA zincirine hibridizasyonunu saglayan Kkritik
sicaklik (Tm), mutasyon veya SNP’ nin var olup olmadidinin belirleyicisidir
(59).

Herhangi bir baz degisikliginin olugsmadigi bir durumda, hibridizasyon
probu DNA kalibi ile tam olarak eslesir. Baz degisikliginin s6z konusu oldugu
durumlarda ise hibridizasyon probu DNA kalibi ile tam olarak eslesemez
(Sekil 9). iki eslesme karsilastirildiginda baz degisikligini icermeyen DNA
kalibi, baz degisikligini iceren DNA kalibina gére daha yuksek erime sicakhgi
derecesine sahip olmaktadir. iki Tm derecesi arasindaki fark ile DNA

zincirinde mutasyon olup olmadigi belirlenebimektedir.

Sensor Probu

L:E-:;. TJ- ._,.F’-'
=
g TR0 LU R T LIRLE LR I
*—I—I—Ill _,.IJ.LLLLI.I.I.I.I.I_LI.I.I.I_I.I-LLI.I.I-LLi.I.I—h
hutant
Fy ! Fe
GR
TEREEEITETT TETERTTRERTTTT
- 11 | 1l LA | i 1l 11 11 -_
Vil e

Sekil 9: Hibridizasyon problarinin wild type ve mutant DNA
ipligine hibridizasyonlari

Bu erime egrisi analizi sonucunda, floresan siddetinin disiusline neden
olan sicaklik derecesine gore degerledirilerek hastanin o gen igin

genotiplendiriimesi yapiimaktadir. Buna gore homozigot wild type genotipler
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yuksek sicaklikta tek pik, homozigot mutant genotipler dusuk sicaklikta tek
pik, ve heterozigot genotipler ise dusuk ve yuksek sicaklikta 2 pik

olusturmasina goére 3 farkli genotip belirlenebilmektedir.

44



2. BOLUM

2.1. GEREG VE YONTEM
2.1.1. Kontrol ve Galisma Grubu

Kontrol grubu, 32’ si kadin, 18’ i erkek olmak uzere toplam 50 saglikh
bireyden; calisma grubu ise 1990-2005 vyillari arasinda Ege Universitesi Tip
Fakiiltesi i¢ Hastaliklari Anabilim Dali Romatoloji Bilimdali Polikiliniginde
Romatoid Artrit tanisi almis ve en az 1 yil Methotrexate (MTX) tedavisi
gébrmis 35 i kadin, 15 i erkek birey olmak Uzere toplam 50 olgudan

olusturulmustur.

Calismaya katilanlar “Gondlld  Olur  Formunu nu imzalayarak
calismaya katilmayi kabul etmislerdir. Olgularin her birinden EDTA’ I tlplere
3’ er ml (2 tip) kan érnegi alinmistir. Tedavisi takip edilen her olguya hastalik
suresi, folik asit kullanimi, kullandigi ilaglar, ila¢ kullanimina bagh olarak
herhangi bir yan etki gelisimi gozlenip gozlenmedigi gibi tibbi 6zgecmisleri ile

ilgili sorular sorulmus ve bilgiler kaydedilmigtir.

Calisma protokoliimiiz Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Etik

Kurulu tarafindan 28.11.2005 tarihli ve 05-10/7 sayili karar ile onaylanmigtir.

2.1.2. Romatoid Artrit Tedavisi

Romatoid Artrit tanisi alan hastalara, hastaligin seyrine bagl olarak, 5-

12,5 mg/hafta arasinda degisen dozlarda MTX tedavisi uygulanmaktadir.
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MTX tedavisi sirasinda hastalara yan etki olusumunun en aza indirilebilmesi
icin 1-6 mg dozunda folik asit verilmistir. Tedavinin baslangicinda tim
biyokimyasal parametreler (CRP, Rf, ALT/SGPT, AST/SGOT, homosistein)
degerlendiriimis ve daha sonra tedavi suresi boyunca hastalara 3 ayda bir
karaciger fonksiyon testleri (KCFT); serum alanin transaminaz (ALT/SGPT)
ve aspartat transaminaz duzeyleri dl¢guimustir. Takip edilen hastalarda ALT:
0-40 U/L, AST: 5-45 U/L ve homosistein : 5-15 mg/dL normal degerleri olarak

kabul edilmistir.

2.1.3. ilaca Bagh Toksisitenin Teghisi

Tedavi sUresince hastalar gelisebilecek bulanti, kusma, karin agrisi,
diyare, dispepsi gibi gastrointestinal komplikasyonlarin etkileri ve karaciger
fonksiyon testlerinin normalin Gst sinirinin 2 katindan yuksek olmasi gibi
durumlar g6z Onunde bulundurularak surekli takip edilmiglerdir.
Gastrointestinal komplikasyonlarin gelistigi ve karaciger fonksiyon testlerinin

yuksek ¢iktigr durumlarda ilag dozu azaltiimig yada tamamen kesilmigtir .

2.1.4. MTHFR Gen Polimorfizmlerinin Analizi

Calisma amacimiza uygun olarak secilmis olan hasta ve kontrol
grubundan elde edilen kan orneklerinden DNA izolasyonu yapilmistir. Daha
sonra LC cihazi kullanilarak real-time online PCR ydntemi ile MTHFR C677T

ve A1298C gen polimorfizmlerinin analizleri gerceklestirilmistir.
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2.1.4.1.DNA izolasyonu ve Gen Polimorfizmlerinin Analizi Sirasinda
Kullanilan Cihazlar (Tablo 4)

Tablo 4: Kullanilan Cihazlar

Buzdolabi Siemens
Derin dondurucu (-20°C) Ugur
LightCycler real-time PCR cihazi Roche
Otomatik mikropipetler Eppendorf
(10, 20, 100, 200, 1000 pl’ lik)
Mikrosantrifuj Heraus
Termomikser Eppendorf
Biyokimya Cihazi Olympus

2.1.4.2.DNA izolasyonu ve Gen Polimorfizmlerinin Analizi Sirasinda
Kullanilan Kimyasal Maddeler (Tablo 5)

Tablo 5: Kimyasal Malzemeler

DNA izolasyon Kiti (High pure PCR | Roche
template preparation Kit)

Ethanol J. T. Baker

isopropanol AppliChem

MTHFR  A1298C  LightMix  Mutasyon | TibMol Biol
Belirleme Kiti (LightCycler MTHFR mutation
detection kit)

MTHFR C677T Mutasyon Belirleme Kiti | Roche
(LightCycler MTHFR mutation detection kit)

2.1.4.3. DNA izolasyonu ve Gen Polimorfizmlerinin Analizi
Sirasinda Kullanilan Hazir Kitler

2.1.4.3.1. High Pure PCR DNA izolasyon Kiti icerigi:

1. Binding Buffer: 4M urea, 200 mM NaCl, 200 mM EDTA, pH 7.4,
25°C
2. Proteinaz K (sulandirildiktan sonra -20 °C’ de saklanmistir)
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3. Inhibitor Removal Buffer: 5 M guanidine-HCL, 20 mM Tris—
HCL, pH 6.6, 25°C (20 ml ethanol ilave edildikten sonra
kullaniimistir)

4. Wash Buffer: 20 mM NaCl, 2 mM Tris—HCI, pH 7.5, 25°C (80
ml ethanol ilave edildikten sonra kullaniimigstir)

5. Elution Buffer: 10 mM Tris, pH 8.5, 25°C

6. High Pure filtreli tipler

7. Collection tupler

2.1.4.3.2. LightCycler MTHFR C677T Mutasyon belirleme karigimi:
MTHFR geninin C677T polimorfizmine 6zgul primerleri ve hibridizasyon prob
karigimini icermektedir.

Primerler:

Forward:5"- CGAAGCAGGGAGCTTTGAGGCTG -3" (23 mer)

Reverse: 5'- AGGACGGTGCGGTGAGAGTG -3" (20 mer)

Problar:

Fluorescein:5-GACCTGAAGCACTTGAAGGAGAAGGTGTC -F3" (30
mer)

LCRed640: 5" LCRed640 - CGGGAGCCGATTTCATCAT -P3" (19 mer)

2. LightCycler-DNA Master Hibridizasyon Probu

3.MgCl,

4.H,O

5.Pozitif Kontrol

6.Negatif Kontrol
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2.1.4.3.3. Lightcycler MTHFR A1298C LightMix Mutasyon Belirleme
Kiti igerigi

1.MTHFR A1298C LightMix mutasyon belirleme karigimi: MTHFR
geninin A1298C polimorfizmine &zgul primerleri ve hibridizasyon prob
karisimini icermektedir.

Primerler: Genomik DNA' dan, MTHFR geninin 312 bp ve 275 bp’ lik iki
fragmentinin amplifiye edilmesi i¢in 6zgul iki primer ciftini icerir.

Hibridizasyon probu: MTHFR geninin 1298. pozisyonundaki
nikleotide 6zgll mutasyon probudur. 5'-ucundan LC Red 640 boyasi ile
isaretlenmis ve 3'-ucundan fosforillenmistir.

2.FastStart DNA Master Hibridizasyon Probu

3.MgCl;

4. H,0

5.Pozitif Kontrol

6.Negatif Kontrol

2.1.5. MTHFR C677T ve A1298C POLIMORFIZMLERININ ANALIZzi

iCIN GALISMA PROTOKOLU

2.1.5.1. DNA iZOLASYON ASAMALARI

1. EDTA’ i tap igerisine alinan kan orneginden 200 ul steril bir
eppendorf tlp icersine alinir.

2. Uzerine 200 pl Binding Buffer ve 40 pl Proteinaz K pipetlenir.
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3. Karisim, pipet ile iyice karistirildiktan sonra daha énce 72°C’ ye
getirilmis olan ‘thermomixer’ cihazinda 10 dakika inkUbasyona
birakilir.

4. inkiibasyonun sonunda karisima 100 pl isopropanol eklenir ve
pipet ile iyice kangtirilir.

5. Karisim bir ‘collection’ tipun icine yerlestiriimis ‘filtreli’ tlp igine
pipetlenir.

6. 8.000 rpm’ de 1 dakika santriftij edilir.

7. Altta biriken sivi collection tlp ile birlikte atilir. Filtre temiz bir
collection tup igine yerlestirilir.

8. Filtreli tipun Uzerine 500 ul inhibitér removael buffer pipetlenir.

8.00 rpm’ de 1 dakika santrifuj edilir.

9. Altta biriken sivi collection tlp ile birlikte atilir. Filtre temiz bir
collection tup icine yerlegtirilir.Filtreli tGpun Gzerine 500 pl wash
buffer pipetlenir.

10.8.000 rpm’ de 1 dakika santrifuj edilir.

11.Altta biriken sivi collection tup ile birlikte atilir. Filtre temiz bir
collection tup igine yerlestirilir.

12. Filtreli tipUn Uzerine tekrar 500 ul wash buffer pipetlenir.

13.8.000 rpm’ de 1 dakika santrifuj edilir.

14.Collection tlpte biriken sivi dokulur ve filtreli tip ayni collection
tlp icine yerlestirilir.

15.8.000 rpm’ de 10 saniye santrifuj edilir.

16.Altta biriken sivi collection tup ile birlikte atilir. Filtre temiz bir

eppendorf tlp igerisine yerlegtirilir.
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17.0nceden Thermomixer de 72°C’ de isitilmis elution buffer’ dan
200 pl filtreli tap igine pipetlenir.

18.8.000 rpm’ de 1 dakika santrifij edilir.

19.Filtreli tip atilir. izole DNA iceren eppendorf tiip lizerine hasta

adi-soyadi ve numarasi yazilir.

2.1.5.2. Termal profil:

MTHFR C677T ve A1298C mutasyon belirleme kitlerinin iginde bulunan
termal profil; denatlrasyon, amplifikasyon, erime egrisi analizi ve sogutma
programlarindan olusmaktadir ve LightCycler cihazinin software’ ine ¢alisma

protokolu olarak kaydedilmistir.

2.1.5.2.1 MTHFR C677T TERMAL PROFiLI

2.1.5.2.1.1 Denaturasyon:

PARAMETRE DEGER
Dongu Sayisi 1
Analiz Modu Yok
1.Segment
Hedef Isi (°C) 94
inkiibasyon Zamani [sn] 120
Isi Gegis Orani (°C/sn) 20.0
ikinci Hedef Isi (°C) 0
Basamak Buyuklugu (°C) 0.0
Basamak Geciktirmesi 0
(Dongu)
Okuma Modu yok
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2.1.5.2.1.2 Amplifikasyon:

PARAMETRE DEGER
Dongu Sayisi 40
Analiz Modu Kantitasyon

1.Segment 2.Segment | 3.Segment
Hedef Is1 (°C) 94 55 72
inkiibasyon Zamani [sn] 0 10 15
Is1 Gegis Orani (°C/sn) 20.0 20.0 20.0
ikinci Hedef Isi (°C) 0 0 0
Basamak Buyukligu (°C) 0.0 0.0 0.0
Basamak Geciktirmesi 0 0 0
(Dbngl)
Okuma Modu Yok Tek Yok

2.1.5.2.1.3 Erime Egrisi Analizi:

PARAMETRE DEGER
Dongu Sayisi 1
Analiz Modu Erime Egrileri

1. Segment | 2.Segment | 3.Segment
Hedef Is1 (°C) 94 40 80
inkiibasyon Zamani [sn] 0 5 0
Ist Gegis Orani (°C/sn) 0.0 20.0 0.6
ikinci Hedef Isi (°C) 0 0 0
Basamak Buyukligu (°C) 0.0 0.0 0.0
Basamak Geciktirmesi 0 0 0
(Dbngu)
Okuma Modu Yok Yok Basamakli
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2.1.5.2.1.4 Sogutma:

PARAMETRE DEGER
Dongl Sayisi 1
Analiz Modu Yok
1.Segment
Hedef Isi (°C) 40
inkiibasyon Zamani [sn] 30
Is1 Gegig Orani (°C/sn) 20.0
ikinci Hedef Isi (°C) 0
Basamak Buyukligu (°C) 0.0
Basamak Geciktirmesi (Déngu) 0
Okuma Modu Yok
2.1.5.2.2 MTHFR A1298C TERMAL PROFiLI
2.1.5.2.2.1 Denatlirasyon:
PARAMETRE DEGER
Dongl Sayisi 1
Analiz Modu Yok
1.Segment
Hedef Isi (°C) 95
inkiibasyon Zamani [dK] 10
Is1 Gegig Orani (°C/sn) 20.0
ikinci Hedef Isi (°C) 0
Basamak Buyukligua (°C) 0.0
Basamak Geciktirmesi (Dongu) 0
Okuma Modu Yok
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2.1.5.2.2.2 Amplifikasyon:

PARAMETRE DEGER
Dongu Sayisi 40
Analiz Modu Kantitasyon
1.Segment | 2.Segment | 3.Segment
Hedef Isi (°C) 95 62 72
inkiibasyon Zamani [sn] 5 10 6
Is1 Gegis Orani (°C/sn) 20.0 20.0 20.0
ikinci Hedef Isi (°C) 0 0 0
Basamak Buyukligu (°C) 0.0 0.0 0.0
Basamak Geciktirmesi 0 0 0
(Dbngl)
Okuma Modu Yok Tek Yok
2.1.5.2.2.3 Erime Egrisi Analizi:
PARAMETRE DEGER
Dongu Sayisi 1
Analiz Modu Erime Egrileri
1.Segment | 2.Segment | 3.Segment
Hedef Is1 (°C) 95 40 85
inkiibasyon Zamani [sn] 20 20 0
Is1 Gegis Orani (°C/sn) 20.0 20.0 0.2
ikinci Hedef Isi (°C) 0 0 0
Basamak Buyuklugu (°C) 0.0 0.0 0.0
Basamak Geciktirmesi 0 0 0
(Dbngu)
Okuma Modu Yok Yok Devamli
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2.1.5.2.2.4 Sogutma:

PARAMETRE DEGER

Dogu Sayisi 1

Analiz Modu Yok

1.Segment

Hedef Isi (°C) 40
inkiibasyon Zamani [sn] 30

Is1 Gegig Orani (°C/sn) 20.0
ikinci Hedef Isi (°C) 0
Basamak Buyukligu (°C) 0.0
Basamak Geciktirmesi (Déngu) 0
Okuma Modu Yok

2.1.5.3 MTHFR C677T Polimorfizmi icin Master mix hazirlanmasi

H,0

MgCl;

Forward Primer ‘F’

Reverse Primer ‘R’

Fluorescein Probe X’

LCRed640 Probe ‘LC’

LightCycler-DNA Master Hybridizasyon Probu
Master mix hacmi

Genomik DNA

Toplam hacim
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5.4 ul
0.6 i
0.5 ul
0.5 ul
0.5 ul
0.5 ul
+1.0 ul
9.0 ul

+1.0 ul
10 pl




2.1.5.4 MTHFR A1298C Polimorfizmi igin Master mix hazirlanmasi

H,0 7.4 4l
MgCl, 1,6 l
LightMix 4,0

LightCycler-DNA FastStartHybridizasyon Probu  +2.0 pl

Master mix hacmi 15.0 pl
Genomik DNA + 5.0 ul
Toplam hacim 20 pl

Her bir hasta 6rnegi MTHFR C677T ve A1298C poimorfizmlerini
belirlemek icin yukaridaki karisimlara gore ayri ayri hazirlandiktan sonra,
farkli zamanlarda LightCycler cihazina ait 6zel camdan yapilmig 20 ul’ lik
kapiller tlp icerisine kondu. Kapiller tlpler 4.000 rpm’ de 10 saniye santrifij
edildi. Reaksiyon karisiminin her bir kapiller tupin dibine ¢oktigu kontrol
edildi. Tupler reaksiyon tepsisine dizildikten sonra tepsi ile birlikte LightCycler
cihazina yerlestirildi. Real-time online PCR’ a baslandi ve yaklagik bir saat
sonra sonuglar elde edildi. MTHFR C677T ve MTHFR A1298C
polimorfizmlerinin belirlenmesi i¢in yapilan g¢alismada kanal 2’ den floresan

OlcimU yapildi.
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2.1.6 Sonugclarin Degerlendirilmesi

Calisma sonunda olusan erime egrisi pik derecelerine gore hasta ve
kontrol grubuna ait bireylerin genotiplendiriimeleri homozigot wild type,

homozigot mutant ve heterozigot olarak belirlendi.

2.1.6.1 MTHFR C677T ANALIZ SONUCU

MTHFR 677CC Homozigot Wild type (61.56 °C) ve Homozigot Mutant
genotiplerde ( 53.74 °C ) tek sicaklik derecesinde erime piki olusurken,
Heterozigot genotipde (53.74 °C ve 61.56 °C) ise iki farkh sicaklik

derecesinde erime piki olugsmaktadir (Sekil 10, Tablo 6).

ERIME EGRIS]
0045
PIK1
0.04 FiK 2
0035
0.05{
0,025
g o00z2]
&
2 o015
5
g 0,01
ERLE
i
E 0.000-
h=
T -0.005
EXE
-0.015]
-0.02]
-0.025
4D 45 50 55 50 65 70 75
SICAKLIK (C)
R T T BT 56 W Tm3 LI/ TmS
O Tm2(53.74) W Tmd Wl Tmb
| SIS - |
[ 2vieiz oto ik 1: Homozigot mutart (CB77T) | Piks 2 Homoigot wildtype (C677T)_ PIKT , PIK 2; Heterazigot (C677T)

Sekil 10: Kanal 2’ de C677T polimorfizmi icin MTHFR geninin
677. pozisyonunda gorulebilecek U¢ muhtemel genotipinin erime

egrisi analiz sonuglari
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2.1.6.1 MTHFR A1298C ANALIZ SONUCU

MTHFR 1298AA Homozigot Wild type (65,42 °C) ve Homozigot Mutant
genotiplerde ( 59,72 °C ) tek sicaklik derecesinde erime piki olugurken,
Heterozigot genotipde (59,72 °C ve 65,42°C) ise iki farkh sicaklk

derecesinde erime piki olusmaktadir (Sekil 11, Tablo 6).

ERIME EGRISi

0817 PiK 1

0727

0.637

0.547
g 0.457 Pik 2
o
g
E 03567
]
T 0277
=
=
T 0187

0.097

0.007

0.083

40 45 50 55 60 65 70 75 a0
SICAKLIK  (°C)
W~ Tm(6542) W Tma I TmE
O~ Tm2[59.72) W Tm4 W TmE
(e ]
\ ARALIZ NOTU - Pk 1:Homozigot mutart (41295C) Pk 20 Homazigot wildtype (A1298C)  Fik 1, Pik 2: Heterozigat (41298C)

Sekil 11: Kanal 2 de A1298C polimorfizmi i¢cin MTHFR
geninin 1298. pozisyonunda gorulebilecek U¢ muhtemel genotipinin

erime egrisi analiz sonuglari
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Tablo 6: Erime egrilerinin degerlendirildigi sicaklik dereceleri ve

genotipler

KANAL 2 (F2) MTHFR C677T ve A1298C Genotiplendirmesi

Hedef DNA

Wildtype
Genotip

MTHFR C677T

Heterozigot

Genotip

MTHFR C677T

Mutant Genotip

MTHFR C677T

Wildtype
Genotip

MTHFR A1298C

Heterozigot

Genotip

MTHFR A1298C

Mutant Genotip
MTHFR A1298C

Erime Piklerinin

Erime Piki Sayisi
Tm Degeri
1
63.1 °C
(MTHFR 677CC
i¢in)
2
63.1 °C ve 55.2°C
(MTHFR 677CT
i¢in)
1
55.2 °C
(MTHFR 677TT
i¢in)
1
65 °C
(MTHFR 1298AA
i¢in)
2
65 °C ve 59 °C
(MTHFR 1298AC

igin)

59 °C
(MTHFR 1298CC

i¢in)

59

Pikler Arasindaki

AT

7,9°C

6°C



2.1.7 istatistiksel Analiz Yontemleri

MTX tedavisi géren Romatoid Artriti  hastalarda MTHFR
polimorfizmlerinin LC cihazi ile analizleri yapildiktan sonra elde edilen
bulgularin de@erlendiriimesinde istatistiksel olarak Ki-kare Testi ve ANOVA

analiz testleri kullaniimigtir.

Ki—Kare Testi; Bagimsiz grup oranlarinin kargilagtiimasinda, uygunluk,
varyans, homojenlik ve bagimli grup testlerinde siklikla ve iki veya daha fazla
veri seti arasinda 6nemli farkin olup olmadigini belirlemede kullanilan bir
istatistiksel analiz yontemidir. Bu yontemde gbzlenen degerler ile beklenen

degerler kiyaslanir. Anlamlilik degeri p<0.05’ dir.

ANOVA  Testi; ikiden cok bagimsiz grup verilerinin
degerlendiriimesinde tek yonlu varyans analizi kullaniimaktadir. Buradaki tek
yon ifadesi, gruplari birbirinden ayiran tek 6zellik oldugu, ya da gruplarin tek
degigkeninin degerleri ile ayrildigi anlamina gelmektedir. Anlamhlik degeri

p<0.05’ dir.
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3.1.BULGULAR

3.1.1. Kontrol ve GCalisma Gruplarinin Genel Ozelliklerinin
Karsilastinlmasi ve istatistiksel Analizleri:

Kontrol grubu, aralarinda akrabalik iligkisi bulunmayan 50 saglikli olgu;
calisma grubu ise E.U.T.F i¢c hastaliklari A.B.D. Romatoloji Bilimdal’ nda
Romatoid Artrit tanisi konmus ve en az 1 yiIl Methotrexate ( MTX) tedavisi
gbéren 50 olgudan olusturulmustur. Arastirma sirasinda MTX' In yan
etkilerinin takip edilmesi acisindan kontrol ve galisma grubuna ait bireylerin
plazma homosistein seviyeleri ve U¢ ayda bir olmak Uzere karaciger
fonksiyon testleri (KFCT) gerceklestiriimistir. Yan etkilere neden olabilecek
faktorlerin g6z 6nlnde bulundurulmasi amaciyla hasta ve tedaviyi takip eden
doktorlardan tibbi hasta 6zge¢misleri ile ilgili veriler toplanmistir. Labaratuar
asamasinda, kontrol ve hasta grubuna ait bireylerden, EDTA’ Ii tlplere
alinmis olan periferik kan érneklerinden DNA izolasyonlari gergeklestiriimistir.
Daha sonra MTHFR C677T ve A1298C polimorfizm analizi Real-time online
PCR yontemi kullanilarak LightCycler cihazinda gergeklestirilmistir. Calisma
ve kontrol grubuna ait elde edilmis olan tim genel veriler, bulgular ve
istatistiksel analiz sonugclari sirasiyla asagida belirtilmigtir.

3.1.1.1. Kontrol Grubu

Saglikli bireylerden olusan kontrol grubunu olusturan toplam 50 olgu
yas agisindan incelendiginde yas ortalamasi 48,88+15,5 olarak saptanmistir.
32’ si kadin olan bu olgularin yas ortalamasi 47,22+12,80, 18 erkek olgunun
ise 51,83£11,5 olarak hesaplanmistir. Bu gruba ait olgularin homosistein
dizeylerinin  sonuglari toplanmis ve ortalamasi 8,652+2,11 olarak

belirlenmigtir.
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3.1.1.2. Calisma Grubu

Romatoid Artrit tanisi almis ve MTX kullanan c¢alisma grubuna ait
toplam 50 olguda gorulen hastalik suresi ortalama 148,76+95,86 ay, MTX
tedavi gorme surelerinin ortalamalari 67,14+40,86 ay olarak belirlenmigtir.
Tedavi gbren bu olgularin aldiklart MTX doz miktari ortalamasinin ise
10,75+1,25 mg/hafta oldugu gdzlenmistir. Bu bilgiler Tablo 7' de

Ozetlenmistir.

Tablo 7: MTX Tedavisi Goren RA'’ li Olgularin Ozellikleri

Ortalama Hastalik suresi 148,76+95,86 ay
(n=50)
Ortalama MTX Tedavisi 67,14+40,86 ay
(n=50)
Ortalama MTX Dozu 10,75+1,25
(n=50) mg/hafta

MTX tedavisi suresince 50 olgunun hepsine, MTX yaninda yan etKki
olusumunu azaltmak amaciyla, 1-5 mg/hafta dozlarda folat preparatlar
verildigi  bilgisine ulasiimistir. Ancak bu hastalardan 35 inin folat
preparatlarini kullandigi, geri kalan 15 hastanin ise kullanmadigi goralmustur.
Ayrica folat kullanan 35 olgunun 31’ i, folat alinimina MTX tedavisiyle es
zamanl olarak basladiklarini diger 4 olgu ise tedavi sirasinda basladiklarini

belirtmislerdir.
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Calisma grubunu olusturan 50 olgunun yas ortalamasi 56,68+12,98
iken bu gruptaki 35 kadin olgularin yas ortalamalasi 55,47+13,44, 15 erkek
olgunun ise 59,53+11,38 olarak saptanmigtir.

MTX kullanimina bagli olarak ¢alisma grubundaki 50 olgunun 15’ inde

tedavi sirasinda yan etki gelisimi gozlendigi belirtilmigtir. Yan etki olusumu
g6zlenen 15 olgunun 1’ inde diyare, 4’ GUnde mide bulantisi, 5’ inde mide
agrisi ve 5’ inde ise KFCT duzeylerinde normalin 2 katindan fazla artis
oldugu gozlenmistir. Ayrica bu grubu olusturan olgularin homosistein
dizeylerinin ortalamasi 9,278+3,14 olarak belirlenmistir.
Kontrol grubundaki 50 saglikli birey ve MTX tedavisi géren Romatoid Artritli
50 olgudan olusan calisma grubunun genel Ozellikleri yas, cinsiyet ve
homosistein dizeyleri bakimindan karsilastirilarak Tablo 8 de 6zetlenmistir.
Ayrica kontrol ve ¢alisma grubundaki olgulara ait veriler ve polimorfizm analiz
sonuglari Tablo 15 ve Tablo 16’ da verilmektedir.

Tablo 8: Kontrol ve galigma grubunun yas, cinsiyet ve
homosistein o6zellikleri

Kontrol Grubu Calisma Grubu
n=50 n=50
Cinsiyet
Kadin 35 (% 70) 32 (% 64)
Erkek 15 (% 30) 18 (% 36)
Yas ortalamasi 48,88+15,5 56,68+12,98
Kadin 47,22+12,80 55,47+13,44
Erkek 51,83+11,5 59,53+11,38
Homosistein
8,652+2,11 9,278+3,14
Seviyesinin Ortalamasi
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3.1.1.3. istatistiksel Analiz:

Tedavi sirasinda plazma homosistein seviyesinin yan etki gelisimi
uzerinde etkili olup olmadiginin belirlenmesi amaci ile kontrol ve c¢alisma
grubunun plazma homosistein seviyeleri karsilastiriimis ancak aralarinda
anlaml bir fark bulunmamistir (X?=1,340, p>0.05). Ayrica calisma grubuna
ait kadin ve erkek hastalar arasinda plazma homosistein dizeyleri agisindan
da farklilik gézlenmemistir (X?=1,092, p>0.05).

3.1.2. Yan Etki Gelisimi ile Ilgili Bulgular

Calismamizin baglangicindan itibaren MTX tedavisi goren hastalarin
KFCT surekli olarak takip edilmis ve normal degerlerden sapma gdsterip
gOstermedigi kontrol edilmistir. Hastaligin ilk tanisinin konmasindan itibaren
tibbi 6zgecmiglerine bakilarak 50 olgunun 15 inde mide agrisi, mide
bulantisi, diyare ve KCFT artisi gibi yan etki gelisimi gdzlendigi saptanmistir.
KCFT artis1 gozlenen 5 olguda ilag dozu dusurulerek yada tedaviye son
verilerek KCFT duzeylerinin normale déonmesi saglanmistir. Mide agrisi ve
mide bulantisi gdézlenen bazi olgularda tedaviye devam edilirken, bazi olgular
tedaviyi birakmiglardir. Diyare gbézlenen bir olguda ise tedaviye devam
edilememisgtir.

3.1.3. MTHFR Polimorfizm Analiz Bulgulan

Realtime online PCR yontemi kullanilarak kontrol ve calisma
gruplarinda MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmlerinin analizleri

yapimigtir.
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3.1.3.1. MTHFR C677T Analiz Sonuclari

MTHFR C677T polimorfizmi igin wild type genotip erime egrisi
analizinde (CC) 63.1 °C’ de tek pik, homozigot genotipi (TT) 55.2 °C’ de tek
pik ve heterozigot genotip ( CT) 63.1°C ve 55.2°C’ lerde iki piki olugsmasi ile
belirlenmis ve Sekil 8’ de gdsterilmistir.

3.1.3.1.1. Kontrol Grubu: Bu grupta MTHFR C677T polimorfizmi igin
28 (% 56) olgunun wild type (CC), 21 (% 42) olgunun heterozigot (CT), 1 (%
2) olgunun homozigot (TT) genotipte olduklari saptanmistir.

3.1.3.1.2. Calisma grubu: Bu grupta ise 20 (% 40) olgunun wild type
(CC), 23 (% 46) olgunun heterozigot (CT), 7 (% 14) olgunun homozigot (TT)
genotipe sahip olduklari belirlenmigtir (Tablo 9, Grafik 1).

Yan etki gelisimi gézlenen 15 olgudan 6’ sinin (% 40.00) wild type (CC),
7’ sinin (% 46,7) heterozigot (CT) ve 2’ sinin (% 13,3) homozigot (TT)
genotipte olduklari belirlenmistir. Yan etki gézlenmeyen 35 olgudan 14’ Gnidn
(% 40.00) wild type (CC), 16’sinin (% 45,7) heterozigot (CT) ve 5 inin (%
14,3) homozigot (TT) genotipe sahip bireyler olduklari gérulmustar (Tablo 10,
Grafik 2).

3.1.3.1.3. Istatistiksel Analiz: Kontrol ve galisma grubundaki olgular
MTHFR C677T polimorfizmi tasiyiciigi acisindan karsilastirildiklarinda,
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (X*=5,924 p>0,05). Calisma
grubunda vyan etki gézlenen ve goézlenmeyen gruplar arasinda MTHFR
C677T polimorfizm tasiyicihgr agisindan degerlendirme yapildiginda yine
istatistiksel olarak bir farkllik bulunmamistir (X*=5,938 p>0,05). Ayrica ayni
gruplardaki bireylerinhomosistein seviyeleri ve MTHFR C677T polimorfizmleri

arasinda anlamli bir iligki olup olmadigi arastirildiginda aralarinda istatistiksel
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olarak anlamli bir fark oldugu gdzlenmemistir (X?=9,797 p>0,05). Bunun
yaninda folik asit kullanan ve kullanmayan gruplar arasinda C677T
polimorfizm tasiyicili§i ve homosistein seviyesi karsilastirildiginda istatistiksel

bir farkhilik gézlenmemistir (X?=9,944 p>0,05).

Tablo 9: Kontrol ve Calisma Grubundaki MTHFR C677T Analiz

Sonuglari
MTHFR C677T KONTROL GRUBU | CALISMA GRUBU
n=50 (% 100) n=50 (% 100)
WILDTYPE (CC) 28 (% 56) 20 (% 40)
HETEROZIGOT (CT) 21 (% 42) 23 (% 46)
MUTANT (TT) 1(%2) 7 (% 14)

30

25 1+—

20 +—

BHOMNTROL GRUBU
B GALIGME GRUBU

15 4

I:l T T
WILDTYPE HETEROZIGOT HOMOZIGOT

Grafik 1: Kontrol ve Calisma Grubundaki MTHFR C677T Gen
Polimorfizminin Genotipe gore Dagilimi
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Tablo 10: Calisma Grubundaki Yan Etki Goézlenen ve Yan Etki

Go6zlenmeyen Gruptaki MTHFR C677T  Analiz Sonuglari
Yan Etki Gozlenen Yan Etki
MTHFR C677T Grup Go6zlenmeyen Grup
n=15 (% 100) n=35 (% 100)

WILDTYPE (CC) 6 (% 40) 14 (% 40)
HETEROZIGOT (CT) 7 (% 46,7) 16 (% 45,7)
MUTANT (TT) 2 (% 13,3) 5 (% 14,3)

a0

45

40

33 Iy AN ETHI GOZLEMEN

an HASTA GRUBU

23 .
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Grafik 2: Yan Etki Gozlenen ve Gozlenmeyen Hasta Grubundaki
MTHFR C677T Gen Polimorfizminin Genotipe goére Dagilimi
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3.1.3.2. MTHFR A1298C Analiz Sonuglari

MTHFR A1298C polimorfizm genotiplendirmesi ig¢in LightCycler
cihazinda yaptigimiz real-time online PCR sonuglari Sekil 9° da gosterildigi
gibi wildtype genotip erime egrisi 65 °C’ de tek pik, homozigot genotip 59 °C’
de tek pik ve heterozigot genotip 63.1° ve 55.2 °C’ lerde iki pik olusturmasina
g6re genotipleri degerlendirilmistir.

3.1.3.2.1. Kontrol Grubu: Bu gruptaki olgularin 21’ i (% 42) wildtype
(AA), 20’ si (% 40) heterozigot (AC), 9" u (% 18) ise homozigot (CC)
genotipte olduklari saptanmistir.

3.1.3.2.2. Calisma grubu: Calisma grubunda ise 21’ i (% 42) wild type
(AA), 25’ i (% 50) heterozigot (AC), 4’ U (% 8) ise homozigot (CC) genotipte
olduklari saptanmistir (Tablo 11, Grafik 3). Yan etki gelisimi gézlenen 15
olgunun 6’ si (% 40.00) wild type (AA), 8 i (% 53.3) heterozigot (AC) ve 1’ i
(% 6.70) homozigot (CC) genotipe sahip olduklari belirlenmistir. Yan etki
g6zlenmeyen 35 olgunun 15’ inin (% 40.00) wild type (AA), 17’ sinin (% 46,7)
heterozigot (AC) ve 3’ Unun (% 8,6) homozigot (CC) genotipte olduklari

belirlenmistir (Tablo 12, Grafik 4).

Tablo 11: MTHFR A1298C Analiz Sonuglari

KONTROL GRUBU | CALISMA GRUBU
MTHFR A1298C
n=50 (% 100) n=50 (%100)
WILDTYPE (AA) 21 (% 42) 21 (% 42)
HETEROZIGOT (AC) 20 (% 40) 25 (% 50)
MUTANT (CC) 9 (% 18) 4 (% 8)
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Grafik 3: Kontrol ve Calisma Grubundaki MTHFR A1298C Gen
Polimorfizminin Genotipe gore Dagilimi

Tablo 12: Calisma Grubundaki Yan Etki Gozlenen ve Yan Etki
GoOzlenmeyen Gruptaki MTHFR A1298C Analiz Sonuglari

MTHFR A1298C

Yan Etki
Gozlenen Grup

n=15 (% 100)

Yan Etki
Go6zlenmeyen Grup

n=35 (%100)

WILDTYPE (AA) 6 (% 40) 15 (% 42,9)
HETEROZIGOT (AC) 8 (% 53,3) 17 (% 48,6)
MUTANT (CC) 1(% 6,7) 3 (% 8,6)
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Grafik 4: Yan Etki Gozlenen ve GoOzlenmeyen Hasta Grubundaki
MTHFR A1298C Gen  Polimorfizminin Genotipe gore Dagilimi
3.1.3.2.3. istatistiksel Analiz: MTHFR A1298C polimorfizmi tagiyiciligi
agisindan kontrol ve galisma grubundaki olgular kargilastirildiklarinda, elde
edilen bulgularin sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(X?=2,479, p>0.05). Calisma grubunda yan etki gdzlenen ve gdézlenmeyen
gruplar arasinda da MTHFR A1298C polimorfizm tasiyiciligi agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (X?=2,581 p>0,05). Kontrol
ve galisma grubundaki bireylerin homosistein seviyesileri ve MTHFR A1298C
polimorfizmi tasiyiciigi analiz edildiginde istatistiksel olarak aralarinda
anlamli bir farkliigin olmadigi gériilmistir (X?=9,797 p>0,05). Folik asit
kullanan ve kullanmayan gruplar arasinda A1298C polimorfizm tagiyiciligi ve
homosistein seviyesi karsilastiriimasi yapildiginda da istatistiksel bir fark

gbzlenmemistir (X?=9,944 p>0,05).
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3.1.4. MTHFR C677T VE A1298C Haplotip Analizleri

Calisma sonucunda MTHFR C677T ve A1298C polimorfizminin
haplotip ve bilesik haplotip analizleri gerceklestiriimigstir.

3.1.41. Kontrol Grubu: MTHFR C677T polimorfizmi igin
gerceklestirilen haplotip analizinde gruptaki 50 olgunun alellerinin 77’ sinin
(% 77) Sitozin (C), 23’ unun (% 23) Timin (T) oldugu saptanmistir. MTHFR
A1298C polimorfizmi i¢in analiz edildiginde ise 62’ sinin (% 62) Adenin (A),
38’ inin (% 38) Sitozin (C) oldugu belirlenmistir (Tablo13, Grafik 5).

3.1.4.2. Caisma Grubu: Calisma grubunda 50 olguya ait C677T
haplotip analizinde ise 63’ Unun (% 63) Sitozin (C), 37’ sinin (%37) ise Timin
(T) allellerini tasidiklarini saptanmigtir. A1298C polimorfizmi igin analiz
edildiginde ise 67’ sinin (% 67) Adenin (A), 33’ unun (% 33) ise Sitozin (C)
allelini tasidigi belirlenmigtir (Tablo 13, Grafik 6).

3.1.4.1.MTHFR C677T ve A1298C Haplotip Analizi

Calisma grubu ve kontrol grubunda gergeklestiriien C677T haplotip
analizi sonucunda, galisma grubunda 677T alel sikhiginin kontrol grubundan
daha ylUksek oranda bulundugu diger bir deyisle hasta grubunda artis
gosterdigi  saptanmistir (X?=4,891 p=0,03). Ayni gruplar arasinda yapilan
A1298C haplotip analizi sonucunda 1298C alelinin kontrol grubunda daha
siklikla bulundugu belirlenmistir. Homosistein seviyesindeki artig ile
kargilastiriimasi yapildiginda 1298C alleli ile homosistein seviyeleri arasinda
anlaml bir fark bulunmustur (p<0,05).

Kontrol ve g¢alisma grubu arasinda C677T haplotipleri ile A1298C

haplotiplerin analizleri karsilastirildiklarinda gruplar arasinda gozlenen bilesik
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haplotip frekanslari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir

(X?=0,08 p=0,96).

Tablo13: C677T ve A1298C Gen Polimorfizmleri icin Haplotip
Analizi

Ce77T A1298C

C T A C

Kontrol Grubu | 77 (% 77) | 23 (% 23) | 62 (% 62) | 38 (% 38)

Calisma Grubu | 63 (% 63) | 37 (% 37) | 67 (% 67) | 33 (% 33)
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Grafik 5: Kontrol ve c¢alisma grubunda MTHFR C677T gen
polimorfizmi igin yapilan haplotip analiz dagihmi
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Grafik 6: Kontrol ve ¢alisma grubunda MTHFR A1298C gen

polimorfizmi igin yapilan haplotip analiz dagihmi

Tablo 14: C677T
Haplotip Analizi

ve A1298C Gen Polimorfizmleri icin Bilesik

Haplotip Calisma Kontrol Grubu
Grubu
Bilesik Bilesik
MTHFR | MTHFR
N Haplotip N Haplotip
(C677T) | (A1298C)
Frekansi Frekansi
C A 63 0.63 62 0.62
C C 0 0 15 0.15
T A 4 0.04 0 0
T C 33 0.33 23 0.23
Total 100 1.0 100 1.0
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Tablo 15: Kontrol Grubu ile llgili Veriler ve Polimorfizm

Sonuglari
Cinsiyet | Yas | Homosistein | C677T | A1298C

Olgu

K.1. E 61 7,4 WT Het.
K.2. K 48 8,2 Het. WT
K.3. E 45 10,5 WT Het.
K.4. E 10,3 WT WT
K.5. K 39 26 WT Het.
K.6. E 10,4 WT Hom.
K.7. E 39 6,9 Het. Het.
K.8. K 52 7,8 WT WT
K.9. E 46 10 Het. Hom.
K.10. E 72 8,6 WT Het.
K.11. K 65 7,2 WT WT
K.12. K 67 6,9 Het. Het.
K.13. E 38 10,9 WT Hom.
K.14. K 50 9,2 WT Het.
K.15. E 56 8,5 Het. WT
K.16. E 56 11,2 WT Het.
K.17. K 63 13,2 WT Hom.
K.18. E 39 8,1 Het. Het.
K.19. K 37 5,6 WT Hom.
K.20. K 48 9,2 WT Het.
K.21. K 30 6,4 Het. WT
K.22. K 63 6,5 WT Het.
K.23. K 45 12,8 Hom. WT
K.24. K 53 9,6 Het. Het.
K.25. K 65 10 Het. Het.
K.26. E 62 10,2 Het. WT
K.27. E 54 9,9 WT Het.
K.28. K 77 7,6 WT WT
K.29. K 48 6,4 Het. WT
K.30. E 57 12,4 WT Hom.
K.31. K 72 8,7 Het. WT
K.32. K 48 6,5 WT Hom.
K.33. K 44 10,8 Het. Het.
K.34. E 45 10,2 WT Het.
K.35. E 76 5 WT WT
K.36. E 49 12,1 WT WT
K.37 K 43 6,7 Het. Het.
K.38. E 38 9,7 WT WT
K.39. K 55 6,3 Het. WT
K.40. K 41 10,1 Het. WT
K.41. K 35 9,3 WT Hom.
K.42. K 45 6,5 Het. Hom.
K.43. K 45 5,9 Het. WT
K.44. K 34 7,6 Het. Het.
K.45. K 36 8,1 Het. WT
K.46. K 37 7,2 WT Het.
K.47. K 32 8,9 WT Het.
K.48. K 32 10,1 WT WT
K.49. K 32 8,7 WT WT
K.50 K 30 9,7 Het. WT
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Tablo 16: Calisma Grubu ile ilgili Veriler ve Polimorfizm

Sonuglari
| Olgu | Cinsiyet | YAS | Homosistein C677T | A1298C

c.1. |K 71 5,7 Hom. wTt
c2. |E 51 10,1 Het. wTt
c3 |K 76 171 wT Hom.
c4. |E 67 10,2 Het. wTt
C.5. |K 25 9,6 wT wT
C6. |K 43 8,5 Het. Het.
c7. |K 40 12,1 wT Het.
cs8 |E 62 13 Het. wTt
C.9. K 62 13,4 Hom. Hom.
c.10. | K 54 74 wT Het.
c.11. |K 61 11,3 Het. Het.
Cc.12. |K 52 6,9 Het. Het.
C.13. | K 48 3,9 wT wT
C.14. | K 76 7.8 Het. Het.
C.15. | K 51 7,5 Het. Het.
C.16. | K 70 6,4 wT Het.
c.17. |E 48 9,3 Het. Het.
C.18. | K 45 5,9 Hom. wT
C.19. | K 59 9,2 Hom. wT
Cc.20. |E 45 8,5 wT Hom.
c.21. |K 74 11,4 wT wTt
c.22. |K 62 13,4 Het. wT
Cc.23. |E 48 9,1 Het. wT
c.24. | K 41 10,8 wT wTt
c.25. |E 77 11,2 Hom. wT
C.26. | K 33 11,3 wT Het.
c.27. |K 41 5,6 Het. wT
C.28. |E 71 5,9 wT Het.
C.29. |E 76 6,2 Het. Het.
Cc.30. [K 54 3,3 wT Het.
Cc.31. | K 70 7.8 Het. Het.
C.32. | K 49 8,2 Het. Het.
C.33. | K 56 5,1 Het. Het.
C.34. | K 61 49 Het. wT
Cc.35. | K 53 8,4 Hom. wT
Cc.36. | E 44 8,8 wT Het.
c37 |E 51 6,5 Het. wt
Cc.38. | K 51 10,5 wT Het.
Cc.39. |E 73 14,8 Het. Het.
C.40. | K 41 8,5 wT Het.
C.41. | K 65 5,9 Het. wTt
Cc.42. | K 75 5,1 Het. Het.
C.43. | K 51 7.9 wT Het.
C44. | E 57 11 wT Het.
C.45. | K 50 12,5 Het. wTt
c.46. | K 86 13,6 Hom. wT
Cc47. | E 54 11,4 wT Het.
C.48. | K 49 14,5 wT Het.
C.49. | K 46 12,6 Het. wT
C.50 |E 69 13,9 wT Hom.
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4.1 TARTISMA

Farmakogenetik, bireylerin genetik yapilarindaki degiskenlige bagl
olarak ila¢ metabolizmalarina kargi verdikleri yanit ile birey Uzerinde
olusabilecek farkh etkileri inceleyen bir bilim dahdir (34). Farmakogenetik
arastirmalarla ilk olarak hastaliklarla iligkilendirilen 6zgul gen ve gen
artnlerinin tanimlanmasi, ikinci olarak ilaca verilen yaniti etkileyen genlerin
ve alelik varyantlarinin tanimlanmasi ve son olarak bu tanimlamalardan
elde edilen bilgilerle en uygun ilag ve doz segiminin yapilmasi ve bireye 6zgu

tedavilerin gelistiriimesi hedeflenmektedir (78).

Eklem tutulmalariyla baslayan, uzun suren ve tedavisine erken
baslaniimasi gereken bir immun hastalik olan RA, son yillarda yaygin olarak
hastallk modifiye edici antiromatizmal ilagdan biri olan MTX ile tedavi
edilmeye baslanmistir (85). MTX, haftalik doz uyarlamalari yapilarak yillarca
kullanilabilmesi agisindan da 6nemlidir (28). Hastalik siresi, haftalik ilag
dozu, cinsiyet, yas, obezite, folik asit kullanimi, vicut kitle indeksi ve son
yillarda Farmakogenetik galismalarla MTX’ in metabolik yolaginda yer alan
enzimlerde meydana gelebilecek genetik farkliliklar gibi etmenlerin MTX
kullanimina baglh olarak gelisebilen hepatotoksisite ve gastrointestinal
komplikasyonlarin olusmasinda risk faktorleri arasinda oldugu rapor edilmistir
(23, 28, 33, 56, 72, 75). Bu belirtilen risk faktorleri arasinda tzerinde en ¢ok
durulan faktoér, bireyler arasindaki tek nukleotid degisikligi ( SNP) ile ortaya

cikan genetik farkhliklardir.
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Son yillarda yapilan arastirmalarla, MTX' in etki ve toksisite olusturma
Ozelligi Uzerinde genetik faktorlere baglh olan farkliliklarin nedenleri tam
olarak belirlenememesine ragmen, folat metabolizmasinda yer alan
enzimlerde meydana gelebilecek polimorfizmlerin bu farkliigin ortaya
cikmasina neden olabilecegdi rapor edilmektedir (39). MTHFR enziminin folat
metabolizmasinda yer almasi ve homosisteinin metiyonine remetilasyonunu
saglayan enzimlerden bir tanesi olmasi nedeniyle MTX In etkilerinin
dizenlenmesinde gugli bir aday oldugu belirtiimektedir (39, 70). Bugune
kadar MTX tedavisi géren RA’ li hastalarda, MTHFR geninde en sik gortlen
C677T ve A1298C polimorfizmlerinin toksisite  gelismesi Uzerine olan
etkilerinin arastiriimasi amaciyla birgok calisma yapilmis ancak farkl farkh
sonuglar elde edilmistir (23, 33, 39 ,56, 57, 70, 71, 72, 75).

Bizde bu c¢alismamizda, @MTX tedavisi géren RA’ li hastalarda
uygulanan ilag¢ tedavisi sonucu olugabilecek yan etkilerin en aza indirilmesini
ve etkin bir tedavinin saglanmasina katkida bulunmak amaciyla yan etki
gelisimi Uzerinde, glcli bir aday oldugu belirtilen, MTHFR enziminde
meydana gelebilecek C677T ve A1298C gen polimorfizmlerinin analizlerini

gercgeklestirdik.

Annelies E. van Ede ve arkadaslarinin (72) MTX ile tedavi edilen RA
hastalar Uzerinde MTHFR C677T polimorfizminin ilag etkisi ve toksisite
etkisini arastirmak amaciyla yaptiklari bir ¢alismada, bu gen polimorfizminin
MTX tedavisine bagl olarak toksisite gelisme ve tedavinin sonlanma riskinin

arttigini ileri strdlmustir. Ayrica elde ettikleri bulgularla folik veya folinik asit
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aliniminin, MTX tedavisinden kaynaklanan toksisite insidansini azalttigi
bildirmiglerdir.

Baska bir ¢calisma da Wako Urano ve arkadaslari (70) MTHFR C677T
ve A1298C gen polimorfizmlerin, MTX etki ve toksisitesi ile iliskili olup
olmadigini arastirmiglar ve toksisite gelisiminin 677T aleline sahip hastalarda
(% 26.9) 677C (% 8,6) aleline gore daha siklikla goéruldugunu ileri
surmuslerdir. Ayrica, A1298C polimorfizminin toksisite olusumunda etkili
olmadigini  belirtmiglerdir. Haplotip analizi yaptiklarinda 677C-1298C
haplotipine sahip hastalarda digerlerine gére daha dusuk dozlarda MTX
kullanildigini, 677T-1298A haplotipli bireylerde de yan etki oraninin daha
yuksek oldugunu rapor etmiglerdir. Bizim ¢alismamizda yapilan haplotip
analizi sonucunda, 677T alelinin calisma grubunda (% 37) kontrol grubundan
(% 23) daha yuksek frekansta oldugu ve istatistiksel olarak anlamh bir fark
olusturdugu saptanmistir (X?=4,891 p=0,03). Kontrol ve calisma gruplarinda
yapilan bilesik haplotip analizinde iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmamistir (X?=0,08 p=0,96)( Tablo 13).

Haagsma ve arkadaslari yaptiklari c¢alismada, MTX tedavisinin
baslangicindan 1 yil sonra C677T polimorfizmi i¢in heterozigot genotipe
sahip hastalarin yuksek homosistein konsantrasyonuna sahip olduklarini
bulmuslar ve RA’ li hastalarda MTX tedavisinde MTHFR genotipinin
homosistein artigiyla iligkili oldugu sonucuna varmiglardir (57). Bizim
calismamizda ise homosistein konsantrasyon artisinin farkh 3 genotip ile yan
etki gelisimi arasinda farkliik goéstermedigi saptanmigtir. 'Y Berkun ve
arkadaslarn (4), RA’ li hasta ve kontrol grubunda, MTHFR A1298C alel ve

genotip dagihmini analizi ettiklerinde 1298CC genotipini hasta grubunda %
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27,4, kontrol grubun da ise % 12,8 olarak belirlemisler ve aralarinda belirgin
bir farkhlik oldugunu bildirmiglerdir. Ancak iki grup arasinda allel frekansi
bakimindan farklihk bulamamislar ve A ve C alelerinin dagiliminin benzer
oldugunu rapor etmislerdir. Bu calismada ayrica 677TT genotipinin
homosistein konsantrasyonu ve meydana gelen yan etki Uzerinde etkili
olmadigini belirtmiglerdir.

Kazuhiko Kumagai ve arkadaglart MTX kullanan ve kullanmayan 2
grup arasinda MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmlerini alel fekanslari
incelediklerinde benzer bulmuslar ve bu polimorfizmler ile toksisite gelisimi
arasinda anlaml bir iligki bulamamislardir (39).

Bizim galismamizda Kazuhiko Kumagai ve arkadaslarinin elde ettikleri
sonuglara benzer sonuglar elde edilmis ile galismamizda yer alan kontrol ve
RA’ |i hasta gruplari MTHFR C677T ve A1298C gen polimorfizmleri
agisindan karsilastirildigimizda istatistiksel olarak anlaml bir fark bulmadik
(p>0,05). C677T polimorfizmi i¢in ¢calisma grubundaki 50 olgunun 7’ sinde (%
17) homozigot genotip (TT) belirlenirken bunlardan yalnizca 2 olguda yan etki
gelisimi gézlenmigtir. A1298C polimorfizmi i¢in ise 50 olgunun 4’ inde (% 8)
homozigot genotip (CC) saptanirken sadece 1 olguda yan etki gelisimi
g6zlenmistir. Yan etki gbzlenen ve gbzlenmeyen hasta gruplari arasinda
MTHFR C677T ve A1298C polimorfimleri arastiriimis ve aralarinda
istatistiksel olarak anlamli bir farkhligin olmadigi saptanmistir (p>0,05).

Kontrol ve calisma gruplari arasinda haplotip analizleri yapildiginda
C677T polimorfizminde 677T alelinin hasta grubunda artis gosterdigi
bulunmustur (p<0,05). A1298C polimorfizminde ise 1298C alelinin kontrol

grubunda arttigi belirlenmigstir (p<0,05). Bu alelin oraninin yiksek olmasina
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ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05). Calisma
grubunda bu allelin homosistein seviyesini arttirmig olmasina ragmen yan
etki olusumunda risk faktori olarak is goérmedigi sonucuna varimistir
(p>0.05).

A. E. Van Ede ve arkadaslarinin (71) yaptiklari ¢alismada plazma
homosistein degisimi ile MTX tedavisinde go6zlenen toksisite gelisimi
arasinda bir iligki bulunmamigtir. Ayni analiz sadece MTX ve MTX ile birlikte
folik asit yada folinik asit kullanan alt gruplarda da yapildiginda, butan MTX
ile birlikte folik asit yada folinik asit kullanan alt gruplarda plazma homosistein
konsantrasyonundaki degisimin toksisite gézlenen ve gdzlenmeyen hastalar
arasinda bir farklilik olmadigini belirtmiglerdir. MTX tedavisi sirasinda plazma
homosistein konsantrasyonun degisimi C677T polimorfizmi varliginda ya da
yoklugundan etkilenmedigini, diger taraftan folat aliniminin homosistein
konsantrasyonundaki artigi dnledigini belirtmislerdir.

Bizim caligmamizda da A. E. Van Ede ve arkadaslarinin elde ettigi
sonuglari destekleyen sonuglar elde edilmigtir. Kontrol grubu ve c¢alisma
gruplari plazma homosistein seviyesi ve MTHFR C677T ve A1298C gen
polimorfizmleri agisindan analiz edildiklerinde iki grubun genotip dagilhimlari
ile homosistein duzeyleri arasinda belirgin bir farklhilik bulunmamigtir(p>0,05).
Ayrica folik asit kullanan ve kullanmayan RA'’ li hastalarda, homosistein
seviyesi ile polimorfizmler karsilastinidiginda homosistein
konsantrasyonunun degismedigi gorilmus ve bu ylzden aralarinda anlamli
bir iligki bulunmamistir (p>0,05). Yaptigimiz bu calismada MTX tedavisi
suresince plazma homosistein konsantrasyonunun degisiminin MTHFR

geninde meydana gelen C677T polimorfizminin var olup olmamasindan
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etkilenmedigi bulunmustur. Bu iligkinin belirlenebilmesi igin 677TT genotipine
sahip hasta sayisinin az olmasindan kaynaklandigi bu iligkinin
belirlenebilmesi icin hasta sayisinin arttiriimasi gerektigi dusunulmektedir.
Sonug olarak yapilan g¢alismalarla MTX tedavisinin folik asit yada folinik asit
alinimiyla onlenebilen hiperhomosisteinemi ile iligkili oldugu belirtiimektedir.
MTHFR C677T gen polimorfizmin var olup olmamasinin bu etkiyi
dizenlemedigi belirtiimektedir. Hiperhomosisteinemi kalp hastaliklari  ve
serebrovaskuler hastaliklarla iliskili olmasi, MTX tedavisinde folat aliniminin
bagka bir tartisma konusu oldugu belirtiimektedir.

Bu caligmalara ek olarak MTX kullaniminda yan etki olusumu ve
onlenmesi konusunda ayrica folik asit yolagindaki Timidilat sentaz enziminde
veya MTX tarafindan etkilenen diger yolaklardaki diger genlerde meydana
gelebilecek farkli polimorfizmlerinde bu fenotiplere etkisi olup olmadiginin
arastiriimasinin 6nemli oldugu belirtiimektedir (39, 56).

Arastirmamizda, galisma grubunda yan etki olusumunda yer alan 677T
ve 1298C alellerinin her ikisinin birlikte bulunma sikliginin ¢ok dusuk olarak
saptanmasi ve ayrica homosistein seviyelerinde herhangi bir artigin
gérilmemesi nedeniyle hastalarda hepatotoksisite veya gastrointestinal
komplikasyonlarin olusmadigi dusunulmustir. Ayrica tedavi baslangicindan
itibaren ¢alisma grubumuzu olusturan 50 olgudan sadece 15 olguda yan etki
gelisiminin gbzlenmesi nedeniyle toksisite gelisimine neden oldugu belirtilen
literatUrleri destekleyen sonuglar elde edilmemistir. Bu nedenle daha blyuk
hasta topluluklari Gzerinde MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmlerinin ilag

toksisitesi Uzerinde etkili olup olmadidinin belirlenebilmesi i¢in hasta
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grubunun genisletilmesinin gerekli oldugu dusunulmektedir. Arastirmanin

devam edilmesine ve hasta grubunun buyutulmesine karar verilmigtir.
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5.1. SONUC ve ONERILER

Calismamizda, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi ic Hastaliklari Anabilim
Dali Romatoloji Bilim Dal’ nda Methotrexate tedavisi goéren 50 Romatoid
Artrit tanili olguda, MTHFR C677T ve A1298C gen polimorfizmlerinin ilag
toksisite gelisimi Uzerinde etkili olup olmadigi arastirilarak, MTX uygulanan
ilac tedavilerinde olusabilecek yan etkilerin en aza indirilmesi ve etkin bir
tedavinin saglanmasi amaclanmigtir .

Elde edilen verilerin degerlendiriimesi sonucunda MTHFR C677T ve
A1298C gen polimorfizmleri i¢in yapilan genotipleme sonuglarina goére
kontrol ve galisma gruplari arasinda toksisite geligtirme agisindan belirgin bir
farkhligin olmadidi  saptanmistir. Ayrica hasta grubunda 677T-1298C
alellerinin  birlikte bulunma oraninin disik olmasi ve homosistein
seviyelerinde artisin gézlenmemesinin, hepatotoksisite veya gastrointestinal
komplikasyonlarin olugsmasina engel olabilecek diger etmenler olabilecegi
disunulmustar.

Calisma grubumuzdaki yan etki gbézlenen ve gdzlenmeyen olgular
arasinda MTHFR genotiplendirmeleri yapildiginda, bu iki grup arasinda MTX’
In etki veya toksisite gelisimi Uzerinde etkili olmadig1 saptanmistir.

Calismamizdaki yan etki gobzlenen olgularin sayilarinin arttirilarak
galismamizin genigletimesi ve buna bagli olarak c¢alisma sonuglarinin

tekrardan degerlendiriimesi distinulmektedir.
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6.1.0ZET

Romatoid Artrit (RA) populasyonlarda % 0,5-1 siklikla gorilen,
eklemlerde agri, depresyon ve hareket kisitlihgi gibi komplikasyonlarla ortaya
cikan kronik, sistemik, inflamatuar bir hastaliktir. RA, son yillarda yaygin
olarak hastalik modifiye edici antiromatizmal ilaglardan olan Methotrexate ile
tedavi edilmeye baglanmistir. Folik asit antigonisti olan MTX'in kullaniminda,
cevresel nedenler yaninda bireyin genetik yapisindaki degigkenliklerin etki
ve toksisite gelisimine neden olabilecegi Dbildiriimektedir.  Folat
metabolizmasinda yer alan enzimlerde meydana gelen polimorfizmler, farkli
etkilerle iligkili olabilir. MTHFR, MTX ile tedaviye yanitta yer aldigi i¢in, MTX’

In etkilerini duzenlemek i¢in kuvvetli bir adaydir.

MTX kullanimina bagh olarak ilag kaynakli toksisite ve yan etki
olusumunda, MTHFR C677T ve A1298C gen polimorfizmlerindeki risk faktoru
olup olmadiginin arastiriimasi amaciyla hasta ve kontrol grubu olmak Utzere
toplam 100 hasta galigiimistir.

Kontrol ve g¢alisma grubunda sirasiyla MTHFR C677T (%56 CC, %42
CT, %2 TT) (%40 CC, %46 CT, %14 TT) ve A1298C (%42 AA, %40 AC, %
18 CC) (% 42 AA, %50 AC, %8 CC) genotipleri agisindan analiz edildiginde
aralarinda istatistiksel bir farkllik gézlenmemistir.

Calisma grubunda yan etki gozlenen grupta ve yan etki gézlenmeyen
gruplarda sirasiyla MTHFR C677T (% 40 CC, % 46,7 CT % 13,3 TT), (% 40
CC, % 45.7 CT, % 14.3 TT) ve A1298C (% 40 AA, % 53.3 CT % 6.7 TT), (%

429 AA, % 48.6 AC, % 8.6 CC) genotipleri acisindan analiz edildiginde
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aralarinda istatistiksel bir farklilik gézlenmemistir. Ayrica folik asit kullanan
ve kullanmayan calisma grubundaki olgularda, @ homosistein seviyeleri ve
MTHFR C677T ve A1298C genotipleri karsilastiriimis ve aralarinda anlamli
bir sonug bulunamamisgtir.

Sonug olarak, MTHFR C677T ve A1298C gen polimorfizmlerinin MTX
tedavisi géren Romatoid Artrit hastalarinda yan etki gelisimi igin risk faktora
olusturmadigi saptanmigtir. Ancak hasta ve yan etki gdzlenen grubun kiguk
olmasi  nedeniyle arastirmamizin  genigletilesinin  uygun  olacagi

disunulmustar.
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6.2 ABSRACT

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic, systemic and inflammatory
disease, affects about % 0,5-1 of the general population world wide and
develops complications such as pain in joints, depression, and limitations in
function. From 1980, RA begin to treat with MTX which is one of the most
widely used disease modifiying antirheumatic drug. It is announced that in
treatment with MTX which is a folic acid antigonist, behind the environmental
factors, variabilities in the structure of individuals can contribute developing
efficacay and toxicity. It is possible that polymorphisms in enzymes involved
in folate metabolisms may be related to these differential effects. MTHFR is a
strong candidate for mediating the effects of MTX, because it is involved in
the response to treatment with MTX.

To determine whether the MTHFR C677T and A1298C gene
polymorphisms are risk factor for the Methotrexate induced toxicity and side
effects, we genotyped MTHFR C677T and A1298C polymorphisms in 100
patients which were calassified as working group and control group. In
control and working group in order MTHFR C677T (%56 CC, %42 CT, %2
TT) (%40 CC, %46 CT, %14 TT) and A1298C (%42 AA, %40 AC, % 18 CC)
(% 42 AA, %50 AC, %8 CC) genotypes were analyzed respectively and no
satatistically difference was observed.

In working group, in occured side effect and didn’ t occure side effect
groups in order MTHFR C677T (% 40 CC, %46,7 CT % 13,3 TT), (%40 CC,
% 45.7CT, % 14.3 TT) and A1298C (% 40 AA, %53.3 CT % 6.7 TT), (%42.9

AA, % 48.6 AC, % 8.6 CC) analysed in terms of genotypes, no statistically
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difference was observed. Also in folic acid supplemented and not
supplemented working group, homocysteine concentrations and MTHFR
C677T and A1298C genotypes were compared and there were not find a
significant result between them.

In conclusion, MTHFR C677T and A1298C polymorphisms were not
found as a risk factor for developing side effects in patients with rheumatoid
arthritis who were treated with MTX treatment. But the number of patients
and case who has side effect groups may have been too small for such
interactions to be observed, because of this we thouht that the investigation

of our study is acceptable to enlarge.
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7.2 KISALTMALAR
A: Adenin
ABC: ATP-binding casette
Ala: Alanin
ALT: Alanin Transaminaz
ARA: American Rheumatism Association
Arg: Arjinin
Asn: Asparajin
AST: Aspartat Transaminaz
bp: Baz cifti
C: Sitozin
cDNA: komplementer DNA
CRP: C-reaktif protein
Cys: Sistein
DHFR: Dihidrofolat reduktaz

DIF: Distal interfalanijial

DMARDs: Disease-modifying anti-rheumatic drugs
dsDNA: Cift iplikli DNA

EDTA: Etilen Diamin Tetraasetik Asit

ESH: Eritrosit Sedimentasyon Hizi

FRET: Fluorescence Rezonans Enerji Transferi
FPGs: MTX poliglutamat sentaz

G: Guanin

GGH: Gama glutamil hidrolaz

Gl: Gastrointestinal
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GIn: Glutamik asit

Glu: Glutamin

Gly: Glisin

HGPRT: Hipoksantin guanin fosforibozil transferaz
HLA: insan Lékosit Antijen

lle: izolésin

KCFT: Karaciger Fonksiyon Testleri

LC: LightCycler

LED: Light Emitting diyote

Met: Metionin

MTX: Methotrexate

MHC: Major Histocompatibility Complex
MKF: Metakarpofalanijial

MTHFR: Metilentetrahidrofolat RedUktaz

MTF: Metatorsofalanjial

PCR: Polymerase Chain Reaction

PiF: Proksimal interfalanjial
RA: Romatoid Artrit

RE: Restriksiyon Enzimi

Rf: Romatoid faktor

RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism
RT-PCR: Real Time PCR

Ser: Serin

SNP: Single Nucleotid Polymorphism
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SLC: Solute carrier

T: Timin

Ter: Terminal

THF: Tetrahidrofolat

TGF-B: Transforme edici buyume faktéru- 3
Tm: Erime Sicakligi

TM: Temporal mandibuler

TPMT: Tiopurin metil transferaz
Trp:Triptofan

TYMS: Timidilat sentetazi

Val: Valin
5,10-metilen THF: 5,10 metilentetrahidrofolat

5-metil THF: 5-metil tetrahidrofolat
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