CUMHURIYET UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
FiZiKSEL TIP VE REHABILITASYON ANABILIM DALI

METOTREKSAT TEDAVISI GOREN ROMATOID ARTRITLI
HASTALARDA ILAC YAN ETKIiSi iLE
METILENTETRAHIDROFOLAT REDUKTAZ GEN POLIMORFIiZMi
ARASINDAKI ILISKININ DEGERLENDIRILMESI

Dr. Suayb SEVICKAN
UZMANLIK TEZI

SiVAS
2010



CUMHURIYET UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
FiZiKSEL TIP VE REHABILITASYON ANABILIM DALI

METOTREKSAT TEDAVISI GOREN ROMATOID ARTRITLI
HASTALARDA ILAC YAN ETKIiSi iLE
METILENTETRAHIDROFOLAT REDUKTAZ GEN POLIMORFiZMi
ARASINDAKI ILISKININ DEGERLENDIRILMESI

Dr. Suayb SEVICKAN
UZMANLIK TEZI

Tez Danismani

Prof. Dr. Hasan ELDEN

SiVAS
2010



ONAY SAYFASI

Bu tez, Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi, tez yazim kurallarma
uygun olarak hazirlanmis ve jlirimiz tarafindan Fiziksel Tip ve Rehabilitasyon

Anabilim Dali’nda uzmanlik tezi olarak kabul edilmistir.

BASKAN:

UYE:

UYE:

Bu tez, 11/10/ 2010 tarih ve 2010/265 sayil1 Yonetim Kurulu Karari ile

belirlenen ve yukarida imzalar1 bulunan jiiri tiyeleri tarafindan kabul edilmistir.

Prof. Dr. Mehmet SENCAN

T1p Fakiiltesi Dekani



v

Tipta Uzmanlk Tez Yazim Yonergesi, Cumhuriyet Universitesi
Senatosunun 10/ 02/ 2010 tarih ve 2010/ 1-2 sayili karar1 ile kabul edilerek

yiirtirliige girmistir.



TESEKKUR

Cumhuriyet Universitesi Fiziksel Tip ve Rehabilitasyon Anabilim
Dalindaki egitimim siiresince gerek bilimsel gerekse insani agidan 6rnek olan,
yaninda ¢aligmaktan onur duydugum tez danismanim, Ana Bilim Dali Bagskanimiz
Saymm Prof. Dr. Hasan ELDEN’e, asistanlik egitimim siiresince bilgi ve
deneyimlerinden faydalandigim ve birlikte c¢alismaktan kivang duydugum
Anabilim Dalimizin degerli 6gretim Uyelerinden Saym Prof. Dr. Sami
HIZMETLI’ ye, Saym Prof. Dr. Ece KAPTANOGLU’ na, Saymn Yrd. Dog. Dr.
Ozlem SAHIN’e ve Saym Yrd. Do¢. Dr.Emrullah Hayta’ya uzmanlik egitimim
boyunca yaptiklar1 akademik katkilarindan dolay1 tesekkiir etmeyi bir borg bilir ve

sonsuz saygilarimi sunarmm.

Tez calismamin istatiksel incelemesinde emegini ve deneyimlerini
esirgemeyen Saym Yrd. Dog¢. Dr. Ziynet CINAR’ a tesekkiir eder, sonsuz
saygilarimi sunarim. Tez ¢aligmamda yardim ve Onerilerini esirgemeyen Tibbi
Genetik A. D. Baskani Saymn Prof Dr. Ilhan SEZGIN, Prof. Dr. Oztiirk
OZDEMIR, Dr. Senol CITLI ve Uzm. Dr. Nadir KOCAK a tesekkiir eder, sonsuz

saygilarimi sunarim.

Ayni calisma ortamini paylastigim sevgili asistan arkadaslarima,
hemsirelerimize, sekreterlerimize ve diger tiim personelimize sonsuz tesekkiir

ederim.

Yasamim boyunca her tiirli konuda ve her zaman destegini gordigiim,
yaptiklarim1 hi¢gbir seyle 6deyemeyecegim anneme, babama, kardeslerime, her
zaman destegini esirgemeyen sevgili esime ve yuvamizin nesesi canim kizima

sonsuz tesekkiir ederim.

Dr. Suayb SEVICKAN



1

OZET

Romatoid Artrit (RA) etyolojisi bilinmeyen, simetrik eroziv sinovitle
karakterize, bazi ekstraartikiiler tutulumlar yapan, otoimmiin bir hastaliktir. RA
hastalikk modifiye edici antiromatizmal ilaglardan olan yaygin sekilde kulanilan
Metotreksat (MTX) ile 1980°den itibaren tedavi edilmeye baglanmistir. Folik asit
antigonisti olan MTX’1n kullaniminda, ¢evresel nedenler yaninda bireyin genetik
yapisindaki degiskenliklerin etki ve toksisite gelisimine neden olabilecegi
bildirilmektedir. Folat metabolizmasinda yer alan enzimlerde meydana gelen

polimorfizmler, farkl: etkilerle iligkili olabilir.

Metilentetrahidrofolat Rediiktaz (MTHFR), MTX ile tedaviye yanitta yer
aldig1 i¢in, MTX’ 1n etkilerini diizenlemek icin kuvvetli bir adaydir. MTX
kullanimina bagli olarak ila¢ kaynakli toksisite ve yan etki olusumunda, MTHFR
C677T ve Al1298C gen polimorfizmlerindeki risk faktorii olup olmadigimnin
arastirilmasi amaciyla c¢alisma ve kontrol grubu olmak iizere toplam 52 hasta

calisiimastir.

Bu calismaya yan etki gozlenen ve yan etki gdzlenmeyen gruplarda
Amerikan Romatoloji Cemiyetinin (ACR) 1987 yilinda yeniledigi RA siniflama
kriterlerine gore belirlenmis olan 52 RA’li hasta alindi. Her iki grupta tam kan
saymmi, bobrek ve karaciger fonksiyon testleri, Romatoid Faktor (RF), eritrosit
sedimentasyon hizi (ESH), C-reaktif protein (CRP), Anti-Cyclic Citrullin Peptid
(anti-CCP) degerleri 6l¢iildii. Toplam 52 hastadan periferik kan 6rnekleri aldik.Bu
orneklerden DNA izole edildii. MTHFR C677T ve A1298C varyant allelleri

polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemiyle belirlendi.

Calismamizda yan etki gozlenen grupta ve yan etki goézlenmeyen
gruplarda sirastyla 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), (% 42.9
AA, % 48.6 AC, % 8.6 CC) genotipleri agisindan analiz edildiginde aralarinda
istatistiksel bir farklilik gézlenmemistir ( p>0.05 ).



111

Sonu¢ olarak calismamizda MTHFR A1298C ve C677T gen
polimorfizmlerinin MTX tedavisi goren Romatoid Artrit hastalarinda yan etki
gelisimi i¢in risk faktori olusturmadigi saptanmistir. Ancak kesin sonuglara
varilabilmesi i¢in daha genis hasta gruplarmin incelendigi kapsamli ¢alismalara

ihtiya¢ oldugunu diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Romatoid Artrit, Metotreksat, Metilentetrahidrofolat
Rediiktaz
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ABSTRACT

Rheumatoid arthritis is an autoimmune disease that is characterized by
symmetric erosive synovitis with some extra-articular involvements and its
etiology is unknown. Since 1980 MTX, one of the most widely used disease
modifiying antirheumatic drugs, has been used for treatment of RA. It is
announced that in treatment with MTX which is a folic acid antigonist, with the
environmental factors, variabilities in the structure of individuals can contribute

developing efficacy and toxicity.

It is possible that polymorphisms in enzymes involved in folate
metabolisms may be related to these variable 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 fifty two
patients which were classified as working group and control group.In occured side
effect and didn’t occure side effect groups fifty two RA patients who fulfilled
1987 American College of Rheumatology (ACR) criteria were enrolled in the
study . Parameters such as clinical characteristics and treatment were questioned
in working group. Complete blood count, kidney and liver function tests,
rheumatoid factor (RF), erythrocyte sedimentation rate, C-reactive protein, Anti-
Cyclic Citrullinated Peptide (anti-CCP), homosistein values of RA patients were
measured in both groups. Disease Activity Score (DAS 28) for disease activity
were assessed. Peripheral blood samples we obtained from fifty two patients.
DNA was extracted from these samples. MTHFR C677T and A1298C variant

alleses were determined by PCR (polymerase chain reaction) .

In our study in occured side effect and didn’ t occure side effect groups in
order MTHFR C677T (% 66.7 CC, %26.7 CT % 6.7 TT), (%77.3 CC, % 22.7CT,
% 0.0 TT) and A1298C (% 56.7 AA, %30 AC, % 13.3 CC), (%63.6 AA, % 27.3



AC, % 9.1 CC) analysed in terms of genotypes, no statistically difference was
observed (p >0.05 ).

In conclusion, MTHFR A1298C and C677T polymorphisms were not
found as a risk factor for developing side effects in patients with rheumatoid
arthritis who were treated with MTX. But we need further investigations including

higher numbers of patients to obtain more accurate results.

Keywords: Rheumatoid Arthritis, Methotrexate, Metilentetrahidrofolat
Rediiktaz
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GIRIS VE AMAC

RA etyolojisi belli olmayan, tiim sinovyal eklemleri simetrik olarak
tutabilen, kronik inflamasyonla seyreden ileri donemlerde fonksiyon kaybina ve

mortaliteye neden olabilen oldukc¢a yaygin otoimmun bir hastaliktir (1)

Romatoid sinoviyumda aktive lenfositler, makrofajlar ve fibroblastlardan
salgilanan bir takim maddelerin birikimi mevcuttur. Bu sitokin ve kemokinlerin
lokal iiretimi RA’nin pek ¢ok klinik tablosunun olusumuna neden olur. Bu sitokin
ve kemokinlerin etkilerine bagli olarak sinoviyal doku ve sinoviyal sivi
inflamasyonu, sinoviyal proliferasyon, kikirdak ve kemik hasar1 meydana gelir
(2). Romatoid Artrit tedavisinde siklikla Methotrexate, Leflunomide, Sulfasalizin
gibi ilaglar kullanilmaktadir. Bu ilaglar baz1 hastalarda mide agrisi, kusma, diyare
seklinde ortaya c¢ikan gastrointestinal sistem komplikasyonlar1 ve karaciger
fonksiyon degerlerindeki artis sonucu hepatotoksisite gelisimi gozlendigi
durumlarda tedavinin kesilmesi onerilmektedir (3,4,5). Genel olarak bireyler ilag
tedavilerine kars1 farkli yanitlar vermektedirler. Bu farkli yanit verme nedenleri
arasinda, hastanin yasi, irki, cinsiyeti, ¢evre, ila¢ etkilesimleri, eslik eden bagka
hastaliklar ve hastanin es zamanl aldig1 tedaviler gibi pek ¢ok neden
sayilabilmektedir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarla ilaglara karsi olusan yanit
farkliliklarinda bu nedenlerin yaninda bireyler arasindaki genomik farkliliklarin
da Onemli oranda etkili olduklar1 belirtilmektedir (2,6). MTX, diger hastalik
modifiye edici antiromatizmal ilaglara oranla nispeten daha hizli etkiye ve en 1yi
etki / toksisite oranina sahip olmasi nedeniyle daha yaygm olarak kullanilmaya
baslanmistir. Ancak bunun yaninda MTX kullanilan bazi Romatoid artrit
hastalarinda, MTX kullanimima bagl olarak gelisen birtakim komplikasyonlar

nedeniyle tedaviye devam edilemedigi gézlenmistir (7,8).

Romatoid artritin aktivitesinin baskilanmasi i¢in gerekli olan MTX
dozunun, Romatoid Artritli baz1 hastalar arasinda farkliliklar olusturabilecegi bazi
durumlarda i1se MTX tedavisinin etkisiz kalabilecegi belirtilmektedir. Sonug
olarak, bazi hastalarda MTX kullanima bagli olarak yan etki olusumu gozlenirken,

bazi hastalarda gozlenmedigi belirtilmektedir.



Kapsamli arastrmalara ragmen MTX’ m etki mekanizmasmin bugiin hala tam
olarak bilinmemesi nedeniyle, MTX tedavisinden hangi hastalarin yararlanacagi,
hangi hastalarda yan etkilerin goriilebilecegi 6nceden tahmin edilememektedir.
MTX, homosistein-metionin yolaginda bulunan bir¢ok metabolik yolakta etkili
olan folik asit antigonisti olarak hiicre metabolizmasinda, dihidrofolat rediiktazi
inhibe etmesi yaninda, 5,10-metilentetrahidrofolatin (5,10-metilen THF)
irreversible olarak  5-metil tetrahidrofolata (5-metil THF) doniisimiini

engelleyebilir (5).

Metilentetrahidrofolat Rediiktaz (MTHFR) enzimi folat metabolizmasnin
en onemli enzimlerinden biri olup, 5,10-metilen THF irreversible olarak 5-metil
THF donistiiriir (9). Bugiine kadar yapilan calismalarla bu enzimini kodlayan
MTHFR geninde bir¢ok mutasyon ve polimorfizm tanimlanmistir (10, 11).
MTHEFR geninde tanimlanan en 6nemli polimorfizmlerden biri MTHFR C677T
polimorfizmidir. ilk defa 1995 yilinda tamimlanan bu genetik degisiklik 1997
yilina kadar mutasyon olarak, sonrasinda ise toplumlarda %1 den fazla siklikla
gozlenmesi nedeniyle polimorfizm olarak tanimlanmistrr (12,13). Bu
polimorfizm, MTHFR enzim aktivitesinin azalmasma neden olmakta, azalan
enzim aktivitesi sonucunda S5-metil THF diizeyi azalmakta, 5,10-metilen THF
miktar1 ve plazma homosistein diizeyi ise artmaktadir. Yapilan g¢aligmalarla,
MTHFR C677T gen polimorfizminin enzim aktivitesini etkilemesi nedeni ile
kardiyovaskiiler hastaliklar, serebrovaskiiler hastaliklar ve noral tiip defektlerin
gelisiminde Onemli bir genetik risk faktorii oldugu ileri siiriilmektedir (9).
MTHFR geninde 1998 yilinda tanimlanan ve yaygin olarak goriilen diger bir
polimorfizm A1298C polimorfizmidir (14). A1298C polimorfizmi de C677T
polimorfizmine benzer etki gdstererek enzim aktivitesini azaltmaktadir. Bu azalan
enzim aktivitesinin noral tiip defektleri, prostat kanseri ve kardiyovaskiiler
hastaliklar i¢in risk faktorii olusturdugu belirlenmistir (9,15,16). Cesitli
arastirmalarla, MTX tedavisi goren bazi kanser ve Romatoid artritli hastalarda
C677T ve Al1298C polimorfizmlerine bagl olarak toksisite gelisebildigi
belirtilmistir (5,17).



Bu ¢alisma ile MTX tedavisi géren Romatoid artritli hastalardan ila¢ yan
etkisi goriilen hasta ile ilag yan etkisi goriilmeyen hasta gruplar1 karsilagtirarak
MTHFR C677T ve A1298C gen polimorfizmlerinin ilag yan etki gelisimi
iizerinde etkili olup olmadigmnin arastirilarak; gen polimorfizmlerinin yan etki
gelisimi lizerinde etkili bulunmasi halinde, yan etki gelisme riski yliksek olan
hastalarin Onceden belirlenip hastalarda olusabilecek yan etkilerin en aza

indirilmesini ve etkin bir tedavinin saglanmasini amagladik.



GENEL BiLGILER
1.ROMATOID ARTRIT
1.1. TANIM

RA, o6zellikle periferik sinovyal eklemleri simetrik tutan, kronik, sistemik,
progressif, multifaktoryel orjinli olup; uygun genetik zeminde immiin yanit ve
kronik inflamasyonla karekterize, kimi zaman belirgin derecede eklem dis1
tutulumun da eslik ettigi fonksiyon kaybina ve uzun dénemde mortaliteye neden

olan inflamatuvar artritler icinde en sik goriilen otoimmiin bir hastaliktir (18).

1.2. TARIHCE

Tip tarihgileri, medikal yazilarda RA teriminin ilk kez ne zaman
kullanildig1 konusunda hala net bir bilgiye sahip degillerdir. Kimi yazarlar RA’nin
yakin zamanlarda ortaya ¢iktig1 yorumunu yaparken, Soranus'un yazilarini
yorumlayan diger bir grupta ikinci yilizyilda RA’li bir hastanin tanimlandigini ileri
siirmektedirler. Ingiliz genetik¢i ve klinisyen olan Sir Alfred Garrot 1876'da ilk
kez RA terimini kullanmustir. Storey ve ark. Ingiltere’deki hastane kayitlarindaki
arastirarak yaptiklar1 bir calismada, hastaligin 1600'li yillarda Sydenham
tarafindan tarif edildigini tespit etmislerdir (18).

1.3. EPIDEMIiYOLOJi

RA hemen hemen tiim toplumlarda goriilmektedir. Diinya ¢apindaki
prevelanst % 0,8 (degisik toplumlarda siklig1 % 0,3-2,1 arasinda bildirilmistir)
olarak tahmin edilmektedir. Hastaligin baslangici en sik dordiincii ve besinci
dekatlardadir. RA bayanlar1 erkeklere oranla 2,5 kat daha sik tutmakta birlikte,
kadin erkek orani1 2/1— 4/1 arasinda degigsmektedir. Yas ilerledikce cinsiyet farki
azalmaktadir. Insidans1 60-64 yas aras1 kadinlar da 18-29 yas aras1 kadinlara gore
6 kat daha fazladir (19).

Hastalarm %80’1 35-50 yaslar1 arasindadir. Genellikle geng eriskinlerin
hastaligi olmakla birlikte tiim yaslarda ortaya cikabilir. RA insidansi erigkin
donemde dramatik olarak artar; ancak erkeklerde 40 yasindan 60 yasmna dogru

artig vardir (20). Hastalik prevalansi diinya genelinde benzer oranlarda olsa da



bunun bazi istisnalar1 vardir. Ornegin, bazi Kizilderili topluluklarinda RA % 5,3-
6,8 gibi yliksek oranlarda goriiliirken, Giiney-Dogu Asya, Cin ve Japonya’da ¢ok
disik oranlarda (%0,2-0,3 ) goriilmekte; hatta baz1 Afrika topluluklarinda
neredeyse hic RA hastasina rastlanmamaktadir (21). Ulkemizde RA
epidemiyolojisine yonelik yapilan ilk caligma 1968 yilinda ve yaklasik 10.000 kisi
taranarak yapilmis ve prevalanst %0.22 oraninda bulunmustur. Daha sonra
yapilan bolgesel ¢alismalarda (Karadeniz, Ege) prevalans %0.36 ile %3,7 arasinda
bulunmustur (22).

1.4. ETYOLOJi
1.4.1. Genetik

RA’da genetik bir etki oldugu kabul edilmektedir. RA hastalarinin birinci
derece akrabalarinda RA goriilme riski 16 kat artmis olarak bulunmustur. Bu
genetik faktorlerin 6. kromozomda bulunan HLA sistemi genlerine bagl oldugu
ve bir tek genetik bozukluktan c¢ok birkag genin RA’yr etkiledigi
disiiniilmektedir. Bu 0zellikle HLA-DR4 ile RA arasindaki iliskinin
tanimlanmasmin ardindan, hastaliga neden olan genetik faktorlerle ilgili bilgiler
hizla artmistir (24). RA’li hastalarin birinci derece yakinlarinda hastalik goriilme
oran1 genel populasyondan daha yiiksektir. Monozigotik ikizlerde, ikizlerden biri
hastalandiginda digerinde de hastalik goriilme oranmi %30-50 iken, dizigotik
ikizlerde bu oran %?2-5 kadardir. Antijen sunan hiicreler lizerindeki klas 2 ylizey
molekiillerinin yapis1 RA’e yatkinlikta ve RA siddetinde ¢ok onemlidir. HLA-
DR4, RA’li hastalarm %70’inde bulunurken bu oran kontrollerde %30
oranindadir. Boylece HLA-DR4 bulunan kisilerde RA olma riski 4 ile 5 kat
artmaktadir (23).

1.4.2. Cevresel Faktorler

RA’nin ailesel tekrar riskinin beklenildigi kadar yiiksek olmamasi,
monozigotik ikizlerde konkordansm %100 olmamasi ve ikizlerde goriilen
degiskenligin ancak %50’sinin genetik faktorlerle agiklanabiliyor olmasi, RA

gelisiminde cevresel faktorlerin de rolii oldugunu diisiindiiriir. Cevresel faktorler



genelde saptanabilen genetik  faktorlerin - disinda  hastaliga  yatkinlik
olusturabilecek tiim faktorler olarak ifade edilirler. Ancak bu faktorlerin bir kisma,
diyet, sigara, kahve kullanimi, enfeksiyonlar gibi gercekten cevresel faktorler
olmasima karsin bir kism1 hormonal degisiklikler, gebelik, laktasyon gibi acik¢a
genetik temeli olmayan internal faktorler de olabileceginden “genetik dis1 konakeg1
faktorleri” daha uygun bir tanimlama olabilir (22). Sigara icimi RA gelisimi ve
hastalik siddeti ile iliskili goriilmektedir. Ancak heniiz sigaranin nasil olup da
hastalik riskini ve siddetini artirdig1 tam olarak aydinlatilamamistir, Ayrica kahve
tilketiminin RA gelisimi ve romatoid faktor pozitifligi ve viicut kitle indeksinin

RA ile iliskili olabilecegine dair bulgular da bildirilmistir (25).

1.4.3. Cinsiyet

RA’nin bayanlarda daha fazla goriilmesi, gebelikte remisyona girip,
gebelik sonrast %90 niiks etmesi, premenopozal ve postmenopozal donemlerde
siklik ve seyirlerinin farkli olmasi, erkeklerde daha az goriilmesi bu hastalik
iizerinde hormonal etkinin olduguna isaret etmektedir (26). RA kadinlarda daha
sik (erkeklere oranla kadinlarda ortalama 3 kat fazla) goriilmekte ve daha siddetli
seyretmektedir. Dogum yapmamiglarda RA gelisme riski 2-3 kat daha fazladir.
Hamilelikte RA’l1 hastalarda % 75’e varan oranda remisyon goézlenmektedir,
hamilelik sonras1 olgularin % 80-90°’ninda semptomlar tekrar alevlenmektedir

(20).

1.4.4. Enfeksiyoz Ajanlar

RA’e etken olan ajanlar arasinda enfeksiyoz nedenler ilizerinde de cok
durulmakla birlikte, bu giine kadar herhangi bir mikroorganizma ortaya
cikarilamamistir. Ancak insanlarda bir¢cok bakteri (Mycoplazma Fermantas,
Proteus Mirabilis, Mycobacterium Tuberkulozis, E. Coli), virlis (Ebstein- Barr
Viriis,, Parvovirlis B-19) ve spiroketler (Lyme artriti) poliartrit olusturabilirler.
Baslica parvovirus, rubella, Borrelia burgdorfeni, Ebstein-Barr virus ve digerleri
sorumlu ajan olarak arastirilmis olmasma karsin hastalarin  tliimiine

genellenebilecek tek bir enfeksiyon ajani ile ilgili epidemiyolojik kanit heniiz elde



olunamamistir (27). Epstein-Barr virusu (EBV), 1975 yilindan beri RA
patogenezinde yogun sekilde arastirilmis, RA’lilarin kanlarinda EBV ile ilgili B
lenfositlerin  anormal yuksekliginin saptanmasmna ragmen, bunun RA
patogenezinde rol oynamaktan cok sekel bir bulgu oldugu daha sonraki

arastirmalar ile gdsterilmistir (26).

1.5.PATOGENEZ
1.5.1. Morfoloji

Son yillarda bilgi duzeyinde ©Onemli derecede artis olmasina ragmen,
RA’nin etyoloji ve patogenezisinin anlasilmasi kompleks bir problem olarak
devam etmektedir. Tutulan eklemlerde histolojik olarak; sinoviyal hucre
hiperplazisi ve proliferasyonu, sinovyumda CD4+ T hucreleri, plazma hucreleri
ve makrofajlardan meydana gelen yogun perivaskuler iltihabi hucre infiltrasyonu
(siklikla lenfoid follikuller), anjiyogenez nedeniyle artmis vaskularite,
sinovyumda ve eklem araliginda notrofil ve fibrin kiimelenmeleri, alttaki kemikte
sinoviyuma penetre olan ve kemik erozyonuna yol acan, artmis osteoklast
aktivitesi ile karakterize kronik sinovitis goriilmektedir. Klasik goriiniim; iltihabi
hucreler, granulasyon dokusu ve bag dokusuyla karisik, prolifere doseyici
sinoviyal hiicre karisimmdan olusan bir pannus goriiniimiidiir. Once sinoviyal
membranda, parmak benzeri villoz c¢ikintilar olusur. Olaym ilerlemesiyle
periartrikuler yumusak doku 6demi gelisir ve ilk olarak eklemlerin fusiform
sismesine neden olur. Hastaligin ilerlemesiyle olusan pannus, komsu eklem
kikirdagmi erozyona ugratarak tahrip eder; eklem mesafesini dolduran pannus

eklemde kalic1 kalsifikasyonlara, fibrozise ve ankiloza neden olabilir (28).

1.5.2. immunopatogenez

Erken immiin yanitta ozellikle CD4+ T lenfositlerinin onemli rolleri
bulunur. Bu hiicreler sinovyumda aniijen sunan hiicrelerle yakin temas halindedir.
Aktif durumdadirlar ve bol miktarda HLA DR molekiilii icerirler. Antijen sunan
hiicreler {iizerinde bulunan antijenleri tanirlar ve bu tanima sonucu sitokin

salmimi, B hiicrelerin uyarilmas1 ve regiilatuar fonksiyonlar gibi bir dizi



immunolojik olay tetiklenir. T hiicrelerin RA’nin ilk asamasindaki rolii pek
tartisma konusu degildir. Ancak kronik RA sinovyumunda bu hiicrelere ait
sitokinlerden ziyade makrofaj sitokinlerin bulunmasi, patogenezde T hiicre
disindaki immiin effektor hiicrelerin ve 6zellikle de makrofajlarm itici gili¢ olarak
rol alabilecegi hipotezini dogurmustur. CD45RO+ Hafiza T hiicreleri, burada
daha c¢ok diizenleyici 6zellik tasiyor olabilir (29).

Antijenik stimulasyondan sonra T hiicreler1 kan damarlarinin endotelyal
duvarmmdan go¢ eder ve sinovyumda birikirler. Aktive T hiicreleri IFN-y gibi
sitokinleri iretirler ve bu daha sonra ( inflamasyonun makroskobik belirtileri
ortaya c¢ikmadan Once ) sinovyal i¢ ylizey tabakasinda monosit/ makrofaj
birikimini stimule eder. Bu aktive makrofajlar sinovyumda proinflamatuar
mediatorleri salgilatir. Bu sitokinler (IL-1 ve TNF-a) endotelyal hiicre
proliferasyonunu stimule eder ve endotelyal hiicreler {iizerinde adhezyon
molekiillerinin ekspresyonunu baslatir, boylelikle lenfositlerin ve makrofajlarin
trans-endotelyal migrasyonuna katkida bulunur (30). RA sinovyumunun yogun
miktarda immiin effektér hiicre ihtiva etmesi dikkat c¢ekicidir. Hiicrelerin bu
alanda toplanmasinda, c¢esitli sitokinler kadar 6zellikle wvaskiiler endotelial
bliylime faktorii (VEGF) gibi anjiogenezi arttiran ve damarsal yapilar1 hiper-
gecirgen hale getiren proteinler de rol oynar (31). Bu alanda prostaglandinlerin de
rolii oldugunu unutmamamiz gerekir. Bu siirecin gerg¢eklesmesi i¢cin immiin
effektor hiicreleri, oncelikle endotele yapismalari, endoteli agmalar1 ve sinovyuma
goc etmeleri gerekir. Bu da adezyon molekiilleri sayesinde gergeklesir. Bu
molekiiller 16kositler iizerindeki ¢esitli integrinler i¢in liganddir. E-selektin, hiicre
ile endotel arasindaki ilk iliskiyi kurar. Dislik giicteki bu baglanma hiicrelerin
yavaslamasma yol agar. Daha sonra Interseliiler adezyon molekiilii 1 (ICAM-1) ve
Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii 1 (VCAM-1) in devreye girmesiyle daha gii¢lii
endotel, hiicre etkilesimleri ve immobilizasyon olusur. ICAM-1 makrofajlarda,
makrofaj benzeri sinovyal hiicrelerde ve intimadaki fibroblastlarda bulunur.
VCAM-1 ise en ¢ok sinovyal endotelinde eksprese olur. TNF-a, IL-1 ve gamma

interferon gibi sitokinler bu adhezyon molekiillerinin sentezini arttirir (29,32).



Romatoid sinoviyumunda lenfositler, makrofajlar ve fibroblastlardan salgilanan
bir dizi sitokin saptanmistir. Bu sitokinlerin lokal tiretimi, RA’nin pek c¢ok
patolojik ve klinik bulgusuna neden olmaktadir. Bu efektor molekiiller; T
lenfositlerden salinan IL-2, INF-y, IL-6, IL-10, GM-CSF, TNF-a, IL-13, IL-17,
CD-154 gibi sitokinler, aktive myeloid hiicrelerde iiretilip salinan IL-1,TNF-a, IL-
6, IL10, IL12, GM-CSF, ILGF, fibroblast, endotel hiicresi gibi hiicrelerde tiretilen
VEGF, IL-1, IL-6, IL-8, GM-CSF, IL- 15, IL-16, IL-18 dir (28). Uyarilmig CD4+
T lenfositlerden salman IL-2 ve diger sitokinler makrofaj, B-lenfosit ve endotel
gibi hiicreleri etkiler. Makrofajlardan salman IL-1 ve TNF-a gibi sitokinler
inflamatuvar hiicrelerin kemotaksisi, proliferasyonu ve diferansiyasyonu igin
gereklidir. B lenfositler aktive olarak plazma hiicrelerine doniisiirler; RF ve
benzeri antikorlar1 salgilayarak doku ve eklem hasarinda rolii olan
immiinkomplekslerin  olusmasina neden olurlar. Ayni zamanda aktive
makrofajlardan saliman maddeler fibroblast, kondrosit ve sinoviyal hiicreleri
etkileyerek pannus olusumunda etkili kollajenaz, elastaz, storomelizin, PGE2 ve
baz1 enzimlerin salmimina sebep olurlar. Aktive endotel hiicrelerin eksprese ettigi
adezyon molekiilleri iltihabi hiicrelerin bdlgeye toplanmasmni arttirr. RF ve
benzeri immiinglobulinler kompleman sistemini uyarabilmekte bu da
inflamasyonu daha fazla alevlendirmektedir. Biitiin bu olaylarin net sonucu

pannus olusumu ve takiben gelisen kikirdak ve kemik tahribi sonucu olusan
ankilozdur (28).

1.6. KLINIK

RA baslangicta siklikla el, el bilekleri ve ayaklari, daha sonra ise tim
sinoviyal eklemleri simetrik olarak tutabilen kronik, poliartikiiler bir hastaliktir.
Asil tutulum yeri sinoviyum olmakla birlikte hastalarin hemen hemen tamaminda
sistemik belirtiler de goriliir. RA hastalarin ¢ogunda sinsi baslangichdir.
Halsizlik, yorgunluk, hafif ates gibi sistemik bulgular eklem bulgularindan 6nce
baslayabilir. Eklem tutulumu cogunlukla simetrik olmakla birlikte baslangigta

asimetrik de olabilir ve genellikle gezici degil, eklenici niteliktedir. Daha nadir
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olarak RA akut baslangigli olabilir. Hatta bazi hastalar hastaligm belli bir

travmadan hemen sonra basladigini ifade edebilir (33).

1.6.1 Baslangic Tipleri

Sinsi baslangi¢

Hastalari ¢ogunda (%55-70) sinsi baslangic s6z konusudur. Yorgunluk,
halsizlik, yaygin kas iskelet agrilar1 ilk ve spesifik olmayan yakinmalardir. Bazen
diisiik dereceli ates, Raynaud fenomeni gibi atipik bulgular olabilir. Tiim bu
bulgular aylar Oncesinden hastaliga eslik edebilir. Sinsi baslangic evresinde
artritik bulgular da olabilir. Sik tekrarlamalarla aylarca siiren ve giderek kotiilesen
inat¢1 poliartraljiler oabilir. Seyrek olarak yavas gelisen monoartrikiiler tutulum
goriilebilir. Omuz ya da diz eklemi gibi biiyiik eklem tutulumu karakteristiktir.

Zamanla diger eklem tutulumlar1 ortaya ¢ikmaya baslar (34).

Akut veya Subakut Baslangic

Hastalarm % 8 ile 15'inde akut baslangic goriliir. Bir ka¢ giin icinde
semptomlar tepe noktaya ulasir. Sinsi baslangica gore daha az simetrik patern
vardir. Akut baglangicli RA'da teshis koymak zor olabilir. Sepsis veya vaskiilitin
mutlaka dislanmas1 gerekir. Infeksiydz progesi diisiindiiren ates onemli bir
bulgudur. Hastalarin yiizde 15 ile 20'sinde subakut baglangi¢ vardir. Semptomlar
giinler veya haftalar icinde ortaya ¢ikar. Komplikasyonlar sinsi baglangica gore bu

grupta ¢cok daha fazladir (35).

Tek veya az sayida eklemi tutan baslangic

Nadir goriilen baslangic sekillerinden biridir. Bu tiir baslangi¢ daha ¢ok
geng kadin hastalarda goriiliir. Diz veya dirsek gibi bir veya birka¢ eklemin kronik
veya aralikli tutulumu vardir. Genellikle akut faz yanit1 yoktur ve RF negatiftir.
Diger hastaliklar1 diglamak i¢in sinovyal biyopsi gerekebilir (36).

Palindromik baslangig:

Eklemlerde bir kag saat ile bir kac giin devam eden, spontan gerileyen ve

iz birakmayan artritlerle karakterizedir. Bu kisa siireli alevlenmelerin aylar
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boyunca sikligmi ve siddetini artirarak devam etmesi kalici bir poliartritin
gelismekte oldugunu distindiirmelidir. Bu olgularin en az iigte biri RA’ya
dontismektedir (35).

Sistemik baslangic:

Daha ¢ok orta yash erkeklerde goriilen bir baslangi¢ seklidir. Agirlikli
bulgular eklem disindadir ve ates, anemi, kilo kaybi, halsizlik, kas agrilari,
plorezi, perikardit, dokiintii ve organ biiyliimeleri goriiliir. Teshis poliartritin

yerlesmesi ve malignite dahil diger nedenlerin diglanmasi ile konulur (36).

1.6.2. Eklem Tutulumu

RA, diartrodial eklem tutulum paterni ile karakterizedir ve patolojisinin
ana bolgesi eklemlerin sinovyumudur (37). Eklemlerde inflamasyonun ii¢ kardinal
bulgusu (1s1 artisi, hassasiyet, sislik) bulunurken kizariklik goriilmez. inflamasyon
eklemde agri, tutukluk ve hareket kisitliligina neden olur (20). RA tiim sinovyal
eklemleri etkileyebilir ve hastalik cogunlukla metakarpofalengeal (MKEF),
proksimal interfalengeal (PIF) ve metatarsofalengeal (MTF) eklemlerde baslar ve
ardindan el bilekleri, dizler, dirsekler, ayak bilekleri ve kalcalar tutulur. Daha az
siklikla temporomandibiiler, sternoklavikiiler ve krikoaritenoid eklemler de
tutulabilir. Boyun (6zellikle de C1-C2 eklemi) disinda omurga tutulumu olmaz
(38). Torakolomber, sakroiliak ve elin distal interfalangeal (DIF) eklemlerinin

tutulumu RA’da ¢ok nadirdir (37).

RA en zengin ve karakteristik 6zelligini el ve el bilegi eklemlerinde
gosterir. Bilek ekleminin sinoviti RA’nin degismez bir o6zelligidir. Hareket
kisithiligia, deformiteye ve median sinir sikismasina (karpal tiinel sendromu)
neden olabilir. MKF ve PIF eklemleri, DIF eklemlere gore daha sik tutulur.
Kikirdak ve kemik dokudaki inflamasyona sekonder yikim, tendonlardaki
gevseme ve yirtilmalar el deformitelerinin gelismesine katkida bulunur. Unlar
deviasyon, ceki¢ parmak, pence parmak, diigme iligi deformitesi, kugu boynu
deformitesi meydana gelen deformitelerdir. Dirsekler sik tutulan ve romatoid
nodiillerin en sik goriildiigii eklemlerdir. Diz eklemi, hastalarin % 15 kadarinda

ilk tutulan eklemdir. Sinovyal sivinin popliteal fossaya dogru ilerlemesi sonucu
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Baker kisti olusur. Ayak eklemlerinin tutulumu, yiikk tagimalari nedeniyle {iist
ekstremite eklemlerine gore daha agrili olur. Ayakta MTF eklemler siklikla
hastaliga katilir. Hastaligin ilerlemesiyle ciddi deformiteler gelisebilir. Vertebra
tutulumu servikal bdlge ile smirlidir ve daha cok hastaligin ileri evrelerinde

goriiliir (39).

1.6.3. Ekstra Artikiiler Bulgular

RA nadiren artritin baslangicinda once extraartikuler bulgularla ortaya
cikabilir. RA primer olarak eklemleri etkileyen, ancak ekstra artikuler tutulumda

gosteren sistemik bir hastaliktir (40).

RA’da Eklem Dis1 Bulgularin baslicalar1 asagidakilerdir:

Cilt tutulumu; Romatoid nodiller, palmar eritem, vaskiilitik deri

lezyonlar.

Solunum Sistemi; Plorezi, interstisyel pndmonitis ve fibrozis, nodiiler
akciger hastaligi, bronsiolit, pulmoner hipertansiyona yol acan arterit, kii¢iik hava

yollar1 hastalig1.

Dolasim Sistemi; Perikardit, mitral valviilopati, iletim defektleri,

miyokardit, koroner arteritis, graniilomat6z aortitis veya kapak hastalig1.

Goz tutulumu; Keratokonjonktivitis sikka, sklerit, episklerit, skleromalasi

perforans.

Norolojik tutulum; Basi noropatileri, periferal ndropati, monondritis

multipleks
Muskuler tutulum; Giigsiizliik ve atrofi

Hematolojik tutulum; Hafif normositer hipokrom anemi, trombositoz,

eozinofili

Digerleri; Romatoid vaskiilit, amiloidoz, psikosomatik yakinmalar (41).
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1.7. TANI

Cok yonlii bir hastalik olan RA tanisin1 kolaylastirmak ve bir standarda
baglamak amaciyla 1987 yilinda Amerikan Romatizma Dernegi (ACR) tarafindan

belirlenmis klasifikasyon kriterleri olduk¢a yol gostericidir.
1987 ACR kriterlerti:

1- Sabah tutuklugu; Eklem ve cevrelerinde en az 1 saat siiren sabah

tutuklugu

2- Ug veya daha fazla eklemde artrit; En az 3 eklemde hekim tarafindan

kaydedilen yumusak doku sisligi veya sinovyal siv1 artis1 ile beraber olan artrit.

3- El eklemlerinde artrit; E1 bilegi, MKF ve PIF eklemlerinin en az birinde

artrit.

4- Simetrik artrit; Viicudun iki yarisinda ayni bolgedeki eklemlerin ayni
anda tutulmasz; bilateral PIF, MKF veya mutlak simetri olmaksizin bilateral MTF

eklemlerin artriti.

5- Romatoid nodiiller; Kemik c¢ikintilar1 tizerinde, ekstansor yilizeylerde

veya eklemlerin ¢evresinde hekim tarafindan gézlenen subkutan nodiiller.

6- Romatoid faktor; Herhangi bir metod ile anormal miktarda romatoid

faktor pozitifligi

7- Radyolojik degisiklikler; On-arka el ve bilek radyografilerinde

erezyonlar ve/veya periartikiiler osteopeni.

Bir hastay1 RA olarak klasifiye etmek i¢in sayilan kriterlerden en az 4

tanesinin bulunmasi gerekir. {lk 4 kriterin en az 6 haftadir devam ediyor olmasi

gerekir (42).

1.8. AYIRICI TANI

RA tiim artrit yapan romatolojik hastaliklarla karistirilabilir. Hastaligin

erken doneminde RA tanis1 koymak zordur. Dogru taniya ulagsmada geg
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kalinmasinin nedenleri; az sayida eklem tutulumu, asimetrik tutulum, intermittan
artralji yakimmalari,, sadece konstitiisyonel yakinmalarin bulunmasi ve RF
negatifli§i gibi RA i¢in tipik olmayan bulgularla baslayabilmesidir. Kliniklere
poliartrit semptomlar1 ile gelen hastalarin az bir kismi RA’dir. RA ayirici
tanisinda en sik karsilasilan hastaliklar;

1- Bag dokusu hastaliklar1 (6zellikle SLE basta olmak iizere, skleroderma,
polimiyozit, vaskiilitler, mikst bag dokusu hastaligi, polimiyaljiya romatika),

2- Seronegatif spondiloartritler (Ankilozan spondilit, reaktif artrit, Reiter
sendromu, psoriatik artrit),

3- Osteoartroz

4- Eriskin still hastaligi

5- Kalsiyum pirofosfat birikimi hastaligi (CPPD)

6- Gut

7- Viral artritler (Hepatit B, rubella gibi).

8- Ayrica fibromyalji, kronik yorgunluk sendromu, hipertrofik pulmoner
osteoartropati, miksddem, akut romatizmal ates, sarkoidoz, FMF( Ailevi Akdeniz
Atesi), multisentrik retikiilohistiyositoz, hemoglobinopatiler, hemofilik artropati,
hemokromatozis, hiperlipoproteinemiler, glukokortikoid kesilme sendromu, oral
kontraseptif kullanimma bagli artrit, paraneoplastik sendromlar da gozoniine

almmalidir (26).

1.9. LABORATUAR

RA tanisinda laboratuar testleri, ayrintili bir 6ykii ve fizik bakinin yerini
alamaz, ancak klinik degerlendirmeyi tamamlar. Laboratuar testleri, tan1 koymak
disinda, RA aktivitesinin izlenmesinde ve tedaviye yanitin degerlendirilmesinde
de oldukca onemlidir (43). Tek bir tanisal test ile RA tanis1 kesin dogrulanamaz.
American College of Rheumatology (ACR), Romatoid Artrit Alt Komitesi’nin

tavsiye ettigi bazi temel laboratuar testleri Tablo 1°de goriilmektedir (44).
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Tablo 1: Romatoid Artrit ile iliskili Laboratuar Bulgulari

Laboratuar Testi

Iliskili Bulgu

C-reaktif protein

Tipik olarak 7 mg/L’yi asar; hastaligin takibinde
kullamlabilir.

Eritrosit sedimentasyon hizi

Genellikle 30 mm/h ‘i ge¢mektedir; hastaligin
takibinde kullamlabilir.

Hemoglobin / hematokrit

Diislis vardir. Hemoglobin yaklasik 10 g/dL’dir ;
normokromik anemi, aynit zamanda normositik veya
mikrositik olabilir.
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Beyaz kiire sayimi Artmus olabilir

Trombositler Genellikle artmigtir

Karaciger fonksiyon testleri Normal veya hafif¢e artmis alkalen fosfataz
Romatoid faktor Hastalarda hastalik baslangicindan 6-12 ay sonra

tekrar edilebilir; pek ¢cok durumda da pozitif olabilir
(6r, SLE; skleroderma; Sjogren sendromu ;
neoplastik  disease; sarcoidosis; various viral,
parasitik hastaliklar, veya bakteriyal infeksiyonlar);
hastalik progresyonunun tam bir gostergesi degildir.

Antisiklik  sitrulline  peptid | Progresyon ile iyi koreledir; RF ile kombine
antikorlar kullanildiginda sensitivitesi artar; RF’den daha
spesifiktir; pek ¢ok laboratuarda olgiilememektedir.

Antiniikleer antikorlar Romatoid artrit tanisinda smirli degeri vardir.
Kompleman diizeyleri Normal veya artmis olabilir.

Immiinoglobulinler a-1 ve a-2 globulinler artabilir.

Sinovyal s1v1 incelemesi Genellikle fibrin aglar1 olan saman rengi sivi

gozlenir; oda 1sisinda  pihtilasabilir;  5000-
25000/mm3 beyaz hiicre igerir; bunlarmn da %851
polimorfoniikleer I6kosittir; kiiltiirde iireme olmaz;
kristal yoktur; glukoz diizeyi tipik olarak diistiktiir.

Idrar incelemesi Bag dokusu hastaliklarinda mikroskobik hematiiri
veya proteiniiri olabilir.

1.10. TEDAVIi

RA’in erken tani ve tedavisi olduk¢a 6nemlidir ve tedavide multidisipliner
yaklagim gereklidir. Erken tedavi girisimi gereksinimini destekleyen bir¢ok kanit
vardir. Bunlardan bazilar1 RA‘li hastalarda fonksiyonel saglik durumunun erken
bozulmasi, mortalitenin artmasi, hastalikta radyografik degisiklerin erken

goriilmesi (cogunlukla ilk 2 y1l i¢inde) gibi nedenler sayilabilir (45).

1.10.1. Kisa Etkili ilaglar

1- Non Steroidal Anti inflamatuvar laclar (NSAil): NSAIi’larin temel

etki mekanizmasi1 siklooksijenaz yolunu inhibe ederek arasidonik asitin
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endoperoksitlere, prostaglandinlere (PG) ve Tromboksan A2’ye doniisimiini
engellemektir. Boylece inflamasyonu Onleyip agriya karsi etkili olurlar. Analjezik
etkileri periferaldir. Kimyasal olarak uyarilmis siniri baskilarlar, bloke etmezler.
Ayrica antipiretik etkileri vardir. Aspirin COX’u irreversible olarak asetilleyerek
inhibe ederken diger NSAIl’ler doza bagmmli olarak reversible inhibe ederler.
COX enzimi degisik dokulardan farkli miktarda elde edilebildiginden her
dokunun NSAIl’lere duyarliligi farkhidir. Dolayisiyla her hastanin farkh ilaca
yanit1 farkli olacagindan istenen etki alinincaya kadar birka¢ farkli NSAII
denenebilir (46). NSAIil’ler genelde her RA hastasma uzun siireli olarak
kullanilmasina karsin, hastaligin seyrini degistirmezler. RA’li hastalarda NSAI
ilaclar, eklem agrisin1 ve tutuklugunu azaltarak hastalari oldukga rahatlatir. Ancak
analjezik ve anti-inflamatuvar ozelliklerine karsmn, hastaligin  seyrini

degistirdikleri ya da eklem hasarmi dnleyebildikleri gosterilememistir (47).

2- Kortikosteroidler: Kortikosteroidler 1950 den beri kullanilmakta olup
bu ilaglara ¢ok iyi sonu¢ veren hastalar vardir. Anti-inflamatuvar ve immun
supresif etkileri nedeniyle RA tedavisinde kullanilirlar. Diisiik doz (< 10mg/giin
prednizolon esdegeri), pulse (100-1000 mg/giin intravendz metil prednizolon) ve
lokal intra-artikular steroid enjeksiyonlari, RA’in aktif donemlerinde
semptomlarin giderilmeside ¢ok etkilidir (48). Son yillarda erken RA tedavisinde
diisiik doz steroid kullanimi hakkinda bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Bunun nedeni
ise diisiik dozlarda kemik hasarimi durdurulmasi yami swra eklem sisligi ve
duyarliligmi belirgin sekilde azaltmasidir. Van Everdingen ve arkadaslari
10mg/giin steroid kullanirken (49) Landewe ve arkadaslar1 RA’11 hastalara 1 hafta
boyunca 60mg/giin steroid kullanmis ve tedavinin ardindan 6 ay i¢inde steroidi
azaltarak kesmiglerdir. Sonugta birlikte verilen anti-romatizmal tedaviden
bagimsiz olarak kemik koruyucu etkisini 5 yil sonunda da izlemislerdir (50).
Yiiksek doz steroid tedavisi, diisiik doz steroide yanit vermeyen hastalarda,
vaskiilit, cilt dlserleri, akciger tutulumu ve sklerit gibi ekstra-artikiiler

tutulumlarda, monondritis multipleksde verilebilir. Klinik yanit ve yanitin siiresi
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acisindan 1000 mg IV, 320 mg IV ve 320 mg IM metil prednizolon kullanan 3
hasta grubunda farklilik bulunmamstir (51).

1.10.2. Uzun Etkili ilaclar

1-Antimalaryal Tlaclar: RA tedavisinde genellikle giinliik dozlar klorokin
icin 4 mg/kg/glin hidroksiklorokin i¢in ise 6 mg/kg/giindiir. Antimalaryal ilaglar
hafif orta derecede romatoid artritte etkilidir. Ilacin klinik cevabini gérmek igin
cogunlukla 6 ay beklemek gerekir (51).

2- Sulfasalasin: Sulfasalasin, sulfopiridin ve salisilik asitin bir azo bagiyla
birlesmesinden olusur. Nétrofiller, makrofajlar, T ve B lenfositler, fibroblastlar ve
endotel hiicreleri lizerinde ¢esitli etkileri vardir. Etkin doz 1-2 mg/gilin’diir. RA’da
klinik, laboratuar ve radyolojik iyilesme saglar. Sulfasalasin diger DMARD’lar ile
birlikte kullanilabilir. En sik yan etkisi GIS, deri ve kemik iligi tizerinedir (52).

3-Methotreksat: ilk kez 1972’ de romatolojik hastaliklarn tedavisinde
kullanilmaya baslanmis, rutin tedaviye ancak 1980’ lerden sonra girmistir. RA
hastalarinin yarisindan fazlasinm MTX tedavisi goérmesi ve yaygin olarak
kullanilmasi, MTX’ 1 en sik kullanilan hastalik modifiye edici antiromatizmal ilag
haline getirmektedir (53, 54, 55, 56, 57). MTX ile tedavi edilen RA hasta oranmin
1985 wyillarinda % 10’ dan 2000 yillarinda % 76’ lara kadar yiikseldigi
belirtilmektedir. Bu artisa neden monoterapide hastalik aktivitesini ve eklem
erozyonlarinin oranini azaltmasi yaninda uzun donem mortalitede azalmaya neden
olmasidir. Bu hayatta kalma sansi, sulfasalazine, hydroxychloroquine, altin ve
penicillamine tarafindan saglanamamaktadir. Diislik doz haftalik MTX’ n giivenli
profili diger seceneklerle karsilastirildiginda, 1980 yilindan itibaren pratige
dayanan genis dagilimli kullanimi ile tamamen kabul gérmektedir (58).

Metotreksat hem tek basmna hem de diger ilaglarla birlikte kombine
kullanilabilen en sik ve genellikle de ilk secilen ilagtir. MTX esas olarak folik asit
antogonistidir ve yiiksek dozlarda folik asidin dihidrofolat rediiktaz ile
reaksiyonunu dnleyerek DNA yapimin baskilar. Ulkemizde 2.5 mg’lik tabletleri,
5-50 mg’lik ampiilleri vardir. RA i¢in haftada bir giin, 7.5mg gibi diisiik dozlarla
baslanilir. Bu doz hastanin yanitina gore ayda bir, 2.5mg kadar arttirabilir. RA’da
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genellikle kullanilan idame doz haftada bir 7.5-15 mg’dir (51). Ancak, MTX
kullanimini sinirlandiran bazi etmenler oldugu ve bunlardan en 6nemlisinin bazi
hastalarda toksisite gelisimine neden oldugu bildirilmektedir. Kimi arastirmalarla,
RA hastalarinin yaklasik % 10-30’unda toksisite gelisimi nedeniyle MTX
tedavisine devam edilemedigi gézlenmektedir (55, 56, 7). MTX RA tedavisinde
en etkileyici olan tarafi eklem hasarinin radyografik olarak azaltabileceginin
kanitlanmig olmasidir. Erken RA hastalarinda 2 yillik kullanim sonucunda,
metotreksat neredeyse etenercept kadar etkin bulunmustur (59). Romatoid artritin
aktivitesinin baskilanmasi i¢in gerekli olan MTX dozunun, Romatoid Artritli bazi
hastalar arasinda farklhiliklar olusturabilecegi bazi durumlarda ise MTX
tedavisinin etkisiz kalabilecegi belirtilmektedir.

Sonug¢ olarak, bazi hastalarda MTX kullanima bagh olarak yan etki
olusumu gozlenirken, baz1 hastalarda gdzlenmedigi belirtilmektedir (5). Yapilan
bircok ¢alismada, MTX kullanimina bagl olarak nodiil (% 8), alerjik pneumonit
(% 2-5), merkezi sinir sisteminde goézlenen toksisite (% 1-35), doz sonrasi
reaksiyonlar (% 10), mide bulantisi, kusma, karin agris1 ve diyare gibi
gastrointestinal komplikasyonlar (GI) (% 60), transaminazlarin yiikselmesi ile
karaciger iltithab1 (% 20-58), hematolojik anomaliler (% 1-2), viicutta kizariklik
olugsmast (% 1-2) ve kellik (% 5) gibi bir¢ok toksisitenin ortaya ¢iktigir rapor
edilmektedir (55, 56). MTX folik asit antogonisti olmasindan dolay1 yan
etkilerinden korunmak i¢in folik asit tedavisi verilir. Her ne kadar bir ¢ok
klinisyen giinde 1 mg RA hastalarina regete etse dahi haftada bir 5 mg folik asit
verilmesinin yeterli oldugu goriilmektedir. MTX ile tedavi edilen hastalarda folik
asit kullaniminin bir diger nedeni de plazma homosistein diizeylerini azaltmaktaki
etkinligidir (48, 60). Yapilan bir calismada diisiik doz MTX tedavisi goren RA’ 1i
hastalarda folik asit yada folinik asit alimiminin MTX ile iligskili mukozal ve
gastrointestinal yan etki gelisimini azalttig1 bildirilmistir (61).

Methotrexate’ 1n Hiicresel Metabolizmasi

Methotrexate’in Romatoid artrit ve diger inflamatuvar hastaliklar
iizerindeki etki mekanizmasi heniiz tam olarak anlasilmamakla birlikte, folik asit

metabolizmast ve toksisite gelismesi {lzerindeki etkisinin 6nemli oldugu
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belirlenmistir  (7,55). Methotrexate, ATP-baglayici kaset (ATP-binding
casette=ABC) ve ¢0Oziinen tasiyicilarin (Solute carrier=SLC) biitiin {yeleri
tarafindan regiile edilen aktif transport mekanizmasi ile hiicre i¢ine girer ve MTX
poliglutamat sentaz (FPGs) enzimi tarafindan poliglutamat formuna doniistiirtiliir.
Bu islem gama glutamil hidrolaz (GGH) tarafindan tersine cevrilebilir.
Poliglutamat formu MTX’ 1n hiicre i¢inde saklanma, dihidrofolati tetrahidrofolata
(THF) indirgeyerek dihidrofolat rediiktazi (DHFR) inhibe etme 6zelligine sahiptir.
THF, homosisteinden metioninin sentezlenmesi ve poliaminlerin sentezi ic¢in
gerekli olan 5-metil THF gibi aktif folat kofaktorlerinin yapimi i¢in dnemlidir.
MTX’ 1n poliglutamat formu ayrica de novo pirimidin biyosentetik yolaginda
deoksiiiredilat’1 deoksitimidilat’a doniistiiren timidilat sentetazi (TYMS) inhibe
eder. Folik asit yolaginda 6nemi olan metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR)
enzimi, MTX tarafindan direkt olarak inhibe olmaz. MTX’ in dihidrofolat
rediiktaz1 inhibe etmesine bagli olarak homosisteinin metionine doniisiimiinii
engelleyerek, MTX’1n intraseliiler folat havuzu {izerindeki etkileri nedeniyle
MTHFR enziminin etkiledigi belirtilmektedir (5, 56, 62). MTX’ m, Romatoid
artritli hastalar arasinda gozlenen farkli etki ve toksisite olusturma nedenleri tam
olarak aciklanamamasina ragmen, folat metabolizmasinda yer alan enzimlerde
meydana gelebilecek olas1 polimorfizmlerin bu farkliliklara neden olabilecegi
belirtilmektedir (5). Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) enzimi, folat
metabolizmasmin 6nemli bir enzimi olup Methotrexate metabolizmasinda da
gerekli olan enzimlerden biridir (9,63). MTHFR enzimi, homosisteinin
remetilasyon dongiisiinde homosistein, transsiilfiirasyon ve remetilasyon yollarmi
kullanarak metabolize olur (9). Gliniimiize kadar yapilan arastirmalarla MTHFR
geninde bir¢ok polimorfizm (677C—T, 1298A—C, 1711C—-T, 1727C—-T,
1762A—T, 1768G—A, 1134G—A, 1793G—A) tanimlanmistir (10). Bu
polimorfizmlerden en ¢ok calisilan polimorfizmler C677T ve A1298C
polimorfizmleri olmustur (9,11,10). Gen varyasyonlar1 veya polimorfizmler, genel
olarak populasyonun %1’ inden daha yiiksek oranda goriilen DNA dizi degisikleri
olarak tanimlanirlar. Bireyler arasindaki genetik varyasyonlar, DNA dizisindeki

tek baz farkliliklarindan meydana gelirler.
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Sekil 1: Methotrexate’ m Hiicresel Metabolizmasi

Bunlara tek niikleotid polimorfizmleri veya SNPs (Single Nucleotid
Polymorphisms) denir (64). Bir ilacin klinikte kullanilabilmesi i¢in Oncelikle
bilinmesi gereken, klinik etkinligi ve glivenirligidir. Ancak, ilaglarin her hasta
iizerinde ayn1 derecede etkili ve giivenli olmas1 beklenemez. ilaclarm esdeger
dozlar1 bazi bireylerde yeterli etkinlik gdstermeyebilir ve diger bir kisim
hastalarda toksisiteye bagli 6nemli saglik problemlerine yol agcabilir. Ilag
yanitindaki bu tiir farkliliklar, bireylerin farkli fizyolojik durumlarindan, hastalik
derecelerinden, ilag etkilesimlerinden veya hastalikla birlikte bulunan diger bazi
bozukluklardan kaynaklanabilecegi gibi ¢evresel etmenlerden de biiyiik oranda
etkilenir. Ilacin etki ve toksisite farkliliklarinmn olusmasinda énemli yeri olan bir
diger faktor bireyler arasindaki genetik farkliliklardir. Genetik faktorler ilag
yanitindaki bireyler arasindaki degiskenligin en az %?20-40’indan ve advers

etkilerin yaklasik %350’sinden sorumlu tutulmaktadir (65,66). Bireyin ilaglara
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verdigi yanitta g¢evre, diyet, yas, yasam stili, saglik durumu gibi etmenlerin

yanisira genetik yapisina baglh olarak da farkliliklarin olustugu bilinmektedir (64).

4-Leflunamid: RA tedavisi i¢in gelistirilmis pirimidin sentez inhibitorii
olan yeni bir immuno-modiilator ilagtir. Etkisini pirimidin sentezinde rol oynayan
dihidro-oratat dehidrogenaz enzimini inhibe ederek gosterir. Bu yolla RA

patogenezinde temel rol oynayan T hiicrelerinin proliferasyonunu onler (67).

5-Altin Tuzlan, d-Penisilamin: Ulkemizde mevcut olmayan altin tuzlar:
iki parenteral sekli gold sodium ve gold thioglucose; ve bir oral formu,
triethlphosphine gold thioglucosetetra-acetate vardir.Ulkemizde olmayan d-
Penisilaminin etki mekanizmasi tam olarak bilinmemesine ragmen, RA etkinligi
klinik ¢alismalarla gosterilmistir (51).

6-Azatioprin : Azatioprinin RA kullanilan giinlik dozu 1.25-
2.5/mg/kg/glin olup, cogu kez “steroid’den sakinma ajani” olarak tek basma ve

kombinasyon bi¢iminde kullanilmistir (48).

7-Siklofosfamid: Siklofosfamidin giinliik dozu 1.25-2.5/mg/kg/giindiir.
Son zamanlarda RA tedavisinde ciddi yan etkileri ve bagka ila¢ segeneginin

olmasi1 nedenlerinden dolayi pek tercih edilmemektedir (51).

1.10.3. Romatoid Artritte Yeni Tedaviler

Romatoid artritin DMARD lar ile tedavisi etkili olmak ile birlikte halen bir
¢cok hastada hastalik aktivitesi tam olarak kontrol edilememektedir. Romatoid
artrit tedavisinde yeni gelismeler klasik tedaviye yanitsiz hastalar i¢in alternatif
tedavi rejimleri saglamistir. Anti-TNF ve anti-IL-1 ajanlar en sik kullanilan yeni
ilaglardir. Yeni ajanlarin metotreksat ile kombinasyon tedavisinin romatoid artitte
tek basina kullanildiklarindan daha etkili oldugu gosterilmistir. Anti TNF ilaclar
ile klasik tedaviye direncli hastalarda iyi sonuglar alinabilmekte ve radyolojik

hasarin ilerlemesi engellenebilmektedir. Bu ajanlarin ciddi yan etkilerinin olmasi
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nedeni ile tedaviye baslanmadan 6nce hastanin uygun sekilde degerlendirilmesi ve

hastalarin dikkatli takip edilmesi gerekir (68).

1- Infliksimab : Infliksimab anti-TNF monoklonal antikoru olup RA
tedavisinde ilk kullanilan anti-TNF ilagtir. Onerilen doz 3mg/kg, 0. 2 ve 6 haftada
daha sonra 8 haftada birdir. Baz1 hastalarda idame 4-6 haftada bir verilecek
sekilde kisalabilir. infliksimabin diger DMARD lar ile kombinasyonu ilk
calismalarin ardindan yapilmistir.Yapilan bir calismada metotreksat ile kombine
infliksimab alan grubun radyolojik ilerlemesi 54 aym sonunda %0.5 olurken
sadece metotreksat alan grubun aylik radyolojik ilerlemesi %10 bulunmustur (68).

2-Etenercept: Etenercept soluble TNF resoptor fiizyon proteinidir.
Kontrollii ¢caligmalarda daha yiliksek dozda etkinliginde degisme yapmaksizin yan
etkilerde artmaya neden oldugu i¢in Onerilen doz haftada 25 mg deri alt1
uygulamadir (68). Weinblatt ve arkadaslar1 etenercept metotreksat ile birlikte
kullanilmasiyla ACR yanitlarinin dahi iyi oldgunu tesbit etmislerdir (69).

3-Adalimumab: Tamamen insan monoklonal antikorudur. RA
tedavisinde deri alt1 40 mg 15 giinde bir yapilir .

4-Anakinra: Amerika’da FDA tarafindan diger DMARD’lara cevap
vermeyen ve agir bir seyir gosteren hastalar i¢in onaylanmis rekombinant IL-1
reseptor antogonistidir. Tek basina veya MTX ile kombine kullanilabilir. Giinde
tek doz subkutan enjeksiyon olarak kullanilir .

5-Rituksimab : Rituksimab anti-CD20 monoklonal antikorudur.FDA
tarafindan 2006 yilinda diger anti-TNF ilaglara direngli olan hastalarda rituksimab

bir segcenek olarak kullanilabilece§ine onay vermistir (68).

2. METILENTETRAHIDROFOLAT REDUKTAZ ENZiMi

Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) enzimi, folat metabolizmasinda
onemli bir enzimdir. insan MTHFR geni, kromozom 1p36.3’de lokalize olmustur
ve 656 aminoasitten olusan MTHFR enzimini kodlar (70). Metilentetrahidrofolat
rediiktaz (MTHFR) enzimi, folat metabolizmasinin 6nemli bir enzimi olup

Metotreksat metabolizmasinda da gerekli olan enzimlerden biridir (9,63). MTHFR,
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5,10 metilentetrahidrofolat1 (5,10-metilen THF) irreversible olarak 5-metil
tetrahidrofolata (5-metil THF) donistiiriir. 5-metil THF; DNA metilasyonu ve
metiyonin sentezi i¢in metil grubu saglar. 5,10- metilen THF ise deoksiiiridilatin
timidilata doniistimiinde kullanilirken bir taraftan da piirin sentezi i¢in 10-formil
THF’a okside olmaktadir. MTHFR geninde meydana gelen bir mutasyon (en
yaygin olan1 C677T polimorfizmi) enzim aktivitesini azaltmaktadir (71,72,73).

FOLIiK asiT
Iletilenrnis DA proteinler, lipidler <> folik asit reseptérien
| | dUMP |
L} dikidrofolat <+ 7 :
AdoMet* . ] \ /
/ metiyonin \
f . _~—* THF *—.
.", J'J/"J . -._\ |
| \ ’ & [
}I * : - \
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- — | L
hormosi stein J \ | pirinler w
=k o MTHFR /7 dTMP
S-metilen THF DNA biosentezi

Sekil 2: MTHFR enziminin roliinii gdsteren mekanizma. Enzim iki dongi
arasinda metil transferinde rol oynar.

Azalan MTHFR aktivitesi sonucunda 5-metilen THF diizeyi azalmakta,
5,10- metilen THF miktar1 ile plazma homosistein diizeyi artmaktadir (72,74).
Hiperhomosisteinemi ve homosisteiniirinin ortaya ¢iktig1 ciddi MTHFR
eksikliginde, periferal noropati, gelisme geriligi, hipotonia, strok, tromboz gibi
klinik 6zellikler goriiliir MTHFR eksikliginin hafif oldugu durumlara populasyon
genelinde oldukca sik rastlanmakta olup, Ozellikle arterial hastaliklarin

olusumunda bir risk faktorii oldugu ileri siiriilmektedir (75). MTHFR geninde
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goriilen bazi mutasyonlar, kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hastaliklar i¢in
onemli bir risk faktorii olan hiperhomosisteinemi ve homosisteiniiri olugsmasina
neden olur (71,72,74). Mutant T allelinin, noral tiip defektleri i¢in risk faktorii
oldugu ileri siiriilmektedir. Yine noral tiip defektlerinde kan folat seviyesinin
disik olmast da Onemli bir risk faktoriidir. Yapilan calismalar, MTHFR
polimorfizmi ile birlikte olusan folat eksikliginin, ndronal gelisimi etkiledigi ve

noral tlip kusuru olusumunu arttirdigmi gostermistir (71,76,77).

MTHFR polimorfizminden kaynaklanan azalan enzim aktivitesi, timor
siipressOr genlerin stabilitesini ve hipometilasyonunu etkiler. Akciger kanserli
hasta ornekleri ile yapilan ¢calismalarda, 677T allelinin, bir tiimor siipressér gen
olan pl6’nin ekspresyonunun artisi ile iliskili oldugu gosterilmistir (78). 677T
allelinin, muhtemelen, yeterli folat alinimi ile bireylerde timin ve piirin sentezi
icin artan 5,10 metilentetrahidrofolat diizeyi olusturarak, koleraktel kanser riskini
azalttigi ileri siirtilmiistiir. 677T allelinin akciger kanseri, losemi ve kolon
kanserine (76) kars1 koruyucu bir potensiyeli oldugu agiklanmasina ragmen, ayni
durumun endometrial ve ovarial kanser gibi diger kanser tipleriicin gecerli
olmadig1 ac¢iklanmistir. Servikal intraepitelial kanserli kisiler ile yapilan bir

calismada da 677 TT ve CT genotip sikliginin yiiksek oldugu bildirilmistir (79).

2.1. METILENTETRAHIDROFOLAT REDUKTAZ (MTHFR) GENi
2.1.1. MTHFR Genin Lokalizasyonu

Floresan insitu hibridizasyon (FISH) yOntemiyle, insan MTHFR geni
1p36.3' e lokalize oldugu saptanmistir (80). Ayrica MTHFR ve CLCNG6 arasinda
yakin fiziksel baglant1 bulunmus ve bu daha sonra Gaughan ve ark.(81) tarafindan
dogrulanmistir. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) analizleri
kullanilarak, farenin 4. kromozomunun distal pargasinda farenin MTHFR geni
lokalize edilmistir. Bu insan ve fare genomlar1 arasinda bilinen bir sinteni (Bagh
olsun olmasin, ayni kromozom iizerinde yerlesik gen lokuslari) temel alinarak

bulunmus bir pozisyondur. Bu sinteni farelerin MTHFR ve CLCN-6 genleri
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arasinda baglant1 gdzlemlenmesiyle olusturulmustur (82). Insan MTHFR'si i¢in,
MTHFR'y1 kodlayan zincirin upstream 11 kb'lik kisminmn klonlarmmin sekanslari
yapilmistir. Bu DNA segmentinin GenBank'in ALO2115 nolu kaydiyla cakistigi
bulunmustur. Bu veriler MTHFR'nin 5' ucunun CLCN-6, NPPA ve NPPB geni ile
kusatildigin1 gostermistir. Bu genlerin konumu ve NT004488.3' nin genomik
komsulugundaki ¢ok sayidaki STS (Sequence tagged sites) markerleri FISH
yoluyla elde edilmistir (82,83). Insan MTHFR genine dair ¢alismalardan biri
Goyette ve ark. (75) tarafindan domuz karaciger hiicrelerinde yapilmistir. Bu
calismada bu gene ait 90 bp'lik cDNA'y1 izole ederek, insan MTHFR amino

asit sekansiin bakteri almeF geni ile homolojisi gosterilmistir.
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Sekil 3: Insan 1.kromozom idiogrami iizerinde MTHFR genin

z1zbt
zeebr
£rebr
T1gbt
Z2gebr
ETEYDT
b1

lokalizasyonu (83)

Gaughan ve arkadaslar1 (81) ise RFLP analizi ile fareler iizerinde
yaptiklar1 calisma ile fare MTHFR geninin 4. kromozom distalinde oldugunu
bulmuslardir. RNA RT-PCR'in1 takiben yaptiklar1 SSCP analizi ile 1998'de
Goyette ve arkadaslar1 (75) da MTHFR geninde iki yanlis anlamli, bir
anlamsiz mutasyon belirlemislerdir. Bu iki yanlis anlamli mutasyon proteinin
termolabilitesini degistirmektedir. Biri treonin-metiyonin digeri ise arjinin-
glisin degisimine yol agmaktadir. 1995'de ise bu mutasyonlara yine Goyette ve
arkadaslar1 tarafindan yedi farkli mutasyon eklenmistir (75). insan MTHFR
geninin 11 ekzondan olustugu ve insan-fare MTHFR gen intron smirlar1 ve
boyutlarinin benzer oldugu, amino asit sekanslarimin %90 benzerlik gosterdigi

yine Goyette ve arkadaslari tarafindan bu yillarda rapor edilmistir. MTHFR
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geninin bilinen pek ¢cok MTHFR varyanti vardir: Goyette ve arkadaslari
1994'de C-T degisimiyle 559. niikleotiddeki arjinin sonlanma kodonuna
doniistimiinii bulmuslardir (83). 184. kodonu etkileyen bu degisimi ARG-184-
TER olarak adlandirmislardir. Frosst ve arkadaslar1 ise 1995 yilinda 677.
niikleotidde alanin-valin  doniisiimiine neden olan C-T degisimini
tanimlamiglardir (83). Bu gen bolgesinde alternatif kaynasma (splicing) olaylar1
meydana gelmekte ve bunun sonucunda, degisik dokularda, farkli MTHFR
transkriptleri (3 transkript) olusmaktadir (80,82,84). Insan genomik klonunun (17
kb), 2.2kb wuzunlugundaki MTHFR cDNA sekansinin tamamini igerdigi
belirlenmistir. Bu MTHFR ¢DNA, her biri 102-432 bg (baz ¢ifti) uzunlugunda
toplam 11 ekzon ile 250 bg-1,5 kb’a kadar olabilen (bir intron harig; 4,2 kb
uzunlugunda) intronlar icerir. Ekzonl, ATG baslama kodonunu tasir, 5’ ve 3’
kaynagsma bolgelerinde GT ve AG diniikleotidlerinden olusan konsensus dizileri
yer alwr. Ekzonl1’in 3’ucu, cDNA’da poliadenilasyon bdlgesiyle sonlanmistir.
Poliadenilasyon sinyali (AACCTA), poliadenilasyon bdlgesinin 15 b¢ dniinde yer
alir. Insan ve fare MTHFR geni iizerinde yapilan ¢alismalar sonucunda MTHFR

geninde 15 farkli mutasyon belirlenmistir (75,85).

2.1.2 MTHFR Psodogenleri

Fare genomunun MTHFR i¢in psddogen igerdigi gosterilmistir. Ilgili lokus
(Mthfr-ps, 1259 bp) karakterize edilmistir. Bu nonfonksiyonel psddogen, MTHFR
genlerine benzemektedir ve yalnis kaynasmis MTHFR transkriptlerinin
retrotranpozisyona ugramasi yoluyla ortaya cikmaktadir. intron 1'mmin kayba,
intron 2'nin parsiyal rotasyonu kromozom 5 {lizerinde bir psddogeni gdsteren
ozeliklerdir. Ayrica fonksiyon eksikligi, kodlanan sekansin budanmis olmasi ve
revers-trankripsiyon incelemelerinin basarisizligida bunu kanitlamaaktadir. Bu
bulgular fare genin PCR-temelli taramalar1 diizenlendiginde diisiiniilmesi gerekir.
Bazi DNA'lar RNA orneklerinde siklikla mevcuttur, MTHFR genomik veya
mRNA sekans ¢aligmalarinda psédogenin ayirt edilmesi gerekir (83,85).
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2.2. MTHFR PROTEININ YAPISI

Memelilerde MTHFR'nin yapis1 hakkindaki ilk bilgiler, domuz
karaciger enziminin saflastirilinasi ile elde edilmistir. Enzim sitoplazmik bir
protein olup, iki aitbirimden olusan homodimer yapidadir. Insanlarda yapilan
Western analizler sonucu 2 izoformunun oldugn agiklanmistir Bu izoformlar
dokulara o6zgiin olup, 70 kDa'luk kiiciik alt birimlere sahip izoform
karacigerden, 77 kDa'luk biiyliik alt birimlere sahip izoform ise diger
dokulardan purifiye edilmistir. Enzim tripsinle proteolizise ugratildiginda, 77
kDa'luk altbirim 40 kDa ve 37 kDa'luk kisimlara ayrilmaktadir. Bu ayrilma
sonucunda S-adenozil metiyonin (SAM) inhibisyonu ortadan kalkar, ancak
enzimin katalitik aktivitesi bozulmaz. Yapilan caligmalar sonucunda katalitik
bolge olan 40 kDa'luk N-u¢ bdlgenin substrat ve koenzim baglama kisimlarina
sahip oldugu, regulator bolge olan 37 kDa'luk C-ug¢ bolgesinin ise, SAM
baglama kismina sahip oldugu gosterilmistir. Memeli enzimi kendisine
nonkovalent olarak bagli FAD koenzimi igerir. Bu koenzim NADPH 'in

metilentetrahidrofolata transferini saglar (82,85).

2.3. MTHFR GENINDE RASTLANAN MUTASYON TiPLERIi

MTHFR c¢DNA/genin klonlanmas1 siddetli MTHFR eksikligi ve
homosistiniirisi olan hastalarda hastalik meydana getiren mutasyonlarin
tanimlanmasina imkan vermistir. Bu tip eksiklikle ilgili diinya ¢apinda 50 veya
daha fazla hastalik teshis edilmesine ragmen, folat metabilizmasi hatalar1 dogusta
cok yaygin olarak bulunmaktadir (86). Nobet gecirme, trombozis, ve vaskiiler
lezyonlar gibi gelisimsel problemler MTHFR-eksikligi olan hastalardaki klinik
semptomlar olarak ortaya ¢ikmaktadir. DS Rosenblatt ve ark. (86) siddetli
MTHEFR eksikliginde ortaya ¢ikan klinik 6zelliklerin daha kapsamli bir analizini
yapmiglardir. Otuzdort mutasyon homosistiniirili MTHFR  eksikligi olan
hastalarda tanimlanmistir. Bu sonuglar single strand conformation polymorphism
(SSCP) analizi yada PCR veya RT-PCR firiinlerinin direkt sekansi yoluyla elde
edilmistir (84). Ekzonlarin amplifikasyonu i¢in primerler, yaymlanmis genomik

sekanslar temel alinarak diizenlenmistir . Tanimlanmis mutasyonlar {i¢ kriter
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temel alinarak sagliga zararli oldugu tahmin edilmektedir: Genel populasyonda
pek bulunmayisi, amino asit degisikliklerinin korunum derecesi, ve korunmus
bolge i¢indeki mutasyonun mevcudiyeti. Mutasyonlar hem in vitro bakteriyal
ekspresyon sistemlerinde hemde in vivo maya hiicrelerinde ekspresse edilmis ve
enzim aktiviteleri incelenmistir (85). Otuzddrt mutasyonun 12'si hastalarda ancak
homozigot sekillerde mevcutken, geri kalan 22'si heterozigot durumdada hastalik
ortaya ¢ikarabilmektedir. 34 mutasyonun 8'i nonsense mutasyon, 23"t missens, 1'i
delesyon ve 2'si splice variant seklinde siniflandirilmistir. Ekzon 5 ve 6 boyutuna
gore oldukga fazla sayida mutasyon gostermektedir. Her iki ekzon katalatik
domain i¢inde oldugundan substratlara baglanabilir ve bu ekzonlardaki

mutasyonlar daha zararl olabilir (87,88,89).

2.3.1.Nonsense Mutasyonlar

Sekiz nonsense mutasyon (28A—T, 559C—T, 1084C—T, 1134C—G,
1274G—A,1420G—T, 1711C—-T ve 1762A—T) MTHFR polipeptidi boyunca
dagilmistir (83). Proteinin C terminalinin degisik kisimlarinda dogal bir sekilde
meydana gelen in vivo delesyonlar homozigot nonsense mutasyonlarin
analasilmasinda faydali olmustur. Rapor edilmis dort homozigot hastadaki ii¢
mutasyon (katalatik domainde 559C—T, linker bolgede 1084C—T, ve regiilatuar
domainde 1762A—T) bu hastalarin fibroblastlarinda asir1 enzim eksikligi (% 0-1)
neden olmaktadir. Mutasyon barindiran allelerin translese olup olmadiklar1 veya
mRNA'nin nonsense-aracili mRNA bozulmasi (nonsense-mediated mRNA
degradation - NMD) yoluyla bozulup bozulmadigi bilinmiyor (90). Dort
homozigot nonsense mutasyonda Kluijtmans ve arkadaslar1 (88) tarafindan rapor
edildi (regiilatuar bolgede 1711C—T mutasyonu). Hastalarin spesifik enzim
aktivitesi yaklasik % 32'dir. Bu mutasyon C-terminal bolgeye lokalizedir ve ¢ogu
distal nonsense mutasyonu diisiik enzim aktivitesiyle iligkili olmasina ragmen bu
mutasyonun enzim aktivitesi iizerinde dramatik bir etki gdsterdigi
gozlemlenmemistir. Diger dort heterozigot mutasyonun etkileri bilinmiyor, fakat
baz1 etkiler lokalizasyonlar1 temel alinarak tahmin edilebilir. 5'-cogu mutasyon

kodlanan bolgenin baslangicindadir (28A—T; R6X) ve hastaligin olusmasina
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katkida bulunmasi olas1 degildir. 1134C—G mutasyonu linker bdlgenin hemen
asag1 bolgesindedir, regiilatuar domain SAM-baglanma bolgesinde potansiyel bir
inhibisyon olmaksizin katalatik bolge saglam kalmaktadir. 1420G—T mutasyonu
downstream bolgenin hemen baslangicindayken, protein seviyeleri normal oldugu
zaman, bakteriyel ekspresyon sistemlerinde enzim aktivitesinin wild tipden 4 kat

kadar artig gosterdigi saptanmistir (83,87).

2.3.2. Missense Mutasyonlar

Missens mutasyonlarin ¢ogu MTHFR'nin katalatik N-terminal domaininde
bulunmugtur. 1141C—T, 1172G—A ve 1274G—C mutasyonlarmin hepsi
tahminen SAM-baglanma bolgesi icerisinde lokalizedirler ve SAM baglanmasini
etkileyebilmektedirler. 1615C—T, 1727C->T, 1755G—A ve 1768G—A
mutasyonlar1 linkerin downstream bdlgesindeyken, 1081C—T mutasyonlar1 bu
bolgenin icerisinde lokalizedir. 1727C—T mutasyonu haricinde, diger fic
mutasyon ikinci dekadda teshis konulan hastalarda bulunmustur. Bu mutasyonun
enzim aktivitesi lizerinde orta derecede bir etki gostermesi olasidir. Bundan baska,
1081C—T mutasyonun invitro ekspresyonu enzim aktivitesinde tespit edilebilir
bir etki gostermemistir. Bu yiizdende etkisinin enzim stabilitesi iizerine
olabilecegi diistiniilmistiir (83). Yedi N-terminal missense mutasyon ise
hastalarda ancak homozigot durumda etki gostermektedir: 458G—T, 692C—T,
764C—T, 983A—G, 985C—T, 1010T—C ve 1027T—G. Bu mutasyonlarin
hepsinin, 985C—T'nin haricinde, sagliga zararl siddetli etkilere sahip olduklar1
tahmin edilmektedir. 458G—T, 692C—T, 983A—G, ve 1027T—-G
muitasyonlarmin zararl etkilerinin varhigi degisik mutagenezis deneyleri ile
dogrulanmistir. 983 bp'de mutasyon sonucu olusan enzim invitro FAD yoluyla
stabilize edilerek gosterilmistir. Ayni1 yolla 677 bp'de mutasyon sonucu olusan
enzimde gosterilmistir. 985C—T mutasyonun % 20 enzim aktivitesine sahip
homozigot hastalarda tespit edilmis olmasi ilginctir, fakat mutasyon invitro
ekspresse oldugu zaman, enzim aktivitesinde yaklasik 5 katlik bir artisa yol
acmaktadir. Bu mutasyonun in vivo aktiviteden ¢ok enzim stabilitesinin etkiledigi

soylenmektedir (83,87).
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Bolgeye yonelik mutagenezis ¢alismalar1 bazi heterozigot mutasyonlarin
enzim aktivitesi lizerindeki etkisini incelemek icin kullanimistir. 164G—C,
980T—C, 1015C—-T, 1025T—C mutasyonlarmin hepsi diisiik enzim aktivitesine
sebep olmaktadir (10%). 167G—A ve 1141C—T mutasyonlarinin enzim
aktivitesi iizerinde dnemli bir etkisi olmadig1 diisiiniilmektedir. Ilging bir sekilde,
ekzon 5'de bulunan 1025T—C mutasyonu, in vivo intron 5'in alikonmasini
saglamaktadir. Bu gozlemin net bir agiklamasi olmamasma ragmen, bu bu

bolgedeki ekzon splicing enhanserlarinin varliginin isareti olabilir (75,83,87).

2.3.3. Diger mutasyonlar

Iki splice bdlge mutasyonu tanimlanmustir. Bunlardan ilki 249-1G—T
intron 1 i¢indeki splice-akseptdr diniikleotid (AG) ‘de lokalize olmustur. ikincisi,
5" splice donor bolgedeki 792+1G—A mutasyonudur ve kriptik splice bolge
aktivasyonu ile sonuglanmaktadir. Delesyon mutasyonu sadece 1569. niikleotidde
tespit edilmistir ve bu mutasyonu homozigot olarak bulunduran kisilerde siddetli
MTHEFR eksikligine rastlanmaktadir. 1553 ve 1554. pozisyonda AG 'nin iki
niikleotid delesyonu mevcuttur ve frameshift mutasyonlara sebep olmaktadir
(83,87).

2.4. MTHFR GEN POLIMORFIiZMLERI

Onbir ekzon ve 14583 baz ciftinden (b¢) meydana gelen MTHFR geni 1
p36.3'de lokalize olup tarif edilen pek ¢ok nadir rastlanan allelik varyanti, ciddi
MTHFR eksikliklerine sebep olur ve nadir goriilen bir hastalik olan

homosistiniirinin sebeplerinden birini teskil eder (83).

MTHFR geninin simdiye dek tanimlanmis olan varyantlar1 C559T
(Argl84Ter), G482A (Argl58Gl1n), C677T (Ala222Val), A1298C (GIu429A1la),
A983G, T1027G, C1711T (CGA (arg)—TGA (dur)), C1081T ve C1084T (CGA
(Arg)—=TGA (dur))olarak siralanabilir (88).



32

2.4.1. MTHFR C677T

C677T polimorfizmi, MTHFR proteinin N-terminal katalitik bdlgesini
etkileyen 4. ekzonda meydana gelir. MTHFR C677T polimorfizminde,
MTHFR enzimini kodlayan gende 677. niikleotid olan C (Sitozin)'in T
(Timin)'e degisimi sonucu ortaya ¢ikan bir nokta mutasyonu vardir. Bu
mutasyon, genin lriinii olan proteinin 226. pozisyonunda Alanin'in yerine
Valin'in ge¢mesine neden olur. Bunun sonucu MTHFR aktivitesi azalir. Azalan
MTHEFR aktivitesi, 5-metil tetrahidrofolat seviyesinde azalmaya ve bunun
sonucu olarak da homosisteinin metiyonine doniisememesi nedeniyle plazma
homosistein seviyesinde artmaya neden olur (75,85). MTHFRMmin C677T
polimorfizminde, CC (Alanin/Alanin) homozigot normal, CT (Alanin/Valin)
heterozigot ve TT (Valin/Valin) homozigot mutant genotipler goriilmektedir
(85). MTHFR'nin C677T polimorfizminin, kardiyovaskiiler hastaliklar, noral
tiip defektleri. strok, Down sendromu, meme ve endometrial kanser gibi
hastaliklarda bir risk faktorii oldugu aciklanmistir. Yapilan ¢esitli
arastirmalarda, MTHFR 677 TT genotipli hastalarda, akut 16semi, kolerektal
ve akciger kanserlerine yakalanma riskinin azaldigi, endometrial kanserlerine
ise yakalanma riskinin arttigi ileri siiriilmiistiir (84). C677T mutasyonunda,
MTHEFR aktivitesi, honiozigot mutant TT genotipinde, heterozigot CT ve
homozigot normal CC genotiplerine gore azalirken, homosistein seviyesi
onemli oranda yiikselir. MTHFR eksikliginde, homosisteinden metiyonin
olusumundaki bir bozukluk, organizmayr hem metiyonin (ve S-
adenozilmetionin) azalmasma hem de homosistein birikiminden dogan toksik

etkilere maruz birakir (91).

2.4.2. MTHFR A1298C

MTHFR geninde belirlenen baska bir mutasyon da, enzimi kodlayan
genin 7. ekzondaki 1298. niikleotid olan A(Adenin)'in—C (Sitozin)'e
degisimi sonucu, MTHFR proteinindeki Glutamin’in Alanin'e degisimine
neden olan nokta mutasyonudur ve enzimin C-ug¢ regiilator bolgesinde

etkilidir. Bu mutasyonda da diger mutasyon tipinde oldugu gibi MTHFR
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aktivitest azalir. A1298C  polimorfizminin, plazma  homosistein
konsantrasyonundaki artist MTHFR C677T polimorfizmi kadar etkilemedigi
ileri stiriilse de, bu polimorfizmin 6nemi heniiz tam olarak agiklanamamistir
(84). Noral tiip defektlerinin gelismesinde A1298C mutasyonunun iliskisi
yalnizca birkag¢ calismayla aciklanmaya c¢alisilmistir. Bu ¢aligmalarda, noral
tiip defektli ¢ocuklarda, bu mutasyonun goriilme sikliginin yiiksek oldugu
belirtilmistir (71,76). Lievers ve ark. (92) 1298 A—C mutasyonunda MTHFR
enzim aktivitesinde azalma oldugunu ancak bu durumun homosistein
diizeyinde onemli bir etki yapmadigmi gostermislerdir. Homosistein'in
kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisiminde O6neminin yaninda 1298A — C
mutasyonunun da kardiovaskiiler hastaliklar i¢in onemli bir risk faktori

olabilecegi diisliniilmektedir (92).

2.4.3. MTHFR A1298C VE C677T Mutasyonlarinin Kombinasyonu

A1298C ve C677T mutasyonunun sikli§1 populasyonlara gore ve yasla
birlikte 6nemli farklilik gostermektedir. A1298C ve C677T mutasyonlarinin
birlikte heterozigot oldugu durumda, MTHFR enzim aktivitesi, her iki allelin
homozigot normal olugu durumdaki enzim aktivitesinin %50-60"1 kadardir.
Bu aktivite, C677T mutasyonlu heterozigot bireylerin enzim aktivitesinden
daha dusiiktir. MTHFR 677T/1298C heterezigot duruumun birlikte
bulundugu bireylerde, noral tiip defektlerinde 6nemli bir artig oldugu ileri
siiriilmiistiir (71,76). Buna karsilik 677CC/1298AA homozigot normal
bireylerde akut lenfoblastik 16semi (ALL) gelisimi fazla iken, 677 CT/1298
AC heterozigot bireylerde, akut 16semi gelisiminin daha az gorildigi

bildirilmistir (73).

677CC/1298 CC genotipine sahip bireylerde 677CC/1298 AA genotipli
bireylere gore plazma total homosisteininde azalma oldugu agiklanmistir. Tek
basma C677T homozigot mutasyonlu (TT) genotipine sahip bireylerde ise
plazma homosisteini onemli diizeyde artmaktadir. Van der Put ve ark.(77)
yaptiklar1 bir ¢alismada, her iki mutasyon bakimindan ¢ift heterozigot olan

(A1298C/C677T) bireylerde total plazina homosistein konsantrasyonunun
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onemli derecede arttigim1 belirtmislerdir. A1298C mutasyonu, MTHFR
enziminin C-u¢ regiilator bolgesinde meydana gelmesine karsilik, C677T
mutasyonu genin N-u¢ katalitik bolgesinde meydana gelmekte ve bu nedenle
A1298C mutasyonlu bireylerde MTHFR enzim aktivitesindeki azalma C677T
mutasyonlu bireylerin enzim aktivitesinden daha az olmaktadir. Daha 6nceki
calismalarda da C677T mutasyonun MTHFR aktivitesinde onemli bir etkiye
sahip oldugu aciklanmistir. Hem heterozigot 677CT hem de homozigot mutant
677 TT genotiplerinde, MTHFR enzim aktivitesi homozigot atasal tip (677CC)
genotipe gore onemli derecede diisiiktiir. 677TT genotipi, termolabile MTHFR
enzim Ozelligine sahiptir (76, 77, 92).1298A—C polimorfizminde azalan
enzim aktivitelerine ragmen 1s1 inkiibasyonundan sonra 1298 A—C genotipinde
enzim aktivasyon yilizdesinde onemli bir farkhilik gorilmedigi i¢in, bu

polimorfizmin enzimin termostabilitesini etkilemedigi bildirilmistir (92).

2.4.4. Digerleri

Bir dglincii  variant olan R594Q 1793G—A  degisikligi ile
sonuclanmaktadir. Bu polimorfizm 677C—T ve 1298 A—C poimorfizimlerinden
daha az yaygmdir, Kafkas kokenlilerde allel frekansi % 6.9, Ispanyol kokenlilerde
% 5.8 ve Afrika kokenli Amerikalilarda % 3.1 olarak gdzlenmistir.
Homozigotliuk sadece Katkas kokenlilerde goézlenmistir ( 159 kisiden sadece
birinde). 1068T—C alleli (1059T—C olarakda rapor edilmistir ) ise 1298A—C
mutasyonu ile linkaj uyumsuzluguna sahip oldugu ortaya ¢ikarilmis silent bir

mutasyondur (83).

2.5, MTHFR GEN POLIMORFIiZMLERININ DAGILIM
FREKANSLARI

MTHFR mutasyonunun diinyadaki genel dagilimi ile ilgili yapilan 6nceki
calismalarda Avrupalilarda yogun olarak goriilmektedir. MTHFR genindeki
mutasyon siklig1 Avrupalilarda %24-40 arasinda goriiliirken, Japonlarda %26-37
ve Amerikali Afrikalilarda %11 oraninda goriilmektedir. Birbiriyle akraba
olmayan diinyada yaygin 16 populasyonda 881 kiside C677T polimorfizm varligi
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gosterilmistir. MTHFR polimorfizmi, FV Leiden ve diger mutasyonlarin
dagilimina benzerlik gostermemektedir. Ciinkii bu mutasyonlar 6ncelikle Avrupa'
da yaygimmken MTHFR mutasyonu diinyanin her yerinde goreceli olarak daha
yiiksek oranlarda goriilmektedir. C677T mutasyonu Avrupa ve Asya ile
karsilastirildiginda Afrika da (% 7 ) daha diisiik olarak belirlenmistir (93,94). Tiirk
populasyonunda Akar ve ark. (95) trombozlu hastalarda MTHFR C677T homozigot
mutasyon sikligint 121 hastada %13 olarak gosterirlerken, saglikli 95 bireyde bu
oran %6,32 olarak bulunmustur. Ozmen ve arkadaslar1 arteriyel trombozlu 20
hastada arastirdiklar1 MTHFR gen mutasyonunu %45 oraninda saptamislardir.
Saglikli kontrol grubunda ise 42 bireyin 20'sinde mutasyon (%47) gozlenmektedir
(96) C677T allelinin populasyon frekans1 bolgesel ve etnik variasyonlar
gostermektedir. Ornegin, allel frekansi Italya ve Kaloforniyada yasayan
Ispanyalilar arasinda yiiksek ve Amarikal siyahlar ve Sahra alti Afrikanin bazi
bolgelerinde diistiktii. C677T homozigotluk frekansida benzer degisiklikler
gostermekteydi (97). Bir cok populasyondaki yiiksek allel frekansinin nedeni agik
degildir degisik bdlgelerden elde edilen birlesik sonucglar 6zetlenmektedir. Diger
etnik gruplar: Diinya c¢evresinde diger populasyonlarda bu MTHFR mutasyonun
dagilimi hakkinda bilgi, bazi kiigiik ve izole etnik gruplarla sinirlidir. Bu
calismalarin ¢ogu her bir populasyonun subgruplar1 i¢in smirli sayida kisiyi
icermektedir. Bu kisilerin nasil sec¢ildigi siklikla agik olmadigindan bu bulgularla
bir sey tahmin etmek zordur (93,94,95,96,97,98,99,100,101,102).

2.5.1. Sekse Gore Dagilim

Caligmalarin ¢ogunda Orneklemelerin igeriginin spesifik olmadigi, sek
iizerinden genotip frekansmin yorumlanmadigi goriilmiis veya genotip frekansinin
kadmlar ve erkekler arasinda onemli farkliliklar olmadigi rapor edilmistir. Bir
calismada yenidogan kizlar arasinda C677T homozigotlugunun yenidogan

erkeklerden daha diistik oldugu rapor edilmistir (103).
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2.5.2. Yasa Bagh Prevalans

Japonyada yapilan bir calismada yasli nufus arasinda C677T frekansinin
gen¢ nufusdan daha distik oldugu rapor edilmistir. Bu c¢alismada C677T
homozigotlugunun frekansinin 80 yas veya daha yashlarda % 7, 55-79 yas
arasinda % 14, 14-55 yas arasinda % 19 bulunmustur. Hollandada C677T
mutasyonun frekans1 yash erkeklerde ( 85 yas ve iizeri) geng¢ erkeklerden onemli
miktarda daha distiktii. Kadmlar arasinda bu gibi farkhiliklarin olmadigi

disiiniiliiyor (103).

OLGULAR VE YONTEM

Bu ¢alisma i¢in, Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi (CUTF) Klinik ve
Ilag Arastirmalar1 Yerel Etik Kurulunun 06. 01. 2010 tarihli onayr almmistir.
Ayrica olgular ¢aligmaya alinmadan 6nce konu hakkinda bilgilendirilip gerekli

izinleri saglanmistur.

Bu arastirmaya 2010 yili Ocak ayindan 2010 yili Temmuz ayma kadar
CUTF Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon Anabilim Dali Romatoloji Bilim Dali
polikliniginde ACR’nin 1987 yilinda yeniledigi RA klasifikasyon kriterlerine gore
tan1 almig MTX ilag yan etkisi goriilen 30 RA hasta ile MTX ilag yan etkisi
goriilmeyen 22 RA hasta kabul edildi .

Her bir olgunun klinik 6zellikleri ile birlikte, yas, cinsiyet, hipertansiyon,
aile Oykiisii, beslenme Ozellikleri, fiziksel aktivite dereceleri, sigara ve alkol

aliskanliklari, egitimi ve ailesinin geliri gibi sosyo-kiiltiirel 6zellikleri sorgulanda.

MTX ilag yan etkisi olarak bulanti, kusma, karmn agrisi, diyare, dispepsi
gibi gastrointestinal yakinmalar, stomatit ve karaciger fonksiyon testlerindeki
bozukluk gibi durumlar sorgulandi ve kayit edildi. Hastalarda ESH, CRP, RF,
anti-CCP, Homosistein ve MTHR gen analizi bakildi. Hastalarin hastalik aktivite
skoru (DAS28) hesaplandi, sabah tutuklugu kayit edildi.
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Caligmaya katilan MTX yan etkisi goriilen RA’li hastalarin 22°si bayan,
8’1 erkek, MTX yan etkisi goriilmeyen RA’li kontrol grubu hastalarin ise 16 ’si
kadin, 6’1 erkekti.

CRP: BECMAN COULTER(USE) marka test kiti ile Becman coulter
image marka cihazda otomatik olarak nefelometrik yontemle caligildi.

RF: BECMAN COULTER(USE) marka test kiti ile Becman coulter
image marka cihazda otomatik olarak nefelometrik yontemle calisildi.

ESH: Becton Dicson test kitleri ile BD Sedisystem (USE) marka cihazda
otomatik olarak c¢aligildi.

Anti-CCP: Aeskulisa test kiti ile Triturus marka cihazda tam otomatik
olarak calisildi. Homosistein: Plazmada ELx-800 cihazinda ELISA yOntemiyle,

Axis-Norway ticari kitleri kullanilarak belirlendi.

Bu kisileren MTHFR gen analizi i¢in 2cc periferik vendz kan alinarak
EDTA’lW tiipe aktarildi, tiipler etiketlenerek kullanilincaya kadar -20 C’de

muhafaza edildi.
MTHFR gen analizi icin kullanilan cihaz ve kimyasallar;
1) Hibridizasyon cihazi (Profiblot T48, Tecan)
2) Thermal Cycler (Applied Biosystems, 2720)
3) Kuru 1s1 blogu (CHB-202, Bioer)
4) Santriftij (Micro 120, Helttich)
5) 1000’lik, 200°liik ve 10’luk mikropipetler (Eppendorf ve Gilson)
6) DNA izolasyon kiti (Invitek,, Invisorb Spin Blood Kit)
7) FMF Strip Assay PCR ve hibridizasyon kiti (Vienna Lab)
8) Elektroforez (Biorad, Midi)

9) Giigkaynag1 (Biorad)
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10) Taq DNA polimeraz (Fermentas)

11) Ethidium Bromide (EtBr)

12) TAE tamponu (Applichem)

13) Agaroz (Nu micropor, Prona)

14) Otoklav indikatorii

15) Tiip (K3- EDTA, Vacuette)

16) Eppendorf tiip (1.5, 2 ve 0.2 ml, Sarstedt)
17) Mikropipet uglar1 (beyaz, sar1 ve mavi, Biosphere Filter Tips)
18) Etil alkol (Merck)

19) Yiikleme boyas1 (Fermentas)

DNA izolasyonu

Biitiin hastalardan genomik DNA izolasyonu periferik kan dokusundan
yapildi. Bunun igin Invitek Invisorb Spin Blood DNA izolasyon Kiti kullanildi.
Yaklasik 200ul periferik kan dokusunun kullanildig: teknik sonrasinda 30-50 ng
/ul ultrapiir genomik DNA izole edilmektedir (Aj¢0:Azs0 orani 1,7- 2 arasi).
Izolasyon icin kullanilan 52 hastalik kit icerigi asagidaki gibidir;

1) Proteinaz K, 1ml(10pg/ul)

2) Liziz tamponu (Lysis Buffer A), 15ml

3) Baglanma tamponu (Binding Buffer B6), 30ml
4) Eliisyon tamponu (Eluotion Buffer D), 15ml

5) Yikama Tamponu I, 30ml (Kullanilmadan 6nce 30ml %100’lik etil
alkol eklenir)
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6) Yikama Tamponu II,18ml (Kullanilmadan 6nce 42ml %100’lik etil
alkol eklenir)

7) 2.0mI’lik toplama tiipleri, 100 adet
8) 1.5ml’lik toplama tiipleri, 50 adet

9) Filtreler, 50 adet

Kan Dokusundan DNA izolasyonu Protokolii

Calismadan once Ornek sayisina yetecek kadar eliisyon tamponu (eluotion
buffer D) 56°C’ye 1sitildi. Kodlamasi yapildiktan sonra 1,5’luk ependorf tiipe
200ul EDTA’Ir kan, 200ul liziz tamponu (lysis buffer A) ve 20ul proteinaz K
konuldu. Kapagi kapatilarak tiip 10 sn vortekslendi ve 56°C’de 10dk inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasi tiip ortamma 400ul baglama tamponu (binding
buffer B6) tiipe eklendi, 3-4 kez pipetaj yapildiktan sonra lizatin tamamu filtreli
toplama tiipiine aktarildi. Filtre toplama tiipii daha sonra 3dk oda sicakliginda
inkiibe edildi ve 12 000 rpm’de 2dk santrifiij edildi. Filtre yeni bir toplama tiipiine
aktarildi, tizerine 500ul yikama tamponu 1 (wash buffer I) eklendi ve
12000rpm’de 1dk santriftij edildi. Toplama tiipii tekrar degistirildi, filtre {izerine
800ul yikama tamponu 2 (wash buffer II) eklenerek ve 12 000rpm’de 1dk
santrifiij edildi. Filtre liciincii kez olarak 2ml’lik yeni bir toplama tiipiine aktarildi,
14 000rpm’de 5 dk santrifiij edilerek yikama tamponlarindan gelen alkolden
arindirildi. Alkolden tamamen arindirmak i¢in filtre dordiincii ve son kez yeni

1,5 luk tiipe yerlestirildi ve 3 dk kapag1 acik bigcimde oda sicakliginda bekletildi.

Daha sonra filtre membraninin tam ortasina 200ul eliisyon tamponu
(eluotion buffer-D) eklendi, 5dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Filtreli tiip
10.000rpm’de 1 dk santriftij edildi, filtredeki DNA c¢ozeltisi toplama tiipiine

aktarilds, etiketlendi ve -20°C’de ¢alisilmak tizere muhafaza edildi.
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu

MTHFR geninin 1lgili bdlgelerinin ¢coklu (multipleks) amplifikasyonu i¢in
Vienna Lab CVD PCR amplifikasyon kiti kullanildi. Kit, bir amplifikasyon
karigim1 (gen bolgesine ait biyotin isaretli primerler, ve diger amplifikasyon i¢in

gerekli bilesenleri igerir) ve Taq DNA polimeraz tamponundan olugmaktadir.
PCR anakarisim, her hasta i¢in etiketlenmis 0.2 ml eppendorf tiip ortama;
Amplifikasyon karigimi : 15ul
Taq DNA polimeraz seyreltici tapon: 4,6l
Taq DNA polimeraz : 0,4pl
Kalip DNA : 5ul
Toplam hacim : 25 pl seklinde hazirlandi.

Multipleks PCR kosullar1 asagidaki gibi ayarlandi:

95°C’de......cvennnnn.n. 2dk (ilk denaturasyon)
95°C’de......cvennnnn.n. 15sn (denaturasyon)
56°C°de.....c.cvninnnnn.. 30sn (baglanma)
72°Cde....cininnnn. 30sn (uzama)
72°Cde....cininnnn. 3dk (son uzama)

35 dongiiden sonra elde edilen PCR iriinleri strip test tekniginde

degerlendirilmek tizere +4°C’de saklandi.
Agaroz Jel Elektroforezi

Hibridizasyon isleminden dnce elde edilen PCR iirlinleri (4 pl) %1°lik

elektroforezde basarili amplifikasonlar agisindan degerlendirildi. Basarili
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amplifikasyon elde edilen PCR iiriinlerinden 10ul {iriin revers hibridizasyon analiz

icin kullanildi.
Revers-Hibridizasyon

Southern Blot analiz i¢in Revers-hibridizasyon ProfiBlot T48 (Tecan)
hibridizasyon cihazi kullanildi. Revers-hibridizasyon, biyotin isaretli primerlerle
coklu (multiplex) polimeraz zincir reaksiyonu sonrasinda olusan {riinlerin
nitroselluloz membranlar (stripler) lizerindeki kendi komplementer zincirlerine
baglanmas1 ve bir konjugat-substrat reaksiyonu olusturmsi esasina dayanan bir

tekniktir.

Revers Hibridizasyon Basamaklar ve Kullanilan soliisyonlar
Strip test tekniginide Revers Hibridizasyon 3 temel basamaktan ibarettir;
1) Strip lizerindeki problar ve PCR {iriinlerinin baglanmasi-hibridizasyon;

Cihazin 6rnek yiikleme bolgesine (trey) yiiklenen 10ul PCR iiriini kitle
birlikte saglanan 10ul DNAT (NaOH igerikli bir denatiirasyon soliisyonu)
soliisyonu kullanilarak denatiire edildi. Treye strip yerlestirildi. Denatiire PCR
lirlinli ve strip, cihazin sallanan platformunda, 45°C de sicaklikta (yaklasik) 1ml
hibridizasyon tamponu ile 20 dk inkiibe edilerek strip PCR iiriinii hibridizasyonu

saglandi. Hibridizasyon soliisyonu aspire edilerek ortamdan uzaklastirildi.

2) Yikama

Hibridizasyon sonrasinda ortamda bulunmasi istenmeyen PCR {iriinleri ve
non-spesifik baglanma yapan oligoniikleotidler kuvvetli bir yikayici olan yikama
soliisyonu A (1ml) ile 45°C’de 15 dakikalik ii¢ yikama periyodu ile ortamdan
uzaklastirildi

3) Renk olusumu
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Stripler oda sicakliginda 1 ml konjugat soliisyonu ile 15 dk inkiibe edilerek
konjugat soliisyonu i¢inde bulunan streptavidin-alkalan fosfataz, biyotin isaretli

hibrit DNA fragmentlerine baglanmas1 saglandi.

Konjuat soliisyonunun artiklar1 daha yumusak bir yikama soliisyonu olan

yikama soliisyonu B ile 10, 5 ve 5 dakikalik ii¢ periyotta temizlendi.

Strip tizerindeki hibridize olmus bantlarin goriliir hale gelebilmesi i¢in
ortama 1ml alkalan fosfatazin subtrati olan nitro blue tetrazolium (NBT) ve 5-
bromo-4-kloro-3-indolil fosfatdan (BCIP) olusan renk gelistiricisi (color
developer) eklendi, oda sicaklifinda 15 dk inkiibasyona tabi tutuldu. Strip son
olarak distile su ile yikandi, kagit havlu ile kurutulduktan sonra degerlendirme

tablosuna (Collector) 6zenle yerlestirildi.
Striplerin Degerlendirilmesi

Her stripin iist tarafinda kirmizi ve alt tarafinda yesil bir belirteg
bulunmaktadir. Bunun disinda hibridizasyon sonrasi striplerin degerlendirmeye
almabilmesi i¢in kontrol bantinin olusmus olmasi gerekmektedir. Kontrol bantlar1
olugsmamus stripler degerlendirilmeye alinmazlar. Yabanil tip gen bolgelesine ait 1
prob stripin alt kisminda, mutant gen bolgelesine ait 1 prob ise stripin iist
kistminda sinyal verecek sekilde dizayn edilmislerdir (Sekil 7). Hibridizasyon
sonras1 yabanil tip bantlarin mevcut oldugu ve mutant gen bolgelesine ait bantin
bulunmadigi bir strip profili hastanin mutasyona sahip olmadigimi gdsterir. Mutant
gen bolgelerine ait bantda sinyal aliniyorsa sinyal alinan mutasyonun yabanil tip
kodonuna bakilarak saptanan mutasyonun homozigot ya da heterozigot olma
durumuna karar verilir. Mutasyonun yabanil tip gen bdlgesini gosteren bantin
mevcut olmasi durumunda mutasyon heterozigot, mevcut olmamasi durumunda

ise homozigot olarak degerlendirilir.

Istatiksel Analiz : Calismamizin verileri SPSS (Statistical Package for
Social Sciences) 14.0 programina yiiklenerek verilerin degerlendirilmesinde iki

ortalama arasindaki farkin 6nemlilik testi, Khi-kare testi kullanilmistir. Verilerimiz
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tablolarda aritmetik ortalama + standart sapma, denek sayis1 ve yiizdesi seklinde

belirtilmis olup yanilma diizeyi 0,05 olarak alinmustir.



Zontraol

mutant Factor W
wild type  Factor W
mutant Factor W
wild type  Factor W
mtant Prothrombin
wild type  Prothrombyin
mutant Factor X
wild type  Factor X1
mutant B-Fibrinesgen
wild type  B-Fibrinegen
mutant Pal-1

wild type PAl-1

Cral ACE
I ACE

mutant Apo B

wild typas  Apo B

i) Apo E
2) Apo E
i3 Apo E
i) Apo E

Fad Markear Line fop)

GBI A [Leiden)
GABMA [Leiden)
HizeaR (RZ)
H1200R [RZ)
G20 0A

G20 0A

V4L

V4L

-455 Gi=A

-455 Gi=A
405G

405G

CeTTT

CeTTT

AA2EEC

Ad2DEC

(Bl

(Bl

R3E000

RS0

codon 112: TGE [Cysa)
codon 112: GGG (Arg)
codoen 158: TAC [Gysa)
codoen 158: CGC (Arg)

arean Marker Line (bottom)

Sekil 4: Vienna Lab CVD StripAssay (Manufactured by

Vienna, Austria)
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BULGULAR

Olgular 2 grupta toplandi. Birinci grupta, MTX ila¢ yan etkisi goriilen
22’s1 bayan, 7’si erkek toplam 30 RA’li hasta, ikinci grupta MTX ilag yan etkisi
goriilmeyen 16’s1 bayan, 6’s1 erkek 22 RA’li hasta kontrol grubu olarak ¢alismaya
alind1. Her iki gruptaki hastalar tedavi olarak DMARD ve/veya anti-TNF tedavisi
aliyordu. Her iki gruptaki hastalar DAS 28’e gore 2,6'nin altinda remisyonu, 2,6-
3,2 arasi dusuk hastalik aktivitesini, 3,2-5,1 arasi orta hastalik aktivitesini ve 5,1'in
iizeri ylksek hastalik aktivitesini gosterecek sekilde siniflandi. Sabah tutukluklar1
dakika cinsinden belirtildi.Her iki grup icin MTHFR A1298C gen polimorfizmi
analiz sonuclar1 homozigot normal ( AA ), heterozigot ( AC ) ve homozigot
mutant ( CC ) olarak kayit edildi. Her iki grup icin MTHFR C677T gen
polimorfizmi analiz sonucglar1 homozigot normal ( CC ), heterozigot ( CT ) ve
homozigot mutant ( TT ) olarak kayit edildi.

Calismaya aldigimiz MTX ilag yan etkisi goriilen RA’li hasta grubu 30
bireyin yaslar1 49,23+8,32, MTX ila¢ yan etkisi goriilmeyen RA’li hasta grubu 22
bireyin yaslar1 44,50 £ 10.59 olarak bulunmustur.Yas yOniinden gruplar arasi
farklilik 6nemsizdir ( t=1.80 ; p > 0,05 ) . MTX ila¢ yan etkisi goriilen RA’li hasta
grubunu olusturan bireylerin 22°si( %73.3 ) kadm, 8’1 (% 26.7 ) erkektir. MTX
ilag yan etkisi goriilmeyen RA’li hasta grubunu olusturan bireylerin 16’s1 ( %72.7
) kadin, 6’s1 (% 27.3 ) erkektir. Cinsiyet yoniinden gruplar aras1 fark 6nemsizdir (

X?=0,01 ;p>0,05).
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Tablo 2: Her iki Gruptaki Bireylerin Anti-CCP ve ESH Degerleri

Yoniinden Karsilastirilmasi

Olgiilen
Parametreler

Yan Etki Goriilen
Grup

n: 30 X+S

Yan Etki
Goriilmeyen Grup

n: 22 X+S

Sonuglar

Anti-CCP (U/ml)

143,21+119,71

163,85+137,41

t=0,57 ; p= 0,566

ESH (mm/h)

26,96+20,74

31,04+24,22

t=0,65 ; p= 0,512

Her iki gruptaki bireyler ESH ve anti-CCP yoniinden karsilastirildiginda
gruplar arasi fark 6nemsiz bulunmustur ( p> 0.05 ).Ayrica her iki gruptaki bireyler

sabah tutuklugu ve CRP degerleri yoniinden karsilastirildiginda gruplar arasi fark
onemsiz bulunmustur ( p> 0.05).
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Tablo 3: Her Iki Gruptaki Bireylerin MTHFR C677T Gen Polimorfizmi

Yoniinden Karsilastirilmasi

MTHFR C677T
CC CT TT Toplam

Yan etki goriilen n 20 8 2 30

Gruplar % 66,7 26,7 6,7 100,0

Yan etki n 17 5 0 22
goriilmeyen

% 77,3 22,7 ,0 100,0

n 37 13 2 52

Toplam % 71,2 25,0 3.8 100,0

X =174  p=0,418

p> 0,05 6nemsiz

Her iki gruptaki bireyler MTHR C677T gen polimorfizmi yoniinden
karsilastirildiginda gruplar arasi fark 6nemsiz bulundu.( p > 0,05)
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Grafik 1: Her iki Gruptaki Hastalarm MTHFR C677T Gen Polimorfizmi
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Tablo 4: Her Iki Gruptaki Bireylerin MTHFR A1298C Gen Polimorfizmi

Yoniinden Karsilastirilmasi

MTHFR A1298C
AA AC CC Toplam

Yan etki goriilen n 17 9 4 30

% 56,7 30,0 13,3 100,0

Gruplar g‘i{i?'glmeyen o 14 6 2 22
% 63,6 2731 9,1 100,0

n 31 15 6 52

Toplam % 59,6 28,8 11,5 100,0

X°=0,33  p=0,846

p> 0,05 6nemsiz

Her iki gruptaki bireyler MTHR A1298C gen polimorfizmi ydniinden

karsilastirildiginda gruplar arasi fark 6nemsiz bulundu.( p > 0,05)
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Grafik 2: Her iki Gruptaki Bireylerin MTHFR A1298C Gen Polimorfizmi
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Tablo 5: Her Iki Gruptaki Bireylerin anti-CCP varlig1 Karsilastirilmasi

anti-CCP varligi Toplam
negatif pozitif
Yan etki goriilen n 8 22 30
= % 26,7 73,3 100,0
g Yan etki goriilmeyen n 7 15 22
% 31,8 68,2 100,0
n 15 37 52
Toplam % 28.8 71,2 100,0
X°=0,16 p=0,685 p> 0,05 6nemsiz

Her iki gruptaki bireyler anti ccp varligi yoniinden karsilastirildiginda

gruplar arasi fark 6nemsiz bulundu ( p > 0,05).

Her iki gruptaki hastalarin hepsi DMARD kullanmaktaydi. Her iki

gruptaki hastalarin homosistein diizeyleri normaldi.
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Tablo 6: Her iki gruptaki bireylerin DAS28 Skorlarminin Karsilastirilmasi

DAS 28
3 2 g % £
E 2% EZ 22 oplam
& a8 <4 O«
Yan etki goriilen n 10 3 15 2 30
. % |33,3 10,0 50,0 6,7 100,0
]
£ Yan etki n 8 7 6 1 22
(3 goriilmeyen o
° 36,4 31,8 273 |45 100,0
n |18 10 21 3 52
Toplam % |34,6 19,2 404 5,8 100,0
X°=4,89  p=0,179 p> 0,05 6nemsiz

Her iki gruptaki bireyler DAS28 skoru olarak karsilastirildiginda gruplar

arasi fark 6nemsiz bulundu.( p > 0,05 )
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Tablo 7 : Her iki Gruptaki Bireylerin RF varlig1 Karsilastirilmasi

RF varhgi
negatif | pozitif | Toplam
Yan etki goriilen n 13 17 30
% 43,3 56,7 100,0
Gruplar v ”
an etid n 10 12 22
goriilmeyen
% 45,5 54,5 100,0
Toplam n 23 29 52
% 442 55,8 100,0
X°=0,02  p=0,879 p> 0,05 6nemsiz

Her iki gruptaki bireyler RF varligi yoniinden karsilastirildiginda gruplar
arasi fark 6nemsiz bulundu. (p > 0,05)
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TARTISMA

RA etyolojisi belli olmayan, tiim sinovyal eklemleri simetrik olarak
tutabilen, kronik inflamasyonla seyreden ileri donemlerde fonksiyon kaybina ve
mortaliteye neden olabilen yaygin bir otoimmun hastaliktir. RA'te immiin
aktivasyonun primer bdlgesi sinoviyumdur. Sinoviyumun 6zellikle T hiicreler ve
makrofajlar gibi mononiikleer hiicrelerle infiltrasyonu ve sinoviyal intimal ¢izgi
hiperplazisi hastaligin 6zellikleridir. Sitokinler, hiicreler arasi iletisimi saglayan ve
biyolojik olaylarda rol alan haberci molekiillerdir. Hiicre biiyiime ve
farklilasmasinda, inflamasyonda, doku onarim ve yeniden yapilanmasinda ve
immiin yanitin diizenlenmesinde rol oynarlar. Hiicresel ve humoral immiin yanitta
dengeyi saglarlar. Proinflamatuvar veya antiinflamatuvar etki gosterirler (104).
Romatoid sinovyumda aktive lenfositler, makrofajlar ve fibroblastlardan
salgilanan bir takim maddelerin birikimi mevcuttur. Bu sitokin ve kemokinlerin
lokal tiretimi romatoid artritin pek ¢ok klinik tablosunun olusumuna neden olur
(2).

Farmakogenetik arastirmalarla ilk olarak hastaliklarla iligskilendirilen 6zgiil
gen ve gen Uriinlerinin tamimlanmasi, ikinci olarak ilaca verilen yanit1 etkileyen
genlerin ve alelik varyantlarmin tanimlanmasi ve son olarak bu tanimlamalardan
elde edilen bilgilerle en uygun ila¢ ve doz se¢iminin yapilmasi ve bireye 6zgi
tedavilerin gelistirilmesi hedeflenmektedir (105).

Eklem tutulmalariyla baslayan, uzun siiren ve tedavisine erken
baslanilmas1 gereken bir immiin hastalik olan RA, son yillarda yaygin olarak
hastalik modifiye edici antiromatizmal ilagdan biri olan MTX ile tedavi edilmeye
baglanmistir (106). MTX, haftalik doz wuyarlamalar1 yapilarak yillarca
kullanilabilmesi acisindan da 6nemlidir (107).

Hastalik stiresi, haftalik ilag dozu, cinsiyet, yas, obezite, folik asit
kullanim, viicut kiitle indeksi ve son yillarda farmakogenetik ¢alismalarla MTX’
i metabolik yolaginda yer alan enzimlerde meydana gelebilecek genetik
farkliliklar gibi etmenlerin MTX kullanimma bagli olarak gelisebilen
hepatotoksisite ve gastrointestinal komplikasyonlarin olusmasinda risk faktorleri

arasinda oldugu rapor edilmistir (108,107,109,110,111, 112). Bu belirtilen risk
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faktorleri arasinda {izerinde en c¢ok durulan faktor, bireyler arasindaki tek
niikleotid degisikligi ( SNP) ile ortaya ¢ikan genetik farkliliklardir.

Son yillarda yapilan arastirmalarla, MTX’ 1n etki ve toksisite olusturma
ozelligi lizerinde genetik faktorlere bagli olan farkliliklarin nedenleri tam olarak
belirlenememesine ragmen, folat metabolizmasinda yer alan enzimlerde meydana
gelebilecek polimorfizmlerin bu farkliligin ortaya ¢ikmasina neden olabilecegi

rapor edilmektedir (113).

MTHFR enziminin folat metabolizmasinda yer almasi ve homosisteinin
metiyonine remetilasyonunu saglayan enzimlerden bir tanesi olmasi nedeniyle
MTX’ 1 etkilerinin diizenlenmesinde giiclii bir aday oldugu belirtilmektedir (40,
71). Bugiine kadar MTX tedavisi géren RA’ 1i hastalarda, MTHFR geninde en sik
goriilen C677T ve A1298C polimorfizmlerinin toksisite gelismesi {lizerine olan
etkilerinin arastirilmasi amaciyla bir¢ok calisma yapilmis ancak farkli sonuglar

elde edilmistir (5, 7, 62, 108, 109, 113,110, 111, 112).

Bizde yaptigimiz bu calismada, MTX tedavisi goren RA’ li hastalarda
uygulanan ilag tedavisi sonucu olusabilecek yan etkilerin en aza indirilmesini ve
etkin bir tedavinin saglanmasina katkida bulunmak amaciyla yan etki gelisimi
iizerinde, giiclii bir aday oldugu belirtilen, MTHFR enziminde meydana
gelebilecek C677T ve A1298C gen polimorfizmlerinin  analizlerini
gerceklestirdik.

Wako Urano ve arkadaglar1 (5) MTHFR C677T ve AI1298C gen
polimorfizmlerin, MTX etki ve toksisitesi ile iligkili olup olmadigini 106 hastada
arastirmislar ve toksisite gelisiminin 677T aleline sahip hastalarda (% 26.9) 677C
(% 8,6) aleline gore daha siklikla goriildiiglinii ileri siirmiislerdir. Ayrica, A1298C
polimorfizminin toksisite olusumunda etkili olmadigin1 belirtmislerdir. Haplotip
analizi yaptiklarinda 677C-1298C haplotipine sahip hastalarda digerlerine gore
daha diisiik dozlarda MTX kullanildigini, 677T-1298A haplotipli bireylerde de

yan etki oraninin daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir.
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Calismamizda yan etki gozlenen grupta ve yan etki gozlenmeyen
gruplarda sirastyla 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), (% 42.9
AA, % 48.6 AC, % 8.6 CC) genotipleri agisindan analiz edildiginde aralarinda
istatistiksel bir farklilik gézlenmemistir ( p>0.05 ).

Diger bir ¢alisma da Annelies E. van Ede ve arkadaglar1 (111) MTX ile
tedavi edilen 236 RA’li hasta tizerinde MTHFR C677T polimorfizminin ilag etkisi
ve toksisite etkisini arastirmiglar, bu gen polimorfizminin MTX tedavisine bagl
olarak toksisite gelisme ve tedavinin sonlanma riskinin arttigini ileri siiriilmiistiir.
Ayrica elde ettikleri bulgularla folik veya folinik asit almimmm, MTX

tedavisinden kaynaklanan toksisite insidansini azalttig1 bildirmislerdir.

Yaptigimiz mevcut ¢alismada MTX ile tedavi edilen ve tedavi esnasinda
yan etkisi goriilen ve goriilmeyen grupla MTHFR C677T polimorfizmi
karsilastirildiginda aradaki farkin istatiksel olarak 6nemsiz oldugu belirlenmistir (

p > 0.05).

Parshant Aggarwal ve arkadaslarinin 150 RA hastasinda yaptiklari
calismada metilentetrahidrofolat reduktaz genindeki C667T polimorfizmi
metotreksat tedavisinin etkinlii ya da toksisitesinin Ongoriisic olmadigini
belirtmislerdir. Toksisite ve klinik yanittaki degiskenliklerden sorumlu olabilecek
diger enzimlerdeki polimorfizmlere bakma ihtiyact oldugunu belirtmislerdir
(114). J P Mena ve arkadaglar1t MTX 1ila¢ tedavisi alan Meksikali 70 RA hastada
karaciger enzimlerindeki ytikseklik ile MTHFR C677T ve MTHFR A1298C
polimorfizmi arasindaki iligkiyi incelediklerinde MTHFR A1298C polimorfizmi
ile iligkili oldugunu saptamislardir.(115)

Bizim yaptigimiz calismada elde ettgimiz sonuglarda MTHFR C677T ve
MTHFR A1298C polimorfizmi ile ilag yan etkisi arasinda iliski tespit
edilmemistir.Yapilan istatiksel analizde iki grup arasindaki farkin 6nemsiz oldugu
tespit edilmistir ( p>0.05 ). Haagsma ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢calismada, MTX

tedavisinin baglangicindan 1 yil sonra C677T polimorfizmi i¢in heterozigot
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genotipe sahip hastalarin yiiksek homosistein konsantrasyonuna sahip olduklarini
bulmuslar ve RA’li hastalarda MTX tedavisinde MTHFR genotipinin homosistein

artistyla iliskili oldugu sonucuna varmislardir (108).

Bizim calismamizda MTX yan etkisi goriilen ve goriilmeyen grupta
MTHFR C677T polimorfizmi i¢in bakilan homozigot normal, homozigot mutant
ve heterozigot genotipe sahip hastalarin homosistein diizeyleri normaldi ve
homosistein diizeyleri karsilastirildiginda iki grup arasindaki fark Gnemsizdi(

p>0.05).

Y Berkun ve arkadaslar1 (17), 93 RA’li hasta ve kontrol grubunda,
MTHFR A1298C alel ve genotip dagilimmi analizi ettiklerinde 1298CC
genotipini hasta grubunda % 27,4, kontrol grubun da ise % 12,8 olarak
belirlemigler ve aralarinda belirgin bir farklilik oldugunu bildirmislerdir. Ancak
iki grup arasinda allel frekansi bakimmdan farklilik bulamamislar ve A ve C
alelerinin dagilimmin benzer oldugunu rapor etmislerdir. Bu ¢alismada ayrica
677TT genotipinin homosistein konsantrasyonu ve meydana gelen yan etki

iizerinde etkili olmadigini belirtmislerdir.

Bizim calismamizda MTX ilag¢ yan etkisi goriilen ve goriilmeyen grupta
MTHFR C677T polimorfizmi incelendiginde ila¢ yan etkisi goriilme ve

homosistein diizeyleri ile iliskisi 6nemsiz bulunmustur ( p>0,05 ).

Kazuhiko Kumagai ve arkadaslar1 163 hastada MTX kullanan ve
kullanmayan 2 grup arasinda MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmlerini alel
frekanslar1 incelediklerinde benzer bulmuslar ve bu polimorfizmler ile toksisite
gelisimi arasinda anlamli bir iliski bulamamislardir (113). Bizim yaptigimiz
mevcut calismada MTX yan etkisi goriilen ve goriilmeyen grupta MTHFR C677T
ve MTHFR A1298C polimorfizmleri incelendiginde iki grup arasinda farkin
istatiksel olarak 6nemsiz oldugu tespit edildi ( p>0.05 ).

A. E. Van Ede ve arkadaglarinin (7) 113 hastada yaptiklar1 calismada
plazma homosistein degisimi ile MTX tedavisinde goézlenen toksisite gelisimi

arasinda bir iligki bulunmamistir. Ayni analiz sadece MTX ve MTX ile birlikte
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folik asit yada folinik asit kullanan alt gruplarda da yapildiginda, biitiin MTX ile
birlikte folik asit yada folinik asit kullanan alt gruplarda plazma homosistein
konsantrasyonundaki degisimin toksisite gozlenen ve gozlenmeyen hastalar
arasinda bir farklilik olmadigimi belirtmislerdir. MTX tedavisi sirasinda plazma
homosistein konsantrasyonun degisimi C677T polimorfizmi varliginda ya da
yoklugundan etkilenmedigini, diger taraftan folat alimiminin homosistein

konsantrasyonundaki artig1 dnledigini belirtmislerdir.

Bizim ¢alismamizda da A. E. Van Ede ve arkadaslarinin elde ettigi
sonuclar1 destekleyen sonuglar elde edilmistir. Kontrol grubu ve calisma gruplari
plazma homosistein seviyesi ve MTHFR C677T ve A1298C gen polimorfizmleri
acisindan analiz edildiklerinde iki grubun genotip dagilimlar1 ile homosistein

diizeyleri arasinda belirgin bir farklilik bulunmamistir(p>0,05).

Yaptigimiz bu calismada MTX tedavisi siiresince plazma homosistein
konsantrasyonunun degisiminin MTHFR geninde meydana gelen C677T
polimorfizminin var olup olmamasindan etkilenmedigi bulunmustur. Bu iliskinin
belirlenebilmesi i¢in 677TT genotipine sahip hasta sayismin az olmasindan
kaynaklandigr bu iliskinin belirlenebilmesi i¢in hasta sayisinin arttirilmasi

gerektigi diistintilebilir.

Sonug olarak yapilan ¢alismalarla MTX tedavisinin folik asit yada folinik
asit almimiyla onlenebilen hiperhomosisteinemi ile iliskili oldugu belirtilmektedir.
MTHFR C677T gen polimorfizmin var olup olmamasinmm bu etkiyi
diizenlemedigi belirtilmektedir. Hiperhomosisteinemi kalp hastaliklar1 ve
serebrovaskiiler hastaliklarla iliskili olmasi, MTX tedavisinde folat aliniminin

baska bir tartisma konusu oldugu belirtilmektedir.

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

arastirilmasinin 6nemli oldugu belirtilmektedir (113, 110).
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Bizim yaptigimiz mevcut calismada MTX yan etkisi goriilen ve
goriilmeyen grupta MTHFR C677T ve MTHFR A1298C polimorfizmleri
incelendiginde iki grup arasinda farkin istatiksel olarak onemsiz oldugu tespit
edildi. Calismamizda elde ettigimiz sonuglarin hasta sayimizin kisith olmasiyla da
iligkili olabilir. Ayrica yaptigimiz bu calismay1 digerlerinden ayiran en 6nemli
ozellik, konuyla ilgili Tiirkiye’de daha once yeterli diizeyde arastirma yapilmamis
olmasidir. Bu nedenle RA’ Ii hastalarda MTHFR C677T ve A1298C
polimorfizmlerinin MTX ila¢c yan etki ve toksisitesi iizerinde etkili olup
olmadigmin belirlenebilmesi i¢in hasta grubunun genisletilerek yapilacak yeni

calismalara ihtiyac oldugu diistiniilmiistiir.
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