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OZET
FIBROMIYALJI HASTALARINDA OSTROJEN RESEPTOR ALFA (ESR1)
GEN POLIMORFIZMLERININ ANALIZi

Fibromiyalji, yaygin viicut agrisi, kronik yorgunluk, uyku bozuklugu, sabah tutuklugu
gibi semptomlarla kendini gosteren multifaktoriyel bir sendromdur. Etiyolojisi kesin
olarak bilinmemekle birlikte, tedavisinde ila¢ ve ilag dis1 ¢ok cesitli yontemler
kullanilmaktadir. Fakat kalittm modeli hala tam olarak belirnememistir. Arastirmaya
Amerikan Romatoloji Birligi dlgiitlerine gore Fibromiyalji sendromu teshisi konulmus
100 hasta ve 119 saglikli birey alindi. Bu ¢alismada 6strojen reseptor 1 (ESR1) geninin,
397T>C ve 351A>G polimorfizmleri ve Fibromiyalji arasinda bir iliski olup
olmadiginin ortaya konulmasi amacglandi. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve Restriksiyon
Parga Uzunluk Polimorfizmi yontemi uygulanarak ESR1 geninin hasta ve kontrollerdeki
genotipleri ve allel varyantlarinin sikligr arastirildi. Elde edilen sonuglar Ki-kare analizi
ile degerlendirildi. ESR1 geni 397T>C polimorfizmi ile Fibromiyalji arasinda allel ve
genotip frekansi dagilimida anlamli bir baglant1 oldugu goriildi (p= 0,02). ESR1 geni
351A>G polimorfizmi ile Fibromiyalji hastaliginin hasta ve kontrol gruplarindaki bazi
klinik ve demografik 6zellikler arasinda istatistiksel olarak anlamli iligkiler goriildii
(p=0,025, p=0,041). Calisma popiilasyonunun genisletilmesi ve sonuglarin
birlestirilmesiyle polimorfik bolgelerin fibromiyaljiye yatkinlig: ile ilgili daha agiklayici
sonuclar elde edilebilir.

Anahtar Kelime: Fibromiyalji sendromu, ESR1 geni, polimorfizm, ACR



ABSTRACT
ANALYSIS OF ESTROGEN RECEPTOR ALPHA (ESR1) GENE
POLYMORPHISMS IN FIBROMYALGIA

Fibromyalgia is a multifactorial syndrome which manifested itself by symptoms such as
widespread pain, chronic fatigue, sleep disorder, morning stiffness. Although it does not
have a precisely known etiology, a variety drug and non-drug methods are being used in
treatment. But the pattern of inheritance has not been determined completely yet. A
total of 119 healthy control and 100 patients with Fibromyalgia syndrome according to
the American College of Rheumatology (ACR) criteria were included in the study. In
this study, we aimed to investigate if there is any relation between 351A>G and
397T>C polimorphisms of estrogen receptor 1 (ESR1) and Fibromyalgia. We
investigated the frequency of the ESR1 genotypes and allelic variants of patients and
controls using Polymerase Chain Reaction and Restriction Fragment Length
Polymorphisms methods. The obtained results were evaluated by Chi-square analysis. A
significant association were found for allelic and genotypic frequency distributions
between the ESR1 397T>C polimorphism and Fibromyalgia ( p=0.07, OR: 1.67 ClI,
1.14-2.46). Statistically significant links were found between ESR1 gene 351A>G
polymorphism and some clinical and demographic characteristics of patients and
controls in Fibromyalgia. By enlargeing the study population and combining these
results, more explanatory results can be obtained about predisposition of these
polimorphic sites to Fibromyalgia.

Key Words: Fibromyalgia syndrome, ESR1 gene, polimorphism, ACR
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1. GIRIS VE AMAC

Fibromiyalji, yaygin viicut agrist gibi 6nemli bir semptoma sahip ¢ok yonlii
polisemptomik bir sendromdur. Bununla birlikte, bu hastalik; agr1 hissi, kronik
yorgunluk, uyku bozukluklari, sabah tutuklugu, ekstremitelerde parestezi, 6dem hissi,
biligsel bozukluklar, depresyon, anksiyete, miyofasiyal agri, irritabl barsak sendromu ve
spesifik olmayan iiretral sendromlar gibi diger semptomlara da sahiptir.

Fibromiyalji yaygin ama tartismali bir hastalik olmasinin yani sira, tanimi ve
igerigi, varligindaki 110 yil i¢inde defalarca degismistir. Fakat psikokiiltiirel bir hastalik
yerine Fibrolmiyalji’nin “ger¢ek hastalik” olarak durumu, hasta ve meslek kuruluslari,
ilag firmalari, yasal ve akademik toplumlar gibi sosyal giicler tarafindan desteklenmistir
[1]. Tk kez Hench tarafindan 1976 yilinda “Fibromiyalji” terimini kullanmistir. 1990
senesinde Amerikan Romatoloji Birligi (The American College of Rheumatology-ACR)
tarafindan konulan tani kriterleriyle Fibromiyalji bir sendrom olarak ifade edilmistir.
Osteoartrit ve Romatoid Artrit (RA)’dan sonra en sik karsilasilan romatizmal hastaliktir.
Etyolojisi ve patogenezi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Bugiine kadar, kabul edilen
kesin etkili bir tedavisi yoktur.

Ostrojen, hem kadin hem de erkekte bulunan streorid karakterli bir hormondur.
Ureme donemindeki kadinlarda miktar1 olduk¢a yiiksek olup, gogiis gibi sekonder
cinsiyet Ozelliklerin gelisimi, endometrium kalinlasmas1 ve diger siirecleri
diizenlemekle miikelleftir. 3 ana tipi vardir. Ostrojen reseptorleri aktif hale geldiginde,
transkripsiyon faktorleri seklinde is goriir. Ostrojen reseptér 1 (ESR1) geni,
transkripsiyon aktivasyonu, DNA ve hormon baglama i¢in 6nemli olan birkag etkiyle
meydana gelen ligand aktiviteli transkripsiyon faktorii olan 0strojen reseptoriinii kodlar.
Ostrojen ve reseptorleri, cinsel gelisim ve iireme fonksiyonu i¢in esansiyeldir. Bunlara
ek olarak, kemik gibi baska dokularda da rol oynamaktadir. Ayrica, bu reseptorler;
meme, endometrial kanserleri gibi patolojik siiregler ve osteoporoz ile ilgilidir. ESR1
geni, 6. kromozomun ¢25.1 bolgesinde yerlesiktir. Gen 8 ekzondan, 7 introndan olusur
ve uzunlugu 140 kb’dan daha biiyiiktiir. Kodlama bolgesi 1785 niikleotidlik uzunluga
sahiptir ve kiitle bakimindan 66 kDa’luk 595 amino asitli bir protein olusturur [ 2].



ESR1 geninin, intron 1 397T>C polimorfizm bdlgesi, ayn1 zamanda bir
transkripsiyon faktérii olan Myeloblastosis (myb)nin tanima noktasidir. Bu
polimorfizm (C alleli) myb transkripsiyon faktoriiniin baglanmasini etkiler ve haliyle
transkripsiyonun azalmasini neden olurken, T alleli transkripsiyonun artmasini saglar.
Boylece ESR1 geninin kodladigi protein miktari artar [3].

ESR1 gen polimorfizminin, Dismenore ve Vitiligo hastaligiyla ilgili olabilecegi
ileri stirtilmiistiir [2-4]. ESR1 ve ESR2 gen varyantlarinin, menopoz sonrasi kadinlarda,
belirli anksiyete bozukluklar ile iligkili olabilecegi ortaya konmustur [5]. Ayrica, Erin
ve arkadasglarmin 2010 yilinda yaptigi bir yayinda ise ESR1 gen polimorfizmlerinin
kadinlarda biligsel bozukluklarla, c¢ocuklarda uyku durum bozukluklariyla ve
premenstrual kadinlarda disforik bozukluklarla anlamli iligkili oldugu vurgulanmistir
[6]. Bununla birlikte, Tiirk ve Diinya literatiirii taramamizin sonucunda Fibromiyalji ile
ESR1 geni polimorfizmlerinin iligkisini ag¢iklamaya yonelik higbir ¢aligmaya

rastlanmamuistir.

Calismamizdaki amag; Fibromiyalji ile ESR1 geni 351A>G ve 397T>C
polimorfizmleri arasinda ¢alismamiza dahil olan Tokat ve g¢evresi populasyonunda,
iligkisinin olup olmadigini arastirmak ve bu polimorfizminlerin hastalifa etkisini

degerlendirmektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. FIBROMIiYALJI

2.1.1 Fibromiyalji Tarihgesi

Fibromiyalji sendromu (FMS), kronik ve isten alikoyan agrilara sebebiyet veren
klinik bir tablodur. Ingiliz bilim insan1 William Gowers tarafindan 1904’te ilk defa
“fibrositis” terimi kullanilmistir. Bu terim, fibréz dokularda agr1 ve kas romatizmasina
yol agan inflamasyonu belirtmektedir. Modern FMS’nin temeli 1972 yilinda,
Smythe’nin yaygin agr1 ve hassas noktalar1 aciklayan ¢alismasiyla belirlenmistir. 1975
yilinda ilk uyku elektroensefalogram arastirmasi yapilmistir. ilk kez Fibromiyalji terimi
1976 yilinda Hench tarafindan ortaya atilmis ve daha sonra yapilan kas biopsilerinde
herhangi bir inflamasyonun olmamasi nedeniyle bu sorunun sadece bir kas agrisi oldugu
kanaati olugsmus ve bu isimle anilmaya devam etmistir [7].

Smythe ve Moldofsky, 1970’lerdeki arastirmalarinda, yeni bir terim olan
FMS’nin bag dokusu inflamasyonundan daha ¢ok kas agris1 rahatsizligi seklinde daha
gercekei adimlarla tani kriterlerini netlestirmislerdir [8]. Bilinen belirtiler ve hassas
nokta dogrulama ile ilk kontrollii klinik ¢aligma 1981 yilinda yaymlanmistir. Yine ayni
caligmada ilk veri tabanl kriterler de 6nerilmistir [9].

FMS, uzun zaman once bir hastalik olarak kabul edilse de son 30 yildir ciddi
sekilde incelenmeye baslanmistir. 2004 yilinda, Brezilya Romatoloji Dernegi, bu
sendromun tanis1 ve tedavisinde rehberlik amaci ile ilk tani kriterleri kilavuzunu
yayinlamistir [10]. 1990 yilinda, The American College of Rheumatology tarafindan

konulan kriterlerle birlikte Fibromiyalji sendrom olarak tanimlanmustir.

2.1.2. Fibromiyalji Tanimi ve Klinik Gériiniimii
Bellek, diisiince ve genellikle psikolojik sikinti sorunlari dahil olmak tizere tibbi
belirtileri genel bir artigla birlikte, yaygin sekilde agri, uyku bozuklugu ve yorgunlukla
karakterize edilen bir sendromdur.
Bir ¢esit yumusak doku romatizmasi olan Fibromiyalji Latince kaynakli olup;
fibro (konnektif doku), miyo (kas) ve aljia (agr1 durumu) anlamina gelmektedir [11].


http://old.amerikanhastanesi.org/

FMS’li hastalarda, kronik bas ve kas agrisinin yani sira, depresyon, anksiyete,
irritabl barsak ve mesane sorunu, kronik yorgunluk, huzursuz bacak sendromu, migren
benzeri bas agrilar1 (%28-58), kronik tansiyon, sabahlari dinlendirici olmayan uyku
yorgunlugu (%60-90), dismenore, parestezi, Raynaund Fenomeni (%30), gogiis agrilari,
viicut uyusuklugu ve siskinligi gibi semptomlar da siklikla goriilmektedir [12-14].

FMS’nin orjini tam olarak bilinmemektedir. Hastaligin etiyopatogenezi
hakkinda birkag teori ileri siiriilmiis olsa da, kimse tam olarak agiklayamamistir. FMS’li
hastalarda siklikla uyku anomalilerin klinik semptomlar1 belirtilmis olup bu hastalar
tizerinde yapilan uyku elektrosefalografi ¢alismalarinda N-rem uyku evresinde nitel ve
nicel bozukluklar goériilmiistiir. Ayni zamanda yine bu c¢alisma da FMS igin yapilan
fizyopatolojik degisimleri tanimlanmistir [15].

FMS sik sik kendisiyle beraber olusabilecek miyofasyal agri sendromu,
polimiyaljiya romatika, polimiyosit, hipotiroidizm, metastatik karsinom, romatoid artrit
(RA), juvenil romatoid artrit, kronik yorgunluk sendromu ya da sistemik lupus
eritematozus ile karigtirtlir ve yanlis teshis koyulur [13].

Osteoartrit ve RA’dan sonra en sik goriilen romatizmal hastalik olan FMS i¢in
baslangi¢ yas1 29-37 yaslari arasinda olsa da, tibbi sunum (formal tani) i¢in Yyas araligi
34-53 yaslaridir [14].

Amerika Birlesik Devletleri’nde 3-6 milyonda bir kiside FMS belirtileri
goriilebilmekte, Romatoloji arastirmalarindaki hastalarin  yaklasik % 15-20’si
(kadinlarin % 90’1n1) de yine bu hastaliga yakalanmaktadir [16].

FMS’de klinik semptomlar, biyolojik, psikolojik ve bilissel faktorlerin farklilig:
gibi bir takim nedenlerden otiirli bu hastalig1 alt gruplara ayrilmasi1 konusunda taraflar
toplanmis olsa da, temelde primer ve sekonder olmak {lizere 2 ana alt gruba
ayrilmaktadir. Lakin primer FMS i¢in daha ayrintili smiflandirmalar da ortaya
konulmustur. Bunlardan ilki, Thime ve arkadaslarina ait olan caligmada, 150 FMS’li
hasta 3 gesit psikososyal alt gruba ayrilmistir. Birinci grup hastalar disfonksiyonel olup
anksiyete ana sorundur. ikinci grupta psikiyakrik sorunlari olan hastalardir. Ugiincii
grupta pskiyatrik sorunlari olmayan hastalar mevcuttur [17].

Daha 6nceki tesebbiisler tamamen psikolojik ve biligsel 6zelliklere dayali olsada,
ikinci arastirmanin sahibi Giesecke ve arkadaglari bu Ozelliklerin yani sira,

norobiyolojik hiperaljezi/ hassasiyet derecesini de ek bir kriter olarak eklemistir.



Keza, benzer bir alt grup ayrimi s6z konusu olmustur. Birinci grup hastalarda
hassas noktalarda belirgin olarak artmis hassasiyet vardir fakat psikiyatrik sorun
goriilmemistir. Ikinci grupta orta derecede hassasiyet artis1 ve hafif psikiyatrik bozukluk
mevcuttur. Ugiincii grup hastalarda depresif ve kognitif degisikliklerin belirgin oldugu
psikiyatrik sorunlar gériilmustiir [18].

1990 yil1 6ncesinde, FMS tanis1 ayrimci ve 6znel verilere dayanirken, sistematik
bir sekilde bu sendromu kendine 6zgili bir tan1 olarak tanimlamak i¢in, II. Myofasyal
Agrt ve Fibromiyalji Diinya Kongresi’nde Kopenhag Deklarasyonu’nda biraraya
gelinmigtir [19].

Glinlimiize kadar cesitli FMS kriterleri ortaya atilmis olmasina ragmen, 1990
senesinde bir araya gelen Amerikan Romatoloji Birligi, toplam 558 kisiyi (293 FMS’li,
265 kontrol hasta), igeren arastirmasinda, %88 hassasiyet ve %81 6zgiinlikk saglayan
FMS siniflandirma ve tani kriterlerine hiikiim vermistir. Amerikan Romatoloji Birligi
(American College of Rheumatology- ACR) 1990 yilinda FMS’in simniflandirilmast igin
2 temel olgiit kabul etmistir.

Viicudun alt ve iist boliimiinde, sag ve sol yarisinda en az 3 aydir devam eden yaygin
agr1 ve hassasiyet,

18 hassas noktanin en az 11’inde palpasyonla hassasiyet,

FMS tanis1 i¢in yukaridaki 2 kriterin birden bulunmasi lazimdir. Sekil 2.1.’de 18 hassas
nokta ve Tablo 2.1.’de FMS tan1 kriterleri gosterilmektedir. Bu iki kriter disinda farkl

bir rahatsizligin mevcudiyeti FMS’i ekarte etmez [20].



Sekil 2.1. FMS’de goriilen 18 hassas nokta*

* ( The Three Graces, afer Baron Jean- Baptise Regnault, 1973, Louvre Museum, Paris;
Akt Wolfe ve ark., 1990) alinmistir [20].

Tablo 2.1. FMS Tani Kriterleri

1. Yaygin agn oyKkiisii

Tamm:
Agrinin yaygin kabul edilmesi i¢in viicudun sag ve sol tarafinda, belin {izerinde
ve altinda olmasi gerekmektedir. Ek olarak, boyun, gégiis 6n duvari, torakal

veya lomber agris1 gibi aksiyel agris1 olmalidir.

2. Parmakla palpasyonda 18 bilinen hassas noktanin 11°de agr
Tamm: Parmakla palpasyonla asagidaki 18 hassas noktanin en az 11 inde agr

bulunmalidir:




Oksiput: Bilateral, suboksipital kas insersiyonlarinda.

Alt servikal: Bilateral, C5- C7 intertransvers araligin 6niinde.

Trapez: Bilateral, {ist sinirin orta noktasinda.

Supraspinatus: | Bilateral, origolarda, spina skapula iizerinde, spina i¢ kenarina

yakin.

Ikinci Kosta: Bilateral, ikinci kostokondral bileskede, bileskenin {ist

ylizeyinin hemen lateralinde.

Lateral Bilateral, epikondillerin 2cm. distalinde.

epikondil:

Gluteal: Bilateral, kasin 6n kivriminda kalga tist dis kadraninda.
Biiyiik Bilateral, trokanterik ¢ikintinin posteriorunda.
Trokanter:

Diz: Bilateral, medial yag yastik¢iginda eklem ¢izgisi

proksimalinde.

Dijital palpasyon, yaklasik 4 kg bir giic uygulanarak yapilmalidir. Bir noktanin
agrili sayilmasi icin hasta palpasyonun agrili oldugunu sdylemelidir. “Hassas”™ ifadesi,
“agril1” olarak kabul edilmez.

Siniflandirma amaciyla, her iki kriteri de karsilayan hastalar FMS olarak kabul
edilir. Yaygin agr1 en az 3 ay siireli olanhdir. Ikinci bir klinik bozuklugun varligi, FMS

tanisini ekarte ettirmemektedir [21].



FIBROMIYALJI DONGUSU

AGRI » KAS
GERGINLIGI

KAS GUNLUK
TUTUKLUGH STRES

DEPRESYON II\IIII*
AKTIVITE
YORGUNI 1"

Sekil 2.2. FMS dongiisii [22]
Sekil 2.2.’de polisemptomik bir hastalik olan FMS’i tetikleyen faktorlerin birbiriyle

olan iligkisi gosterilmektedir. Tablo 2.2.’de Tirkyillmaz ve arkadaslar1 (2012), 37
FMS’li ve 31 saglikli kadin igeren, FMS’e sahip hastalarin yasam kalitesini ve klinik

ozelliklerini tespit etmek amaciyla ylriittiikkleri ¢alismadan elde edilen sonuglar yer

almaktadir [23].

Tablo 2.2. FMS’li hastalarda goriilen semptomlar ve yiizdeleri

Semtomlar %

Uyku rahatsizliklar 9086,5
Yorgunluk % 94,6
Sabah tutuklugu % 81,1
Bas agris1 % 83,8
Bas donmesi/ Sersemlik % 64,9
Uretra sendromu % 54,1
Dismenore % 75,7
Parestezi % 78,4




Nefes darlig1 % 51,4
Anksiyete % 86,5
Depresyon % 67,6
Irritabl barsak sendromu % 73

Sika sendromu % 62,2
Reynaud fenomeni % 54,1
Oznel sislik hissi % 51,4

2.1.3. Fibromiyalji Epidemiyolojisi

FMS, yetiskin insanlarda %2 oraninda prevalansa sahipken, kadinlarda erkeklere
gore ve diger wrklara kiyasla beyaz irkda goriilme sikligi daha yiiksektir. Yasin
ilerlemesiyle birlikte 60 yas tizeri kadinlarda %7’lere kadar ulagmaktadir. Ayni
zamanda kadin olmak, diisiik egitim ve gelir diizeyine sahip olmak, bosanmis olmak,
FMS i¢in 6nde gelen risk faktorleridir [24,13].

Donmez ve Erdogan, ACR kriterleriyle, Amerika Wichita Kansas’ta yiiriitiilen
epidemiyolojik bir c¢aligmayi, FMS’nin yetiskin toplumda goriilme sikligr %2
(kadinlarda % 3,5, erkeklerde % 0,5) seklinde rapor etmistir. Ulkemizde, her sene
yaklasik 100,000 kisiye FMS tanis1 konulmakta ve bu rahatsizligin doktorlar tarafindan
daha iyi anlasilmasiyla bu sayr giderek artmaktadir. Tiirkiye’de yapilan bir bagka
arastirmada 20-64 yag araligindaki kadinlarda, diinya geneline benzer bir prevalans %
3,6 gorilmistiir [13].

Bazi bilim insanlarina gore, erkeklerde hassas nokta sayis1 daha azdir ve bu
yiizden tan1 koyulma orani daha diisiiktiir. Goldenberg ve arkadaslarinin 1995 yilindaki
aragtirmasinda, kadin-erkek toplam 332 FMS’li hastada semptom ve hastalik siddeti ile
ilgili bir fark bulunamamistir. Bir baska ¢alismada FMS’li 40 erkek hasta ile kadin, yas
ve egitim diizeyleri bakimindan eslestirilmistir. FMS, erkeklerde nadir goriilmesine
ragmen, kadinlara gore diistik fiziksel fonksiyon ve yasam kalitesi gibi daha siddetli

belirtiler rapor edilmistir [25-26].



Yunus ve arkadaglari ise, yaslar1 17 veya daha kiigiik olan 33 primer FMS’li
hastay1 cinsiyet ve yas yoniinden eslestirdigi konrtol grubuyla yaptigi calismasinda
kizlarin daha fazla yatkinlik gésterdigini ve tipki yetiskin FMS’li hastalardaki gibi uyku
bozuklugu, anksiyete, bas agrisi vb. semptomlarin varligint vurgulamistir [27].

Ayrica, Durmaz ve arkadaglarinin 2013 yilinda yayinladig1 calismaya gore, 1109
okul ¢ag1 yasindaki ¢oguklardan, 13 erkek, 48 kiz olmak {izere toplam 61 (%5,5) ¢ocuk
hasta Juvenil Fibromiyalji Sendromu kriterlerini karsilamaktadir [28]. Yine Yunus ve
arkadaslarina ait bir bagka arastimada, 60 yas ve istii yas araligina sahip 31 FMS’li
hasta ile 63 geng hasta karsilagtirilmis ve uyku sorunundan yasli hastalarin daha fazla

etkilenmesi diginda 6nemli bir farklilik saptamamistir [29].

2.1.4. Fibromiyalji Etiyolojisi

Fibromiyalji hastaliginin etiyolojisi tam olarak bilinmemektedir. Fakat bazi
enfeksiyonlar, gribe benzer hastalik, HIV enfeksiyonu, paryoviriis enfeksiyonu, hepatit,
persistan stres, kronik uyku bozuklugu, fiziksel ve duygusal travmalarin FMS ile iligkisi
oldugu ileri siiriilmektedir [13,30].

Arnold LM ve arkadaglarinin yaptgi bir ¢alismada, FMS’li hastalarin birinci
derece akrabalarinda, bu sendromun sikligi 8 kat daha fazla goriilmiistiir. Boylece,
ailevi birikimle genetik gegis olabilecegi kanisina varilmstir [30].

Marinus ve arkadaglarmin 2006 yilinda yapmis oldugu bir arastirmada, boyun
travmasi gegirenlerin alt ekstremite kirig1 gecirenlere oranla bir yilda 13 kez daha fazla
FMS semptomlari belirlenmistir [31].

FMS’in ortaya ¢ikis nedenini sorguladigimizda yasam kalitesini ciddi bir sekilde
bozan psikolojik stresin kronik agrili sendromlari harekete gecirdigini goriiriiz.
Psikolojik stres bas gosterdigi zaman FMS’deki hassas noktalar hemen harekete gecer
ve bu uyariciya tepki verir. Bu sendromlarin ortaya ¢ikmasinda ciddi bir ebeveyn
desteginin yoksunlugunun yaninda kisinin ¢ocukluk doneminde yanlis deneyimler
edinmesi de ayrica etkendir. Ozellikle yogun strese yatkin kisilerde savas gibi olumsuz

durumlar FMS’yi tetikleyen en 6nemli tetikleyicidir [13].

10



2.1.5. Fibromiyalji Patogenezi

1869 yilinda Beard’in yaptig1 bir arastirmada, somatik yakinmalarin fazla fakat
fiziksel bulgularin daha az oldugu bir rahatsizlik seklinde nevrasteni tanimiyla, FMS’i
tanimlamaya caligmistir. Patogenezde kasa dair sebepler, uyku bozukluklari, néropeptit
degisiklikleri gibi cesitli teoriler ileri atilmig olsa da, kesinlik saglayamamistir. Bu

teorilere goz atacak olursak, [32]

2.1.5.1. Kas Calismalart
FMS’de baslica belirti kas-iskelet agris1 olsa da, kaslarda inflamasyona isaret
eden bir bulguya rastlanilmamistir. FMS’de agr1 kaynaginin periferik oldugunu gosteren

kaslarla ilgili 6zellikler ve bulgular asagidaki gibidir.

o Hastalarin agrili bolgeyi gostermesi,

o Egzersizden tipik olarak 24 saat sonra agrida artma,

o Epidural blokla agrida azalma,

o Karakteristik miyaljik odaklarin ( duyarli noktalar ) bulunmast,

o Yiiksek enerjili fosfat diizeylerinde fokal azalmalar,

o Tetik nokta enjeksiyonu sonrasi bolgesel agrida azalma,

o Duyarli nokta bdlgelerinde kas oksijenasyonunun fokal olarak bozulmasi,

o Duyarli nokta bolgelerinde igne EMG aktivitesinde artma saptanmasidir [33].

2.1.5.2. Uyku Bozuklugu

1975 yilinda Moldofsky ve arkadaslari, FMS’li hastalarin non-REM uyku
evresinde, normalde var olan delta dalgalarina ek olarak alfa dalgalarinin da varliginm
belirlemistir. Fakat bu bulgu, FMS’li hastalarin biitlinliinii kapsamamaktadir. Non-REM
uyku bozuklugu hem FMS’li hastalarda hem de kronik agrili hastalarda da gériilmiistiir.
Growth hormon eksikligi olan bir kissm FMS’1i hasta i¢in, non-REM uyku bozuklugu,

hormonun bu evrede salgilanmasindan 6tiirii sorun teskil etmistir [34].
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2.1.5.3. Noroendokrin Bozukluklar

FMS’li hastalarin %30 kadarinda deksametazon testinde anormallik ve 24 saatlik
idrarda serbest kortizol miktarinda diisiikliik, plazma kortizol diiirnal ritminde bozulma,
aksamlar1 kortizol diizeyinde gorece yiikseklik gibi hipotalamo-piriiter- adrenal aks
(HPA) fonksiyonu bozukluklari belirlenmistir. FMS’li  hastalarinda sempatik
hiperaktivite, parasempatik hipoaktivite gibi otonom sinir sistemi bozukluklari

goriilmesine karsin, bu durum kronik agrili hastalarin ¢ogunda belirlenmistir [13,35].

2.1.5.4. Genetik

Fibromiyalji sendromuna sahip hastalarin aile bireylerinin bir ya da daha fazlasi
beklenenden daha sik bu hastaliga yatkinlik gostermistir. Koseoglu ve arkadaglarinin
aragtirmasina gore, FMS’nin etiyopatogenezinde hastalarda kalitim ¢esidi tam olarak
belirlenemesede, poligenik olabilecegini disiindiiren yiiksek seviyede ailevi yigilma
goriilmistir.  FMS etiyolojisi ile baglantili oldugu diisiiniilen serononinerjik,
dopaminerjik ve katekolaminerjik sistemler ile Substans P reseptér gen polimorfizm
calismalar1 kanit olarak sunulmustur [36].

Ayrica, serotonin tasiyict gen (5-HTTLPR) promotor bolgenin genotiplerini
analiz etmek maksadiyla yapilan bir baska aragtirmanin sonucunda, 5-HTTLPR’in
FMS’li hastalar i¢in L/L genotip sikligi %27, L/S genotip sikligi %42, SIS genotip
sikligr %31°dir. Saglikli kontrollerde ise L/L genotip sikligi %34, L/S genotip siklig1
%50, S/S genotip sikligi %16°dir. S/S genotip sikliginin, FMS’li hastalarda daha yiiksek
bir orana sahip oldugu tespit edilmistir. Bu sonugla birlikte, FMS hastalarin en azindan
bir alt grubunda, depresyon, gerginlik hali ile iliskili olabilecegi ve degismis serotonin
metabolizmasini tagidigi goriisii ileri stirtilmiisttir [37].

Giirsoy ve arkadaslaria ait bir aragtirmada, serotonerjik disfonksiyonun, FMS
patofizyolojisinde etkisi olabilecegi 6ne gorilmiistir ve FMS’ de 5-HT2A reseptor
genindeki T102C polimorfizmi arastirtlmistir. FMS etiyolojisi ile anlamli bir sonuca
vartlmasa da psikiyatrik semptomlarin sorumlu olabilecegi kanisina varilmistir [38].
Doku uygunluk antijenleri HLA (Human Leukocyte Antigens) ile FMS arasinda zayif
bir bag oldugu tespit edilmistir [39].
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Buskila ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada, FMS’li hastalarda D4
reseptor geni eksonlll 7 tekrar allel sikliginda 6nemli bir diisiis rapor edilmistir. Ayrica
FMS’li hastalarda degisiklige ugramis Dopamin D2 reseptér fonksiyonu
gozlemlenmistir. Cevresel faktorler (mekanik ve duygusal travma) genetik olarak

FMS’ye yatkinlik gosteren bireylerde, bu hastalig: tetikleyebilir [40].

2.1.6. Ostrojen

Hormonlar, hayatimizi kontrol eden kimyasal habercilerdir. Hayati 6neme sahip
hormanlardan bir tanesi olan o&strojenler primer olarak overlerde Graaf folikiiliin
graniiloza hiicrelerinde salgilanmaktadir. Hem kadin, hem de erkek bireylerde
bulunmasina ragmen, lireme donemindeki kadinlarda seviyeleri ¢ok daha yiiksektir.
Ostrojenler, 18 C’lu steroidler olup, sentezi Folikiil Uyarict Hormon (FSH) ve Liiteinize
edici Hormon (LH) tarafindan kontrol edilir. Bu hormonlar, yiiksek oranda
kolesterolden, ve Asetil-KoA (CoA)’dan da sentezlenir. Adrenal bezde sentezlenen
androstenedion, periferde Ostrojenlere doniisiir. Aslinda 6nce progesteron ve testosteron
salgilanir ve sonra graniiloza hiicrelerinde testosteronun tiimii ve progesteronun ¢ogu
dstrojenlere doniisiir. Ostrojen ve progesteron overlerden dongiisel bir sekilde salinir ve
menstriiel dongiiniin ilk yarisinda dstrojen salgist hakimdir.

Kimyasal olarak farkli formlar1 mevcuttur. 3 g¢esit Ostrojen bulunmaktadir. En
giiclii Ostrojen hormonu, Ostrodioldiir (estradiol-17f). 3 numarali karbonda bir —OH
grubu iceren, fenolik 6zellikte, A halkasi aramotik, gravimetrik etki giicli en yiiksek
olan dogal bir 6strojendir. Ayn1 zamanda fizyolojik acidan en aktif formdur.

Ostrodiol, periferde 17p- hidroksisteroid dehidrogenaz enzimi ile kismen ikinci
bir hormon ¢esidi olan Ostrona cevrilir. Etki gli¢lerini kiyaslayacak olursak, ostrodiol>
ostron > ostriol’diir. Ostrodiol; dstronun 12, strioliin 80 kati kadar ostrojen etkiye
sahiptir. Viicutta bunlar enzim reaksiyonlart sonucu androjenlerden salgilanir.
Ostradiol testosterondan, stron da androstenedion'dan sentezlenir. Ostron, dstradioldan
daha zayif etkilidir ve menopoz sonrasi kadmnlarda Ostradioldan ¢ok Gstron bulunur.
Postmenopozal kadinlarda en fazla bulunan 6strojendir. Sekil 2.3., Sekil 2.4., ve Sekil
2.5.te bu 3 formun kimyasal yapilar1 gosterilmektedir. Over dis1 sentez yerleri,

plasenta, adrenal korteks, testisler (burada androstendionun kiigiik bir miktar1 dstrojene
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cevrilir), periferik dokulardir (6zellikle yag dokusunda androjenler, aromataz enzimi

tarafindan Ostrojene doniistir) [41].

OH

nOH

HO

Sekil 2.3. Ostriol. D halkasina ( en sagdaki ) bagh iki ~OH grubu [42]

HO

Sekil 2.4. Ostrodiol. D halkasina ( en sagdaki halka) bir -OH grubu [42]

HO

Sekil 2.5. Ostron. D halkasina (en sagdaki halka) bir keton grubu bagli [42]
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Ostrojenler plazmada seks hormonlar1 baglayici proteinlerine (SHBG) bagh
olarak tasinir ve yine kendilerini tasiyan bu proteinin miktarini arttirirlar. Ortalama 30
dakika i¢inde dokulara niifuz ederler. Tiim Ostrojenler, karacigerde siilfiirik asit
(stilfotransferaz enzimi ile) ve glukuronik asitle konjuge edilerek inaktive edilir.
Ostrojenlerin en 6nemli etkileri, genital organlar {izerinde olup, kapillar damarlarin
kanla dolmasini saglarlar. Dolayisi ile uterusun agirlik ve hacim artisina izin verir.
Ovaryumun gelismesinde etkin bir rol oynamasinin yani sira, protein ve RNA sentezini
uyararak doku ve organ gelisimine katkida bulunur [43].

Ayrica, Ostrojen tesiri altindaki endometriyum epitel ve stroma hiicrelerinde
mitoz ve vaskiilarizasyon artar. Progesteronun aksine, vajina epitelinin kalinlasmasi ve
keratinizasyonunda gorev alir. Memelerin gelismesinde progesteron hormonu ile
sinerjik bir etki saglar. Kadinlarda, kal¢a ve uyluklarda yag depolanmasina yardimci
olurken, karacigerde hormon ve metal tasiyan proteinlerin sentezini arttirip, albiimin
seviyesini azaltir. Hiperpigmentasyon saglar, prolaktin seviyesini yiikseltir. Bobrekte su
ve tuz geri emilimininde, cildin ince kalmasinda rol oynar. Kadinlarda kemik
metamolizmasini ciddi sekilde etkilemekle birlikte eksikliginde kemik rezorpsiyonunda
artis ile sonuglanir. Ek olarak 6strojenin, paratiroid hormonunun osteoblastlara etkisini
inhibe etttigi rapor edilmistir [44].

Ostrojen damar genislemesini arttirirken, ateroskleroz gelisimi ve yaralanmaya
kars1 kan damarlarinin yanitini inhibe eder. Yani anti-aterosklerotik etki gdsteren
Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein (HDL) diizeyini yiikseltip, Diisik Yogunluklu
Lipoprotein (LDL) seviyesini diisiiriir [45].

2.1.6.1. Ostrojen reseptorleri

Ostrojen reseptdrlerinin hem stoplazmik hemde niikleer formlar1 mevcut olup
ostrojen a (ESR1) ve ostrojen [ (ESR2) steroid hormon reseptdr siiper ailesinin
tiyeleridir. Bu reseptorler hatr1 sayilir bir homoloji goéstermektedir. Tiim steroid
hormonlar1 gibi bunlar da, aktive edildikleri zaman gen ekspresyonunu degistiren
transkripsiyon faktorleridir. Ostrojen reseptorleri, gerek dstrojen baglayicilar1 gerekse

Ostrojen yoklugunda biiyiime faktorleri tarafindan aktive edilir [46].
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Sonraki aktivasyon mekanizmasi, biiyiime faktorlerinin lokal konsantrasyonlari
yiiksek oldugunda yada serum Ostrojen konsantrasyonlar: (erkek ve menapoz sonrasi
kadilarda oldugu gibi) diisiik oldugunda calisabilir. Ostrojen reseptdrlerinin, dstrojen —
bagimsiz aktivasyonu, damar ve damar dis1 hiicrelerde farkli hiicre i¢i yollarla olugabilir
[47].

Ostrojen reseptorleri, hiicreler iginde bulunan proteinlerin bir grubu olmakla
birlikte, 17 B-estraid tarafindan aktive edilirler. Vaskiiler endotel ve diiz kas hiicrelerine
yiiksek afinite ile baglanan Ostrojen ve ESRI1, kadin ve erkekteki vaskiiler hiicre
tirlerinde ve miyokard hiicrelerinde tespit edilmistir [48]. Normal kadin ve erkekte
farkli vaskiiler yataklardaki ESR1 ve ESR2 ekspresyon seviyeleri ile anormal damarlara
sahip kisilerde heniiz iyi karakterize edilmemistir. ESR1’in varyant formlar1 vaskiiler
hiicrelerde eksprese edilir ve bu bulgularin klinik 6neme sahip oldugu ileri siiriilebilir
[49].

ESR1 ve ESR2, farkli dokularda, farkli dagilim gosterirler. Mesela, ESR1
miktar1 uterus ve meme bezlerinde fazla iken; akciger, immiin sistem, iirogenital
kanallar, kemik, bobrek, merkezi sinir sisteminde ESR2 orani daha yogun bir sekilde
tespit edilmistir [41,50].

ESR1, diiz kas ve endotel hiicrelerde belirli hedef genleri aktive eder. ESR2,
yapisal ve fonksiyonel olarak, ESR1’den farklidir. Fonksiyonel ESR2, nitrik oksit sentaz
ekspresyonunu diizenleyen miyokard hiicrelerde de mevcuttur. Homodimer formuna ek
olarak ESR1 ve ESR2 birbirleriyle heterodimer yap1 da olusturabilir [51].

Ostrojenin bahsi gecen transkripsiyon etkisini agiklayacak olursak, 17a-
ostrodioliin hiicre membranindan gegip, ESR1 ve ESR2’nin niikleer formuna [ya DNA
tizerinde ERE (estrogen response element) denen alana yada AF1 (activation function-
1/NH2-terminal transcriptional AF1) Fos/jun heterodimerlerine] baglanir. Bu etkileme
sekli direkt genomik mekanizma bigiminde isimlendirilir. Indirekt genomik
mekanizmaysa 17a- Ostradioliin, hiicre membraninda yerlesik bulunan ESR1 ve ESR2
ile etkilesmesiyle olugmaktadir [52]. Sekil 2.6.°da ESR1 ve ESR2’nin yapisi

gosterilmektedir.
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Sekil 2.6. ESR1 ve ESR2 Yapist [53]

Ostrojen reseptorlerinde, ligandlarin baglandigi C- ucu (LBD), yiiksek oranda
korunan DNA-baglanma bélgesi (DBD), N-ucunda bulanan diizenleyici proteinlerle
ilgili bolge mevcuttur. Bu alanlarda en az iki tane transkripsiyon aktivasyonu yapan
bolgeler (AF-s) olup, AF-1 N- ucunda, AF-2 ise C-ucunda ve ligand bagimlidir.

Ozellikle mutasyon analizleri icin bu bdlgenin énemi yiiksektir. Ciinkii AF-2
ligand bagimli yolda birden fazla transkripsiyonel koaktivatorler ile etkilesimde bulunur

[50-53].

2.1.6.2. Ostrojen Reseptir 1 Geni (ESRI)

ESR1 geni, 8 ekzon 7 introndan olusan, 6. Kromozomun g25.1 bdolgesinde
yerlesik, 295.720 bg’li niikleotid dizisi igerir ve 1950 senesinde Elwood V. Jensen
tarafindan tanimlanmistir. Kodlama bolgesi 1785 niilkeotidli uzunluga sahip olmakla
birlikte 595 aminoasit ve 66216 Da’lik bir protein iriinii olusturur. Tablo 2.3.’de ESR1

genine ait diger bilgilerden bahsedilmistir.

Tablo 2.3. ESR1 Geninin Ozellikleri

GEN (ESR1)
OMIM No. 133430
Gen 1D No. 2099
Kromozomal lokalizyon 6025.1
Genin uzunlugu 295721 bg.
mRNA uzunlugu 6456 bg.
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Aminoasit say1s1 595 aa.
Ekzon, intron sayisi 8 ekzon
7 intron
Calisilan Polimorfizm 397T>C ve 351 A>G
Calisilan Polimorfizm yerleri 397T>C icin Intron |
351A>G igin Intron |
SNP No. rs 2234693 ve rs 9340799

ESR1 ve ESR2 genini kodlayan proteinler A, B, C, D, E ve F olmak {izere
toplam 6 bélgeye sahiptir. A ve B bolgeleri aktivasyon islevi (AF-1) yoluyla, hiicreye
Ozglin sekilde hedef genin ifade edilip aktiflestirilmesini saglar. Aynm1 zamanda
koaktivator proteinlerle direk iliski kurar. AF-1 bolgesi, ESR2’de mevcut degildir.

C bolgesi ise ESR1 proteinin DNA baglanma bdlgesi olup, hedef genlerin
Ostrojen yanit elementlerine baglanmasinda ve reseptor dimerizasyonunda gorev alir. D
bolgesi, 40-50 aminoasitlik bir bolgedir. DNA baglanma bdlgesini ligand baglanma
bolgesinden ayirir ve tipki C bolgesi gibi dimerizasyondan, korepressor poteinlerle
etkilesimden sorumludur. E bolgesi, biinyesinde ligand baglanma bolgesini ve
aktivasyon islevini (AF-2) barindirir. Bununla birlikte dimerizasyon ve reseptor
proteinin ¢ekirdek yerlesiminde gorev alir. F Bolgesi, karboksil ugta bulunan son
bolgedir. Dimerizasyon, kofaktér baglanmasi, ESR1 proteinin gen aktivasyonu

kapasitesinde etkin rol oynar [53,54].
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Sekil 2.7. ESR1 Gen Yapisi ve Polimorfik bolgeleri [3]

ESR1 gen lokusunun genetik taramasi, ¢esitli polimorfik bdlgelerin varligim
ortaya ¢ikarmustir. Sekil 2.7.°de ESR1 geninin hem yapisint hem de intron 1de meydana
gelen 397T>C, 351A>G gibi ¢ok calisilan polimorfizmleri ve genin promotdr bolgesi
icindeki degisken sayidaki tandem tekrarlart (VNTR) gosterilmektedir. ESR1 geninin,
intron 1 397T>C polimorfizm bdlgesi, ayn1 zamanda bir transkripsiyon faktorii olan
Myeloblastosis (myb)’nin tanima noktasidir. Gennari ve arkadaslarina gore, bu
polimorfizm (C alleli) myb transkripsiyon faktoriiniin baglanmasini etkiler ve haliyle
transkripsiyonun azalmasini saglar [3].

ESR1 genine ait baz1 polimorfik noktalarda gerc¢eklesen polimorfizmler ve ilgili

hastaliklar1 su sekilde siralayabiliriz;
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397T>C polimorfizmi (rs2234693) prostat, meme, over, kolon kanserleri,
spontan  diisiikliik, biligsel bozukluklar, depresyon, osteoartrit, oSteoporoz,
endometriyozis, erken yumurtalik fonksiyonu, yaslanma, obezite, anksiyete,
premenstriiel disforik bozukluklar, kisirlik [5,6,55-67], 351A>G polimorfizmi
(rs9340799) ise bilissel bozukluk, spontan diisiikliik, Alzheimer hastaligi, anksiyete,
kardiovaskiiler hastaliklar, kisirlik, disforik bozukluklar, endometriyozis, depresyon gibi
hastaliklar ile iliskilendirilmistir [5,6,59-69].

Yine ESR1 genine ait bir baska polimorfizm olan TA tekrar1 (rs3138774) ise
Atriyal Fibrilasyon, dogum sonrasi depresyon, saldirganlik, endometriyozis, kisirlik,

prostat, meme kanserleri, Hepatit B ile iliskili bulunmustur [6,66,67,70-72].

20



3. GEREC VE YONTEM

3.1. CALISMA GRUBU

Gaziosmanpasa Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Fiziksel Tip ve
Rehabilitasyon Anabilim Dalina bagvuran ve FMS tanis1 alan 100 hasta ve kontrol
grubu olarak saglikli 119 birey c¢alisma grubunu olusturdu. Hasta ve kontrol
grubunundaki bireylerden c¢alismamiza dahil edildiklerine dair izinleri alindi. Bu
kapsamda, Tibbi Biyoloji Anabilim Dalinda bulunan ve Etik kurul komisyonundan
2012/03 toplant1 nolu, 12-BADK-44 proje nosuyla onay alan eski ¢alismamizdan arta
kalan DNA o6rnekleri kullanildi. Calismanin tamami Gaziosmanpasa Universitesi T1bbi
Biyoloji ve Genetik Laboratuvari’nda yapildi. Tablo 3.1.’de FMS’li hastalarin ve
kontrol grubundaki bireylerin c¢aligmaya dahil edilme ve edilmeme kriterleri
gosterilmektedir.

Tablo 3.1. Hastalarin ve kontrol grubundaki bireylerin arastirmaya dahil edilme ve

edilmeme kriterleri

Dahil Edilme Kriterleri Arastirmanin Hasta Grubu Icin Dahil Etme
Olgiitleri;

1. FMS Tanis1 Konulmus olmasi
2. Yazil bilgilendirilmis olur formunu imzalamig
olmast

3. 18 yasindan biiytik olmasi

Arastirmanin Kontrol Grubu i¢in Dahil Etme
Olciitleri;
1. FMS tanis1 almamis olmasi
2. Yazili bilgilendirilmis olur formunu imzalamis
olmasi

3. 18 yasindan biiyiik olmasi
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Dahil Edilmeme Kriterleri

Arastirmanin Hasta Grubu Icin Dahil Etmeme
Olciitleri;
1. FMS tanis1 almamis olmasi
2. Yazili bilgilendirilmis olur formunu imzalamamais
olmast

3. 18 yasindan kii¢iik olmasi

Arastirmanin Kontrol Grubu i¢cin Dahil Etmeme
Olciitleri;
1. Yazli bilgilendirilmis olur formunu imzalamamis
olmasi

2. 18 yasindan kii¢iik FMS tanis1 almis olmasi

3.2. CALISMADA KULLANILAN ARAC VE GERECLER

3.2.1. Aletler ve Cihazlar

1. PZR Cihazi (Termal Cycler) (Techne, TC 4000, TC 412)

O© 00 3 O W K~ W DN

. Elektroforez Tanki1 (Cleaver Scientific, MSCHOICE)

. Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Thermo Scientific, EC 300 x L)

. Jel Goriintiileme Sistemi (QUANTUM-ST4, 1000/20M- 09200806)
. Bilgisayar (Exper, Intelcore2)

. Manyetik Karistiric1 (Velp Scientifica,F20520162)

. Mikrodalga Firin (Argelik Intellowave, MD 554 )

. Hassas Terazi (Kern, ABJ 220-4M)

. Mikrosantrifiij (Mikro120, Hettich Zentrifugen D- 78 532n)

10. Vorteks (Velp Scientifica; F20220176)

11. Mikropipet Seti (Thermo Scientific )

12. Etiiv (Memmert, Beschickung-Loading 100- 800 )
13. Otoklav (HMC Hirayama, HV-25L)

14. Buzdolab1 (Vestel, BZP-L3302W)

15. pH metre (IHANNA, 507702)
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3.2.2. Kimyasal Maddeler
1. Tag DNA polimeraz (Fermentas, Lot:00162573 )
2. Pvull (Restriksiyon Enzimi) (Thermo Scientific, Lot: 0151205)
3. Xbal (Restriksiyon Enzimi) (Thermo Scientific, Lot: 00181230)
4. Primerler
Forward Primer (M6009H07)
Reverse Primer ( M6009H08)
5. Agaroz (Biomax, Lot: 134527)
6. Nusieve Agaroz (Prona (Gamma Micropor) ( Lot: 051366)
7. pUC mix marker (Fermantas Lot: 00151816)
8. 50 b¢ DNA Ladder (GeneRuler R0491)
9. Loading dye (Vivantis, Lot: 4011)
10. 100 mM dNTP set (Fermentas, Lot: 00070408)
11. Trisma Base (Amresco, Lot: 1621726)
12. Borik Asit (Amresco, Lot: 111110 625)
13. EDTA (Amresco, Lot: 3228B038)
14. Ethidium Bromide (Serva, 090107)
15. NaOH (Sodyum Hidroksit) (Riedel-de Haen, Lot:70440 UN 1823)

3.2.3. Cozeltiler

EDTA Soliisyonu (0,5 M)Hazirlanist

18,16 Na,EDTAX2H,0 80 ml distile su igerisinde manyetik karistirict ile karistirildu.
Coziilmenin olugabilmesi i¢in 2,0 g NaOH karigsma eklendi (pH: 8,0 olacak). pH
ayarlamas1 HCI ile yapildi ve 100ml’ye tamamlandi (distile su ile). Hazirlanan EDTA

soliisyonu, otoklavlanip oda sicakliginda saklandi.

5XTBE (Tris-Borat-EDTA) Tamponu
54 g Trisma Base, 27,5 g Borik Asit ve 20 ml EDTA 500 ml distile su igerisinde
manyetik karistirici ile karistirildi. Homojen olunca 1 litreye distile su ile tamamlanarak

¢Oziildii. Cozelti oda 1s1sinda saklandi.
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Etidyum Bromid Soliisyonu (10mg/ml)
0,1 g Etidyum Bromid 10ml distile su igerisinde bir gece boyunca manyetik karistiricida
kanistirildi. Kullanilacak tiipler aliiminyum folyo ile kaplandi. Hazirlanan soliisyon +4

°C’de saklandi.

Elektroforez Yiiriitme Tamponu
5XTBE tamponundan distile su ile seyreltilerek 1XTBE hazirlandi.

%2’lik Agaroz Jel (100ml)

2 g agaroz, 100 ml 1XTBE erlenmayer igerisinde karistirilip mikrodalga firinda 1,5- 2
dakika 1sitildi. Hafif sogumasi beklenerek (yaklagik 60°C) 3ul Etidyum bromid
(10mg/ml) eklenip hizli bir sekilde iyice karistirildi ve yiikleme yapilacak taraklari

hazirlanmis olan kasete dokiildii.

3.3. YONTEM

3.3.1. Genomik DNA Izolasyonu

Bu c¢alismada, Gaziosmanpasa Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali ve Fiziksel Tip ve Rehabilitasyon Anabilim Dali’nin
onceki ortak ¢aligmalarinda olusturulmus olan DNA’lar kullanildigindan dolay: tekrar

DNA izolasyonu yapilmamustir.

3.3.2. DNA’nmin Kalitatif Tayini

1,4 g agaroz, 70ml 1XTBE igerisinde kaynatilarak ¢oziindiirtildii, 60°C’ye kadar
sogutulduktan sonra 2,1 pl EtBr (10mg/ml) eklendi. Sivi haldeki jel, taraklari
yerlestirilmis olan agaroz jel elektroforez kabina dokiilerek donmaya birakildi.

1-2ul DNA, toplam hacim 5Sul olacak sekilde 10X yiikleme tamponu ile
karistirlarak jele yiiklendi. Ornekler 1XTBE tamponu igerisinde, 135 voltta(V) 25
dakika yiiriitiildiikten sonra jel, UV altinda incelendi ve bdylece genomik DNA’nin
kalitesi analiz edildi.
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3.3.3. DNA’nin Kantitatif Tayini

DNA, RNA, oligoniikleotidler ve hatta mononiikleotidler seyreltilmis veya
seyreltilmemis s1v1 soliisyonlar i¢inde, ultraviyole 15181 altinda (ayn1 zamanda goriiniir
dalga boylarinda) sahip olduklar1 absorbsiyon A, optik yogunluk (OD) iizerinden direkt
olarak oSlgiilebilir. Niikleik asitlerin konsantrasyonu genellikle bir kore (bos 6rnek) karsi
260 nm’de A olgiilerek belirlenir. Kontaminantlarin varligi, oran hesaplamasi ile ayirt
edilebilir. Proteinler 280 nm’de absorbladigindan otiirii A260/A280 orani niikleik
asitlerin safligin1 hesaplamak i¢in kullanilir. Saf DNA yaklasik 1.8, RNA ise yaklasik
yaklagik 2.0 degerini vermelidir. DNA ve RNA c¢ozeltileri 15181 kismen 280 nm’de ve
protein ¢ozeltileri 260 nm’de sogurdugundan 260 ve 280 nm (A260/A280) 6lgiim
araligindaki bir oran niikleik asitlerin saflik degerini verir.

DNA’larin derigimleri, 260nm dalga boyunda okunan OD degerinin, sulandirma
katsayis1t ve DNA katsayisi ile ¢arpilmasi sonucu pg/ml cinsinden belirlendi.

DNA (pg/ml) = A260 X Sulandirma oran1 X 50 (katsay1)

3.4. POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU (PZR) TEKNIGI

Polimeraz Zincirleme Tepkimesi (Polymerase Chain Reaction—-PCR), DNA
icinde yer alan, dizisi bilinen iki segment arasindaki 6zgiin bir bolgeyi enzimatik bir
sekilde ¢ogaltmak amaciyla uygulanan tepkimeler biitliniidiir.

Ik kez 1986 yilinda kesfedilen ve hizli bir gelisme gdsteren bu teknik, in vitro
kosullarda DNA dizilerinin ¢ogaltilmas1 esasina dayanir. Basit, spesifik ve hassas bir
metod olan PZR, temel olarak 3 asamadan olusur. Birinci adim, DNA zincirlerinin
acilmas: (Denatlirasyon) 92-95 °C’de 60-120 saniye arasinda tutularak cift sarmal
yapidaki kalip DNA iplik¢ikleri birbirinden ayrilir.

Ikinci asamada, primerlerin agilan DNA zincirlerine yapismasi (Annealing) dir.
37-65 °C’de primerler, agilan Dna zincirlerinin kendi baz dizilerine karsilik gelen
bolgelere yapisir. Uretilen baz uzunluguna gore 30-60 saniye arasinda gergeklesir.

Uciincii ve son adim, primerlerin uzamasi (Primer Extesion) dir. DNA
zincirlerine yapigsan primerler, DNA polimeraz enzimi (Tagq DNA polymerase) araciligi
ile 72 °C’de 60-180 saniye arasinda uzatilir. Bu basamaklarin toplami bir PZR devrini

ifade eder ve genel olarak 25-40 defa tekrar edilerek, baslangictaki kalip DNA
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dizisinden milyonlarcasi ¢ogalir. PZR i¢in kullanilan malzemeler; Kalip DNA, dH,0,
tampon, MgCl,, dANTP’ler (serbest niikleotidler), primerler ve Taq DNA polimeraz’dir
[73-76].

3.5. RESTRIKSIYON PARCA UZUNLUK POLIMORFIiZMi (RFLP) ANALIZI

Restriksiyon enzimleri kullanilarak, DNA’y1 farkli uzunluklarda fragmanlara
ayirma islemi olup, bu teknik polimorfizm ¢alismalarinda sik sik kullanilir. Restriksiyon
enzimleri genellikle 5-10 baz uzunlugunda spesifik bir niikleotid dizisini taniyip, bu
noktada kesim yaparak DNA’y1 ikiye ayirir. 200°den fazla farkli bakteri tiirlerinden elde
edilen bu enzimler, bakterilerin orijinal isim kisaltmasi ile adlandirilmustir. ilki
Hamilton tarafindan kesfedilen HindIII enzimidir. Her bir DNA molekiilii farkli kesim
noktalar1 olan bolgelere sahiptir ve ayni restriksiyon enzimi ile kesilirse, bireyin tasidigi
mutasyonlara bagli degisik miktar ve uzunlukta DNA fragmentleri elde edilir.

RFLP yontemi 4 temel asamaya sahiptir. DNA izolasyonu, PZR, elde edilen
PZR iiriinliniin restriksiyon enzimleri ile kesimi ve elektroforez ile kesilen fragmanlarin
ayrimi, goriintiilenmesi. Se¢ilen enzim, RFLP analizi i¢in hayati 6nem tasimaktadir.
Ciinkii secilen enzim, DNA’y1 birden fazla noktada keserse, ¢cok sayida ve birbirine
yakin uzunlukta fragmanlar olusurki uygulama zorlasir. RFLP, o6zellikle tek nokta
mutasyon analizinde sik¢a bagvurulan bir tekniktir. Tek nokta mutasyonlar ile olusan
veya zarar goren enzim kesim noktalar1 kullanilip, bu bélgelerde olusan mutasyonlari
saptamak miimkiindiir. Mutasyon noktasin1 saran primerlerle meydana gelen PZR
tepkimesinin akabinde, tek nokta mutasyon bdlgesinden kesen bir enzim segilip, analiz
edilir [77].

3.6. ELEKTROFOREZ TEKNIGi

Elektroforez, elektriksel bir alanda, molekiillerin yiik, agirlik, biiytikliiklerine
gore jel iizerindeki gogii esasina dayali bir tekniktir. Go¢ hizi; molekiil biiytikligi,
yapist, jelde kullanilan madde konsantrasyonu, iyonik kuvvet ve uygulanan akima bagh
olarak degisiklik gosterir. Agaroz, deniz yosunundan elde edilen bir polisakkarit olup,
cok hassas ve elle dokunuldugunda kolayca bozulabilen bir yapiya sahiptir. Agaroz
jellerde biiylik por caplart bulunur ve temelde 200 KDa’dan daha biiyiik molekiillerin
ayrilmasinda kullanilir [78,79].
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3.7. ESR1 GEN POLIMORFIiZMLERININ ANALIiZI

3.7.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu’nun (PZR) Analizi

ESR1 geni 397T>C ve 351A> G polimorfizmlerin belirlenmesi i¢in Y.-Y.Hsieh
ve arkadaglarinin yapmis olduklart PZR-RFLP yontemi asagida belirtildigi sekilde
modifiye edilerek uygulanmistir [80].
Bu polimorfizmlerin her ikisinin belirlenmesinde kullanilan ve ortak olan primerler,
PZR karisimlar1 ve amplikasyon sicakliklar1 asagida verilmistir.
ESR1 geni 397T>C ve 351A>G bolgesindeki polimorfizmleri belirlemek i¢in yapilan
PZR’larda, hedef gen bolgelerine 6zgiin olarak kullanilan primerler, Tablo 3.2.°de

gosterilmektedir.

Tablo 3.2. ESR1 geni 397T>C ve 351A> G bolgelerindeki Polimorfizmlerinin

analizinde kullanilan primerler

Bolge Primerler

397T>C ve 351A> G F5-CTGCCACCCTATCTGTATCTTTTCCTATTCTCC-3’
R5’-TCTTTCTCTGCCACCCTGGCGTCGATTATCTGA-3’

ESR1 geni 397T>C ve 351A>G bolgelerindeki polimorfizmleri restriksiyon
enzim analizi yontemi ile belirlemek amaciyla Tablo 3.4.’te verilen 397T>C ve
351A>G bolgelerinin ¢ogaltiminda kullanilan, 6rnek basina olan PZR karigimina gore;
her bir PZR tiipiinde bulunan 23’er pl’lik karigimin igerisine 2 pul DNA ilave edilerek
toplam hacim 25 pl yapildi. Tablo 3.5 ‘teki ESR1 geni 397T>C ve 351A>G
bolgelerindeki polimorfizminin belirlenmesinde kullanilan PZR programina gore
cogaltilmasi saglandi. ESR1 genine ait genomik DNA dizisi igerisinde bulunan; 397T>C
ve 351A>G degisimlerini iceren polimorfik bolgeler, primer baglanma boélgeleri ve

ekzonlar Tablo 3.3.’te verilmistir.
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Tablo 3.3. ESR1 Genine ait baz dizisi (Kaynak: NCBI)

61
121
181
241

4981
5041
5101
5161

gtagttgaca
tgcttcctgce
ggggagaaga
cagtatcaat
ctcctgtaaa

ttactgcatt

aacgtaaact
tgagaagtgt
ctgaggggca
aatgtttttg
tatgatagcc

tcctaatttc

acccgaaggg
gtgcatttgt
gatggggagt
ctttaaatca
catttattct

atggtcataa

ccagccttcet
gtatctggtg
aagaagggtc
ttgtcttctt
tctaatagaa

ctggatccta
atcgagatgt
agaaagctat
caatgttgct
aatttttcat

cttgagacct
ctggaagagt
tttggttcag
tcctttgtca
aattatttcc

cagcctcctg

tctaccgact

cagaacggat

tttaccaaaa ctgaaaatgc

aggctccatg

ctcagaagct

ctttaacagg

ctcgaaaggt

ccatgctcct

ttctcectgece

cattctatag

cataagaaga

cagtctctga

gtgataatct|

tctcttcaalg taggtactcc

tatttcttct

caatttattt

tttccttttt

gatataatgt

122341
122401
122461
122521
122581
122641
122701
122761
122821

155641
155701
155761

156661

156721

(ekzon 1)

tttccaqbtg

gcccgcececggt

ttctgagcct

tctgcceccectge

ggggacacgg

tctgcaccct

gcccgcggec

acggaccatg

accatgaccc

tccacaccaa

agcatctggg

atggccctac

tgcatcagat

ccaagggaac

gagctggagce

ccctgaaccg

tccgcagcetce

aagatccccc

tggagcggcc

cctgggcgag

gtgtacctgg

acagcagcaa

gcccgececgtg

tacaactacc

ccgagggcgce

cgcctacgag

ttcaacgccg

cggccgcecgce

caacgcgcag

gtctacggtc

agaccggcct

cccctacggce

cccgggtcectg

aggctgcggc

gttcggctcc

aacggcctgg

ggggtttccc

cccactcaac

agcgtgtctc

cgagcccgcet

gatgctactg

cacccgccgc

cgcagctgtc

gcctttcecctg

cagccccacyg

gccagcaggt

gccctactac

ctggagaacdg|

agcccagcgg

ctacacggtg

cgcgaggccyg

gcccgccggce

attctacagb

(ekzon 2)

cttttatctt
ctacacgagg

cctctttgtg
ccttctcaag

ctttcaaaca
tctcttcatt

ttccetttet
ctaaaaaatt

tcttcaglctg

ccaccctatc

tgtatctttt

cctattctcd

5/

ttctgtgttyg

tctgtttccecce

forward primer

tccatcagtt

agagaccctg

catctgagtt

agtgtggtct

3/

ccaaatgtcc cagctgtttt

cctggcccat
cattttcttg
tccaagttct

tacccgcgcece

gcccttcagt
ggtcttatat
caaaggaatg

atgctttgtc

(Polimorfik Bolge 397T>C Polimorfizm)

‘agagttggga tgagcattgg tctctaatgg

(Polimorfik bolge 351A>G polimorfizm)
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157081

157141
157201
157261

195121
195181
195241

258661
258721
258781
258841
258901
258961

326041
326101
326161
326221
326281

375481
375541
375601

408841
408901
408961
409021

419641
419701
419761

ttactgtttt

51

tttcccceccecca

glgccaaatke

agataatcga

cgccagggtg

gcagagaaag

3!

reverse primer

attggccagt

accaatgaca

agggaagtat

ggctatggaa

tctgccaagg

agactcgcta

ctgtgcagtg

tgcaatgact

atgcttcagg

ctaccattat

ggagtctggt

cctgtgaggg

ctgcaaggcc

ttcttcaaga

(ekzon 3)

cctgaaataa

tattaattct

gaagtattca

gtcctcttge

aggtaatagt

gtgttgaaaa

cgacttctat

ttttaataglg

acataacgac

tatatgtgtc

cagccaccaa

ccagtgcacc

attgataaaa

acaggaggaa

gagctgccag

gcctgecggc

tccgcaaatg

ctacgaagtg

ggaatgatga

aaggtglgtag

(ekzon 4)

tccacctgtg

gtacatctct

cccaggggcec

ttttcagbga

tacgaaaaga

ccgaagagga

gggagaatgt

tgaaacacaa

gcgccagaga

gatgatgggg

agggcagggyg

tgaagtgggg

tctgctggag

acatgagagc

tgccaacctt

tggccaagcc

cgctcatgat

caaacgctct

aagaagaaca

gcctggceccett

gtccctgacg

gccgaccaga

tggtcagtgc

cttgttggat

gctgagcccce

ccatactcta

ttccgagtat

gatcctacca

gacccttcag

tgaagcttcg

atgatgggct

tactgaccaa

cctggcagac

agggagctgg

ttcacatgat

caactgggcg

aagagggtgc

caﬂgtaagaa

(ekzon 5)

ttgcatttac
tttcaccagt

tccatctagt
aatgagtctt

agaaaataga
tttcatttga

ccttgtcagt
gtcagcaggg

tcaaatccct
tttttcttgce

gttgcattaa
ttgttttcag

gctttgtgga

tttgaccctc

catgatcagg

tccaccttct

agaatgtgcc

tggctagaga

tcctgatgat

tggtctcgtc

tggcgctcca

tggagcaccc

agggaagcta

ctgtttgctc

ctaacttgct

cttggacaglg

(ekzon 6)

gctatgtttt

taagtgacct

ggctgtagcet

taggagtagc

atgttctt

catagbaacc

agggaaaatg

tgtagagggc

atggtggaga

tcttcgacat

gctgctggct

acatcatctc

ggttccgcat

gatgaatctg

cagggagagyg

agtttgtgtg

cctcaaatct

attattttgc

ttaattctgly

(ekzon 7)

cctcatcctc

tttgagcttc

tctctctcecac

tgagttgata

tctctctectg

acacaagata

cgcattcagg

actcaatgct

agtgtacacg

tttctgtcca

gcaccctgaa

gtctctggaa

gagaaggacc

atatccaccg

agtcctggac

aagatcacag

acactttgat

ccacctgatg

gccaaggcag

gcctgaccct

gcagcagcag

caccagcggc

tggcccagcet

cctcctcecatce

ctctcccaca

tcaggcacat

gaggtgaggc

(ekzon 8)

attatattat
accatagcaa
tggtcagagg

ccttgataat
atgaatcaag
tataggtga

aaactggtaa
cccaaggagg

atataagtgt
ggtttgtgga

ttccctaagt
aactccaatt

tctatgagcc
tataaccagt
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Tablo 3.4. ESR1 geni 397T>C ve 351A>G bolgelerindeki polimorfizmlerinin

belirlenmesinde kullanilan PZR karisimi1

PZR bilesenleri ml/TUP
1. Steril bidistile Su 17 ul
2. PZR buffer 2,5ul
3. MgCl; (25mM) 1,5l
4, dNTP Mix (12,5mM) 0,3 ul
5. Forward Primer (10pmol/ul) 0,8 ul
6. Reverse Primer (10pmol/ul) 0,8 ul
7. Taq DNA Polimeraz (5 u/pl) 0,2 ul
8. Genomik DNA 2 ul
Tablo 3.5. ESR1 geni 397T>C ve 351A>G bdlgelerindeki polimorfizmlerin
belirlenmesinde kullanilan PZR programi
Program Tiirii Derece (°C) Zaman Dongii Sayist
[k Denatiirasyon 94 5dk. -
Denatiirasyon 94 30sn.
Baglanma 61 40sn. 31
Uzatma 71 90sn.
Final 72 10dk -

3.7.2. Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) Analizi:

Bu c¢aligmada, ESR1 geninin iki farkli polimorfizmi i¢in PZR programi ile
cogaltilmig polimorfik noktasini iceren PZR firlinleri restriksiyon enzim kesimi
asagidaki sekilde gergeklestirildi. ESR1 geni 397T>C polimorfizmini belirlemek igin
Tablo 3.6.’de belirtilen oranda restriksiyon enzim karisimi hazirlandi ve Pvull

restriksiyon enzimi ile 37 °C’de 18 saat kesime birakildi.
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Tablo 3.6. ESR1 geni 397T>C bolgesindeki polimorfizmin belirlenmesinde kullanilan

enzim kesimi kosullar1

Buffer 2 ul

Pvull enzimi (10u/pl) 1wl
5...CAG{ CTG..3’
3’...GTC T GAC..5’

dH.0 17 ul
PZR iiriinii 10 pl
Toplam 30 ul

ESR1 geni 351A>G polimorfizmini belirlemek i¢in Tablo 3.7.’da belirtilen
oranda restriksiyon enzim karigimi hazirlandi ve Xbal restriksiyon enzimi ile 37 °C’de

18 saat kesime birakildi.

Tablo 3.7. ESR1 geni 351A>G bolgesindeki polimorfizmin belirlenmesinde kullanilan

enzim kesimi kosullari

Buffer 2 ul

Xbal enzimi (10u/pl) 1wl
5. T{CTAGA.3’
3. ATAGATCT..5>

dH,0O 17 wl
PZR iiriinii 10 pl
Toplam 30 pl

3.8. Istatistiksel Yontemler

Istatistiksel analizler i¢in SPSS Istatistik Paket Program Versiyon 20.0 ve
Openepi 3.01 yazilim programi kullanildi. P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlaml
kabul edildi. Tespit edilen genotip sikliklar1 i¢in Hardy-Weinberg Denges’inden sapma

olup olmadig1 ki-kare (x?) testi ile arastirildu.
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4. BULGULAR

Bu c¢alismada ESR1 gen polimorfizmlerinin analizi PZR-RFLP ydntemiyle
gerceklestirildi. Calismaya dahil edilen 100 Fibromiyalji hastasi ve 119 kontrol grubunu

olusturan bireylerin yas ve cinsiyet dagilimi Tablo 4.1.”de verildi.

Tablo 4.1. Caligmaya dahil edilen FMS’li hasta ve kontrol grubundaki bireylerin

cinsiyet ve yas ortalamalarina ait istatistik bulgular

Ozellik FMS Hasta Grubu Kontrol Grubu P
(n=100) (n=119)
Cinsiyet
Kadin 100 (%100) 119 (%100) -
Erkek - -
Yas Ortalamast 42 83 +£11,50 42,2249,46 0,667

FMS’li hasta kadin grubundaki yas araligi 21-75 yas iken kontrol grubundaki kadinlarda
21-65 yastir. Hasta ve kontrol gruplart arasinda yas faktorii bakimindan uyumsuzluk

goriilmemistir (p=0,667).
4.1. POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU ( PZR ) ANALIZLERIi
ESR1 geni 397T>C ve 351A>G polimorfizmleri;

ESR1 geninin restriksiyon enzim kesim analizi yapilan 397T>C ve 351A>G Polimorfik
bolgelerini igeren 1374 bg’lik bolgesi Sekil 4.1.”de gosterilmistir.
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Tablo 3.4.’de verilen PZR karisimina ve Tablo 3.5.’de belirtilen PZR programina gore

cogaltilarak % 2’lik agaroz jel elektroforezi ile incelendi.

Sekil 4.1. ESR1 geni 397T>C ve 351A>G polimorfik bolgelerinin PZR iiriinlerinin
% 2’lik agaroz jeldeki goriiniimii. M: 50 b¢’lik Marker

Yukaridaki sekilde kuyular 1’den 9’a kadar numaralandirilmistir. “M” 50 bg’lik
marker’1 ifade etmektedir ve ESR1 geninin 1374 bp’lik bant boyu goriilmektedir.

4.2. RESTRIKSIYON PARCA UZUNLUK POLIMORFIiZMi (RFLP)
ANALIZLERI

ESR1 geni 397T>C polimorfizmi;

ESR1 geni 397T>C polimorfizmi Tablo3.4.’de verilen PZR karisimina gére ve Tablo

3.5.’de belirtilen PZR programina gore ¢ogaltildiktan sonra Pvull restriksiyon enzimi

ile 37 °C’de yaklasik 18 saat kesime birakildi.

ESR1 geni 397T>C polimorfizmini goriintiilemek amagl dnceden hazirlanmig
60ml 1XTBE tamponu igerisinde ¢oziinmiis % 3’likk (1.2 g agaroz ve 0.6 g nusieve
agaroz) olarak hazirlanmis jele yiiklenen kesim iriinleri, elektroforezde 135 V’da 35
dakika yiiriitiildii ve ultraviyole 1sikta incelendi. Kesim sonucunda olusan parcalar su
sekilde yorumlandi:

Gozlenen fragment boylari
TT (yabanil) homozigot 1374 bg.

TC heterozigot 1374 bg, 937 bg, 437 be.
CC (varyant) homozigot 937 bg, 437 bg
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Sekil 4.2. ESR1 geninin 397T>C polimorfik bolgelerinin PZR iriinlerinin
%3’k agaroz jeldeki goriiniimii. M: 100 bg’lik Marker

Yukaridaki sekilde ESR1 geni 397T>C polimorfizminin RFLP sonuglarina gore, 1,4,6,7
nolu kuyular TC heterozigot bireyleri; 2,8,9 nolu kuyular CC homozigot bireyleri;
3,5,10 nolu kuyular TT homozigot bireyleri gostermektedir.

ESR1 geni 351A>G polimorfizmi;

ESR1 geni 351A>G polimorfizmi Tablo3.4.’de verilen PZR karisimina gore ve Tablo
3.5.”de belirtilen PZR programina gore ¢ogaltildiktan sonra Xbal restriksiyon enzimi ile
37 °C’de yaklagik 18 saat kesime birakildi.

ESR1 geni 351A>G polimorfizmini goriintiilemek amagli 6nceden hazirlanmis
60ml 1XTBE tamponu igerisinde ¢oziinmiis % 3’lik (1.2 g agaroz ve 0.6 g nusieve
agaroz) olarak hazirlanmis jele yiiklenen kesim iiriinleri, elektroforezde 135 V’da 35
dakika yiiriitiildii ve ultraviyole 1sikta incelendi. Kesim sonucunda olusan parcalar su

sekilde yorumlandi:
Gozlenen fragment boylari
AA (yabanil) homozigot 1374 bg.

AG heterozigot 1374 bg, 982 bg, 392 be.
GG (varyant) homozigot 982 bg, 392 bg.
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982 |

3921

- ———

Sekil 4.3. ESR1 geninin 351A>G polimorfik bolgelerinin PZR iiriinlerinin
% 3’liik agaroz jeldeki goriiniimii. M: 100 b¢’lik Marker

Yukaridaki sekilde ESR1 geni 351A>G polimorfizminin RFLP sonuglarina gore, 1,3,4,6
nolu kuyular AG heterozigot bireyleri; 2,5,7,8,9,10 nolu kuyular AA homozigot

bireyleri gostermektedir.

4.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ BULGULARI

Tablo 4.2.’de FMS’li hasta ve kontrol grubunda ESR1 geni (397T>C, 351A>Q)
polimorfizmlerinin genotip ve allel sikliklart verilmistir. ESR1 geni 397T>C
polimorfizmi genotip sonuglari hasta ve kontrol gruplari arasinda istatistik olarak
anlamli derecede farkli iken (p=0,021), ESR1 geni 351A>G polimorfizmi genotip
sonuglar1 hasta ve kontrol gruplari arasinda istatistik olarak anlamli derecede farklilik
gostermemigstir (p=0,298). FMS’li hasta grubu ve kontrol gruplarinin ESR1 geni
397T>C polimorfizminde genotip dagilimlarinin Hardy-Weinberg dengesinden sapma
gostermedigi tespit edilmistir (p>0,05). ESR1 geni 351A>G polimorfizminde hasta
grubu i¢in Hardy-Weinberg dengesinden sapma gdstermedigi ancak kontrol grubu i¢in

sapma gosterdigi tespit edilmistir (p<0,001).
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Tablo 4.2. Hasta ve kontrol gruplarinda ESR1 geni polimorfizmlerinin genotip ve allel

sikliklar1
Polimorfizm Hasta Kontrol P OR (C1 95%)
n=100 (%) n=119 (%)
ESR1 397T>C
Genotipler
1T 22 (22,0) 43 (36,1) 0,021
TC 54 (54,0) 61 (51,3)
CC 24 (24,0) 15 (12,6)
TT:TC+CC 22 (22,0) : 78 (78,0) 43 (36,1) : 76 (63,9) 0,022 2,00 (1,09-3,70)
TT+TC: CC 76 (76,0) : 24 (24,0) 104 (87,4): 15(12,6) 0,028 2,18 (1,07-4,52)
Alleler
T 98 (49,0) 147 (61,7) 0,007 1,67 (1,14-2,46)
C 102 (51,0) 91 (38,2)
ESR1 351A>G
Genotipler
AA 45 (45,0) 48 (40.3) 0,298
AG 48 (48,0) 67 (56,3)
GG 7 (7,0) 4 (3,4)
AA : AG+GG 45 (45,0) : 55 (565,0)  48(40,3) : 115(96,6) 0,486 0,82 (0,48-1,41)
AA+AG : GG 93 (93,0): 7 (7,0) 115 (96,6) : 4 (3,4) 0,2199 2,15 (0,60-8,63)
Alleles
A 138 (69,0) 163 (68,4) 0,908 0,97(0,64-1,46)
G 62 (31,0) 75 (31,51)

FMS’li hasta ve kontrol gruplarinda ESR1 genine ait 397T>C ve 351A>G gen

polimorfizmlerinin allel sikliklar1 karsilastirildiginda; 351A>G gen polimorfizmi A ve

G allellerinde, allel dagilimlar agisindan hasta ve kontroller arasinda istatistiksel olarak

anlaml1 bir farklilik bulunmamasina ragmen (p=0,908), 397T>C gen polimorfizmi T ve

C allellerinde allel dagilimlari agisindan hasta ve kontroller arasinda anlamli bir farklilik

saptanmuistir.
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FMS’li hastalarda C allelinin sikligi daha fazla iken kontrol grubundaki

bireylerde T allelinin sikli§1, hastalara gore daha yiiksek bulunmustur. Dolayisi ile C

allelinin FMS igin yatkinlik olusturabilecegi 6ngoriilmiistiir (p=0,007).

Tablo 4.3. FMS’li hasta grubunun ESR1 geni 397T>C polimorfizmi agisindan yas,

boy, kilo ve BMI kriterlerine gére genotip dagilimi

OZELLIKLER |GENOTIP HASTA  [ORTALAMA [STANDART [P DEGERI
SAYISI SAPMA

TT 22 43,86 2,099

TC 54 43,17 1,653 0,691
o cC 24 41,13 2,391

Total 100 42,83 1,151

TT 21 160,19 1,648

TC 52 162,48 0,782 0,359
oy cC 22 162,18 1,330

Total 95 161,91 0,640

TT 21 74,71 2,974
_ TC 52 76,19 1,501 0,352
kilo cC 22 72,00 2,170

Total 95 74,89 1,166

TT 21 29,05 0,945

TC 52 28,95 0,646 0,359
BMI

cC 22 27,43 0,840

Total 95 28,62 0,455
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Tablo 4.4. FMS’li hasta grubunun ESR1 geni 351A>G polimorfizmi agisindan yas, boy,

kilo ve BMI kriterlerine gore genotip dagilimi

OZELLIKLER |GENOTIP HASTA  ORTALAMA [STANDART [P DEGERI
SAYISI SAPMA

AA 45 41,31 11,465

AG 48 43,69 11,084 0,401
o GG 7 46,71 14,784

Total 100 42,83 11,509

AA 42 162,79 5,829

AG 46 161,41 6,669 0,396
oy GG 7 159,86 5,699

Total 95 161,91 6,242

AA 42 73,90 11,418

_ AG 46 76,80 11,533 0,136

Kilo GG 7 68,29 6,969

Total 95 74,89 11,363

AA 42 27,96 4,496

AG 46 29,52 4,406 0,115
BMI

GG 7 26,57 3,202

Total 95 28,62 4,435

Tablo 4.3. ve Tablo 4.4.°de gosterilen FMS’li hastalarin yas, boy, kilo ve viicut kitle
indeksi (BMI) ozellikleri ile ESR1 geni 397T>C ve 351A>G polimorfizmleri arasinda

istastiksel olarak bir fark bulunamamustir.
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Tablo 4.5. ESR1 Geni 397T>C Polimorfizmine gore hastalarin klinik ve demografik

ozelllikleri
Ozellikler Ozellik Toplam TT TC CC P Degeri
Mevcudiyeti
n (%) n (%) n (%o) n (%)
Uyku Var 63(%66,3) | 12(%19,0) | 33(%52,4) | 18(%28,6) 0,188
bozuklugu
Yok 32(%33,7) | 9(%28,1) | 19(%59,4) | 4(%12,5)
Yorgunluk Var 63(%66,3) | 14(%22,2) | 32(%50,8) | 17(%27,0) 0,424
Yok 32(%33,7) | 7(%21,9) | 20(%62,5) | 5(%15,6)
Konsantransyon Var 35(%36,8) | 9(%25,7) | 15(%42,9) | 11(%31,4) 0,183
giicliigi
Yok 60(%63,2) | 12(%20,0) | 37(%61,7) | 11(%18,3)
Bas agrisi Var 71(%74,7) | 16(%22,5) | 35(%49,3) | 20(%28,2) 0,101
Yok 24(%25,3) | 5(%20,8) | 17(%70,8) | 2(%8,3)
Parestezi Var 23(%24,2) | 2(%8,7) | 16(%69,6) | 5(21,7) 0,156
Yok 72(%75,8) | 19(%26,4) | 36(%50,0) | 17(%23,6)
Tutukluk hissi Var 49(%51,6) | 13(%26,5) | 23(%46,9) | 13(%26,5)
0,284
Yok 46(%48,4) | 8(%17,4) | 29(%63,0) | 9(%19,6)
dokularda sislik
o Yok 41(%43,2)
hissi 18(%43,9) | 20(%48,8) | 3(%7,3)
Sabah Var 65(%68.4) | 17(%26,2) |31(%47,7) [17(%26,2) | 0123
yorgunlugu
Yok 30(%31,6) | 4(9613:3) |21(%70,0) | 5(%16,7)
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sendromu Yok 61(%64.2) | 14(0623,0) |33(%54,1) | 14(%23,0)
Dismenore Var 20(%21,3) 3(%15,0) 10(%50’0) 7(%35,0) 0,340

Yok TA(%78,7) | 18(0624,3) | 41(%55,0) | 15(%20,3)

Yok 65(%68,4) | 11(0616,9) |39(%60,0) | 15(%23,1)
sendromu ]

Yok 89(%93.7) | 20(9622,5) | 48(%53,9) | 21(%23,6)

Yok 85 (%89,5) | 19(0622,4) | 46(%54,1) | 20(%23,5)

Huzursuz bacak Var 51 (%53,7) 14(%27,5) | 26(%51,0) | 11(%21,6) 0,401

sendromu

Yok 44 (%46,3) | 7(9915,9) | 26(%59,1) |11(%25,0)

Yok | 37(%38.9)| 904043) | 22(059,5) | 6(%16,2)

Tablo 4.5.’te gosterildigi gibi FMS’li hastalarinin kendi aralarinda ESR1 geni 397T>C

Polimorfizmine gore klinik ve demografik ozelllikleri incelendiginde, istatistiksel

acidan anlamli bir iligskiye rastlanmamastir.
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Tablo 4.6. ESR1 Geni 351A>G Polimorfizmine gore hastalarin klinik ve demografik

ozelllikleri
Ozellikler Ozellik Toplam AA AG GG P Degeri
Mevcudiyeti
n (%) n (%) n (%) n (%)
bozuklugu -
Yok 32(%33,7) | 13(%40,6) | 17(53,1) | 2(%6,2)
Yorgunluk Var 63(%66,3) 20(%46,0) |30(%47,6) | 4(%6,3) 0,807
Yok 32(%33,7) | 13(%40,6) | 16(%50,0) | 3(%9,4)
Konsantransyon Var 35(%36,8) 15(%42,9) | 17(48,6) | 3(%8,6) 0,936
giicliigi -
Yok 60(%63,2) | 27(9645,0) |29(%48,3) | 4(%6,7)
Bas agI'lSl Var 71(%74,7) 26(%36,6) 40(%56,3) 5(%7’0) 0,025
Yok 24(%25,3) | 16(%66,7) | 6(%25,0) | 2(%8,3)
Parestezi Var 23(%24,2) 7(%30,4) |12(%52,2) | 4(%17,4) 0,063
Yok 72(%75,8) | 7(9630,4) |12(%52,2) | 4(%17,4)
Tutukluk hissi Var 49(%51,6) 21(%42,9) | 27(%55,1) | 1(%2,0) 0,087
Yok 46(%48,4) | 21(9645,7) |19(%41,3) | 6(%13,0)
dokularda sislik
o Yok 41(%43,2)
hissi 18(%43,9) |20(%48,8) | 3(%7,3)
yorgunlugu
Yok 30(%31,6) | 15(9650,0) |12(%40,0) | 3(%10,0)
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sendromu Yok 61(%64,2) 27(%44,3) 31(%50,8) 3(%4’9)
Dismenore Var 20(%21,3) 9(%45’0) 7(%35,0) 4(%20,0) 0,041

Yok TA(NT8,7) | 30(9643,2) |39(%52,7) | 3(%4,1)

Yok 65(%68,4) | 28(9643,1) |30(%46,2) | 7(%10,8)
sendromu ]

Yok 89(%93.7) | 40(9644,9) |43(%48,3) | 6(%6,7)

Yok 85 (%89,5) | 38(0544,7) |41(%48,2) | 6(%7,1)

Huzursuz bacak Var 51 (%53,7) 26(%51,0) |21(%41,2) | 4(%7.8) 0,306

sendromu

Yok 44 (46,3) | 16(9636,4) | 25(%56,8) | 3(%6,83)

Yok 37 (%38.9) | 19(9651,4) | 14(%37,8) | 4(%10,8)

Fibromiyalji hastalarinin kendi aralarinda ESR1 geni 351A>G Polimorfizmine

gore klinik ve demografik ozelllikleri incelendiginde, Tablo 4.6.’da belirtilen ¢ogu

ozellikler i¢in anlaml bir iliski rastlanmamis olmasina ragmen, yine ayn1 tablodaki bas

agris1 ve dismenore kriterleri igin p degerleri sirasiyla (p=0,041 ve p=0,025) olarak

belirlenmistir. Dolayist ile AA genotipine sahip bireylerde bas agrisinin daha az

gorildiigi ve AA genotipinin bas agrisim1 engelleyen bir faktor olabilecegi kanisina

vartlmistir. Ayni sekilde GG genotipinin dismenore hastalarinda daha fazla goriildiigii

ve bunun dismenore hastaligina sebep olabilecegi diisiiniilmiistiir.
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5. TARTISMA VE SONUC

FMS; yaygin iskelet-kas agrilari, yorgunluk, bitkinlik, uyku bozuklugu ile
seyreden kronik bir hastalik olmakla birlikte 19. ve 20. yiizyilin baslarindaki psikolojik
bir rahatsizlik olan nevrasteni ile yakindan baglasiktir. Genellikle nevrasteni
hastaligindan ayirt edilemez. Sendromun genel olarak goriilme sikligi % 2-4 olup,
hastalarin % 80-90’1n1 40-60 yas grubu araligindadir [81,82].

Restoratif olmayan uyku yorgunlugu, psikolojik sikinti, depresyon, anksiyete,
biligsel disfonksiyon, bas agrisi, parestezi, barsak fonksiyon bozuklugu dahil bir¢cok
buna benzer iligkili 6zelliklere sahiptir [81-83]. Tiim bu belirtiler, hastanin duygusal ve
fiziksel fonksiyonlarini ig¢ine alan genel olarak yasam kalitesini olumsuz yonde
etkileyebilmektedir. Bir¢cok arastirmaya ragmen, FMS igin optimal tedavi hala
bilinmemektedir. Hastaligin tedavisinde farmakolojik ve farmakolojik olmayan
yontemler uygulanmaktadir [84].

18 C’lu steroid bir horman olan 6strojen 6zellikle dogurganlik doneminde olan
kadinlarda daha fazla miktarda goriiliir ve diger streoid yapili hormonlara gore ¢cok daha
etkin bilesiklere sahip oldugu igin az bir miktarinin bile etkisi son derece yiiksektir.
Ikincil cinsiyet karakter 6zelliklerinin gelismesinde hayati éneme sahiptir. Bu hormon
genel olarak ESR1 ve ESR2 iki ¢esit reseptdr icerir. Ozellikle ESR1 geninin daha ¢ok
kadinlar1 ilgilendiren birgok sendromla iligkili oldugu yapilan ¢alismalarda ortaya
cikmustir.

Ostrojen, sinaptogenezi kolaylastirir, biiyiime faktdriinii uyarir, oksidatif strese
karst korur, bilis ve duygu durumu ile iliskili sinir iletimini (6rnegin, serotonin,
noepinefrin ve asetilkolin) diizenler. Duygu durumu ve bilis ilizerine yapilan 14
calismanin, 11°inde bunama riski ile; 4 prospektif kohort caligmanin 3’iinde bilissel
gerileme ile; anksiyete ve depresif belirtileri inceleyen 5 ¢alismanin 3’tinde ESR1
polimorfizmleri ile ilgili anlamli bir iligki bildirilmistir. Ayn1 zamanda bu gen
polimorfizmleri ve ¢ocukluk donemi baslangicina ait duygudurum bozuklugu ve

premenstriiel disforik bozukluk arasinda da 6nemli iligkiler tespit edilmistir [6].
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ESR1 geninde, birgok tek niikleotid polimorfizmi (SNP) ve degisken sayida
tandem tekrar1 (VNTR) polimorfizmleri tespit edilmistir. Iyi ¢alisilmis bir baska
polimorfizm olan promoter bolgede ekson 1’in 1174 bg¢ yukarisinda bulunan TA-
degisken sayida tandem tekrar1 (VNTR), dokuya 6zel gen ekspresyonunu etkileyebilir.
89 Atriyal Fibrilasyon (AF) hastaligina sahip erkek ve 166 saglikli erkek bireyi iceren
bir ¢alismada bu polimorfizmin AF sendromunu tetikleyici yonde ilskili oldugu
goriilmiistiir (p=0,002) [70]. Ryan ve arkadaslarinin 2011 yilinda yaptiklar1 ¢alismada,
Ostrojen reseptor gen varyantlarinin, menopoz sonrasi kadinlarda anksiyete ile iliskili
oldugu saptanmustir [5].

ESR1 geni, intron 1’de 3 g¢esit tek niikleotid polimorfizmleri; 4502C>T
(rs3778609), 21187C>T (rs12665044) 28437A>G (rs827421) arastirilmistir. Bu 3 gen
polimorfizmi arasinda 28437A>G polimorfizmindeki G/G genotip sikliginin yiiksekligi
ergenlik ve biiyiimede yapisal gecikmeyi arttirdig1 sonucuna vartlmistir [85].

Cin Han popiilasyonunda, osteoartrit sendromu ile ESR1 geni 397T>C ve
351A>G polimorfizmleri, 469 hasta ve 522 kontrol arasinda incelenmistir. Primer diz
osteoartrit hastaligi ile bahsedilen bu iki polimorfizm arasinda hastaligi tetikleyici
olabilecegi yoniinde anlamli iliskiler bulunmustur [64].

ESR1 polimorfizmleri kadinlarda kemik mineral yogunlugu, kalp sagligi gibi
onemli klinik durumlarin belirteci olarak goriilmekle birlikte, meme kanseri,
osteoporoz, endometriyozis, erken yumurtalik fonksiyon bozuklugu dahil Ostrojenle
iliskili hastaliklarda s6z konusu olmustur.

Kognitif bozukluklarda, ESR1 c¢alisilan pek ¢ok vaka-kontrol arastirmasinin
%78’inde bu gendeki polimorfizmler ile hastalik arasinda iliski saptanmustir. [lgili
caligmalarin % 73’tinde de 397T>C, 351A>G SNP’lerinin sirasiyla C ve G allelerinin,
biligsel bozukluklara kars1 pozitif yonde koruyucu bir etkisi oldugunu gdstermistir.
ESR1 polimorfizmlerinin, tim nedenlere bagli demans (bunama), vaskiiler demans,
alkol baglantili demans veya Parkinson hastaligi ile ilgili demans oranlariyla anlamli bir
iliskiye sahip olmadig ortaya konmustur [6].

ESR1 397T>C polimorfizmi ile ilgili Govindan ve arkadaslart 2009 yilinda
endometriosis, Kim ve arkadaslar1 2010 yi1linda menopoz sonrasi depresyon, Sunderman
ve arkadaslar1 ise 2010 yilinda ruhsal durum bozukluklar1 konularini ele almis ve ESR1

geni ile iligkilendirmiglerdir [6,65,86].
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Bu ¢alismada FMS etiyolojisi ile ilgili olabilecegi diisiiniilen ESR1 geni 397T>C
ve 351A>G polimorfizmlerinin Tiirk toplumunda FMS ile olasi baglantisinin 6nemi
arastirildi. Caligmaya 100 FMS’1i hasta ve 119 saglikli kontrol grubu dahil edilmistir.
Calisma sonuglarimiz, ESR1 geni 397T>C polimorfizmi ile FMS arasinda allel ve
genotip sikligi bakimindan anlamli bir baglanti oldugunu gosterdi. ESR1 geni 397T>C
polimorfizmi ile ilgili CC, CT, TT genotiplerinin sikliklar1 sirasiyla hastalarda %24,
%54, %22 ve kontrol grubunda %12,6, %51,3, %36,1 olarak bulundu. Allel sikliklari
hastalarda C alleli i¢in % 51, T alleli i¢in % 49 ve kontrol grubunda C alleli i¢in % 38,2
ve T alleli i¢in % 61,7 bulundu. PCR-RFLP yo6ntemi ile ¢alisilan drneklerin bazilarinin
genotiplerini gosteren jel fotograflar1 Sekil 4.2.’de verilmistir. Hasta ve kontrollerin
genotip dagilimi karsilastirildiginda istatistiksel ag¢idan anlamli bir fark gézlenmistir
(p=0,021). FMS’li hastalarda C allelinin sikligi daha yiiksek iken kontrol grubundaki
bireylerde T allelinin siklig1, hastalara gore daha yiiksek bulunmustur. Dolayisi ile C
allelinin FMS i¢in yatkinlik olusturabilecegi diisiiniilmistiir( p=0,007).

ESR1 geni 351A>G polimorfizmi ile FMS arasinda anlamli bir baglanti olmadigi
goriildii. 351A>G polimorfizmi ile ilgili AA, AG, GG genotiplerinin sikliklari sirasiyla
hastalarda %45, %48, %7 ve kontrol grubunda %40,3, %56,3, %3,4 olarak bulundu.
Allel sikliklar1 hastalarda A alleli igin % 69, G alleli i¢in % 31 ve kontrol grubunda A
alleli i¢in % 68,4 ve G alleli i¢in % 31,5 bulundu. PCR-RFLP yo6ntemi ile caligilan
orneklerin bazilarmim genotiplerini gosteren jel fotograflart Sekil 4.3’de verilmistir.
Hasta ve kontrollerin genotip dagilimi karsilastirildiginda istatistiksel agidan anlamli bir
fark gézlenmemistir (p=0,298).

Ayrica ESR1 geni 397T>C ve 351A>G polimorfizmlerinin, hasta grubunda yas,
boy, kilo ve BMI kriterlerine gore yapilan analizde istatistiksel agidan anlaml bir fark
gozlenmemistir (Tablo 4.3. ve Tablo 4.4.). ESR1 geni 397T>C polimorfizmine gore
hastalarin klinik ve demografik 6zellliklerinin incelendigi Tablo 4.5.’da anlamli bir
iligki gozlenmemesine ragmen, ESR1 geni 351A>G polimorfizmine goére hastalarin
klinik ve demografik 6zellliklerinin incelendigi Tablo 4.6.’de bas agris1 ve dismenore
gibi kriterlerde istatistiksel agidan anlamli iliskiler elde edilmistir (sirasiyla p=0,025,
p=0,041).
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Sonug olarak; bu ¢aligma literatiirii taradigimiz kadariyla Tiirk toplumunda FMS
ile ESR1 gen polimorfizmleri arasindaki baglantiy1 arastiran ilk arastirmadir. Bu sebeple
toplumumuzdaki gelecek arastirmalarda, ESR1 geninin diger polimorfizmlerinin de
FMS ile baglantilar1 analiz edilmelidir. Bu tiir ¢aligmalar FMS patogenezinde ESR1
geninin roliiniin anlagilmasina katkida bulunmanin yani sira, ileri donemlerde bireylerin
genotipleri ve tedaviye verdikleri cevaplar arasindaki baglantinin ortaya konulmasinda
ve yeni farmakolojik veya non-farmakolojik hedeflerin tespit edilerek etkinligi daha

yiiksek ilaglarin gelistirilmesine de yardimc1 olacaktir.
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