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OZET
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METOTREKSAT (MTX) KULLANAN ROMATOID ARTRIT HASTALARINDA MTHFR
GENI C677T VE A1298C POLIMORFIZMLERININ iLAC ETKINLiGi VE ILAC
TOKSISITESI UZERINE ETKILERI

Sinan DUNDAR

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiist
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Rifat BIRCAN

Romatoid artrit (RA) zamanla birgok eklemde iltihaba neden olan, etiyolojisi tam
olarak bilinmeyen otoimmiin bir hastaliktir. RA, son yillarda yaygin olarak, hastalik modifiye
edici antiromatizmal ilaglardan biri olan Metotreksat (MTX) ile tedavi edilmeye baslanmistir.
Bununla beraber folik asit antagonisti olan MTX’n kullaniminda, ¢evresel nedenler yaninda
bireyin genetik yapisindaki varyasyonlarin ilacin etkinligi ve ilag toksisite gelisimi iizerine
etkisi olabilecegi literatiirde yer almaktadir. Ozellikle, metilentetrahidrofolat rediiktaz
(MTHFR) C677T ve A1298C polimorfizmlerinin MTX metabolizmas: ile iligkili oldugunu
ileri siiren galismalar literatiirde mevcuttur. Bununla beraber, konu ile ilgili olarak literatiirde
yaralan ve cesitli toplumlar iizerinde yapilan genetik ¢alismalara ait veriler arasinda bir
uyumsuzluk s6z konusudur. Bu nedenle, yapilan bu tez calismasinda Tiirk toplumunda,
MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmlerinin MTX’in RA hastalarindaki etkinligi tizerine
etkisinin olup olmadigi ve MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmlerinin ilag toksisite
gelisimi iizerinde etkili olup olmadiginin arastirilmasi amaglanmistir. Calismada, Eyliil 2010
ile Haziran 2014 tarihleri arasinda Bezmi Alem Vakif Universitesi Romatoloji Servisi’nde
tedavi olan 88 romatoid artrit hastasindan kan 6rnekleri alinmis ve bu orneklerden standart
fenol-kloroform yontemi ile DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Bunu takiben, hastalara ait
MTHEFR genotiplerinin tespit edilmesi amaciyla PZR-RFLP yontemi kullanilmistir. Elde
edilen verilerin istatistiksel analizi PASW® Statistics 18 programi kullanilarak yapilmistir.
Yapilan bu ¢alismada en az bir yan etki goriilen 11 birey ile herhangi bir yan etki goriilmeyen
77 bireye ait MTHFR C677T ve A1298C genotipleri karsilastirildiginda, MTHFR C677T ve



A1298C polimorfizmleri ile ilag toksisitesi arasinda iliskiyi gosteren herhangi bir istatistiksel
fark saptanmamuistir (P degerleri; MTHFR 677CC ig¢in 0.235, 677TC i¢in 0.283, 677TT igin
0.526, MTHFR 1298 AA igin 0.906, 1298 AC i¢in 0.906, 1298AA i¢in 0.686’dir) Ayrica
calismaya dahil edilen RA hastalarina ait hastalik aktivite parametrelerinin (HAQ, DAS2S,
ESR, CRP) MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmlerine gore dagilimlari incelendiginde,
genotipler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamistir. Sonug olarak,
yapilan bu ¢alismada MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmlerinin RA hastalarinda MTX
ilag etkinligi ve ilag toksisitesi ile iligskisinin bulunmadigi gézlenmistir. Ancak calisma
kapsamina alinan hasta 6rneklem sayisinin yetersiz olmasi nedeniyle Tiirk toplumunda RA
hastalarinda MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmlerinin MTX etkinligi ve ilag toksisitesi

ile iligkisinin belirlenebilmesi i¢cin daha kapsamli ¢alismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Anahtar kelimeler: Metotreksat, romatoid artrit, MTHFR C677T polimorfizmi, MTHFR
A1298C polimorfizmi
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ABSTRACT

MSc. Thesis

EFFECTS OF MTHFR GENE C677T and A1298C POLYMORPHISMS on DRUG
EFFICIENCY and TOXICITY in RHEUMATOID ARTHRITS PATIENTS USING
METHOTREXATE (MTX)

SINAN DUNDAR

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Rifat BIRCAN

Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease with unknown etiology, and
causes multiple joint inflammation with time. In recent years, RA is commonly treated by
methotrexate (MTX), one of disease-modifying antirheumatic drugs. However, it is suggested
in literature that besides environmontal factors, genetic variations in individuals may affect
the efficiency and the development of drug toxicity in the use of MTX, a folic acid antagonist.
Studies in which especially, methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) C677T and
A1298C polymorphisms are suggested to be associated with MTX metabolism exist in
literature. Nevertheless, there is a conflict in published data of relevant genetic studies which
were conducted on different populations. For this reason, this thesis aims to investigate
whether MTHFR C677T and A1298C polymorphisms affect the efficiency of MTX and the
development of drug toxicity in RA patients in Turkish population. For the study, blood
samples were taken from 88 RA patients who were treated in the Rheumatology Department,
Faculty of Medicine, Bezmialem Vakif University between September 2010 and June 2014,
and DNA was isolated from these samples by using standard phenol chloroform method.
Then, PCR-RFLP method was employed to determine MTHFR genotypes. Statistical data
analysis was performed using PASW Statistics 18. The present study found no statistically
significant relationship between MTHFR C677T and A1298C polymorphisms and drug
toxicity (P values being 0.235 for MTHFR 677CC, 0,283 for 677TC, 0.526 for 677TT, 0.906
for MTHFR 1298AA, 0.906 for 1298AC and 0.686 for 1298AA), when MTHFR C677T and
A1298 genotypes of 11 patients who had at least one side effect and 77 patients who had no

side effects were compared. Additionally, there was no statistically significant relationship


http://tureng.com/search/nevertheless

among genotypes, when the distrubution of disease activity parameters (HAQ, DAS28, ESR,
CRP) by MTHFR C677T and A1298C polymorphisms was considered. As a result, one
observed with this study that MTHFR C677T and A1298C polymorphisms are not associated
with MTX efficiency and drug toxicity in RA patients. However, further studies with large
numbers of patients are necessary to determine any relationship between MTHFR C677T and
A1298C polymorphisms and MTX efficiency and drug toxicity in Turkish RA patients, since

limited number of patients were included in the present study.

Keywords: Methotrexate, rheumatoid arthritis, MTHFRC677T polymorphism, MTHFR
A1298C polymorphism
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1. GIRIS

Romatoid artrit (RA) ayn1 anda bir¢ok eklemde tutukluga neden olan, etiyolojisi tam
olarak bilinmeyen agril1 ve iltihapli otolimmiin bir hastaliktir. RA eklemlerde deformasyon ve
islev yeteneginde azalmalara neden olur (Hamuryudan 2003). RA’in kesin olarak etiyolojisi
bilinmemesine ragmen immiinogenetik, hormonal ve ¢evresel birtakim faktdrlerin hastaligin
gelisiminde rol oynadigi Ongoriilmektedir (Lee ve Weinblatt 2001, Ranganathan ve ark.
2003).

RA eklemlerin sinovyal membranlarinda kronik inflamasyonla Kkarakterizedir.
Hastaligin ilk belirtisi, genellikle parmak eklemlerinde meydana gelen agr1 ve sisliktir. Daha
sonra bliylik eklemler, 6zellikle diz, dirsek ve omuz etkilenir. Aktive olmus enflamatuar
mediatorler, sinovyal membranlardan infiltre olarak kemik ve kikirdakta hasara yol agarlar.
Deri altinda romatoid nodiiller olusur. RA sistemik bir hastalik oldugu i¢in daha ileri
asamalarda viicudun diger boliimleri ve organlari da etkilenir (Ranganathan ve ark. 2003). RA
sadece eklem iltihabi veya eklem sisligi gibi etkilerle simirli kalmayan, solunum sistemi,
dolasim sistemi, goz tutulmasi, kas tutulmasi gibi eklem dis1 etkilere de sahip olan bir

hastaliktir.

RA tanmisinin erken konulmasi, tedavi ile eklem dokusundaki hasarin Oniine
gecilebilmesi acisindan ¢ok onemlidir. RA kronik bir poliartrittir ve baslangi¢ sekli hastadan
hastaya farklilik gosterir. Tipik semptomlar: olanlarda siklikla hastaligin ilk yilinda tani
kolaylikla konulabilir. Fakat ¢cogu zaman hastaligin ilk donemlerinde klinik semptomlar
belirgin degildir. Atipik ilerleme gosteren semptomlara sahip bir¢cok hastada tan1 koymak i¢in

uzun zaman gegebilir. Bu nedenle, tani igin 6zgiil ve duyarl: serolojik testlere ihtiyag vardir.

Hastaligin teshisi ilk defa 1950 yillarinda Amerika Romatizma Dernegi tarafindan
olusturulan, daha sonra 1987 ve 2010 yillarinda giincellenen hastalik tespit cizelgeleri ile
konulmaktadir. Cizelgede hastaligin seyri, eklemlerdeki deformasyonlar ve meydana geldigi
eklem cesidine gore numaralandirma yapilarak hastalik hakkinda bilgi sahibi olunmaktadir.
Bu 6lgiitlerin duyarlilik ve dzgiilliigii %90’a yakindir. Olgiitlerden en az 4 tanesinin hastada
bulunmasi ve hastanin yakinmalarinin 6 haftadir devam ediyor olmasi ayirici tani i¢in gerekli

kriterlerdir (Yazici ve Erkan 2003).



RA tedavisinde siklikla Methotrexate (MTX), Leflunomide, Sulfasalizin gibi ilaglar
kullanilmaktadir. Bu ilaglar bazi hastalarda mide agrisi, kusma, diyare seklinde ortaya ¢ikan
gastrointestinal sistem komplikasyonlar1 (GIS) ve karaciger fonksiyon degerlerindeki artis
sonucu hepatotoksisite gelisimi olusturmaktadir. Bu durumlar ortaya ¢iktiginda tedavinin
kesilmesi onerilmektedir (Buch ve Emery 2002, Bailey ve ark. 2002, Dervieux ve ark. 2006).
Genel olarak bireyler ilag tedavilerine karsi farkli yanitlar vermektedirler. Bu farkli yanit
verme nedenleri arasinda hastanin yasi, irki, cinsiyeti, ¢evre, ilag etkilesimleri, eslik eden
baska hastaliklar ve hastanin es zamanli aldig1 tedaviler gibi pek ¢ok neden sayilabilmektedir.
Son yillarda yapilan c¢aligmalarla, ilaglara karsi olusan yanit farkliliklarinda bu nedenlerin
yaninda bireyler arasindaki genomik farkliliklarin da ©nemli oranda etkili olduklari
belirtilmektedir (Lee ve Weinblatt 2001, Hamuryudan 2007). Ilag tedavilerinde bu bireysel
farkliliklarini arastirilma gerekliliginin dogmasi farmakogenetik biliminin 6nem kazanmasina
neden olmustur. Farmakogenetik, bireylerin genetik yapilarindaki degiskenlige bagli olarak
ilag metabolizmalarina kars1 verdikleri yanit ile birey ilizerinde olusabilecek farkli etkileri

inceleyen bir bilim dalidir (Norris ve ark. 1996).

RA’in farmakogenetiginde ¢ok sayida aday gen ¢alismalari mevcuttur, ancak
bunlardan en 6nemlileri metilentetrahidrofolat rediiktaz geninde meydana gelen C677T ve
A1298C polimorfizmleridir. MTHFR geni MTHFR enzimini kodlar ve bu gende meydana
gelen polimorfizmler enzimin ¢aligma etkinligini disiirmektedir. MTHFR proenflamatuar
yanitla ilgili bir amino asit olan homosistein metabolizmasinda gorev alan enzimi kodlar. Cok
fazla sayida aday gen ¢aligmalar1 yapilmis olsa da bu genler ve MTX tedavi yanit1 arasindaki

gercek iliski hala belirsizdir (Kurzawski ve ark. 2007).

Bu ¢aligmanin amaci, bireylerin ilaglara verdigi yanittaki bireysel farkliliklarin ilag
metabolizmasinda gorevli olan enzimler ve bu enzimleri kodlayan genlerden kaynaklanip
kaynaklanmadigimnin tespit edilmesidir. Yapilan bu ¢alismada, MTX kullanan romatoid artrit
hastalarinda MTHFR geni C677T ve A1298C polimorfizimlerinin ilag etkinligi ve toksisitesi
tizerine olasi etkilerinin saptanmasi hedeflenmistir. Boyleceilag tedavisi sonucu olusabilecek
yan etkilerin en aza indirilmesi ve etkin bir tedavinin saglanmasina katkida bulunmak

amaciyla bu tez calismas1 planlanmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Romatoid Artrit

RA, bir¢ok eklemi ayn1 anda tutabilen, etiyolojisi bilinmeyen, kronik sistemik iltihabi
bir otoimmiin hastaliktir. Romatoid artrit eklem tutulumu ve sekil bozuklugu yaparak zaman
icinde Oonemli sakatliklara yol agabilmektedir. Viicuttaki diger organlar1 da etkileyebilmesi
nedeniyle bu hastalig1 sadece bir eklem rahatsizlig1 olarak gérmek dogru degildir. Hastaligin
klinik seyri, hastadan hastaya biiyiik degisiklikler gosterir. Bazi hastalarda az sayida, hafif
seyirli ve kisa siireli eklem tutulmalart goriiliirken, baz1 hastalarda ise tedavi ne kadar yogun
olursa olsun, kisa siirede sakatliklar ve 6nemli organ hasarlar1 gelisebilmektedir (Hamuryudan
2003). Asagidaki sekilde saglam kisi ile hasta kisilerin eklem yapilarinda meydana gelen
degisimler gosterilmektedir. Kisaca, romatoid artrit tiim diinya popiilasyonunun %0,5-1"ini
etkileyen, bireylerde ¢aligma kaybi, eklemlerde agri, depresyon ve hareket kisitliligi gibi
onemli komplikasyonlara neden olan kronik bir hastalik olarak tanimlanabilir (Lee ve
Weinblatt 2001, Ranganathan ve McLeod 2006).
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Sekil 2.1. Romatoid artrit hastaliginda eklem hatlarinda meydana gelen anatomik ve

fizyolojik degisiklikler



2.1.1. Epidemiyoloji

RA tim diinya popiilasyonunun 9%0.5-1’ini etkileyen kronik bir hastaliktir
(Ranganathan ve ark. 2003). Bir¢ok romatolojik hastalikta oldugu gibi RA’nin kesin nedeni
bilinmemekle beraber, immiinogenetik, hormonal ve ¢evresel birtakim faktorlerin hastaligin
gelisiminde rol oynadig1 6ngoriilmektedir. Hastalik tiim diinya genelinde goriilmesine ragmen
cevresel ve genetik faktorlere bagli olarak, hastaligin goriilme siklig1 iilkeler ve toplumlar
arasinda farkliliklar gostermektedir (Goksoy 2002). RA’e, diger otoimmiin hastaliklarda da
oldugu gibi kadinlarda erkeklere oranla 3 kat daha sik rastlanmaktadir. Hastalik her yasta
goriilebilmekle beraber, siklikla 40 ve 50°1i yaslarda baslar (Buch ve Emery 2002).

2.1.2. Etiyoloji

Etiyolojisi heniiz tam olarak bilinmemekle birlikte, RA genetik ve ¢evresel faktorlerin

isin igine girdigi multifaktoriyel bir hastalik olarak kabul edilir.

2.1.3. Genetik yatkinlik ve genetik yatkinliga neden olan faktorler

Genetik yatkinlik, fizyolojik durum olusumunun ya da bir hastalik gelisiminin
kalitimsal riski olarak tanimlanabilir. Bir bireyde herhangi bir hastalia karsi genetik
yatkinligin bulunmasi, bu bireyin mutlaka hastaliga yakalanacagi anlamina gelmemektedir.
Sadece genel popiilasyon ile karsilastirildiginda, bu bireyin hastaliga yakalanma riskinin daha
yiiksek oldugu anlamia gelmektedir. RA i¢in genetik yatkinlia neden olan faktorler
incelendiginde:

1) Hastaliga yatkin olan bireyin mensubu oldugu aile iginde hastalik birden ¢ok kiside
goriilmektedir.

2) Tek yumurta ikizlerinde hastaligin her iki bireyde goriilme sikligi %15-20 arasindadir. Bu
oran ¢ift yumurta ikizleri ile karsilastirildiginda 4 kat daha fazla bir hastalik insidansina isaret
eder.

3) HLA DR4 ve HLA DR1 genlerindeki polimorfizmler veya haplotip farkliliklari romatoid
artrite yatkinlik yaratan genlerin basinda gelmektedirler. HLA DR4 geni en az 22 alelden
olusmaktadir. Bu alellerden romatoid artrit ile iliskili bulunanlarin hepsinde benzer amino asit

dizilimi gosteren bir bolge oldugu goriilmiistiir. Bu bolge DRB molekiiliiniin 67-74. amino
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asitleri arasinda bulunur ve ortak epitop olarak adlandirilir. Bugiin i¢in ortak epitop bolgesinin
romatoid artrite genetik yatkinlik yarattigi diisiniilmektedir. Ayrica, romatoid artrit ile iliskili
alelleri tagiyan kisilerde hastaligin daha agir seyrettigini bildiren gesitli calismalar mevcuttur

(Hamuryudan 2003).

RA’ya genetik yatkinligin arastirilmasi amaciyla yapilan aile ¢aligmalarinda, RA’in
hastalik tanis1 konan bireylerin birinci dereceden akrabalarinda genel popiilasyondan 3-4 kat
daha sik goriildiigii belirtilmektedir ve bu oran %10 olarak tespit edilmistir. Ikizler iizerinde
yapilan ¢alismalarda da genel populasyon ile karsilastirildiginda tek yumurta ikizleri arasinda
hastaligin goriilme sikligi %30, ¢ift yumurta ikizleri arasinda %35 daha fazla oldugu
saptanmustir (Mevorach ve Paget 2000, Buch ve Emery 2002).

Bunun yani sira, Major Histokompatibilite Kompleksi (MHC) veya bilinen diger
adiyla Insan Lokosit Antijenleri (HLA), MHC smif I ve II iiriinleri ile T hiicrelerine antijenik
peptitleri sunan sistemi saglayan bir gen bolgesidir. RA’in HLA-DR4 ve —-DR1 gen lokuslari
ile iliskili oldugu literatiirde gosterilmistir. HLA—DR4’un alt gruplarindan HLA-DRB1 0401,
-0404, -0408 RA ile iliskili oldugu diistiniilen alellerdir. Bu MHC genlerinin sadece hastaligin
baslamasi ile degil, seyri ve siddeti ile de iliskili oldugu goriilmiistiir. Hastalilk HLA-DRB1
0401, 0404, 0408 alelerini tasimayanlarda daha hafif ve seronegatif seyretmekteyken, DRB1
04 alelini homozigot olarak tasiyan bireylerde daha agir ve ekstraartikiiler tutulumlu bir
hastalik tablosu olustugu bildirilmistir (Oncel ve ark. 2002). HLA DR2, DR3 ve DR7’nin
hastalik riskini azalttigi kabul edilmektedir (Hajeer ve ark. 2000).

HLA kompleksi disindaki bazi genler de RA’te genetik yatkinliga katkida
bulunmaktadir. Bunlar, T hiicrelerinde antijen reseptoriiniin ekspresyonunu ve
immunoglobulinlerin (Ig) hem hafif hem de agir zincirlerini kontrol eden genlerdir. Ayrica
timor nekroz faktér o (TNF-a) ve interlokin (IL) 10 genlerindeki polimorfizmler ve
kromozom 3 (3ql3)’deki bir bolgenin de RA ile iliskili oldugu literatiirde belirtilmistir
(Glimiisdis ve Doganavsargil 1999).

2.1.3.1. Cevresel faktorler

Sigara kullanimi1 bugiin igin seropozitif RA gelisimi i¢in Onesiiriilenen 6nemli risk

faktoriidiir. Kizamikgik, parvoviriis 19, EBV gibi ¢esitli enfeksiyon ajanlarinin da RA
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gelisimine katkida bulundugu 6ne siiriilmiis, ancak literatiirde bu biyolojik ajanlarin hastalikla
olan iliskisi kesin olarak ispat edilememistir. Hastaligin kadinlarda daha fazla goriilmesi,
patogenezde hormonlarin da yer aldigma isaret etmektedir. Ancak bilinen tek sey dogum
kontrol hapi kullaniminin hastaligin agir seyrine karst koruyucu oldugudur (Hamuryudan
2003).

2.1.4. Patoloji

RA’te goriilen histolojik degisiklikler hastalia spesifik degildir ve tutulan organa gore
degisen oOzellikler gosterirler. Ana degisiklikler sinovyum igeren tiim diartrodial eklemler,
tendon kiliflar1 ve bursalarda goriilir. Bu bolgelerde gelisen iki ana degisiklik, sinovyal
hiicrelerde kronik iltihaba bagli hipertrofi ve cogunlukla nétrofillerden olusan infiltrasyondur.
Zamanla hiicresel elemanlarin prolifere olmasi sonucu hipertrofiye neden olan sinovyum
villéz bir hal alir ve kikirdak igine parmak gibi uzanan pannus olarak adlandirilan olusumlar
geligir. Pannusta bulunan makrofajlarin salgiladiklar1 proteinaz ve kolejenazlarin yikict
etkileri sonucu subkondral kemikte eklem harabiyetinin ilk gostergesi olan erozyonlar gelisir

(Hamuryudan 2003).

Ayrintili yapisal ¢aligmalarla, sinovyal hiicrelerin makrofaj veya fibroblast yapisinda
olan hiicreler oldugu ortaya konmustur. Koken olarak kemik iligi kaynakli ve makrofaj
yapisinda olan sinovyositler, Fc reseptorleri igerirler ve fagositoz yapma yetenegindedirler.
Bu hiicreler ayrica, yiizeylerinde HLA siif 2 molekiillerini de tasirlar. Fibroblast yapisinda
olanlar ise mezensimal kokenlidirler ve diger hiicre tipindeki yapisal 6zellikleri gostermezler.
RA’te sinovyumda bu iki hiicre tipi baslangicta birlikte artmakla beraber, kroniklestikce
fibroblast tipi olan sinovyositlerin arttig1 gézlenir. Bu hiicreler pannusun esas hiicre grubunu
Olustururlar. Romatoid sinovyumda histopatolojik olarak enflamatuar yapi incelendiginde,
mononiikleer hiicreler, T-lenfositler, makrofajlar ve plazma hiicreler ilk bakista dikkati
cekerler. Anjiogenez baslangictan itibaren vardir. Anjiogenez uyarilmasinda makrofajlar,
fibroblastlar ve lenfositlerden salinan biiylime faktdrleri dnemli rol oynarlar. Sonug¢ olarak
kisa zamanda sinovya hiicrelerinde artis gozlenir ve villoz olusumlar meydana gelir

(Glimiisdis ve Doganavsargil 1999).



Bu prolifere olmus sinovyal olusumlara pannus adi verilir. Bunlar eklemin
anatomisinin bozulmasinda ve deformitelerin olusmasinda birinci derecede rol oynarlar.
Pannuslarin etkili oldugu alan, kikirdakla kemigin birlestigi bolgedir. Biiyiimeye etkili
sitokinlerden TGF-B’nin (Transforme edici biiyiime faktorii-p) pannus olusumunda rolii
oldugu kabul edilmektedir. RA’li olgularda sinovyal zarda en fazla goriilen T-hiicre grubunu

daha ¢ok CD4+ yardimc1 T-hiicreleri olusturur (Giimiisdis ve Doganavsargil 1999).

2.1.5. Klinik bulgular

RA’Iin Klinik belirtileri sistemik iltihap (halsizlik, amiloidoz), serozit (sinovit,
perikardit, plorezi), graniilomlar (deri alt1 ve i¢ organlarda nodiil gelisimi) ve vaskiilitlerdir
(deri, sinir ve i¢ organ). Hastali§in baslangicinda halsizlik, terleme ve hafif kilo kayb1 goriiliir

ve bu belirtiler zaman zaman eklem yakinmalarinin 6niine gegebilir (Hamuryudan 2007).

Dikkatli bir klinik degerlendirme, en uygun tedavinin miimkiin oldugunca erken
baslatilmasi icin kritik agamadir. Sabah tutuklugu, giinliik aktivitelerde zorlanma, diffiiz ve
simetrik eklem agrilar1 ve periferik kiiclik eklemlerin sisligi en sik rastlanan yakinmalardir.
RA kronik bir poliartrittir ve baslangic sekli hastadan hastaya farklilik gosterir. Hastalik

olgularin %55-70 kadarinda yavas ve sinsi olarak baglar.

Amerikan Romatizma Dernegi ilk olarak 1958 yilinda RA tan1 kriterlerini gelistirmis,
1987 yilinda bunlar1 yenilemistir. Bu kriterlerin duyarlilik ve 6zgiilliigli %90’a yakindir.
Kriterlerden en az 4 tanesinin hastada bulunmasi ve hastanin yakinmalarinin 6 haftadir devam
ediyor olmast ayirici tani igin gerekli kriterlerdir (Yazici ve Erkan 2003). Asagida Amerikan
Romatizma Koleji’nin (ACR) 1987 yilinda yaptigt ve hala gilinlimiizde de gecerliligini

koruyan RA’in belirlenmesinde yararlanilan ¢izelge yer almaktadir (Cizelge 2.1).



Cizelge 2.1. Romatoid artrit ACR 1987 tan1 kriterleri

Sabah tutuklugu Eklemler ve ¢evrelerinde en az 1 saat siliren

Uc veya daha fazla | Bir hekim tarafindan tespit edilen, en az 6 haftalik eklem sisligi

eklemde artrit

El eklemlerinde artrit El bilegi, MKF ve PIF eklemlerinde en az 6 haftalik sislik

Romatoid nodiil Eklem kenarlar1 ve temas bolgelerinde bir hekim tarafindan tespit

edilen deri alt1 nodilleri

Romatoid faktor Normal kisilerde %5’den daha diisiik pozitif

Radyolojik degisiklikler | On-arka planda ¢ekilmis diiz el grafilerinde goriilen erozyonlar
ve periartikiiler osteoporoz

RA’te eklem belirtileri en sik rastlanan belirtilerdir. Sabah tutuklugu, hareket
kisithiligl, agr1 ve sislik goriiliir. En ¢ok tutulan eklemler metakarpofalanjial (MKF), el
bilekleri, proksimal interfalanjial (PiF) eklemlerdir. Eklem tutulumu simetriktir. Ilerlemis

vakalarda ellerde diigme iligi, kugu boynu deformiteleri, ulnar deviasyon gelisebilir

(Glimisdis 2003).

Yorgunluk, halsizlik, istahsizlik, kilo kaybi, yaygin kas-iskelet agrilar1 ilk ozgiil
olmayan yakinmalardir. Bazen diisiik dereceli ates, Raynaud fenomeni gibi atipik bulgular
olabilir. Haftalar veya aylar siiren bir sliregte artraljiler, sabah tutuklugu ve eklemlerde
sislikler olusur. Sabah tutuklugu, agridan once ortaya ¢ikan ilk bulgu olabilir. Bu fenomen
biiyiik olasilikla uyku esnasinda inflamasyonlu dokularda 6deme bagli olabilir. Hareketin
baslamasiyla kaslarin kullanimina bagl olarak damarlarda dolasimin hizlanmasiyla 6dem
azaldikca tutukluk azalir (Ergin 2000). Hastalik ilerledik¢e tutulan eklem sayisi da yavas
yavas artar. Hastalarin %25 kadar1 akut baslangic gosterir. Baslangigta tek veya az sayida
eklemi tutan sekli ise daha ¢ok gen¢ kadinlarda goriiliir ve RF negatiftir. Sistemik baslangi¢
orta yasl erkeklerde daha siktir. Hastalarda ates, anemi, plorezi, perikardit, dokiintii gibi
eklem dis1 klinik bulgular goriilebilir. Palindromik baslangi¢, ortalama iki-li¢ giin siiren,

diizensiz araliklarla tekrarlayan, akut mono veya oligoartikiiler artrit ile karakterizedir.




Sekil 2.2. Popliteal kist (Baker Kisti)

Sekil 2.2°de RA’in neden oldugu diz eklemi 6rnegi verilmistir. Sabah tutuklugu ile
omuz ve kal¢a ¢evrelerinde agr1 6n plandadir. Zaman i¢inde eklem bulgulariin yerlesmesi ile
tan1 konulur. Daha sonra taniy1 takiben, belirtilen bulgular degerlendirilip bu bulgulara gore
hastaligin teshisi konusunda bir skala ortaya c¢ikarilir. Asagida 2010 yilinda giincellenen,
romatoid artrit hastalik tanisi Olgiitlerine ait ¢izelge gosterilmektedir (Cizelge 2.2). Bu
cizelgede yer alan puanlama sistemi yardimiyla hastaligin tanisi konulmaktadir (Glimiisdis
2003).

2010 ACR/EULAR Romatoid artrit ssmflandirma Kriterleri
1. En az bir ekleminde klinik sinovit (sislik) olan,

2. Sinovitin bagka bir hastalikla agiklanamadigi hastalarda, kesin RA siniflamasi igin hasta

skorunun > 6/10 olmas gerekir.



Cizelge 2.2. ACR/EULAR 2010 romatoid artrit siniflandirma kriterleri (Anonim 1)

A. EKLEM TUTULUMU SKOR
1 biiyiik eklem 0
2-10 biiyiik eklem 1
4-10 kiigiik eklem (+ biiytik eklem) 3
> 10 eklem (en az bir kiigiik eklem) 5
B. SEROLOJI

RF ve anti-CCP antikorlar1 negatif 0
RF veya anti-CCP antikorlar1 diisiik pozitif (< normalin {ist sinirinin 3 kati) 2
RF veya anti-CCP antikorlar1 yiiksek pozitif (> normalin iist sinirinin 3 kati) 3
C. AKUT-FAZ REAKTANLARI

CRP ve ESH normal 0
CRP veya ESH yiiksek 1
D. BELIRTILERIN SURESI

< 6 hafta 0
> 6 hafta 1

RA, eklem tutulmalarinin yani sira diger bazi sistemleri de etkileyen bulgular verir.

RA’ in eklem dis1 bulgular1 Cizelge 2.3’ de gosterilmistir.

Cizelge 2.3.Romatoit artrit’e eklem dis1 diger bulgular.

Deri tutulumu Romatoid nodiiller, Palmar eritem, Vaskiilitik deri lezyonlari

Solunum sistemi Plérezi, Interstisyel akciger fibrozu, Nodiiller, Bronsiolit,

Pulmoner hipertansiyona yol acan artrit

Dolasim sistemi Perikardit, Mitral valviilopati, Ileti bozukluklar1, Koroner vaskiilit
Goz tutulumu Keratokonjonktivit sikka, Skelerit, Keleromalasi perforans
Norolojik tutulum Basi noropatileri, Periferal noéropati, Mononorit multipleks
Muskiiler tutulum Giigsiizliik ve artrofi

Hematolojik tutulum | Felty sendromu, Anemiler, Lenfoma
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2.1.6. Romatoid artritin tedavisi

RA tedavisi son 10 yil i¢ginde biiyiik degisiklige ugramis ve bir¢ok yeni ila¢ kullanima
girmistir. Bu dénem siiresince hastaligin erken tanis1 konulup tedavi edilmediginde ilerledigi
ve kalict eklem hasarina neden oldugu anlasilmistir (Glimisdis 2003, Hamuryudan 2007). Bu
acidan dikkat edilmesi gereken {i¢ nokta vardir.

e Erken tam
e Prognostik faktorlerin belirlenmesi
e Erken ve agresif tedavi

Erken tan1 sonucu, ilk iki {i¢ ayda tedavisine baslanan hastada, hastaligin ilerleyisi
durdurulup kalic1 eklem hasarlar1 engellenmis olur. Hastalarda prognostik faktorler belirlenip,
tedavi buna gore baslandiginda daha iyi sonuglar alinmaktadir. Kotii prognostik faktorler,
erken ve yaygin sinovit, eklem erozyonu, eklem dis1 bulgular, RF pozitifligi, sabah sertliginin
sliresi, aile hikayesinin bulunmasi olarak sayilabilir (Paget 1997, Weinblatt 1997, Giimisdis
2003, Hamuryudan 2007).

RA tedavisinde, yeni gelistirilen ilaglar da dahil olmak iizere kullanilan ilaglarin hig
biri hastaligin tamamen ortadan kalkmasini saglamamaktadir. Yine de son yillarda RA’in
tedavisinde olumlu gelismeler gozlemlenmektedir. Bu gelismeler, hastaligin erken tanisina ve
tedavinin uzun vadedeki prognozuna olumlu katkida bulunmus, 6zellikle hastaligin erken
evrelerinde ilaglarin kombine kullanilmasinin tek tek kullanilmasindan daha etkili oldugu
gosterilmistir. Bununla beraber tedaviye verilen yaniti degerlendirmede ve hastalarin saglik

durumunu 6lgmede kullanilan gesitli l¢iim yontemleri de gelistirilmistir (Hamuryudan 2003).

Giliniimiizde RA tedavisinde kullanilan ilaglari,

a) nonsteroid antienflamatuar ilaclar,

b) kortizon;

€) hastaligin seyrini degistiren ilaglar (DMARD’lar; DMARD=Disease Modifying Anti

Rheumatic Drugs) olarak 6zetlemek miimkiindiir.
Hastaligin tedavisi bu ilaglarin bir arada kullanilmasindan ibarettir. Intravendz ve tek

tek eklemlere yonelik lokal kortizon uygulamalari da yapilmaktadir. Hastaligin seyrini

degistiren ilaglar prognozu engelleyerek doku erozyonu gelisimini durdurdugu veya
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geciktirdigi kabul edilen ilaglardir. Metotreksat, sulfasalazin, leflunomid ve hidroksiklorokin

bu grupta en ¢ok kullanilan ilaglardir (Hamuryudan 2007).

2.1.6.1. Nonsteroid antienflamatuar ilaclar

Eklem agris1 ve sabah tutuklugunu gidermede oldukga etkili olan bu ilaglarin etkileri
yar1 Oomiirleri ile smirhidir. Sedimentasyon, CRP gibi akut faz yanitlarin1 baskilamazlar ve
ayrica hastaligin ilerlemesi ve eklem hasarinin gelismesine etkileri yoktur. Etki bakimindan
aralarinda biiyilkk bir fark olmayan bu ilaclarin sec¢imlerinde yarilanma siireleri,
gastrointestinal sistem basta olmak {iizere cesitli yan etkiler, hasta uyumu ve fiyat rol

oynamaktadir (Hamuryudan 2003).

2.1.6.2. Kortizon

RA’in eklem bulgulan diisiik doz (giinde 5-7.5 mg prednizolon) kortizona iyi yanit
verirse de, ilacin dozu ve kullanildig1 siireye bagli olarak gelisen yan etkiler kortizon
kullanimini kisitlar. Yine de diisiik doz prednizolon bobrek, gastrointestinal sistem, kalp gibi
eslik eden hastalig1i olanlarda, yaslilarda ve gebelerde ¢ogu zaman tercih edilen ilag
olmaktadir. Diisiik doz prednizolon doku erozyonu gelismesini geciktirmektedir. Organ
tutulumlarinda tutulumun siddetine bagli olarak daha yiiksek dozlarda kortizon
gerekebilmektedir. Hastaligin alevli donemlerinde kisa siireli intravendz ve tek tek eklemlere

yonelik lokal kortizon uygulamalar1 da yapilmaktadir (Hamuryudan 2003).

2.1.6.3. Hastaligin seyrini degistiren ilaclar (DMARD’lar)

DMARD’lar daha oncede belirtildigi tlizere hastaligin seyrini degistirerek doku
erozyonu gelisimini durdurdugu veya geciktirdigi kabul edilen ilaglardir. Biitiin RA’li
hastalarda tan1 konduktan sonra gecikmeden baslanilmalhidir. Metotreksat, sulfasalazin,
leflunomid ve hidroksiklorokin bu grupta en ¢ok kullanilan ilaglardir (Hamuryudan 2003,
Demirel ve Kirnap 2010).

Yakin zamana kadar RA tedavisi “piramit prensibi” olarak isimlendirilen bir
yaklagima gore yapilmaktayd: (Tetik 2006). Bu tedavide hastalar bir siire sadece birinci

basamakta yer alan nonsteroid antienflamatuar ilaglarla, daha sonra ikinci basamagi olusturan
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hastalik modifiye edici antiromatizmal ilaglar ile tedavi edilmekteydiler. Genel olarak birinci
basamak ilaglarin temelini olusturan nonsteroidlerin, eklem agrist ve sabah tutuklugunun
giderilmesinde etkili oldugu, sadece alindiklar1 siire ile kisith olup sedimantasyon, CRP gibi
akut faz yanitlarini baskilayamadiklar1 ve eklem hasarimin gelismesini engelleyemedikleri ileri
stiriilmekteydi (Tetik 2006). Aralarinda biiyiik bir fark olmayan bu ilaglarin se¢imi, ilaglarin
yarilanma siireleri, yan etki olusturup olusturmamalari, hasta uyumu ve fiyat gibi etkenler goz
oniinde tutularak yapilmaktaydi. ikinci basamak ilaglar ise uygun sekilde kullanildiklarinda,
doku erozyonlarinin ortaya c¢ikisini onlemeleri veya yavaslatmalari nedeniyle hastaligin
seyrini degistiren ilaglar olarak degerlendirilmekteydi. Bu ilaglarin etkileri nispeten geg ortaya
¢ikmakla birlikte, nonsteroid ilaglara nazaran, tedavinin bitiminden sonra bile etkilerini bir
siire daha devam ettirmeleri nedeniyle birinci basamak ilaclardan farklilik gostermektedirler

(Hamuryudan 2007).

Son 10 yildir, RA tedavisindeki geleneksel bakis ve net olmayan tedavi, yerini uygun
tedavinin kanita dayali tutumu ile degistirmistir. Bu degisim, hastalik modifiye edici
antiromatizmal ilaglar olarak bilinen ilaclarin en etkili sekilde kullanilmaya baglanmasi,
DMARD’larin erken donemde ve kombinasyon halinde kullanilmasi, ayrica biyolojik
DMARD’lar iceren yeni hastalik modifiye edici antiromatizmal ilaclarin gelistirilmesi ile
olmustur. Ornegin; monoterapide kullanilan metotreksat, TNF inhibitérleri ile kombinasyon
halinde kullanildiginda etki oran1 artmaktadir (Lynden ve ark. 2006). Bugiin hastalik modifiye
edici ilaglarin (DMARD) kullanilmasiyla birlikte RA hastalarinda gozlenen deformite,
giigsiizlik ve tutulmalar azalmaya baslamistir (Berkun ve ark. 2004). Bu ilaglardan en
onemlisi olan Metotreksat ilk kez 1940 yilinda kanser hastalarinda kullanilmak tizere
gelistirilen folik asitin spesifik antagonistidir (Chan ve Cronstein 2002). 1972°de ilk kez
romatolojik hastaliklarin tedavisinde kullanilmaya baglanmis, rutin tedaviye ancak
1980’lerden sonra girmistir. RA hastalariin yarisindan fazlasinin MTX tedavisi gérmesi ve
yaygin olarak kullanilmasi, MTX’1 en sik kullanilan hastalik modifiye edici antiromatizmal

ila¢ haline getirmistir (Fresko 1999, Gaffney ve Scott 2005, Yazici ve ark. 2005).

MTX ile tedavi edilen RA hasta oraninin 1985’1i yillarda %10°dan 2000’li yillarda
%76’1ara kadar yiikseldigi belirtilmektedir (Lynden ve ark. 2006). Tedavide MTX kullanim1
oranindaki bu artigin nedeni, monoterapide hastalik aktivitesini ve eklem erozyonlarinin
oranini azaltmasi yaninda, uzun donem mortalitede de azalmaya yol agmasidir. Buna ek

olarak monoterapide MTX kullanimi RA hastalarinda uzun siireli mortalitede 6nemli bir
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azalma ile iliskilendirilmistir. MTX i sagladigi hayatta kalma sansi, DMARD grubuna ait
sulfasalazin, hidroksiklorokin, altin ve penicilamin gibi diger ilaglar tarafindan
saglanamamaktadir. Diisilk doz haftalik MTX’in giivenli 6zgecmisi diger segeneklerle
karsilastirildiginda, 1980 yilindan itibaren pratikte yaygmn olarak kullanima baslanmistir
(Lynden ve ark. 2006). Ancak, giiniimiizde MTX kullanimini smirlandiran bazi etmenler
bulunmaktadir. Bunlardan en Onemliside ilacin bazi hastalarda toksisite gelisimine neden
olmasidir (Ranganathan ve ark. 2003). Yapilan klinik arastirmalar, monoterapi uygulanan RA
hastalarinin yaklasik %10-30’unda toksisite gelisimi nedeniyle MTX tedavisine devam
edilemedigini gostermektedir (Van Ede ve ark. 2002, Ranganathan ve McLeod 2006).
Bununla beraber, son yillarda yapilan ilag arastirmalariyla, ilaca verilen bireysel yanitta ¢evre,
beslenme, yas, cinsiyet, kilo, ilag etkilesimlerinin yani sira genetik faktorlerin de 6nemli
oldugu ortaya konmustur. Ayrica, bireyin ilag metabolize edici enzimleri, transport proteinleri
ve reseptorlerinin  genetik sifreleri ve bu sifrelerde meydana gelen degisiklikler
(polimorfizmler) goz 6niinde bulundurularak, en uygun ilag ve doz segimine olanak saglayan
farmakogenetik yaklasim, bireye 0zgii tedavilerin gelistirilmesinde giderek Onem

kazanmaktadir.

2.2. Farmakogenetige Giris

Farmakoloji, ilaclarin ve ila¢ olabilme potansiyeli olan maddelerin kaynaklari,
aktivitelerini, etki mekanizmalarini, yararlarini ve yan etkilerini, kisaca biyolojik etkilerini
inceleyen bilim dalidir. Farmakolojinin alt dallarindan biri de farmakogenetiktir.
Farmakogenetik, bireyler arasinda ilaca verilen farkli yanitlarin veya ilaglarin farkli etki
gostermelerinin sebebi olarak, genetik goriinimde bulunan farkliliklardan kaynaklandigini

savunan bilim dalidir.

Genetik faktorler, bireylerde ilaglarin eliminasyon hizini, ilag reseptorlerinin ve hedef
hiicrelerde ki diger yapilarin niteligini ve niceligini degistirerek ila¢ etkisinin bireyler
arasinda, etnik gruplar arasinda ve irklar arasinda degiskenlik gdstermesinde 6nemli rol oynar.
Farmakogenetik, yetersiz ilag tedavisi, advers/toksik reaksiyonlar, farmakolojik etkinin
uzamasi, On-ilag aktivasyonunun olmamasi, ilag-ilag etkilesimlerinin artmasi, metabolizmanin
alternatif yolaklara kaymasi ve bazi hastaliklara yatkinlik agisindan 6nemlidir. Aslinda

cogunlukla ilacin etkinligi ile ilgilenmesine ragmen, klinik agidan olusan yan etkilerde
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olduk¢a 6nemlidir. Hastaneye bagvuranlarin yaklasik %35’1, yatan hastalarin %10-20’si yan
etkilerden yakinmaktadir (Ingelman-Sundberg 2001, Anonim 2).

Bireyler arasinda ilaca verilen yanitta degiskenlik oldugunu fark eden farmakologlar,
bir ilacin etkinligini, popiilasyonun %50’sinde beklenen etkisini gosterdigi dozla ifade
ederler. Ciinkii regete edilen ilacin belirli bir dozunu alan bireyler arasinda siklikla etkinin
degistigi gortilmektedir (Anonim 2). Bugiinkii bilgilerimize gore, bu durumun nedeni her
bireyin kendine has bir “‘farmakogenetik gortinimii’’ olmasidir. Hastalarin tedavisinde hedef,

kullanilan ilacin ‘‘tedavi edici plazma diizeyine’” ulasmasidir (Ingelman-Sundberg 2001).

2.2.1. Romatoid artritin farmakogenetigi

Viicudumuzda farmakogenetik etmenlerin genetigi, karmasik hastaliklarin genetigi ile
benzerlik gosterebilmektedir. Her iki durumda da proteinlerin kiyaslanabilir miktarinin
saptanmasi karmasiktir ve her gendeki genetik c¢esitlilik klinik olarak gozlenebilen toplam
cesitlilige katki saglayabilir. Bu durum ayni1 zamanda DMARD’lar ve RA i¢in de gegerlidir
(Johnson ve Lima 2003).

RA’te DMARD’larun ve enflamatuvar yolaklarin hipotetik etki mekanizmasi
hakkinda artan bilgiler genetik ¢esitlilige sebep olup bu cesitlilik icerisinde en Onemlisi
SNP’dir. SNP DMARD’larin tedavi etkinligi iizerine etkili olur (Chan ve Cronstein 2002,
Radstake ve ark. 2007). Yapilan bir derlemede, derlemenin kapsami tamamen DMARD
farmakogenetigi ilizerinedir. Bu derlemede MTX ve TNF inhibitorleri ile tedavi edilen
romatoid artrit hastalarinda genetik varyantlar ile her bir hastanin ilaca verdigi yanit odak

noktast olmustur (Kooloos ve ark. 2010).

Bununla beraber MTX, kemik erozyonlarmin gelisimini stabilize ettigi veya
geciktirdigi ve hastalik aktivitesini azalttig1 ispatlanmis olan ve RA tedavisinde yaygin olarak

kullanilan hastalik modifiye edici antiromatizmal ilagtir (Judith ve ark. 2006).
RA’in aktivitesinin baskilanmasi i¢in gerekli olan MTX dozunun, farkli toplumlarda

RA’li hastalar arasinda farkliliklar olusturabilecegi hatta bazi durumlarda MTX tedavisinin

etkisiz kalabilecegi yapilan ¢alismalar ile literatiirde belirtilmektedir (Urano ve ark. 2002).
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2.2.2. MTX’1n farmakogenetigi

MTX’1n etki mekanizmasi ve metabolizmasi tam olarak bilinmemesine ragmen, ¢ok
sayida enzimlerin antiproliferatif ve immunosupresif etkilerinde MTX’in 6nemli oldugu
gosterilmistir (Cutolo ve ark. 2001, Chan ve Cronstein 2002). MTX’in hiicre igi
metabolizmay1 diizenlemeden Once, hiicre igerisine tasiyict enzimler ile, 6rnegin RFC (RFC=
Indirgenmis folat tasiycis) ile girisi saglanir. Bu girisi ATP baglayic1 kasetler (ABC=ATP-
binding cassette), ozellikle ABCC1 ve 5, ABCG2 ve ABCBI gibi tasiyicilar kolaylastirir
(Norris ve ark. 1996, Hooijberg ve ark. 1999). MTX’ in hiicre igerisine girisi ile ilag
poliglutamasyona ugrar ve MTX’e glutamik asit gruplarinin baglanmasiyla MTX islevsel hale
doniistir. Bu doniistim folipoliglutamat sentaz (FPGS=folypolyglutamate synthetase) enzimi
tarafindan kataliz edilir. Gamaglutamil hidrolaz (GGH=gamma-glutamyl hydrolase) enzimi
ise FPGS enziminin islevinin tersini yaparak MTX’a bagli glutamik asit gruplarin1 koparir.

Ayn1 zamanda bu iki enzim birbirleri ile esgiidiimlii olarak ¢alisir.

MTX poliglutamat (MTXPG), timidilat sentaz (TYMS) ve dihidrofolat rediiktaz
(DHFR) gibi birka¢ enzim iizerine dogrudan inhibitor etki gosterirken, folat yolaginda anahtar
enzim olan MTHEFR iizerine dolayli olarak inhibitor etki gosterir (Chan ve Cronstein 2002).
Ayrica, MTXPG’lar 5-aminoimidazol-4-karboksiamid riboniikleotitten (AICAR) formil-
AICAR’e donisiimii kataliz eden AICAR transformilaz (ATIC) enzimini inhibe ederek,
tepkimenin gergeklesmesine engel olur. AICAR birikimi adenozin monofosfat deaminaz
(AMPD1) gibi enzimler iizerinde dogrudan inhibitor etkisi vardir. Bu birikim anti enflamatuar

etkisi olan adenozinin salinimina neden olabilir (Montesinos ve ark. 2000, Cronstein 2005).

Bugiine kadar, MTX’in farmakogenetigi ile ilgili yapilan ¢aligmalarda SNP secimi
MTX’1n etki mekanizmasindaki yolaklarda etkin olan enzimleri kodlayan genler iizerindeki
varsayimlar ile yapilmistir. Ancak mevcut polimorfizm ¢alismalarindan karmasik sonuglar
elde edilmistir. Cizelge 4’te MTX monoterapisi ile tedavi olan RA hastalarinda

farmakogenetik sonuglar gosterilmektedir.

Tasiyict enzimleri kodlayan ABCB1, RFC, ABCC2 genlerinde meydana gelen
polimorfizmlerin MTX tedavi sonucunu etkiledigini ortaya koyan calismalar literatiirde yer
almaktadir. Ozellikle ABCB1 ve RFC proteinleri iizerine yapilan genetik calismalarda,
ABCBL1 ve RFC genlerindeki SNP’lerin MTX tedavisi ve etkinligi tizerinde etkili oldugu
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literatiirde bildirilmektedir. (Chatzikyriakidou ve ark. 2007, Ranganathan ve ark. 2008,
Bohanec ve ark. 2008).

MTX farmakogenetigi iizerine yapilan en dikkat g¢ekici ¢alismalar, folat yolaginda
anahtar enzimi kodlayan MTHFR geni yapisinda meydana gelen C677T ve A1298C
polimorfizmlerin arastirilmasidir (Van Ede ve ark. 2001, Judith ve ark. 2006,
Chatzikyriakidou ve ark. 2007, Wessels ve ark. 2007). Bu enzim ¢esitli metabolik
reaksiyonlarla homosisteinden metiyonine doniisimii kataliz eder (Cronstein 2005).
Fonksiyonel ¢aligmalar bu iki mutasyonun, MTHFR enzim aktivitesinde azalmaya ve bunun
neticesinde homosisteinemiye neden olacagini ortaya koymustur (Haagsma ve ark. 1999).
MTX monoterapi alan RA hastalarinda, ger¢ekte enzim eksikligi homosisteinemye neden olur
ve toksik etki yapmasi s6z konusudur. Bu durum sindirim sistemini etkileyebilir (Haagsma ve
ark. 1999). Sonug olarak birgok toplumda, MTHFR C677T ve A1298C ile yapilan birgok
caligmada toksisite rapor edilmistir. MTHFR C677T ile ilgili olarak yapilan bazi ¢aligmalarda
genel olarak MTX’a bagl toksisite arasinda baglanti bulunamamistir; buna karsin yapilan
diger ¢alismalarda CT genotipi ile GI toksisite arasinda bir baglantinin oldugu literatiirde yer
almaktadir (Banerjee ve ark. 2002). Yine ayni ¢alismalarda 677T alel tasiyicilarinda yiiksek
karaciger enzim diizeylerine bagl olarak MTX tedavisinin kesildigi bildirilmektedir. Bununla
beraber, MTHFR A1298C polimorfizmi iizerine yapilan ¢esitli ¢alismalarda ¢eligkili sonuglar
yer almaktadir. Literatiirde yeralan iki ¢alismada MTHFR 1298A aleli tasiyicilarinda ilacin
yan etkileri gorildigii bildirilirken (Kumagai ve ark. 2003, Dervieux ve ark. 2006),
literatlirde yer alan diger ¢aligmalarda A1298C polimorfizminin MTX yan etkisi ile iligkisi
olmadigi belirtilmektedir (Genestier ve ark. 2000, Taniguchi ve ark. 2007). Bununla beraber,
bazi ¢alismalar ise MTHFR 1298C tasiyicilarinda gastrointestinal ve genel toksisitenin
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha fazla gorildiiginii bildirmektedir (Cronstein
1997).
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Cizelge2.4. MTX kullanan romatoid artrit hastalarinda farmakogenetik ¢alismalarin

degerlendirilmesi
Genetik Klinik etkisi
Gen | Fonksiyon polimorfizmler Toksisitesi Etkinligi
T aleli tagiyanlarda | Bazi ¢alismalarda
Gl toksisite ve etkinligi
artan karaciger saptanmamigken,
Ce77T enzimi iliskisi baz1 | bazilarinda etkinligi ile
calismlarda iligkilendirilmistir.
Metilen bulunmamustir.
THF’dan
MTHFR | metil-THF A aleli toksisiteye | Bazi ¢alismalarda
dontigiimiinii neden olur, C- aleli | etkinligi yokken, bazi
katalizler. toksisite ve Gl | ¢calismalarda etkinlik
toksisitesi ile | gosterir. Bazilarinda ise
Al1298 C iligkili, toksik | etkinligi etkileyebilecegi
degildir. saptanmistir.

2.2.3. Hiicre i¢ci MTX metabolizmasi

MTX hiicre igerisine indirgenmis folat tasiyicisi araciligi ile aktif tasima yoluyla alinir
(Genestier ve ark. 2000). Bu tasima ATP-baglayici kasetler araciligiyla, 6zellikle ABCC1,5
ve ABCG2 gibi aracilarla yapilir (Hooijberg ve ark. 1999, Wielinga ve ark. 2005). MTX
metabolizmas1 Sekil 2.3’te gosterilmektedir. Hiicre igerisine giren MTX’in 2. ve 7.
karbonlarina glutamik asit gruplarinin eklenmesiyle, MTX poliglutamasyona ugratilir. Bu
dontisim folipoliglutamat sentaz enzimi tarafindan kataliz edilir. Poliglutamik form sayesinde
MTX membran disina ¢ikamaz ve bdylece MTX 1n hiicre igerisinde yarilanma Omrii artar
(Genestier ve ark. 2000). Gamaglutamil hidrolaz enzimi poliglutamasyon isleminin tersini

yapar ve glutamik asit gruplarini koparir.

Dihidrofolat rediiktaz ve timidilat sentaz dahil olmak tizere birgok onemli enzimler

tizerinde MTXPG anahtar rol oynar. Calismalar MTX’1n onciil ilag oldugunu ve RA’teki
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etkisinde poliglutamat formunun ana ilag oldugunu diisiindiirmektedir (Chan ve Cronstein
2002). Bu nedenle, hatali poliglutamasyon MTX’a ait olmayan yanitin potansiyel
mekanizmalardan birisi oldugunu sdylemislerdir (Galpin ve ark. 1997, Genestier ve ark.
2000). Hem ergin losemilerde hem de RA’te MTX-PG tedavi etkinligi ile korelasyonunu
gostermislerdir (Banerjee ve ark. 2002, Dervieux ve ark. 2006). Ek olarak, MTX ayrica
MTHFR enziminin aktivitelerini hiicre i¢i folat yoluyla etkilemektedir. Yinede MTX-PG
tarafindan en giiglii sekilde inhibe edilen enzim reaksiyonu 5-aminoimidazol-4-karboksiamid
ribonukleotid (AICAR)’in formil-AICAR’e doniisiime aracilik eden AICAR transformilaz
enzimi tiizerinedir. AICAR ve metabolitlerinin birikimi adenozin deaminaz ve adenozin
monofosfat deaminaz i¢eren adenozin yolagindaki diger bir¢cok enzim iizerinde dogrudan bir
inhibitor etkisine sahiptir. Bu olayin net sonucu gii¢lii bir antienflamatuar etkisi olan
adenozinin azalmasidir. Bu durum hastalarda yangi sikayetlerinin artmasina neden
olmaktadir. Bu yiizden MTX metabolizmasina aracilik eden ve potansiyel farmakogenetik
hedefler olabilecek bir¢ok anahtar enzim oldugu disiiniilmektedir (Cronstein 1997, Hider ve
ark. 2007).

[A He;jef hicre l Adeiiia ﬁ.ﬂpé

MTX A
Hiicre ¢ { RFC k ‘1;';\ -
o lx ABCC1, ABCC4 veABCG2

aracihgryla tasmma
FPGS GGH
Adenozin binkimi

/ e \

TYMS DHFR ATIC
1 DHF _1- THF l
Pirimidin Sentezi ROPR Piirin bivosentezi

DNA/RNA metilasyonu inhibisyvonu

MTX metabolizmasina katilan anahtar enzimelerden bazilari. RFC; Indirgenmis folat
tasiyicisi, MTX-PGs; metotreksat-poliglutamatlar, FPGS; folipoliglutamat sentaz, GGH;
gamaglutamil hidrolaz, DHF; dihidrofolat, THF; tetrahidrofolat, TYMS; timidilat sentaz,
DHFR; dihidrofolat rediiktaz, MTHFR; metilentetrahidrofolat rediiktaz, ATIC; 5-
aminoimidazol- 4-karboksiamit ribonukleotit transformilaz.

Sekil 2.3. MTXin hiicre igerisine giris yolagt (Hider ve ark 2007)
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RA tedavisinde en yaygin olarak kullanilan ilag¢ MTX’tir. Ancak bir¢ok hastada
yeterince cevap vermeyen diger ilaglarin yani sira hastaligi modifiye eden ilaglar gibi etki
gostermektedir (Weinblatt ve ark. 1994, Kinder ve ark. 2005). MTX yaygm olarak
kullanilmasma ragmen etki mekanizmasi tam olarak agiklanamamistir ve tedaviye verilen

yanittaki belirleyicileri tam olarak karakterize edilememistir.

Aday gen calismalarinda MTX’1n etki mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasina ve
tedaviye verilen yanittaki genetik belirleyicilerin kesfine odaklanilmistir. Calismalarda MTX
tedavi yanitinda ve MTX metabolizmasinda rol oynayan bir¢ok gen ile enflamasyon yolaklari
arasinda bir iliskinin oldugu ileri siiriilmistiir. S-aminoimidazol-4-karboksiamit riboniikleotit
transformilaz (ATIC) (Dervieux ve ark. 2004, Wessels ve ark. 2007), inozin trifosfat
fosforilaz (ITPA) (Wessels ve ark. 2006 ve 2007) ve 5,10-metilentatrahidrofolat rediiktaz
(MTHFR) aday genler olarak belirlenmis ve bu genler {izerine ¢alismalar yogunlagmistir
(Dervieux ve ark. 2006, Kurzawski ve ark. 2007).

ATIC ve ITPA adenozin yolagindaki genlerdir. Bunlar antienflamatuar 6zellige sahip
bir molekiil olan ekstraseliiler adenozinin saliniminda gérevli olan enzimleri kodlar (Wessels
ve ark. 2006). MTHFR ise homosistein metabolizmasinda gorev alan enzimi kodlar. Bu
proenflamatuar yanitla ilgili bir amin oasit olan homosistein metabolizmsinda goérevli bir
enzimdir. Cok fazla sayida aday gen caligmalari yapilmis olsa da, bu genler ve MTX tedavi

yanit1 arasindaki gergek iligki hala belirsizdir (Kurzawski ve ark. 2007).

2.3. Metilentetrahidrofolat Rediiktaz (MTHFR)

2.3.1. MTHFR enziminin yapisi ve gorevleri

5,10-metilentetrahidrofolat rediiktaz enzimi (MTHFR) bir flavoprotein olup, MTHFR
ailesinin (EC 1.5.2.20) bir iyesidir (Fodinger ve ark. 2000, Goyette ve Rozen 2000,
Homberger ve ark. 2000). Memelilerde MTHFR’in yapis1 hakkindaki ilk bilgiler, domuz
karaciger enziminin saflastirilmasi ile elde edilmistir (Rozen 1998, Sibani ve ark. 2000).
Enzim sitoplazmik bir protein olup, iki alt birimden olusan homodimer yapidadir (Sibani ve
ark. 2000). insanlarda yapilan Western analizleri sonucu iki izoformunun oldugu

aciklanmistir. Bu izoformlar dokulara 6zgii olup, 70 kDa’luk kiigiik alt birimlere sahip
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izoform karacigerden, 77kDa’luk biiyiik alt birimlere sahip izoform ise diger dokulardan
saflagtirnlmistir  (Rozen 1998, Homberger ve ark. 2000). Enzim, tripsinle proteolize
ugratildiginda, 77 kDa’luk alt birim 40 kDa ve 37 kDa’luk kisimlara ayrilmaktadir. Bu
ayrilma sonucunda S-adenozil metiyonin (SAM) inhibisyonu ortadan kalkar, ancak enzimin
katalitik aktivitesi degismez. Yapilan ¢alismalar sonucunda katalitik bolge olan 40 kDa’luk
N-ug bdlgenin substrat ve koenzim baglama kisimlarina sahip oldugu, regulator bolge olan 37
kDa’luk C-ug bolgesinin ise SAM baglama kismina sahip oldugu gosterilmistir (Rozen 1998,
Sibani ve ark. 2000). Memeli enzimi kendisine nonkovalent olarak bagli FAD koenzimi
icerir. Bu koenzim, NADPH’in metilentetrahidrofolata transferini saglar (Fodinger ve ark.
2000, Sibani ve ark. 2000).

MTHFR folat metabolizmasinda onemli bir enzimdir ve 656 amino asitten olusur
(Homberger ve ark. 2000, Rosenblatt 2001). MTHFR enzimi, homosisteinin remetilasyon
dongiisiinde (homosistein, transsiilfiirasyon ve remetilasyon yollarin1 kullanarak metabolize
olur) gérev yapar (Homberger ve ark. 2000). MTHFR, 5,10 metilentetrahidrofolat (5,10-
metilenTHF)’1 geri doniisiimsiiz olarak 5-metil tetrahidrofolat (5-metil THF)’a dontistiiriir
(Sekil 2.4) (Bagley ve Jacob 1998, Homberger ve ark. 2000). 5-metil THF, DNA metilasyonu
ve metiyonin sentezi i¢in metil grubu saglar. Bunun i¢in 5-metil THF, metil grubunu vererek
homosisteinin doniistimiinde rol oynar. 5,10-metilen THF ise deoksiiiridilatin timidilata
dontisimiinde kullanilirken, bir taraftan da piirin sentezi igin 10-formil THF’a okside
olmaktadir (Bagley ve Jacob 1998). MTHFR geninde meydana gelen bir mutasyon (en yaygin
olan1 C677T polimorfizmi) enzim aktivitesini azaltmaktadir (Peng ve ark. 2001). Azalan
MTHFR aktivitesi sonucunda 5-metil THF diizeyi azalmakta, 5,10-metilen THFmiktar1 ile
plazma homosistein diizeyi artmaktadir (Peng ve ark. 2001, Bailey ve ark. 2002).

MTHFR enziminin eksikligi durumunda klinik semptomlarin genis bir dagilim
gosterdigi anlagilmaktadir. Hiper homosisteinemi ve homosisteiniirinin ortaya ¢iktigi ciddi
MTHFR eksikliginde, periferal noropati, gelisme geriligi, hipotoni, inme, tromboz gibi klinik
ozellikler goriiliir. MTHFR eksikliginin hafif oldugu durumlara popiilasyon genelinde
olduk¢a sik rastlanir, bu durumda arterial hastaliklarin olusumunda bir risk faktoriidiir

(Goyette ve ark. 1998, Rady ve ark. 1999).
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Sekil 2.4. Homosistein’in transsiilfiirasyon ve remetilasyonuyla ilgili metabolik yolaklar.
(MTHFR: metilentetrahidrofolat rediiktaz, MS: Metiyonin sentetaz, CS: Sistatyonin
sentetaz, CL: Sistatyonin y liyaz, BHMT: Betain homosistein metil transferaz, MT: Metil
transferaz, SAM: S-adenozilmetiyonin, SAH: S-adenozilhomosistein THF: Tetrahidrofolat,
DMG: Dimetilglisin). Viicuttaki homosistein, transsiilfiirasyon veya yeniden metilasyon
(remetilasyon) yollarmi kullanarak metabolize olur. Transsiilfiirasyon yolunda homosistein,
vitamin B6 bagimli bir enzim olan sistatyonin 3 sentetaz katalizorliigiinde sistatyonin’e, o da
sisteine hidrolize olur. Bu sistein de daha sonra siilfata hidrolize olarak idrarla atilir.
Remetilasyon yolunda homosisteinden metiyonin’in yeniden sentezi iki farkli yolla
gerceklesir: Kisa yoldabetain homosistein metiltransferaz (BHMT) enzimi, bir metil vericisi
olan betainin metil grubunu, homosisteine aktararak metiyonin olustururken, kendisi
dimetilglisine doniislir. Metilen, metil grubundan daha yiikseltgenmis oldugundan,
metilentetrahidrofolatin hem bir karbon verici hem de bir hidrid iyonu tedarik edici rolii
vardir. 5-metiltetrahidrofolatin bir metil grubu, kobalamin (vitamin B12 ) bagimli enzim olan
metiyonin sentaz araciligr ile homosisteine aktarilarak metiyonin olusurturulurken diger
taraftan da tetrahidrofolat meydana gelir. Bu tetrahidrofolat tekrar 5-10
metilentetrahidrofolata doniisiir. Fazla metiyoninin bir kismi1 proteinlerin yapisina katilirken,
bir taraftan da SAM’1, o da SAH’1 meydana getirir (Rozen 1998, Botto ve Yang 2000, Diaz-
Arrastia 2000, Fodinger ve ark. 2000, Kim ve ark. 2004)
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2.3.2. MTHFR geninin yapasi ve ozellikleri

MTHFR geni 5,10-metilentetrahidrofolat rediiktaz enzimini sifreler (Martinez 2006).
Goyette ve arkadaslar1 (1994) floresan in situ hibridizasyon yontemiyle MTHFR geninin
1p36.3 tizerinde yer aldigini belirlemislerdir (Sekil2.5). Gen 150 kDa’luk, 656 amino asitten
olusan homodimerik bir proteini sifreler. Insanda MTHFR geni 11 ekzondan olusur (Langevin
ve ark. 2009). MTHFR geni 77kDa’dan olusan birbirine es iki alt birimi olan enzimi kodlar.

Bu alt birimlerin her biri 40 kDa N-terminal domen ve 37 kDa C-terminal domen igerir
(Shelnutt ve ark. 2004).

MTHFR, folat metabolizmasinda anahtar enzim roliindedir. Enzim folat
koenzimlerinin piirin, pirimidin sentezi ve metiyonin sentezi i¢in paylasimini saglayarak
organizmanin fizyolojik fonksiyonlarinda diizenleyici goérev alir. MTHFR, 5,10 metilen
THF’1n, 5-metil tetrahidrofolata (THF) indirgenmesini katalizler. Bunun i¢in kofaktor olarak
FAD’1 kullanir (Martinez 2006). 5-metil THF, metiyoninsentezi i¢in metil grubu saglar ve
dolayli olarak DNA metilasyonuna katilir. DNA sentezi i¢in de, deoksiliridiilatin timidilata
dontismesinde 5,10-metil-THF gereklidir (Tas¢ioglu 2005). Bununla birlikte metil THF,
folatin temel halkasal formudur ve homosisteinin metionine remetilasyonunda karbon
vericisidir (Slattery ve ark. 1999). MTHFR’1n aktivitesi, dihidrofolat (DHF) ve S-adenozil
metiyoninin (SAM) baglanmasi ile inhibe edilebilir (Jencks ve Mathews 1987).
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Sekil 2.5. MTHFR geninin lokalizasyonu (Anonim 3)
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Folatin tetrahidrofolat havuzuna tekrar girmesi sadece B vitaminine bagimli metiyonin
sentetaz reaksiyonu ile olmaktadir (Sibani ve ark. 2000). MTHFR aktivitesinin DNA
metilasyonu, DNA tamiri ve DNA sentezindeki potansiyel etkisi MTHFR’yi kanser etkileyici
gen yapmistir (Rosenblatt 2001).

2.3.3. MTHFR polimorfizmleri ve hastaliklarla iliskisi

[k olarak, MTHFR C677T polimorfizmi Frosst ve arkadaslari tarafindan 1995 yilinda
tamimlanmustir. 4. ekzon ve 677. baz ciftindeki sitozin\timin degisimi MTHFR’de alanin\valin
yer degistirmesine ve bunun neticesinde enzim aktivitesinde azalma (%60 oraninda) ve
sicakliga dayaniksizliginda artmaya sebep olmaktadir (Giovannucci 2002, Boris ve ark.
2004).

MTHFR geninde yabanil tipe karsi C677T polimorfizmi igeren bireylerde enzim
seviyelerinde farklilik gozlenir. Bu farkliliklarin DNA metilasyonu ve niikleotit havuzu
biyiikligi ile baglantili oldugu disiiniilmektedir. MTHFR geninin varyant formunda
homozigot olarak bulunan bireyler (TT) yabanil tipe gére diisiik oranda kolon kanser riski
tasimaktadirlar. Yiiksek oranda folat, B6 ve B12 vitamini alan TT genotipli bireylerde bu risk
yabanil tipe gore %30-40 oraninda azalmaktadir (Rady ve ark. 1999). Bunun nedeni,
kolorektal kanser ve 16seminin ¢ok hizla ¢ogalan dokulardan meydana gelmesi ve DNA

sentezine yiiksek oranda gereksinim duymasidir (Skibola ve ark. 1999).

Toplumda bireylerin %15 kadarina varan bir oranda rastlanan bu mutasyon enzim
aktivitesinin azalmas:t ile homosistein birikimine neden olur. MTHFR enziminin
aktivitesindeki bir azalma metil THF 1n azalmasi, dolayisiyla metilen THF 1n artmasina sebep

olur (Boris ve ark. 2004, Boccia ve ark. 2009).
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Sekil 2.6. MTHFR C677T polimorfizmi (Lucock ve Yates 2006)

Homozigot mutant genotip (677TT) diisiik serum folati, yiiksek plazma homosisteini,
hiicrelerde farkli folatlarin dagilimlarinda degisikliklik ve koroner kalp hastaligi gibi farkli
kronik rahatsizliklarda degisik risk ve gesitli kanserler ile bagdastirnlmistir (Gotze ve ark.
2007). C677T polimorfizmine bagh olarak meydana gelen MTHFR aktivitesindeki azalma
vaskiiler hastaliklar, noral tiip defekti, erkek infertilitesi, Down sendromu gibi farkli

hastaliklarla da iliskili bulunmustur (Stuppia ve ark. 2002).

MTHEFR geninde ikinci siklikta karsilagilan polimorfizm genin 7. Ekzonunda 1298.
baz ¢iftinde, enzimin C-terminal regiilator domeninde glutamatin alanine doniismesi ile
sonuglanan A-C polimorfizmidir. Homozigot varyant (CC), heterozigot varyant (AC) ve
normal (AA) genotiplerinden olusur. Bu polimorfizm ilk kez Viel ve arkadaslar1 tarafindan
ovaryum kanserli olgularda bulunmustur, ama daha sonra bu hastalik ile karakterize
edilememistir. Homozigot varyant genotipte enzim aktivitesinde %60’a varan azalma goriiliir.
Bu polimorfizmdeki alel frekansi %33’ bulur (Skibola ve ark. 1999, Boccia ve ark. 2009).
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DNA metilasyonu gibi epigenetik mekanizmalarin bipolar bozukluk (manik
depresyon)’ta etkili olmast ve MTHFR geninin DNA metilasyonunda goérev almasindan

dolay1 bu hastalik ile C677T mutasyonu iliskilendirilmistir (Chen ve ark. 2009).

C677T ve A1298C polimorfizmleri ile bas, boyun ve akciger kanserleri arasindaki
iligki {izerine yapilan ¢alismalarda, diisiik folat alimi1 ger¢eklesen hastalarda kanser riskinin
arttig1 ama folat alimi yiiksek olan hastalarda bir risk bulunmadigir gézlemlenmistir. Sonug
olarak, bu polimorfizmlerin genetik olarak katkilarinin tek basina kanser gelisimine yol
acmadigi, bu polimorfizmlerin g¢evresel faktorlerle beraber kanser gelisiminde etkili oldugu
kanisina varilmis ve yeni ¢alismalarla desteklenmesi gerektigi literatiirde belirtilmistir (Boccia
ve ark. 2009).

Capecitabine ile tedavi edilen kolorektal kanserli hastalarit kapsayan bir diger
calismada, MTHFR C677T ve A1298C gen polimorfizmleri ile hastalik arasinda bir iligki
oldugu saptanmis, bu hastalara ait plazma homosistein seviyesinde bir artis ve plazma folat
seviyesinde bir azalma oldugu gozlenmistir (Bononi ve ark. 2008). Ancak mide kanseri
hastalar1 tizerine yapilan bir baska ¢alismada ise MTHFR gen mutasyonlari ile mide kanseri
arasinda anlamli bir baglanti bulunamamuistir (Giovannucci 2002). Kolon ve rektum kanserleri
lizerine yapilan iki ¢alismada ise MTHFR 677TT polimorfizminin kolon ve rektum kanser
riskini azalttigi, ancak CC ve CT genotiplerinde kanser riskinin arttigi belirtilmistir. Bununla

beraber, folat alinimi arttik¢a da bu riskin azaldigi gézlenmistir (Wu ve ark. 2009).

Insan lenfositleriyle yapilan iki farkli ¢aligmada, MTHFR varyanti hiicrelere uygun
besi yerinde farkli folat seviyeleri uygulanmis ve 677TT varyant1 olan hiicrelerin digerlerine
oranla daha kolay ¢ogalarak daha direncli olduklar1 saptanmis, buna karsin 677CC ve 677CT
genotiplerine sahip hiicrelerin hiicresel strese toleranslarinin daha diisiik oldugu goézlenmistir.
Ayrica, lenfosit hiicrelerine farkli folat seviyelerinde uygulanan radyasyona karsilik, folat
seviyesi azaldikca hiicrelerde kromozom kiriklar1 ve kayiplart arttig: literatiirde bildirilmistir

(Leopardi ve ark. 2006, Wu ve ark. 2009).
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2.3.4. MTHFR geninin diger alelik varyantlar:

2.3.4.1. MTHFR C599T ARGI184TER

Goyette ve arkadaslar1 (1994), MTHFR eksikligi goriilen bir hastada 559. niikleotitte
C\T degisimi sonucu, 184. Pozisyondaki Arg—Stop kodonuna doniistiren ARGI184TER

varyantini tanimlamugtir (Cizelge 2.5).

2.3.4.2. MTHFR G482A ARG158GLN

Goyette ve arkadaslart (1994), MTHFR eksikligine bagli olarak gelisen
homosisteiniirili hastalarda 482. niikleotitte G\A degisimi sonucu, 158. pozisyondaki

Arg—Glu degisikligini ARG158GLN varyanti olarak tanimlamistir (Cizelge 2.5).

2.3.4.3. MTHFR A983G, ASN324SER

Wendel ve Bremer (1984), Hyland ve arkadaslari (1988) ve Kluijtmans ve arkadaslar
(1998) tarafindan siddetli MTHFR enzim eksikligi gézlenen Yunan/Makedon soyundan bir
hasta kadinda, MTHFR geninde 324. pozisyonunda Asn—Ser'e doniisiimii sonucu olusan

homozigot A983G mutasyonunu tanimlamustir (Cizelge 2.5).

2.3.4.4. MTHFR T1027G, TRP339GLY

Kluijtmans ve arkadaglar1 (1998), MTHFR eksikligi gozlenen Tiirk soyundan bir
cocukta MTHFR geninde 1027. niikleotitte T\G degisimi tanimlamistir. Bu mutasyon

triptofan kalintisini glisine doniistiirmektedir (Cizelge 2.5).

2.3.4.5. MTHFR C-1084T

Hyland ve arkadaslar1 (1988) ve Kluijtmans ve arkadaslari (1998) kan bagi olan
saglikli Tiirk ailesinin bir erkek ¢ocugunda MTHFR ¢cDNA’da 1084. niikleotitte C\T degisimi
sonucu, Arg—TGA (stop) kodonu degisikligi ile MTHFR C1084T varyantini
tanimlamiglardir (Cizelge 2.5).

27



2.3.4.6. MTHFR C1711T

Kluijtmans ve arkadaslar1 (1998), MTHFR geninde 1711. niikleotitte C\T degisimi
sonucu, Arg—TGA (stop) kodonuna degisimini MTHFR C1711T varyant1 olarak
tanimlamuglardir (Cizelge 2.5).

2.34.7. MTHFR, 1081C-T

Tonetti ve arkadaslar1 (2000), serum ve kirmizi kan hiicrelerinde diistik folat seviyesi
ile iliskili olarak olusan hiper homosisteinemi’li ve hipometiyoninemili dort kardes ¢ocukta
ekzon 6’da 1081. niikleotitte C\Tdegisimi sonucu Arg—Cys degisikligini MTHFR, C1081T

varyanti olarak tanimlamistir (Cizelge 2.5).

2.3.4.8. MTHFR G1755A MET581ILE

Beckman ve arkadaslar1 (1987), MTHFR eksikligi olan bir hastada 1755. niikleotitteki
G\A degisikligi seklinde bir polimorfizm tanimlamistir. Selzer ve arkadaslart (2003) ise
Met—lle degisimine neden olan bu mutasyonun azalmis enzim fonksiyonu ile iliskili olan
MTHFR C677T ve Al1298C polimorfizmleri ile birlikte kalitildigim1 gostermistir (Cizelge
2.5).
Cizelge 2.5. MTHFR geninin diger alelik varyantlari

Degisen ni.ikleot;t Degisen Amino Asit
CPoT Arg ' —Ter
G A Arg' " —Gin
CET Ala*“—Val
ATTEC Glu™ —Ala
ATEG Asn’?*_Ser
TG Trp™"—Gly
cheT Arg—STOP
ek g Arg—STOP
(3iadh & Arg —Cys
G'"PA MeT " —lle
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2.4. Calismanin Amaci

Calismamizda romatoid artrit tamist konulan ve MTX ilact kullanan Tiirk
popiilasyonundaki hastalarda C677T ve A1298C polimorfizmlerinin ila¢ etkinligi ve ilag
toksisitesi lizerine etkilerinin saptanmasi amaglanmistir. RA’in prevalansi yaklagsik olarak %1
dolayindadir. RA tedavisinde en ¢ok kullanilan ilag MTX olmasina ragmen literatiirde,
hastalarin 1/3’nlin tedaviye olumlu yanit verdigi bildirilirken, geriye kalan hasta grubunda
istenilen tedavi yanit1 alinamadigi, hatta ilacin yan etkilerinden dolay1 sikayetlerin oldugu
belirtilmektedir. Yapilan bu ¢alismada, MTHFR C677T ve A1298C gen polimorfizmlerinin
tedaviye verilen yanitta bireysel farkliliklara neden olabilecegi hipotezi kurulmustur. Bu
baglamda, MTX’mm RA hastalarindaki etkinligine ve MTHFR C677T ve A1298C
polimorfizmlerinin ila¢ toksisite gelisimi tizerinde etkili olup olmadiginin arastirilmasi

amagclanmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Hasta Grubu

Eyliil 2010 ile Haziran 2014 tarihleri arasinda Bezmi Alem Vakif Universitesi
Romatoloji Servisi’nde tedavi olan 88 romatoid artrit hastasi bu c¢alismaya katilmustir.
Hastalar “Goniillii Olur Formu” nu imzalayarak calismaya katilmayr kabul etmislerdir.

Hastalar en az alt1 hafta MTX kullanmis ve hastalik ge¢misleri iKi yildan fazladir.

Hastalarin her birinden EDTA’l1 tiiplere 3’er ml (1 tiip) kan 6rnegi alinmistir. Tedavisi
takip edilen her hastaya hastalik siiresi, folik asit kullanimi, kullandigi ilaglar, ila¢ kullanimina
bagli olarak herhangi bir yan etki gelisimi gozlenip gbzlenmedigi gibi tibbi 6zge¢misleri ile

ilgili sorular sorulmus ve bilgiler kaydedilmistir. Hastalara ait demografik ve klinik bilgiler

Cizelge 3.1 ve 3.2°de sunulmustur.

Cizelge3.1. Hastalara ait demografik ve klinik bilgiler

Cinsiyet (%0Kadin %Erkek)

%85.22 ; %14.28

Yas (Ortalama+Standart Sapma) 50.96+9.48
Hastalik Siiresi (Medyan) (Y1il) 12 (5-40)
Sis Eklem Sayis1 (Medyan) 0 (0-4)
Hassas Eklem Sayis1 (Medyan) 3(0-25)
DASZ28 (Ortalama+Standart Sapma) | 3.75+1.21
RF Pozitif (%) 63.63

ESH Medyan (mm/saat) 23 (8-101)
CRP Medyan (mg/l) 0.4 (0.1-4.2)

DAS28: 28 eklem iizerinde hastalik aktivite skoru; RF: Romatoid Faktor; ESH: Eritrosit

Sedimentasyon Hizi; CRP: C-Reaktif Protein.
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Cizelge 3.2. Monoterapi goren (sadece MTX kullanan) romatoid artrit hastalarinda goriilen

yan etkiler

Say1 (%)
Genel yan etki (yorgunluk, kirginlik) | 6 (% 6.81)
Gastro intestinal kusma ve bulanti 8 (%9.09)
Karaciger ALT ve AST'de artig 0

Hematolojik yan etkiler (16kosit sayist | 0

ve alt gruplarda degisim)

Akciger iizerine yan etki

Deri lizerine yan etki

KBB iizerine yan etki

o| ol ol o

Noropsikiyatrik yan etki

3.1.2. Kullanilan aletler

e Sicaklik déngii cihazi, (Techne TC5000, Ingiltere)

e Mikrosantrifiij, (Sigma, Almanya)

e Otomatik pipet, (Axygen axypet, Amerika Birlesik Devletleri (ABD))
e Yatay elekroforez tanki, (Thermo, ABD)

e Yatay elektroforez tanki, (Cleaver, ingiltere)

e Dikey elektroforez tanki, (Cleaver, Ingiltere)

e Giic kaynagi, (Cleaver, Ingiltere)

e Inkiibatér, (Incucell, Almanya)

e Sogutucu -20°C, (Vestel, Tiirkiye)

e Sogutucu +4°C, (Profilo, Tiirkiye)

e Isiticil manyetik karistirici, (WiseStir MSH-20A, Kore)
e pH metre, (Hanna HI221, ABD)

e Vorteks, (WiseMix VH-10, Kore)

e Hassas terazi, (Ohaus, ABD)

e Transilliiminator, (Vilber Lourmat, Fransa)

e Otoklav, (All American, ( ABD))
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3.1.3. Kullanilan kimyasallar

Etanol, fenol ve izoamil alkol Merck (Almanya); kloroform Carlo Erba (italya); 25 bp
DNA belirteg, mavi/turuncu 6X yiikleme boyasi, ANTP ve primerler, Taq polimeraz enzimi;
Mob Il ve Hinf | restriksiyon enzim setleri MBI (Litvanya)’den, bunlarin disinda kalan diger

tiim kimyasallar Sigma (ABD)’ dan satin alinmustur.

3.1.3.1. Primerler

Gen : MTHFRCG677T
MTHFR 1 5 GA AGG AGA AGG TGT CTG CGG

MTHFR Il 5> AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG 3’

Gen : MTHFR A1298C
M1298F 5° CTT TGG GGA GCT GAA GGA CTACTA C’
M1298R 5 CAC TTT GTG ACC ATT CCG GTTTG ¥

3.1.3.2. Cozeltiler

DNA izolasyonu

Soliisyon 1 : 10 mM Tris-HCI (pH 7.6)
10 mM KCI
10 mM MgCI2
Soliisyon 2 : 10 mM Tris-HCI (pH 7.6)
10 mM KCI
10 mM MgCI2
0.5mM NaCl
%0.5 SDS
2 mM EDTA

TE Tamponu : 10 mM Tris-HCI (pH 7.4)
1 mM EDTA (pH 8.0)
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PZR
10X Reaksiyon Tamponu: 500 mM KCI
100 mM Tris-HCI (pH 9.0)
%1 Triton® X-100

10 mM dNTP: 100 mM niikleotitlerden (dATP, dCTP, dTTP, dGTP) esit miktarda
karistirildi ve tizerine 60 ul dH,O eklenerek hazirlandu.

Agaroz jel elektroforezi

10X TBE: 54 gr Tris baz

27 g Borik asit

20 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0)

%12°lik bisakrilamit jel elektroforezi

%30 Akrilamit-Bisakrilamit: 14.1 ml

SXTBE ;7 ml
%10 APS 2350 pl
TEMED :35ul
Su :13.6 ml

Mavi/Turuncu 6X Yiikleme Boyast:
%10 Fikol® 400
9%0.25 Bromofenol mavisi
%0.25 Ksilen siyanol
%0.4 Turuncu G
10 mM Tris-HCI (pH 7.5)
50 mM EDTA
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PZR iiriinlerinin restriksiyon enzimleri ile kesimi (RFLP)

10X RFLP Tamponu : 10 mM Tris-HCI (pH 7.5)
10 mM MgCI2
50 mM NaCl
0.1 mg/ml BSA

3.2. Yontemler

3.2.1. Periferal kan dokusundan DNA'mn izolasyonu

EDTA’Il tiip i¢indeki Ornekleri almarak deneyler baslaymcaya kadar +4 °C’de
sakland1. Calisma boyunca tek kor deney protokolii uygulandi. Bu nedenle, denek ve kontrol
grubunu birbirinden ayirt edici herhangi bir kodlama sistemi uygulanmadi. Calismaya katilan
bireylerden 1/100 hacimde 0.5 mmol/L sodyum EDTA igeren tiiplere 5 ml kan alindi. Daha
sonra tiiplin hacmi Soliisyon 1 kullanilarak 10 ml’ye tamamlandi. Hiicrelerin pargalanmasi
i¢in ortama 120 pl nonidet P40 eklendi. Tiip birkag defa ters yiiz gevirilerek iyice karigtirildi.
Niikleer peleti elde etmek i¢in 2000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Pelet oynatilmaksizin
tist faz dokiildii. Cokelti 800 ul Soliisyon 2 ile hafif bir bigimde solisyon iyon haline getirildi
ve 1.5 ml’lik Eppendorf tiipiine aktarildi. 400 plt distile fenol ilave edilerek 12000 rpm’de 1
dakika santrifiij edildi. Ust faz temiz bir Eppendorf tiipiine aktarildi ve iizerine 400 ul es
hacimde fenol/kloroform/izoamil alkol (25:24:1) eklenerek iyice karigtirildi. 12000 rpm’de 1
dakika santrifiij edildi. Ust faz temiz bir Eppendorf tiipiine aktarildi. Uzerine 700 pl
kloroform/izoamil alkol (24:1) eklenerek ters yiiz edilip karistirildi. Tekrar 12000 rpm’de
santrifiij edildikten sonra iist faz temiz bir Eppendorf tiipiine aktarildi. Iki hacim %2100 etanol
ilave edilerek tiip ters yiiz edildi. (Bu asamada DNA gériiniir hale gelmektedir.). Elde edilen
DNA Pasteur pipetinin kapatilmis bir yiizeyi ile 1 ml %70 etanol i¢eren bir Eppendorf tiipiine
transfer edildi. lyice yikanmasi saglandi. Tiipler 15000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek
DNA’nin ¢okmesi saglandi. Etanol ortamdan uzaklastirildi. Ornekler 37 °C’lik etiivde birkag
dakika bekletilerek kurutuldu. Ardindan DNA, TE tamponda ¢6ziildii (John ve ark. 1988).

Elde edilen DNA’nin safligin1 ve derisimini belirlemek amaciyla, spektrofotometrede

260 ve 280 nm dalga boylarinda 6l¢iimleri yapildi.
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3.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) in vitro kosullarda belirli bir DNA bolgesinin
¢ogaltilmasini saglayan ve 1985’te uygulanmaya baslayan bir yontemdir. Temel olarak PZR

lic basamak igermektedir:

. Hedef DNA ’nin termal denatiirasyonu (294 °C ve civari )

. 17-35 niikleotitten olusan 0Ozgiil sentetik oligoniikleotit primerlerin hedef
bolgeye baglanmasi (annealing=baglanma (Bu basamakta primerleri olusturan bazlar esas
alinarak bulunan Tm degerine gore baglanma sicaklig belirlenir.)

. Sicakliga dayanikli bir DNA polimeraz tarafindan hedef bdlgeye baglanan

primerlere uygun niikleotitlerin takilmasi (sentez ~ 72 °C) (Dennis Lo 1998)

Bu ii¢ basamagimn bitiminde bir dongii tamamlanir; 35 dongii sonunda milyonlarca
kopya tiretilmis olur. Reaksiyona giren primer, dNTP, MgCl, konsantrasyonu ve DNA miktari
reaksiyonun etkinligini ve dogrulugunu dogrudan etkiler. PZR yontemi ile MTHFR geninin
C677T ve Al1298C nokta mutasyonlarini igeren ilgili gen bolgelerinin amplifikasyonu

amagclandi. Bunun i¢in PZR reaksiyon karigimlart hazirlandi.

Cizelge 3.3. Her iki polimorfizm i¢in PZR reaksiyon protokolil

PZR reaksiyonu (C677T polimorfizmi i¢in) | PZR reaksiyonu (A1298C polimorfizmi i¢in)
Miktar/Ttip (ul) Master Mix Bilesenleri Miktar/Ttp (pl) Master Mix bilesenleri
(50 ul Hacim/Ttip) (25 ul Hacim/Tiip)
5 10X PZR tamponu 2.5 10X PZR tamponu
2.5 MgCl; (25 mM stok) 1.5 MgCl; (25 mM stok)
1 dNTP (10 mM stok) 0.5 dNTP (10 mM stok)
0.2 Taq polimeraz (5u/pl) 0.125 Taq polimeraz (5u/pl)
2 Primer MTHFRI (10 1.5 Primer M1298F (10
pmol/ul stok) pmol/ul stok)
2 Primer MTHFRII (10 1.5 Primer M1298R (10
pmol/pl stok) pmol/pul stok)
Degisken Steril saf su Degisken Steril saf su
DNA DNA
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Bu islem 0.2ml'lik Eppendorf tiiplerinde ve buz iizerinde gerceklestirildi. Sicaklik

dongii cihazina yerlestirilerek belirlenen program uygulandi.
C677T polimorfizm igin PZR Kosullart:
On denatiirasyon : 94 °C, 3 dakika

Denatiirasyon  : 94 °C, 1 dakika

Baglanma : 62 °C, 1 dakika
Sentez : 72 °C, 1 dakika 35 dongii
Son sentez : 72 °C, 7 dakika

A1298C polimorfizmi i¢in PZR kosullart:
On denatiirasyon: 95 °C, 5 dakika

Denatiirasyon  : 95 °C, 30 saniye

\
Baglanma : 52 °C, 30 saniye
Sentez :72°C, 30 saniye > 35 dongii
Son sentez : 72 °C, 10 dakika

/

3.2.3. Agaroz jel elektroforezi

DNA pargalarinin ayrilmasi, tanimlanmasi ve saflastirilmasi i¢in standart bir yontem
olarak agaroz jel elektroforezi kullanilmaktadir. Agaroz jel elektroforezi ile yaklasik 60-0.1
kb uzunlugunda DNA pargalar1 ayrilabilmektedir. Jeldeki DNA bantlart jelin bir floresan
boya olan EtBr ile boyanmas1 ve jelin ultraviyole 1sik altinda direkt olarak incelenmesi ile
saptanabilir. Cogunlukla jel elektroforezinde, bilinen biiyiiklikkteki bir belirteg DNA
kullanilarak molekiiler biiyiikliigii bilinmeyen DNA kolayca saptanabilir (Sambrook ve ark.
1982, Cooper 1997). Agaroz jel boyunca DNA pargaciklarinin elektroforetik migrasyon
hizlar1 temel olarak dort parametreye baglidir. Bunlar: DNA’nin molekiiler biiyiikliigii,
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agaroz konsantrasyonu, DNA’nin konformasyonu ve uygulanan akimdir (Walker ve Gaastra
1983).

Yapilan bu calismada PZR ile ¢ogaltilan {iriinlerin dogrulugunun ve kalitesinin
belirlenmesi i¢in agaroz jel elektroforezi uygulandi. Elde edilen 198 bg biiyiikliikteki iirtinleri
tanimlayabilmek i¢cin %2’lik jel kullanildi. Kullanilan elektroforez diizenegine uygun 40
ml’lik hacim, toz halindeki agarozun 0.5X TBE tamponunda kaynatilarak ¢6ziilmesi ile
olusturuldu. Ardindan kaynamis ¢ozelti 55-60 °C’ye sogutularak 0.25 pg/ml EtBr ilave edildi.
Kuyular1 olusturacak olan tarak, tabagina yerlestirildikten sonra, hazirlanan jel, hava kabarcigi
kalmayacak sekilde dokiildii. Jelin polimerizasyonu sonrasi tarak dikkatlice g¢ikarilarak jel
platformu 0.5X TBE tamponu ile dolu olan elektroforez tankina yerlestirildi. Bu tampondan,
jelin tizerini 1-2 mm gegecek kadar eklendi. Olusan kuyulara 6rnekler ve belirteg DNA, tanka
6X yiikleme boyasi ile 5:1 oraninda karistirilarak yiiklendi. Gii¢ kaynag: agilarak 5-10 V/cm
olacak sekilde 80 V’a ayarlandi. Yaklasik bir saat sonra gii¢ kaynagi kapatildi. Jel UV 1511

altinda incelendikten sonra fotografi ¢ekildi.

3.2.4. PZR iiriinlerinin RFLP yontemi ile kesimi

Restriksiyon enzimleri DNA’y1 6zgiil bolgelerden kesen, dogal olarak bakterilerde
bulunan ve yabanct DNA’ya karsi savunma gorevi goren enzimlerdir. Bugiin bilinen 100’den
fazla kesim yiizeyine sahip, ticari olarak kullanilan 6007 askin restriksiyon enzimi
bulunmaktadir. Her biri izole edildikleri tiire gore adlandirilmakta ve ayni tiirden izole edilen
restriksiyon enzimlerinin birbirinden ayirtedilebilmesi i¢in numaralandirilmaktadir. Tanima
yiizeyleri genellikle 4-6 b¢ uzunlugundadir ve kesim sonucu kiit veya yapigkan ug
olusmaktadir. Restriksiyon enzimleri geleneksel olarak, N herhangi bir niikleotiti, R purinleri,
Y primidinleri, A, T, C, G 0zgiil bazlar1 gosterecek sekilde 5’3’ olarak yazilmaktadir
(Bertina ve ark. 1994, Cooper 1997).

Yapilan bu ¢alismada RFLP analizi i¢in PZR sonrasi enzim kesimi yapilmistir. Her bir

kesim i¢in reaksiyon tiipiine;
. 10 pl PZR iiriini
. 2.5 pl 10X tampon

. 2 ul Hinf I konuldu.
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Cizelge 3.4. PZR iiriinlerinin (C677T ve A1298C) RFLP protokolleri

Miktar/Tiip Master Mix Bilesenleri Miktar/Tiip Master Mix Bilesenleri
(n) C677T (25l Hacim/Tiip) (unl) A1298C (25ul Hacim/Tiip)
2.5 10X tampon (BSA igeren) 2.5 10X tampon (BSA igeren)
2 Hinf | enzimi (10U/pl) 0.5 Mbo Il enzimi (5U/pl)
10.3 Steril saf su 12 Steril saf su
10 PZR {irtinii 10 PZR {irlinii

Belirtilen oranda Hinf | enzimi konularak karisim dH,O ile 25 pl’ye tamamlandi.
Ornekler 37 °C’lik etiivde kesim igin gece boyu bekletildi. 16 saat sonra drnekler - 20 °C'deki
derin dondurucuya konuldu (Bertina ve ark. 1994, Ridker Paul ve ark. 1995).

Ozgiil primerler kullanilarak cogaltilan MTHFR geninin 198 b¢’lik bolgesi iki kesim
yiizeyi igermektedir. Bu bodlgede meydana gelen nokta mutasyonu sonucu bu kesim
yiizeylerinden biri kaybolmaktadir. Yabanil tip MTHFR 677 allelinde Hinf | enzimi bu
bolgeyi 198 bg’lik bir bolgeye ayirirken; mutant aleli 175 ve 23 bg’lik iki bolgeye

ayirmaktadir.
Mbo II ile kesim i¢in reaksiyon tiipiine

e 10 pl PZR {irlinii

e 2 pul 10X tampon

e 1 ul Mbo Il enzim, konularak karistm dH20 ile 25ul’ye tamamlandi. Ornekler
37 °C’lik etiivde kesim igin gece boyu bekletildi. 16 saat sonra drnekler -20
°C'ye derin dondurucuya konuldu (Bertina ve ark. 1994, Ridker Paul ve ark.
1995).

MTHFR genindeki ikinci polimorfizm ¢aligmalar1 i¢in MTHFR geninin 163 b¢’lik
bolgesi Mbo Il enzimi ile kesildi. Yabanil tip MTHFR 1298 alelinde 56, 31, 30, 28 ve 18
b¢’lik 5 bolge ayirt edilirken mutant tip alelde ise 84, 31, 30 ve 18 b¢’lik 4 bolge ayirt edildi
(Demirel ve Kirnap 2010).
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3.2.3.2. Akrilamit-bisakrilamit jel elektroforezi

Poliakrilamit, bir radikal olusturucu tarafindan katalizlenen akrilamit (CH=CH-CO-
NH) ile N,N’-metilen bisakrilamit (CH=CH-CO-NH-CH-NH-CO-CH=CH)’ in birlikte
polimerize  edilmesiyle elde edilir. Katalizor olarak  %0.1-0.3 (KH) pB-
Dimetilaminopropionnitril (DMAP) ya da N,N,N’,N’-Tetrametilen diamin (TEMED) ile
birlikte kullanilir (Giinestutar ve Rodop 2009).

Jelin gozenek biliyiikliigii, akrilamit monomerinin konsantrasyonu ve N,N’-metilen
bisakrilamitin olusturdugu capraz bagin oraniyla belirlenir (Sekil 3.1). Uzun molekiil
zincirleri bigiminde polimerize olan akrilamit, bisakrilamit kdpriileri tizerinden ti¢ boyutlu bir

orgii olusturur (Wolf ve ark. 2000).
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Sekil 3.1. Poliakrilamit jelin polimerlesme tepkimesi (Giinestutar ve Rodop 2009)
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Akrilamit polimerlerinin uzunlugu, hazirlanan konsantrasyon degerine gore
degismektedir. Genellikle %2.5-20’1ik konsantrasyonda hazirlanir. Poliakrilamit jellerin
hazirlanmas1 agaroz’a gore biraz daha zaman alici bir islemdir, ¢ilinkii serbest oksijen,
polimerlesme reaksiyonunu engellemektedir. Ayn1 zamanda akrilamit insanlar i¢in zararl,
toksik bir kimyasaldir, bundan dolay1 deney asamalarinda dikkatli olunmalidir. lgili islemler
yapilirken, maske ve eldiven giyilmesi zorunludur. Poliakrilamit jeller, agaroz’a gore daha az

ayristirict 6zellik gosterir, ancak ayristirma giigleri (resolving power) daha yiiksektir.

3.2.5. RFLP iiriinlerinin poliakrilamit jelde yiiriitiilmesi

C677T ve A1298C polimorfizmleri igin PZR iiriinlerinin RFLP kesim sonuglar1 daha
iyi sonu¢ vermesi agisindan %12’lik poliakarilamit jelde yiiriitildii. Kullanilan ekletroforez
diizenegine uygun olarak jel 35 ml’lik hacimde hazirlandi. Bunun i¢in 13.5 ml saf su, 14.1 ml
akrilamit-bisakrilamit (%30-29:1°lik), 7 ml 5X TBE, %10’luk amonyum persiilfattan 350 pl
ve tepkimeyi hizlandirmasi agisindan 35 ul TEMED konuldu. Tepkimenin gergeklesmesi igin
kisa bir siire beklendikten sonra, jel onceden hazirlanan cam kalip icerisine hava kabarcgi
kalmayacak seklide enjektor yardimiyla dokiildi. Sonra kalip {izerine tarak yerlestirilerek
kuyularin olugmasi saglandi. Yaklasik 45 dk sonra jel tamamen dondu ve tarak dikkatlice
¢ikarildi. Orneklerden 20 pl 6X yiikleme tamponu ile kuyulara yiiklendi. ilk kuyuya 25 bg’lik
belirtec DNA’dan 5 pl, 1 pl 6X yilikleme boyasi ile karistirilarak (5:1 oraninda) yiiklendi.
Icerisinde 0.5X TBE tamponu bulunan cihazda 200 Volt’ta 2 saat kadar érnekler yiiriitiildii.
Siirenin sonunda igerisine 0.5X TBE tamponu bulunan boyama kabina birkag damla EtBr
ilave edilerek jel buraya dikkatlice konuldu. Birka¢ dakika beklendikten sonra Jel UV 1gin1

altinda incelendi ve fotograflari ¢ekildi.

3.2.6. Istatistiksel analizler

Elde edilen verilerin istatistiksel analizleri i¢in PASW® statistics 18 programi
kullanildi. Cizelge 4.3 ve 4.4’te gosterilen verilerin frekans degisimleri normal dagilim
gostermediginden medyan (min-max) degiskenliklerinin normal dagilima uygunluguna
Shapiro-Wilk testi ile bakildi. Bununla beraber, degiskenlerin karsilastirilmasinda 3 grup (3
farkli genotip) kullanildigindan, gruplar arasi karsilastirma Krusskall-Wallis testi ile
gerceklestirildi. Istatistiksel olarak p<0.05 degeri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. DNA Miktar Tayini

Kan orneklerinden izole edilen DNA’nin miktarinin ve safliginin belirlenmesi 6rnek
DNA’larin 260 nm (A260) ve 280 nm (A280) dalga boyunda spektrofotometrik él¢timii ile
gerceklestirildi. Elde edilen absorbans degerleri 6lglim sonuglar1 Cizelge 4.1°de gosterilmistir.
Ayrica, spektrofotometrik dl¢timlere ilaveten genomik DNA ornekleri  %0.8°lik agaroz jel

elektroforezinde yiiriitiildii ve goriintiilendi.

Cizelge 4.1. Romatoid artrit hastalarina ait kan dokularindan elde edilen DNA miktarlarinin

kantitatif sonuglari

DNA miktar1
Hasta No A260(nm) | A280(nm) | A260/A280 (ng/ml)

1 |001 0,054 0,03 1,8 135
2 1002 0,042 0,021 2 105
3 1003 0,212 0,122 1,737704918 |530
4 1004 0,182 0,1 1,82 455
5 1005 0,068 0,039 1,743589744 | 170
6 |006 0,238 0,149 1,597315436 |595
7 1007 0,313 0,244 1,282786885 |782,5
8 008 0,217 0,183 1,18579235 542,5
9 009 0,095 0,019 5 237,5
10 | 010 0,166 0,086 1,930232558 |415
11 |011 0,117 0,069 1,695652174 |292,5
12 {012 0,057 0,033 1,727272727 1425
13 | 013 0,043 0,02 2,15 107,5
14 {014 0,161 0,089 1,808988764 |402,5
15 | 015 0,107 0,094 1,138297872 |267,5
16 |016 0,102 0,056 1,821428571 | 255
17 (017 0,052 0,036 1,444444444 | 130
18 | 018 0,025 0,011 2,272727273 62,5
19 |019 0,135 0,072 1,875 337,5
20 1020 0,096 0,05 1,92 240
21 |021 0,021 0,012 1,75 52,5
22 1022 0,091 0,082 1,109756098 |227,5
23 1023 0,113 0,063 1,793650794 |282,5
24 1024 0,13 0,07 1,857142857 | 325
25 1025 0,024 0,008 3 60
26 026 0,151 0,127 1,188976378 |377,5
27 027 0,05 0,036 1,388888889 | 125
28 1028 0,066 0,055 1,2 165
29 1029 0,202 0,113 1,787610619 |505
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30 [030 0,123 0,095 1,294736842 1307,5
31 |031 0,017 0,012 1,416666667 [42,5
32 1032 0,041 0,025 1,64 102,5
33 1033 0,025 0,009 2777777778 62,5
34 |034 0,044 0,03 1,466666667 |110
35 |035 0,082 0,046 1,782608696 | 205
36 | 036 0,126 0,08 1,575 315
37 1037 0,071 0,042 1,69047619 177,5
38 1038 0,06 0,029 2,068965517 | 150
39 1039 0,027 0,009 3 67,5
40 1040 0,049 0,023 2,130434783 |122,5
41 1041 0,071 0,042 1,69047619 177,5
42 1042 0,036 0,025 1,44 90
43 1043 0,038 0,024 1,583333333 |95

44 1044 0,064 0,04 1,6 160
45 1045 0,094 0,064 1,46875 235
46 | 046 0,053 0,032 1,65625 132,5
47 | 047 0,124 0,071 1,746478873 | 310
48 1048 0,625 0,407 1,535626536 | 1562,5
49 1049 0,07 0,046 1,52173913 175
50 | 050 0,064 0,04 1,6 160
51 051 0,086 0,052 1,653846154 | 215
52 | 052 0,237 0,138 1,717391304 |592,5
53 |053 0,018 0,012 1,5 45
54 |054 0,111 0,065 1,707692308 |277,5
55 | 055 0,103 0,063 1,634920635 |257,5
56 |056 0,114 0,066 1,727272727 285
57 | 057 0,236 0,137 1,722627737 590
58 |058 0,05 0,028 1,785714286 |125
59 059 0,047 0,025 1,88 1175
60 | 060 0,021 0,01 2,1 52,5
61 /061 0,041 0,022 1,863636364 |102,5
62 | 062 0,064 0,033 1,939393939 | 160
63 |063 0,039 0,02 1,95 97,5
64 | 064 0,034 0,019 1,789473684 |85

65 | 065 0,152 0,095 1,6 380
66 | 066 0,162 0,101 1,603960396 | 405
67 | 067 0,328 0,19 1,726315789 | 820
68 | 068 0,386 0,226 1,707964602 | 965
69 | 069 0,288 0,169 1,704142012 | 720
70 |070 0,279 0,16 1,74375 697,5
71 |071 0,069 0,045 1,533333333 [172,5
72 |072 0,077 0,044 1,75 1925
73 |073 0,066 0,038 1,736842105 |165
74 1074 0,061 0,039 1,564102564 |152,5
75 |075 0,105 0,06 1,75 262,5
76 1076 0,12 0,083 1,445783133 | 300
77 |077 0,137 0,086 1,593023256 |342,5
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78 |078 0,18 0,105 1,714285714 1450
79 1079 0,388 0,22 1,763636364 |970
80 |080 0,574 0,323 1,777089783 |1435
81 | 081 0,108 0,103 1,048543689 | 270
82 1082 0,216 0,134 1,611940299 540
83 |083 0,173 0,101 1,712871287 4325
84 1084 0,26 0,101 2,574257426 | 650
85 |085 0,304 0,174 1,747126437 | 760
86 | 086 0,306 0,178 1,719101124 | 765
87 |087 0,327 0,224 1,459821429 8175
88 | 088 0,228 0,131 1,740458015 |570

4.2. PZR Sonuclari

bolgelerinin ¢ogaltilmasi igin PZR’na tabi tutuldu. MTHFR geni i¢in her iki polimorfizm ayri
ayr ¢alisildi. 4. ekzon ve 677. baz giftindeki sitozin\timin degisimini saptamak i¢in MTHFR |
ve MTHFR Il primerleri kullanilarak istenilen gen bolgesi ¢ogaltildi ve 198 bg’lik iirlin elde
edildi. 7. Ekzonundal298. baz ¢iftinde, enzimin C-terminal regiilator domaininde glutamatin
alanine doniismesi ile sonuglanan A-C polimorfizmini belirlemek i¢in M1298F ve M1298R

primerleri kullanilarak istenilen gen bolgesi cogaltildi ve 163 bg’lik iiriin elde edildi. Elde

Calismaya alinan orneklerin tiimii DNA izolasyonu sonrast MTHFR geninin ilgili

edilen PZR tirtinleri %2 agaroz jelde yiiriitiiliip, goriintiilendi (Sekil 4.1 ve 4.2).

Sekil 4.1. MTHFR C677T polimorfizmini igeren gen boélgesinin ¢ogaltilmasi sonucu olusan

PZR iirtinii

—

43

200 be PZR Oriind




P Markir,
S bs,

S 400
350

300
250
200
150
100

50

Sekil 4.2. MTHFR A1298C polimorfizmini igeren gen bdlgesinin ¢ogaltilmasi sonucu olusan

PZR tirtint

4.3. C677T ve A1298 C polimorfizmlerinin RFLP bulgular:

PZR ile ¢ogaltilan MTHFR geninin 198 b¢’lik ekzon 4 bolgesi 677. niikleotitindeki
C\T yer degisimini taniyan ve kesen Hinf | restriksiyon enzimi ile kesim reaksiyonu
gerceklestirildi. Bu restriksiyon enziminin, yabanil tip alellerde, ilgili MTHFR gen
bolgesinde herhangi bir kesim yiizeyi bulunmamaktadir ve kesim sonucu 198 bg
biiyiikliigiinde bir DNA pargast olusmaktadir. C\T yer degisimi bulunan mutant tip alellerde
ise bir kesim yiizeyi bulunmaktadir ve restriksiyon enzim kesimi sonucu 175 ve 23 bg’lik iki
DNA pargast olusmaktadir. Kesim sonrast RFLP iirlinlerinin goriintiillenmesi i¢in %12’lik
poliakrilamit jel hazirlandi. RFLP iiriinleri poliakrilamit jelde 200V/40A’ de iki saat boyunca
yiuriitiildii ve UV transliiminatorde goriintiilendi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. MTHFR C677T RFLP kesim sonuglari. 1,5, 6, 9 ve 11 normal bireye, 2-4, 8 ve 10
heterozigot mutant bir bireye, 7 homozigot mutant bireye ait RFLP analizi ornegi. 12
belirtegtir (25 bp step ladder)

PZR yontemiyle ¢ogaltilan MTHFR geni i¢in diger bir polimorfzim de 163 bg¢’lik
ekzon 7 bolgesinde saptanmistir. Bu bolgede yer alan 1298. niikleotitteki A\C yer degisimini
taniyan ve kesen Mbo II restriksiyon enzimi ile kesim reaksiyonu gerceklestirildi. Bu
restriksiyon enziminin, yabanil tip alellerde, ilgili MTHFR gen bolgesinde dort kesim yiizeyi
bulunmaktadir ve kesim sonucu 56, 31, 30, 28 ve 18 bg¢’lik biiyiikliginde 5 DNA parcasi
olugsmaktadir. A\C yer degisimi bulunan ve mutant tip alellerde ise kesim sonucu bir kesim
yiizeyi kaybolmaktadir ve 84, 31, 30 ve 18 b¢’lik 4 DNA parcasi olugmaktadir. Kesim sonrast
RFLP iiriinlerinin goriintiilenmesi i¢in %12’lik poliakarilamit jel hazirlandi. RFLP diriinleri
%12’lik poliakarilamit jelde 200V/40A’de yaklasik olarak ii¢ saat yuritildi ve UV
transliiminatorde goriintiilendi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. MTHFR A1298C RFLP kesim sonuglari. 4, 6, 11 ve 12 normal bireye, 1, 2, 3,5, 8
ve 9 heterozigot mutant bir bireye, 7 homozigot mutant bireye, 10 bos kuyuya ait RFLP
analizi 6rnegi 13 belirtectir (20 bp step ladder)

4.4. RFLP Analizi Sonuglarimn istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

MTX monoterapi alan hastalarda ilag etkinligi ve toksisitesi ile polimorfizmler
arasindaki iliski Cizelge 4.2, 4.3 ve 4.4’te 6zetlenmistir. Calismaya katilan 88 hastada 677.
niikleotit polimorfizmlerinin dagilimi 677CC genotipli 30 birey (%34.09), 677CT genotipli
47 birey (%53.4) ve 677TT genotipli 11 birey (%12.5) olarak saptanmustir. Ilag toksisitesi
acisindan yan etki goriilen hastalar yan etki goriilmeyen hastalarla karsilastirildiginda, yan
etki goriilen toplam 11 hastanin 3’iinde (%27.27) 677TT genotipi saptanirken, bu genotip yan
etki goriilmeyen toplam 77 hastanin 8’inde (%10.39) tespit edilmistir. Dolayisiyla MTHFR
677TT genotipi ile ilag etkinligi arasinda anlamli bir iliski tespit edilememistir (p=0.526).
Bununla beraber, diger polimorfizm olan 1298. niikleotitteki dagilim 1298AA genotipli 46
birey (%52.27), 1298AC genotipli 35 birey (%39.77) ve 1298CC genotipli 7 birey (%7.95)
olarak bulunmustur. Yine ilag¢ toksisitesi agisindan yan etki goriilen hastalar yan etki
goriilmeyen hastalarla karsilastirildiginda, yan etki goriilen toplam 11 hastanin 1’inde (%9.10)
MTHFR 1298CC genotipi saptanirken, ilag yan etkisi goriilmeyen bireylerin 6’sinda (%7.79)
MTHFR 1298CC genotipi saptanmustir.
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Cizelge4.2. MTX toksisitesi ile MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmleri arasindaki iligki

Genotipler Yan Etki Goriilmeyen Yan Etki Goriilen P degeri
Hastalar (n=77) Hastalar (n=11)
677CC 26 (%33.77) 4 (%36.36) 0.235
677CT 43 (%55.84) 4 (%36.36) 0.283
677TT 8 (%10.39) 3 (%27.27) 0.526
1298AA 41(%53.24) 5 (%45.45) 0.906
1298AC 30 (%38.96) 5 (%45.45) 0.906
1298CC 6 (%7.79) 1 (%9.10) 0.686

Cizelge 4.3. Romatoid artrit hastalarinda, hastalik aktivite parametrelerinin MTHFR C677T

polimorfizmine gore dagilimlari

CC (n=30) CT (n=47) TT (n=11) P degeri
HAQ (Medyan) | 0.63 (0-3) 0.25(0-2.13) | 1(0-2.75) 0.121
DAS28 (Medyan) | 3.80 (1.75-6.36) | 3.58 (1.5-6.86) | 3.80 (3.1-7.59) | 0.258
ESR (Medyan) 21 (6-75) 25 (5-80) 31(17-101) | 0.131
CRP (Medyan) 0.3 (0.1-4.2) 0.42 (0-4) 05 (0.1-1.92) | 0.434

Dolayistyla MTHFR 1298CC genotipi ile ilag toksisitesi arasinda anlamli bir iligki

saptanamamigtir.

Hastalik aktivite parametreleri degerlerinin MTHFR 677 ve 1298

genotiplerine gore dagilimlari birbiri arasinda karsilastirildiginda, ilag etkinligi acisindan

bilimsel veri elde edilmesi miimkiindiir. Bu nedenle hastalik aktivite parametreleri HAQ,

DAS28, ESR ve CRP degerlerinin MTHFR 677 ve 1298 genotiplerine gore dagilimlar birbiri

arasinda istatistiksel olarak karsilastirilmis ve herhangi bir anlamli sonu¢ bulunamamustir.

Elde edilen veriler Cizelge 4.3 ve 4.4’te sunulmustur.

Cizelge 4.4. Romatoid artrit hastalarinda, hastalik aktivite parametrelerinin MTHFR A1298C

polimorfizmine gore dagilimlari

AA (n=46) AC (n=35) CC (n=7) P degeri
HAQ (Medyan) | 0.63 (0-2.13) | 0.25(0-2.75) | 0.29 (0-3) 0.787
DAS28 (Medyan) | 3.64 (1.99-6.86) | 3.45 (1.50-7,59) | 3.77 (2.04-5.54) | 0.963
ESR (Medyan) 25 (9-80) 22 (5-101) 22 (10-75) 0.896
CRP (Medyan) 0.4 (0-3) 0.4 (0-4) 0.14 (0.1-4.2) 0.554
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5. TARTISMA ve SONUC

Eklem tutulmalariyla baslayan, uzun siiren ve tedavisine erken baglanilmasi gereken
bir immiin hastalilk olan RA, son yillarda yaygin olarak hastalik modifiye edici
antiromatizmal ilagdan biri olan MTX ile tedavi edilmeye baslanmistir (Demirel ve Kirnap
2010). MTX, haftalik doz uyarlamalar1 yapilarak yillarca kullanilabilmesi acisindan da
onemlidir (Tetik 2006). Hastalik siiresi, haftalik ilag dozu, cinsiyet, yas, obezite, folik asit
kullanimi, viicut kiitle indeksi ve son yillarda farmakogenetik calismalarla MTX’ 1n metabolik
yolaginda yer alan enzimlerde meydana gelebilecek genetik farkliliklar gibi etmenlerin MTX
kullanimina bagli olarak gelisebilen hepatotoksisite ve gastrointestinal komplikasyonlarin
olusmasinda risk faktorleri arasinda oldugu rapor edilmistir (Haagsma ve ark. 1999, Urano ve
ark. 2002, Tetik 2006, Taniguchi ve ark. 2007, Ranganathan 2008). Bu belirtilen risk
faktorleri arasinda iizerinde en c¢ok durulan faktdr, bireyler arasindaki tek niikleotit

polimorfizmi (SNP) ile ortaya ¢ikan genetik farkliliklardir.

RA tedavisi i¢in mevcut olan ¢ok sayilda DMARD arasinda, metotreksat (MTX) su
anda en ¢ok kullanilan ilaglardan birisidir. 1951 yilinda Gubner ve Ginsburg ilk aminopter’in
analogu olan MTX RA’li alt1 hastada sinovite bastirmakta bagarili oldugunu, bildirilmistir
(Swierkot ve Szechinski, 2006). O zamandan beri, bircok ¢alisma MTX’in RA'te yararl
etkilerini gdstermistir. 1980’11 yillardan giiniimiize kadar MTX ile tedavi olan RA hastalarinin
sayist olduk¢a yiikselmistir (Lynden ve ark 2006). Bunun baslica sebebi, MTX’in
monoterapide hastalik aktivitesini ve eklem erozyonlarinin oranini azaltacak sekilnde etkinlik

gostermesidir.

Sitostatik etkileri olmasi nedeniyle kanser tedavisinde kullanilan ilag daha sonralar
RA hastalarinda da diisiik doz olacak sekilde tedavi amaglhi kullanilmaya baslanmistir. Oral,
intramuskular, intravenéz ve subkutan kullanim sekilleri mevcuttur. Yeterli serum diizeyine
ulagmast icin 2 saat gereklidir ve ilacin yarilanma omrii 6-8 saat arasinda kisiye bagli olarak
degismektedir. Karacigerde metabolize olur ve hem kendisi hemde metabolitlerinin biiyiik bir
kismi (%80) bobreklerle atildigr i¢in bobrek yetmezligi ¢ekenlerde etkisi artmaktadir.
Gastrointestinal sistem, akciger, karaciger ve kemik iliginde yan etkileri oldugundan aralikli
olarak hastalar kontrolden gegirilmeli ve gerekli tetkikler yapilmalidir. Ulkemizde 2.5 mg’lik

tabletleri, 5 ve 50 mg’lik ampul formlari satilmaktadir. RA’te kullanim dozu genellikle
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haftada bir giin 7.5-15 mg’dir. Gerektigi durumlarda yiiksek dozlara (20 mg) ¢ikilir (McCune
ve ark. 1994, Weinblatt 1994, Conagan ve Brooks 1995, Yurdakul 2002).

Giliniimiizde MTX kullanimini sinirlayan bazi etmenler vardir. Bunlardan en 6nemlisi
hastalarda olumlu etki gostermemesiyle birlikte toksisiteye neden olmasidir (Ranganathan ve
ark. 2003). Yapilan klinik aragtirmalar monoterapi tedavisi olan RA hastalarinin yaklagik
%10-30’luk bir kisminda toksisite gelisimesi nedeniyle MTX tedavisine devam edilmedigini
gostermistir (Ranganathan ve McLeod 2006). Bununla beraber son yillarda yapilan ilag
aragtirmalartyla ilaca verilen bireysel yanitta cevre, beslenme, yas, kilo ve ilag

etkilesimlerinin yani sira genetik faktorlerin de 6nemli oldugu ortaya konulmustur.

Farmakogenetik, bireylerin genetik yapilarindaki degiskenlige bagli olarak ilag
metabolizmalarina karsi verdikleri yanit ile birey iizerinde olusabilecek farkli etkileri
inceleyen bir bilim dalidir (Bertina ve ark. 1994). Farmakogenetik arastirmalarla ilk olarak
hastaliklarla iliskilendirilen 6zgiil gen ve gen {iriinlerinin tanimlanmasi, ikinci olarak ilaca
verilen yaniti etkileyen genlerin ve alelik varyantlarinin tanimlanmasi ve son olarak bu
tanimlamalardan elde edilen bilgilerle en uygun ilag ve doz se¢iminin yapilmasi ve bireye

0zgii tedavilerin gelistirilmesi hedeflenmektedir (Demirel ve Kirnap 2010).

MTHFR geni ile yapilan ilk ¢alisma C677T polimorfizmini arastiran Frosst ve
arkadaslar1 (1995) tarafindan yapilmistir. 677. niikleotitteki baz ¢iftindeki sitozin\timin
degisimi MTHFR enziminin yapisinda valin/alanin amino asit degisikligine neden olmaktadir.
Bu durum enzim aktivitesinde yaklasik olarak %60 oraninda azalma meydana getirmektedir
(Skibola ve ark. 1999). MTHFR geni ile ikinci en sik yapilan polimorfizm arastirmasi ise
1298. niikletitteki adenin/sitozin degisimidir. Bu polimorfizm enzim yapisinda bulunan
glutamatin alanin ile yer degistirmesine neden olmaktadir. Bu polimorfizm ile yapilan ilk
calisma Viel ve arkadaslar1 tarafindan yapilmistir. Enzim yapisinda meydana gelen bu

degisiklik enzim aktivitesinde %60 dolayinda azalmaya neden olmaktadir (Boccia ve ark.
2009).

MTX tedavi sonucu ile ilgili yapilan en iyi ¢alisma, folat yolagindaki anahtar enzimi
kodlayan MTHFR geni yapisinda meydana gelen C677T ve A1298C polimorfizmlerin
arastirtlmasidir (Kumagai ve ark. 2003, Weisman ve ark. 2006, Wessels ve ark 2007). Bu

enzim gesitli metabolik reaksiyonlarla homosisteinden metiyonine doniisiimii kataliz eder
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(Berkun ve ark. 2004). Bu konuyla ilgili yapilan bazi ¢alismalar, bu iki mutasyonun MTHFR
enzimde aktivite azalmasi sonucu ortaya ¢ikan homosisteinemiye neden olacagini ortaya
koymustur (Kumagai ve ark. 2003). MTX monoterapi olan RA hastalarinda gergekte enzim
eksikligi homosisteinemiye neden olur ve toksik etki yapmasi s6z konusudur. Bu durum
sindirim sistemini etkileyebilir (Kumagai ve ark. 2003). Bu nedenle MTHFR C677T ve
A1298C ile yapilan bir¢ok ¢aligmada toksisite rapor edilmistir.

Tagbas ve arkadaslar1 (2011) yaptiklar1 ¢alismada Tiirk popiilasyonunda A1298C ve
C677T gen polimorfizmleri goriinme sikliginin RA hastalarinda ve kontrol grubunda birbirine
yakin oldugunu bulmuglardir. Yaptiklar1 arastirmalara gére C677T homozigot frekansinin
normalden diisik oldugunu ve bu durumun etnik farkliliklardan kaynaklandigini 6ne
stirmiislerdir. Yapmuis olduklar1 ¢alisma sonucunda MTHFR genindeki polimorfizmlerin folat
takviyesi alan RA hastalarinda MTX toksisitesini etkilemedigini tespit etmislerdir. Buna
karsin, Caliz (2012) yaptig1 calismada Ispanyol RA popiilasyonunda C677T polimorfizminin

MTX ile tedavi olan hastalarda toksisiteye neden olduguna dair iliski saptamstir.

Tetik (2006) yaptigu caligmada RA’li hasta gruplar1t MTHFR C677T ve A1298C gen
polimorfizmleri agisindan karsilastirdiginda, istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmemistir (p>0.05). Bu c¢alismada, C677T polimorfizmi igin ¢aligma grubundaki 50
olgunun 7’sinde (%17) homozigot genotip (TT) belirlenirken, bunlardan yalnizca 2 olguda
yan etki gelisimi gozlenmistir. A1298C polimorfizmi igin ise 50 olgunun 4’linde (%8)
homozigot genotip (CC) saptanirken, sadece 1 olguda yan etki gelisimi gézlenmistir. Yan etki
gozlenen ve gozlenmeyen hasta gruplar1 arasinda MTHFR C677T ve A1298C
polimorfizmleri arastirilmig ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir farkliligin olmadig:

saptanmistir (p>0,05).

Biz de bu ¢alismamizda, MTX tedavisi géren RA’li hastalara uygulanan ilag tedavisi
sonucu olusabilecek yan etkilerin en aza indirilmesine ve etkin bir tedavinin saglanmasina
katkida bulunmak amaciyla yan etki gelisimi {izerinde giiclii bir aday oldugu belirtilen,
MTHFR enziminde meydana gelen C677T ve A1298C gen polimorfizmlerinin analizlerini

gerceklestirdik.

Yapilan ¢alismada 677TT homozigot mutant bireylerin ¢alismaya katilan hastalar

icinde yaklasik olarak %10’a karsilik geldigi ve bunlardan sadece 3’iinde yan etki gorildigi
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tespit edildi. Ayn1 sekilde 1298CC homozigot mutant bireyler yaklasik olarak %8’e karsilik

gelmektedir ve bunlardan sadece 1’inde yan etkiler gorilmistiir.

Daha biiyiik hasta topluluklar1 {izerinde MTHFR C677T ve A1298C
polimorfizmlerinin ilag toksisitesi tizerinde etkili olup olmadiginin belirlenebilmesi igin, 88
kisilik olan hasta grubunun genisletilmesinin gerekli oldugu diistiniilmektedir. Bu nedenle

arastirmanin devam edilmesine ve hasta grubunun biiylitiilmesine karar verilmistir.
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