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ROMATOID ARTRITLI HASTALARDA METOTREKSAT
ETKINLIGININ RFC1 (INDIRGENMIS FOLAT TASIYICI 1) TEK
NUKLEOTID POLIMORFIZMI iLE ILISKISININ INCELENMESI

Mehmet Akif BOLUKBASI
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Biyoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Agustos 2015
Danmisman: Prof. Dr. Halit CANATAN

KISA OZET

Romatoid artrit, populasyonlarda % 0,5-1 siklikla goriilen, eklemlerde agri, depresyon
ve hareket kisitliligi gibi komplikasyonlarla ortaya c¢ikan kronik, sistemik, inflamatuar
bir hastaliktir. Romatoid artrit, son yillarda yaygin olarak hastalik modifiye edici
antiromatizmal ilaglardan olan Metotreksat (MTX) ile tedavi edilmeye baslanmustir.
MTX etkinligi bireyler arasinda farklilik gostermektedir. Bu bireysel farkliliklarin
genetik faktorlerden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Insan RFC1 geninde meydana
gelebilecek G80A polimorfizminin MTX’in hiicresel diizeyi ve etkinligi ile iliskili
oldugu bildirilmistir.

Insan RFC1 G80A polimorfizminin MTX’in etkinligi ile iliskili olup olmadiginin
arastiritlmasi amaciyla MTX ve MTX + bDMARDs grubu olmak tizere toplam 103 Tiirk
romatoid artrit hastasi ¢alismaya dahil edilmistir. MTX ve MTX + bDMARDs gruplari
sirasiyla, RFC1 G80A ((% 23,2 GG - % 57,1 GA - %19,6 AA) ve (% 31,9 GG - %38.3
GA - %29,8 AA)) genotipleri ile analiz edildiginde p<0.05 diizeyine gore istatistiksel
bir anlam bulunamamistir. Calisma gruplarimizin degiskenlerle yapilan c¢oklu

istatistiksel analizleri de p<0.05 diizeyine gore anlamli bulunamamustir.

Sonug olarak, yaptigimiz ¢calismamizda Tiirk romatoid artrit hastalarinda RFC1 GS80A
polimorfizmi MTX etkinligi arasinda anlamli bir iligki bulunamamistir. Bizim
calismamizda da belirttigimiz RFC1 G80A polimorfizmi ile MTX etkinligi arasindaki
iliskinin Tiirk romatoid artritli hastalarda anlamli sonug¢ verebilmesi i¢in daha yiiksek
sayilda romatoid artrit hastasinin projeye katiliminin saglanmasi  gerektigi

dustiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Metotreksat; Indirgenmis folat tasiyici 1; Tek niikleotid

polimorfizmi; Romatoit artrit
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EVALUATION OF RELATIONSHIP BETWEEN
METHOTRAXATE EFFICACY AND RFC1 (REDUCED FOLATE
CARRIER 1) SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISM IN
PATIENTS WITH RHEUMATOID ARTHRITIS

Mehmet Akif BOLUKBASI
Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Medical Biology
M.Sc. Thesis, August 2015
Supervisor: Prof. Dr. Halit CANATAN

ABSTRACT

Rheumatoid arthritis, is a chronic, systemic and inflammatory disease, affects about %
0,5-1 of the general population world wide and develops complications such as pain in
joints, depression, and limitations in function. In recent years, Rheumatoid arthritis has
been treated with Methotrexate (MTX) which is one of the most widely used disease
modifiying antirheumatic drug. MTX efficacy varies among individuals. These
individual differences are thought to be resulted from genetic factors. It has been
reported that G80A polymorphism of human RFCI1 polymorphism is associated with
cellular level and effectiveness of MTX.

In order to investigate whether the human RFC1 G80A polymorphism is associated
with efficacy of MTX, 103 Turkish rheumatoid arthritis patients, MTX group and
MTX+ bDMARDs group, were included in the study. When groups of MTX and MTX+
bDMARDs, analyzed with RFC1 G80A genotype ((23,2% GG; 57,1% GA; 19,6% AA)
and (% 31,9 GG — (% 38.3 GA - % 29,8 AA, respectively)), there was no statistically
significant differences betwween two groups (p<0.05). Multiple statistical analysis of
the variables between two study groups was not found to be statistically significant
(p<0.05).

As a result in our study, there was no statisticaly significant relationships between
RFC1 G80A polymorphism and the efficacy of MTX in Turkish rheumatoid arthritis
patients. As stated in the current study, a higher number of patients needed to be to be
recruited for further studies to obtain statistically important results regarding a possible
relationships between RFC1 G80A polymorphism and MTX efficacy in Turkish
rheumatoid arthritis patients.

Key Words: Methotrexate; Reduced folate carrier 1; Single nucleotide polymorphism;
Rheumatoid arthritis
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1. GIRIS VE AMAC
Romatoid artrit (RA), toplumun yaklasik olarak % 0,5-1’ini etkileyen baslica eklem

stvisi, kikirdak doku ve kemik dokuyu hedef alan nedeni/nedenleri tam olarak
bilinmeyen oto-immiin bir hastaliktir. Her yasta bireyde goriilebilir ancak en fazla 35-60
yaslar1 arasinda baslamakta ve ozellikle kadinlarda erkeklere oranla 3 kat daha ¢ok
goriilmektedir (1, 4, 12). Kesin tedavisi olmayan ve son yillarda hayat siiresini kisaltan

bu kronik hastalik i¢in etkili bir tedavi uygulanmasi gerekmektedir (15).

Romatoid artrit tedavisinde hastalik modifiye edici ilag olarak Metotreksat (MTX),
Leflunomide, Sulfasalizin gibi ilaglar kullanilmaktadir. Kullanilan bu hastalik modifiye
edici antiromatizmal ilaglardan olan MTX’in kemik yikimini 6nledigi veya geciktirdigi
ve hastaligin ilerleyisini azalttigi ispatlanmistir (7). MTX uzun siireli kullanim
avantaji, biyolojik ajanlarla birlikte kullanilabilme ve olas1 yan etkilerinin diisiik olmasi

nedeniyle romatoid artrit tedavisinde 6ncii ila¢ olarak kullanilmaktadir (12).

Bireyler yapilan ila¢ tedavilerine fakli cevaplar vermektedir. Degisik nedenlere
baglanabilecek olan bu farkliliklarin genellikle yas, cinsiyet, ik, ¢cevre gibi faktorlerden
kaynaklandig1 diistintilmektedir. Ancak son yillarda yapilan c¢alismalarda bireyler
arasindaki ilaglara karsi goriilen bu degisikliklerin genetik farkliliklarla da ilgili oldugu
belirtilmistir. Baz1 kisilerde genetik yapidaki degisiklige bagli olarak belirli protein
tiplerinin ve dolayisiyla ila¢ eliminasyonunda rol oynayan enzimlerin ve ila¢ etkisini
baslatan reseptorlerin yapisinda farkliliklar oldugu uzun zamandir bilinmektedir. Bu

farkliliklar da Farmakogenetik bilimine giderek onem kazandirmaktadir (16).

Farmakogenetik; ilag¢ kinetiginin ve kisinin ilaglara kars1 verdigi cevabin genetik yapiya
gore bireyler ve etnik gruplar arasinda (inter-etnik) degismesi ile ugrasan farmakolojinin
bir dahdir. ilag tiiketimindeki artis, advers ilag etkilerinin 6liim sebepleri arasima
girmesi, hasta giivenligi, dogru hasta-doz- ila¢ yonetimin kurulmasi ¢aligsmalar1 genetik
farkliliklarin g6z Oniine alinarak yapilmasi bir¢ok c¢alismanin konusu olmustur.

Romatoid artrit hastalarinda yapilan bir¢ok ¢alismada bu genetik farkliliklar ele alinmis



ve yapilan bu caligsmalar romatoid artrit hastalarinin tedavilerinde farmakogenetigin

uygulanabilmesi konusunda yol gosterici olmustur (16, 17, 40).

MTX, romatoid artrit tedavisinde yaygin olarak kullanilan ilaglardan biridir (7). MTX
uzun stireli kullanim avantaji biyolojik ajanlarla birlikte kullanilabilme ve olasi yan
etkilerinin diisik olmasi nedeniyle romatoid artrit tedavisinde Oncii ilag olarak
kullanilmaktadir. Ancak bazi hastalarda MTX’in tek basina tedavide yeterli olmadigi
belirtilmistir (12).

MTX etkinliginin diisik oldugu hastalarda romatoid artrit aktivitesi hastalik biyolojik
modifiye edici anti-romatizmal ilaglar (Biologic disease-modifying anti-rheumatic
drugs; bDMARDs) ile baskilanabilir (6). MTX’in tek basina tedavide yeterli oldugu
hastalar ile MTX yetersizliginde ilave olarak bDMARDs verilen hastalarin genetik
olarak aymi gen {izerinde farkli dizilimlere sahip olduklar1 yapilan c¢alismalarla
gosterilmistir (3, 17). MTX’in bagirsaklardan emilimi ve hedef hiicrelere alimi baslica
polimorfik SLC19A1 olarak da bilinen insan RFC1 (reduced folate carrier 1) geni
tarafindan kontrol edilir (5). MTX ‘indirgenmis folat tasiyicist 1 (RFC1)’ tarafindan
hiicreye alindiktan sonra metotreksat poliglutamata (MTX-PG) doniistiirtilerek daha
etkin duruma getirilir (8) (Sekil 2.1).

Folat tasiyicist olan RFC1 insanlarda SLC19A1 tarafindan kodlanan bir proteindir (9).
Memeli hiicrelerine folat bilesiklerinin ulastiritlmasi reseptér veya tastyici aracili
mekanizmalarla meydana gelmektedir. MTX, tasityict aracili mekanizma ile taginan bir
antifolattir. RFC1 hiicreleraras1 folat konsantrasyonunu korumakla gorevlidir (10).
RFC1 (80GG) polimorfizmi tasiyan bireylerin folat diizeyleri dustiktiir. Metotreksat ile
tedavi edilen 80AA polimorfizmi tasiyan bireyler, MTX’e yiiksek diizeyde cevap
gostermistir. Hastanin gen polimorfizmine bagl olarak, ilag ve doz kisiye gore

degisiklik gosterebilmektedir (11).

Bu ¢alismanin amaci, Tiirk romatoid artritli hastalarda MTX etkinligini tahmin edici bir
belirte¢ olarak insan RFC1 gen polimorfizmlerinin arastirilmasi ile 6zellikle bDMARDs
kullanimindaki bireysel farklanmalarin gosterilmesi ve gereksiz ilag kullaniminm

Onleyerek gerek romatoid artrit hastalarinin tedavi kalitesinin artirilmasi gerekse de tilke

ekonomisine katki saglamaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. ROMATOID ARTRIT
Romatoid artrit, etiyolojisi tam olarak bilinmeyen, sistemik olarak ilerleyen 6zellikle
eklemlere yerleserek deformasyonla seyreden bir oto-immiin hastaliktir. Her yasta
bireyde goriilebilir ancak en fazla 35-60 yaslarinda baglamakta ve 6zellikle kadinlarda

erkeklere oranla 3 kat daha ¢ok goriilmektedir (1, 4).

Romatoid artritin diger artrit formlarindan farkli yani semptomlar ayni anda bir¢ok
eklemi etkileyerek yumusak dokusunun sismesi ve enflamasyonudur. Hastalik ilerlerken

eklem ytizeyinde aginmalara ve yikima sebep olur ve hareket alanina zarar verir (1, 2).

Hastaligin seyri hastadan hastaya farklilik gostermektedir. Bazi hastalarda kisa stireli ve
az agrili eklem tutulmalar1 yasanirken, bazi hastalarda da yapilan tedavilere ragmen,
kisa siireli eklem sakatlanmalar1 ve buna ek olarak deri, kan damarlari, kalp, akciger ve

kaslar gibi eklem dig1 6nemli organlara da zarar vermektedir (1, 4).

2.1.1. Romatoid Artritin Etiyolojisi

Romatoid artrit, etiyolojisi bugiine kadar tam olarak bilinmeyen, klinik etkilerine gére
siniflandirilan hastaliklardan biri olarak kabul edilmektedir (18-19). Romatoid artritin
genetik ve cevresel faktorlerin etkisiyle ortaya ¢iktigi kabul edilmistir. Hastalik tiim
diinya populasyonlarinda goriilebilmekte ancak hastaligin sikligi toplumlar arasi
farkliliklar gostermektedir. Hastaligin genetik yatkinligi arastirilmis ve birinci
dereceden akraba olan bireyler arasinda 3-4 kat daha ¢ok goriildigli belirtilmistir.
Romatoid artrit olusumunda insan genomunda bulunan polimorfik genleri i¢eren major
histokompatibilite kompleksinde (Major Histocompatibility Complex; MHC) yer alan
HLA-DR (Insan Lokosit Antijeni ) sistem genlerinin etkili oldugu bildirilmistir.
Romatoid artrit olusumunda etkili olan genlerin basinda HLA DR4 gelmektedir. Bu
gen, romatoid faktoriin pozitif oldugu hastalarda % 60-70 oraninda gozlenirken pozitif
olmayanlarda yaklasik % 25 civarindadir. Bu genetik faktorlerin yani sira gevresel

faktorlerin de romatoid artrit olusumunda etkisi oldugu bildirilmistir (2, 4).



2.1.2. Romatoid Artritin Patolojisi

Romatoid artritte kikirdak altindaki kemik ve eklem boslugunu doseyen sinoviyum
etkilenir. Normal bir sinoviyumda bir veya ii¢ tabaka hiicreden olusan ve bazal
membran1 bulunmayan intima tabakasi vardir. Intimal bolge, makrofaj ve fibroblast
benzeri hiicreler olmak iizere iki énemli hiicre tipi icerir. Intimal tabakadaki sinovyal
hiicreler makrofajlara 6zgii davraniglara sahip olup T hiicrelerinin mediyatorleri olarak
gorev yaparlar. Ayrica normal sinovya romatoid sinovyaya doniistiigiinde allojenik T-

hiicre aktivasyonunda son derece etkili olur (2, 21).

Hastaligin erken evresinde dokuda 6dem, damarlarda proliferasyon ve yeni damar
olusumu (angiogenezis) goriilir. Kronik evreye gecildik¢e sinovial hiicre sirasi artar.
Artan hiicreler hem makrofaj benzeri hem de fibroblast benzeri sinoviositlerdir. CD4+T
lenfositler, B lenfositler, makrofajlar ve plazma hiicrelerinin sinoviyumu infiltre ettigi
goriiliir. Romatoid artritte sinoviyum hipertrofisi gelisir 6zellikle lokal olarak kemik ile
kikirdak arasina dogru ilerler, bu duruma pannus denir ve kemik erozyonlarina neden

olur (21).

2.1.3. Romatoid Artritin Klinik Bulgular:

Romatoid artrit genellikle oncelikli olarak el, el bilekleri ve ayak eklemlerini tutarak
seyrine baslar. Daha sonra diz, ayak bilekleri, dirsek ve omuz eklemlerini tutarak
seyrine devam edebilen bir artrittir (27). Hastaligin seyri hastadan hastaya farklilik
gostermektedir. Baz1 hastalarda kisa stireli ve az agrili eklem tutulmalar1 yasanirken,
bazi hastalarda da yapilan tedavilere ragmen kisa siireli eklem sakatlanmalar1 ve buna
ek olarak deri, kan damarlari, kalp, akciger ve kaslar gibi eklem dis1 6nemli organlara

da zarar verebilmekte ve hayat kayiplar1 goriilebilmektedir (1, 4).

Sabah tutuklugu romatoid artrit i¢in belirleyici 6zelliktir. Uykudayken intersitisyel
stvinin birikmesiyle, uykudan sonra tutukluk daha g¢ok belirgindir. Agr1 hastalarin
cogununun yakindigi oncelikli problemdir. Bunun yan1 sira sislik de romatoid artritli
eklemlerdeki anahtar 6zelliktir. Siskinlik, sinoviyal hipertrofi (siskin olan eklemde
hamur kivami alinmasi) veya sinoviyal hiicre birikimine bagli olabilir. Bu bulgu en ¢ok
el ve ayaklarin kiigiik eklemlerinde hissedilir. Eklem basinc1 fleksiyonda arttiginda
sinoviyumun bir kism1 hapsedilerek eklemin geri kismindan ayrilarak bir kist olusturur

(Baker kisti). Bircok periferal eklemde kist goriilebilir, ama en sik bilineni dizdedir.



Eklem ve tendon kiliflarinin sigsmesi ve ekleme destek yapilarin degisikligi sonucunda
eklem kisitliligi meydana gelir. Bu da zamanla deformitelere sebep olur. Romatoid
artritli hastalarin % 10’undan fazlasinda hastaligin ilk iki yili igerisinde ellerin kiigiik
eklemlerinde deformite gelisir. Deformiteler olustuktan sonra kalici olduklar igin,
hastaligin tanisinin erken konmasi ve tedavi stirecinin baslatilmasi 6nemlidir (27, 49).
Amerikan Romatoloji Koleji  Kriterleri (American College of Rheumatology
Criteria, ACR)’ne gore romatoid artrit tanis1 konacak hastalarda aranan kriterler asagida

siralanmuistir:

1. Sabah tutuklugu (en az 1 saat)

2. U¢ veya daha fazla eklemde yumusak doku sisligi ve sivi ile
karakterize artrit

3. El eklem Artriti (el bilegi, Metakarpofalangial veya Proksimal
Interfalangial eklemlerinden en az birinde tutulum)

4. Simetrik artrit (Viicudun her iki tarafinda ve eklemlerde goriilen
sislik)

5. Romatoid subkutan nodiiller

6. Pozitif serum romatoid faktor

7. RA i¢in tipik radyolojik degisiklikler

Yukarida belirtilen 7 kriterden en az 4 tanesinin bulunmasi ve hastanin sikayetlerinin 6
haftadir devam ediyor olmasi tan1 koymak i¢in yeterlidir (50).

2.1.4. Romatoid Artritin Radyolojik Bulgular

Radyolojik bulgular romatoid artrit tanisinin konmasinda ayri bir 6neme sahiptirler.
Periost reaksiyonunun olmamasi ve osteofitlerin bulunmamasi ana radyolojik
ozelliklerdendir (20). Romatoid artrit i¢in yapilan radyolojik incelemede en erken
bulgu eklem c¢evresindeki sismis yumusak dokusudur. Konvansiyonel el ve ayak
grafileri tan1 ve tedavinin izlenmesi yoniinden O©nemlidir. Ultrasonografi de
konvansiyonel radyografiyi destekleyici rol iistenmektedir. Ozellikle servikal eklem
tutulumlar1 ic¢in bilgisayarli tomografi 6n plandadir. Romatoid artrit radyolojisinde
inflamatuvar bir artritin klasik gidisi zaman i¢inde belirlenir. Manyetik rezonans,
yumusak dokulardaki yiiksek ¢oziimleme giicii ile sinoviyal dokulardaki degisiklikleri

erken evrede belirlemeye ve erken tan1 koymaya imkan saglamaktadir (20, 51).



2.1.5. Romatoid Artritin Laboratuar Bulgular

Romatoit artrit tanis1 konulabilecek tek bir laboratuvar testi bulunmamaktadir. Ancak
tanisal kesinligi artirmak icin pek c¢ok test gelistirilmistir. Amerikan Romatoloji Koleji
Romatoid Artrit Alt Komitesi (American College of Rheumatology Subcommittee on
Rheumatoid Arthritis, ACRSRA) nin 6nerdigi testler sunlardir (52).

C-reaktif protein (CRP); Spesifik olmamasina ragmen tani almis kronik hastalarin
takibinde kiymetli bir parametredir.

Eritrosit sedimantasyon hizi1 (ESH); genellikle 30 mm/saati gegmektedir; hastalik
takibinde kullanilabilir.

Hemoglobilin ve Hemotokrit ; Romatoid artritli hastalarin ¢ogunda anemi beklenen
bir durumdur. Romatoid artritli hastalarda ortalama Hb konsantrasyonu 10 g/dL’dir.
Karaciger fonksiyon testleri ; alkalen fosfataz seviyeleri normal veya hafif artar.

Beyaz kiire; artabilmektedir.

Trombositler ; siklikla artmistir.

immiinoglobulinler (Ig); gamaglobulinler (IgG, M ve A) artar.

Serum proteinleri ; serum albumin diizeyleri, akut faz cevabi olarak azalmis tiretim

nedeniyle diistik bulunur; a-2 globulin ve fibrinojen artis1 romatoid artrite 6zgii degildir

biitiin enfeksiyon ve inflamatuvar durumlarda da gortilebilir.

Romatoid Faktor (RF) ; Romatoid artrit tan1 kriterleri arasinda yer alan tek laboratuvar
bulgusu olan RF kisaca IgG’nin Fc pargasi ile reaksiyona giren otoantikorlar olarak
tanimlanabilir. Romatoid artrit hastalarinin % 75’inde RF pozitiftir. RF romatoid artrite
0zgl degildir ancak RF pozitif hastalarda hastalik seyri daha agir olmakta ve eklem disi
komplikasyon sik goriilmektedir (53, 54).

Anti Siklik Sitriilinlenmis Peptit antikorlar1 (Anti- Cyclic Citrullinated Peptide;
anti CCP); Romatoid artrit i¢in daha 6zgiin belirte¢ olarak tanimlanmistir. Anti CCP
Antikorlar1 RF negatif olan romatoid artrirtli hastalarda tan1 koymaya yardime1 olabilir.
Ayrica Anti CCP antikorlari, romatoid artriti diger hastaliklardan (enfeksiyonlar,
hepatitler vs.) dolayr RF pozitif olan durumlardan ayirt etmede yardimci olabilir

(56,57).

2.1.6. Romatoid Artritin Tedavisi
Romatoid artrit klinik seyri acisindan hastalar arasinda farklilik gosterdigi icin verilen

tedavi programlarinin da bireysel olarak diizenlenmesi gerekmektedir. Tedavideki temel



ama¢ inflamasyonu erken safthada baskilamak ve eklem fonksiyon kayiplarini en aza

indirmektir (55).

Romatoid artrit tedavisi “piramid prensibi” olarak isimlendirilen bir yaklagima gore
yapilmaktadir. Bu tedavide hastalar bir siire sadece birinci basamakta yer alan
nonsteroid anti inflamatuvar ilaglar (NSAII) ile daha sonra ikinci basamagi olusturan
hastalik modifiye edici antiromatizmal ilaglar ile tedavi edilmektedir. Nonsteroid ilaglar,
eklem agris1 ve sabah tutuklugunu giderilmesinde etkilidir. Ancak eklem hasarinin
oniine gecemedikleri ileri siirtilmiistiir. Ilaclar secilirken ilaglarin yarilanma siireleri,
fiyatlar1, yan etkileri gibi etkenler gz oniinde tutulmustur. Ikinci basamak tedavi ise
NSAII ile tedavisine cevap alinamayan hastalarda kullanilmistir. Bu basamakta
kullanilan ilaglar DMARDs olarak adlandirilirlar. Hastaligin seyrini degistirerek
erozyon gelisimini durdurdugu veya geciktirdigi kabul edilen bu ilaglar romatoid artritli
hastalarda tan1 konduktan sonra gecikmeden baslanilmalidirlar. Metotreksat,
sulfasalazin, leflunomid ve hidroksiklorokin bu grupta en ¢ok kullanilan ilaglardir (4).
Kullanilan bu hastalik modifiye edici antiromatizmal ila¢lardan olan MTX’in kemik
yikimini 6nledigi veya geciktirdigi ve hastaligin ilerleyisini azalttigi ispatlanmigtir
(7). MTX uzun siireli kullanim avantaji, biyolojik ajanlarla birlikte kullanilabilme ve
olas1 yan etkilerinin diisiik olmas1 nedeniyle romatoid artrit tedavisinde 6ncii ilag olarak

kullanilmaktadir (12).

2.1.6.1. Metotreksat

Romatoid artrit tedavisinde kullanilan en onemli ilag MTX’tir. MTX ilk kez 1940
yilinda kanser hastalarinda kullanilmak tizere gelistirilen folik asitin spesifik
antagonistidir (58). Romatolojik hastaliklarda ilk kez 1972 yilinda kullanilmaya
baslanmistir ancak rutin uygulamaya 1980 yilindan itibaren gegilebilmistir (59, 60).
1985 yilindan 2000’li yillara dogru bakildiginda giiniimiizde MTX ile tedavi edilen
hasta sayisinin artis gosterdigi goriilmistiir. Bu artisin nedeni MTX ile tedavi edilen
hastalarda eklem erozyonlarinin ve mortalitenin azalmasidir. MTX’in sagladig1 diisiik
eklem erozyon ve yiiksek hayatta kalma orani, DMARDs grubuna ait sulfasalazin,
hidroksiklorokin, altin ve penicilamin gibi diger ilaglar tarafindan saglanamamaktadir
(61). Yapilan klinik arastirmalar, monoterapi uygulanan romatoid artrit hastalarinin

yaklasik % 10-30’unda toksisite gelisimi nedeniyle MTX tedavisine devam



edilemedigini gostermektedir (62, 63). Bununla beraber, son yillarda yapilan ilag
arastirmalariyla, ilaca verilen bireysel yanitta ¢cevre, beslenme, yas, cinsiyet, kilo, ilag
etkilesimlerinin yani sira genetik faktorlerin de 6nemli oldugu goriilmektedir. Romatoid
artritli hastalarin genetik sifrelerinde goriilen polimorfizmler de hastaliga bireysel olarak
yaklasilmasi gerektigi ve tedavi programlarinin bu yaklasima goére belirlenmesinin

onemli oldugunu gostermektedir (11).

MTX’in etki mekanizmasi ve metabolizmasi tam olarak bilinmemesine ragmen ¢ok
saylda enzimin etki mekanizmasinda MTX’in 6nemli oldugu gosterilmistir (64). MTX
hiicre igerisine tasiyici enzim olan RFCI1 ile alinir. Bu girisi ATP baglayict kasetler
(ABC=ATP binding cassette), ozellikle ABCCI ve 5, ABCG2 ve ABCBI gibi
tasiyicilar kolaylastirir (13, 65). MTX’in hiicre i¢ine alinmasi ve ¢alisma mekanizmasi

Sekil 2.1°de gosterilmistir.

Tastyict enzimleri kodlayan genlerde meydana gelen polimorfizmlerin MTX tedavi
sonucunu etkiledigini ortaya koyan calismalar literatiirde yer almaktadir. Caligmis
oldugumuz RFC1 genine ait G80A Tek Niikleotid Polimorfizmi (Single Nucleotide
Polymorphism, SNP)’nin, MTX tedavisi ve etkinligi {iizerinde etkili oldugu
bildirilmektedir (3, 66, 67).

2.1.6.2. Hastalig1 Biyolojik Modifiye Edici Anti - Romatizmal flaclar (b DMARDS)

Biyolojik ajanlar 6zellikle romatoid artrit hastalar1 i¢in gelistirilen, hastaligi modifiye
edici ve hastaligin seyrini degistiren ilaglardir. Bu ajanlar yalnizca semptomlari
hafifletmek i¢in degil, hastaligin radyolojik seyrini de yavaslatmak icin gelistirilmistir
(71, 72). Ancak bu ajanlarla yapilan tedaviler geleneksel DMARD’lardan pahali ve her
hastada etkili degildir. Hastaligin erken asamada teshis edilmesi biyolojik ajanlarla

tedavi stirecinin maliyetini uygun hale getirebilmektedir (73).



Hicre Digi

Fi}cre igi

Sekil 2.1. MTX'in hiicre icine alinmasi ve etki mekanizmasi. MTX, bir folat reseptorti (b) tarafindan
aktiflestirilen endositik yolunu kullanarak indirgenmis folat tasiyici (a) vasitasi ile hiicre i¢ine girer. Hiicre
icerisine girdikten sonra, metotreksat, folipoliglutamat sentetaz enzimi ile MTX-poliglutamata dontsiir (c).
MTX ve MTX-poliglutamat, dihidrofolat rediiktaz enzimini inhibe ederek dihidrofolatin (FH2)
tetrahidrofolata (FH4) doniisimiinii engeller (d). FH4 tretimi bloke edildigi i¢in timidilat sentezi azalir (e)
ve sonucunda DNA sentezi inhibe edilir (f). Uzun zincirli MTX-poliglutamat ve MTX ile hedef enzim olan
dihidrofolat rediiktaz i¢in ayni afiniteye sahiptir. Her ikisinin de RNA sentezi i¢in gerekli olan timidilat
sentezi (e) ve purin biyosentezini (f) inhibe edici etkileri belirgin sekilde artmistir. (85 No’lu kaynaktan
uyarlanarak alinmistir).
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Tiimor Nekroz Faktoér (TNF) ve Interlokin (IL)-1'in romatoid artrit {izerindeki etkileri
tizerinde yapilan ¢alismalar sonucu bu stokinlere karsi blokerlerin gelistirilmesini
saglamistir. Etanersept, Infliksimab ve Adalimumab; Gida ve ila¢ Idaresi’nden (Food
and Drug Administration; FDA) onay almis TNF blokerleridir. Bu blokaj, Etanersept
i¢in rekombinant TNF molekiilii olan TNFRSF1B ile veya Infliksimab ve Adalimumab
icin anti-TNF-a monoklonal antikoru ile olur. Bu TNF antagonistleri, TNF
reseptorlerine TNF baglanmasini engelleyerek TNF tarafindan diizenlenen sinyal
yolaklarin1 bloke eder. Bu bloke sistemi ile semptomlarda azalma izlenmesine ragmen
biittin hastalarda ayni derecede yamit alinamamaktadir (74, 75). Anakinra, FDA
tarafindan onay almis olan diger bir biyolojik ajandir. Bu ajan, IL-1’1 rekombinant

formu olan IL-1 RA’ya doniistiirerek hedef resepteriin sinyalini engeller (76, 77).

Biyolojik ajanlar, romatoid artrit hastalar1 i¢in kisiye 6zel ilag tedavisi i¢in kullanima
uygundur. Bu ilaglarin kullanimindaki risk lenfomada artis meydana gelmesidir. Ancak
dikkate alinmalidir ki, siddetli romatoid artrit hastalarinin lenfoma riski yaklasik iki kat
yiiksektir. Bu lenfoma riski tasiyan hasta gruplarinda, antiviral bagisikligin zayifligini

dustiniilmektedir (78).

2.1.6.2.1. Etanersept

Etanersept, insan IgG1 bolgesine insan p75 TNF reseptoriiniin baglandigir bir dimerik
fiizyon proteinidir (Sekil 2.2.a). Romatoid artrit ve erken romatoid artrit hastalarinda
monoterapide ve MTX ile kombine kullaniminda etkisi kanitlanmistir. Bu ilag, en az 24
ay stireyle kullanildiginda eklem erozyonlarinin radyolojik bulgularinda énemli 6l¢tide
azalma goriilmiistiir. Etanersept ve MTX ile kombine tedavisi daha iyi klinik sonuglar
gostermektedir. Ne yazik ki, Etanersept ile tedavi edilen romatoid artritli hastalarda

lenfoma, tiiberkiiloz ve kalp yetmezligi gibi rahatsizliklar ortaya ¢ikmistir (79).

2.1.6.2.2 infliksimab

Infliksimab, TNF-a aktivitesini ndtralize eden bir monoklonal antikordur (Sekil 2.2.b).
Insan IgG1 sabit bolgesine, bir fare antikorunun degisken bolgelerinin birlestirilmesiyle
gelistirilmistir. Romatoid artrit tedavisinde TNF-a blokeri olarak ilk kez infliksimab

kullanilmistir ve romatoid artrit patolojisinde TNF-a’nin 6nemini gostermistir.
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Sekil 2.2. Biyolojik Modifiye Edici Anti-Romatizmal ilaclarin Molekiiler Mekanizmasi. (a) TNF-o
engelleyici, Etanersept, (b) TNF-a engelleyici, Infliksimab, (¢) TNF-a engelleyici, Adalimumab, (d) IL-1,
bloke edici, Anakinra, insan IL-1 reseptor antagonistinin rekombinant formu (IL-1RA).

(2 No’lu kaynaktan alinmistir).
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Yasam kalitesini artirmasi, eklem hasarlarin1 6nlemesi ve kemik onarimini gelistirmesi
Infliksimab’in baslica faydalaridir. Hem monoterapide, hem de MTX ile kombine
kullamimina uygundur. Ne yazik ki, Infliksimab ile tedavi edilen Romatoid Atrit' li
hastalarda da, infiizyon reaksiyonlari, lenfoma, tiiberkiiloz ve kalp yetmezligi gibi

Etanersept ile tedavi edilen hastalarda goriilen rahatsizliklar meydana gelmistir (80).

2.1.6.2.3 Adalimumab

Adalimumab’in molekiiler mekanizmasi, Infliksimab’inkine benzerdir (Sekil 2.2.c).
Adalimumab ile bloke olan TNF’lerin biyolojik yanitlar1 olarak 1L-6 ve MMP diizeyleri
dustik gozlenmistir. Hem monoterapide hem de MTX ile kombine kullanilabilir.
Adalimumab’in en onemli etkisi DMARDs kullanilarak yapilan tedavilere etkin bir
yanit alinamayan hastalarda yapisal eklem hasarlarinin ilerlemesini durdurmasidir.
Adalimumab’in kullanimu ile ilgili riskler, Etanersept ve Infliksimab’a benzer durumlar

olarak, enfeksiyonlar, tiiberkiiloz, oto-immiin bozukluklar ve kalp yetmezligi olarak

ifade edilebilir (81).

2.1.6.2.4. Anakinra

Anakinra, IL-1 ile antagonist ¢alisan IL-1RA rekombinanti ile biyolojik aktivitesini
gosterir (Sekil 2.2.d). Romatoid artrit tedavisinde tek basina yeterlidir. Ayrica
Etanersept ve MTX veya diger DMARDs ile kullanilabilir (82, 83, 84). Romatoid
artritin olusturdugu yapisal hasarin ilerlemesini durdurmakta faydalidir. Enjeksiyon
bolgesinde meydana gelen yan etki, bu ila¢ i¢in en Onemli dezavantajdir. Ayrica

pnomoniler ve kiitanoz enfeksiyonlar da goriilmiistiir (84).

2.1.7. Romatoid Artritin Prognozu

Romatoid artritin progresyonunda ii¢ evre (Erken Hastalik, Ilerleyici Hastalik ve Geg
Hastalik) goézlenmektedir. Erken Hastalik Evresi; eklem erozyonu yoktur ve kemik,
kikirdak goriilmez. Hastaliga bu evrede tan1 konmasi prognoz agisindan hastaya ¢ok
fayda saglamaktadir. Baz1 hastalarda bu evrede remisyon goriilebilir. Bu evrede
gozlenen kontrol edilemeyen inat¢i1 poliartrit varligi, yliksek RF, yiiksek riskli HLA
alellerinin varligt ve eklem dist bulgularin varligi prognozun koétii olacagini

gostermektedir.
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Ilerleyici Hastahk Evresi; tedavi yapilmasina ragmen hastalik aktivitesi devam eder.
Inatg1 poliartrite ek olarak radyolojik yaygin eklem erozyonlari goriiliir. Ge¢ Hastahk
Evresi; bazi komplikasyonlarin esliginde, kesin eklem hasarlarinin olustugu evredir.
Hastalik siiresi uzundur. Hasarin orani, ayni zamanda hasarin siddetini de

gostermektedir (70).

Romatoid artritin klinik seyri konusundaki veriler, hastaligin kronikligi, gosterdigi
degisken seyir ve hafif sekillerinin tanisindaki zorluklar nedeni ile kisithidir. Genellikle
eklem tutulumunun % 90’a varan bir kism1 hastaligin yaklasik olarak ilk bir yili i¢inde
gerceklesir. Bu nedenle uzun yillardir romatoid artrit hastasi olan bireylerde, o ana
kadar tutulum goriilmeyen eklemlerde daha sonra  hastaligin goriilmeyecegi
dustintilebilir. Remisyon, yaklasik % 25 oraninda kendiliginden ger¢eklesmektedir.
Hasta remisyona girecekse bu hastaligin ilk yilinda gerceklesmektedir. Hastalarin geri
kalan biiyiik bir kisminda ilerleyici bir seyir tespit edilmektedir. Bu tip durumlarda
hastalar tedavi altinda olmalarina ragmen zaman zaman remisyon kisa siirmekte ve 10
yili i¢inde hastalarin yaklasik % 50°si c¢alisamaz hale gelmektedir. Romatoid artrit
hastalarinda normalden yiiksek goriilen baglica 6liim nedenleri infeksiyonlar, pulmoner

ve renal hastaliklar, gastrointestinal kanamalar ve lenfoproliferatif hastaliklar sayilabilir

.

2.2. ROMATOID ARTRIT ve GENETIK

Bir¢ok hastalik multifaktoriyeldir. Hem c¢evresel etkiler hem de genetik faktorler
hastaligin klinik siddetine katkida bulunabilir. En az 10 farkli genetik bolgenin romatoid
artrit tizerinde etkili oldugu diistiniilmektedir. Romatoid artrit ile iliskili diistiniilen bu

genetik faktorler hastaligin klinik tablosundaki degiskenlikle iliskili olabilir (23).

Romatoid artrit olusumunda insan genomunda bulunan polimorfik genleri iceren
MHC’de yer alan HLA-DR sistem genlerinin etkili oldugu bildirilmistir. Romatoid
artrit olusumunda etkili olan genlerin basinda HLA DR4 gelmektedir. Bu gen, romatoid
faktoriin pozitif oldugu hastalarda % 60-70 oraninda gézlenirken pozitif olmayanlarda
yaklasik % 25 civarindadir. HLA bolgesinin romatoid artrit {izerindeki etkisinin tim

genetik faktorlerin % 30°unu teskil ettigi tahmin edilmektedir (2, 4).
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HLA bolgesi DRB molekiiliiniin 67-74. amino asitleri arasinda bulunur. Bu bélgenin
romatoid artrite genetik yatkinlik yarattigi dustinilmektedir (4-24). HLA-DR4’{in alt
gruplarindan HLA DRB1 0401, 0404, 0408 romatoid artritle ile iliskili oldugu
dustiniilmektedir. Bu MHC genlerinin sadece hastaligin baslamasi ile degil, seyri ve
siddeti ile de iliskili oldugu bildirilmistir. Hastalik HLA DRBI1 0401, 0404, 0408
alellerini tasimayanlarda daha hafif ve seronegatif gozlenmekteyken, DRB1 04 alelini
homozigot olarak tasiyan bireylerde daha agir bir hastalik tablosu olustugu bildirilmistir
(68). HLA DR2, DR3 ve DR7’nin alt gruplarinin varliginda da hastalik riskinin az
oldugu bildirilmistir (69).

HLA kompleksi disindaki bazi genler de romatoid artrite genetik yatkinliga katkida
bulunmaktadir. TNF ve IL-1 gibi ¢esitli sitokinlerin, Romatoid artritin patogenezinde
oynadig1 disiintilen kritik rol dikkate alindiginda, bu sitokin {iretimini diizenleyen
polimorfizmlerin hastaligin dogal seyrini etkiledigi diistintilebilir (25). Romatoid artrit

ile ilgili genetik faktorlere ait polimorfizmlerin bir kismi Tablo 2.1°de g6sterilmistir.

2.3. RFC1 GENI VE YAPISI

RFC1 geni insan genomunda 21. Kromozom (Kromozom 21- NC 000021.9) tizerinde
bulunur. Insan indirgenmis folat tasiyict 1 (RFC1) geni; ikisi alternatif kodlayici
olmayan (ekzon 1 ve 2), 7 ekzon yapisindan olusmus ve yaklasik 29 kb uzunlugundadir.
Insan RFC1 geni iki tane promotor bélgesi igermektedir. Ekzon 3 igerisinde yer alan
ATG kodonu translasyonel baslangi¢ kodonudur. Ayrica RFC geni, 5 intron (I-1-2-3-4-
5) bolgesi icermektedir (14). Sekil 2.3°de Insan RFC1 geninin yapis1 ve ozellikleri

bulunmaktadir.

Coziinen madde tasiyic ailesinden olan SLC19A1, ayn1 zamanda RFC1 olarak bilinir.
Memeli hiicrelerine folat bilesiklerinin ulastirilmasi reseptor veya tasiyict aracili
mekanizmalarla meydana gelmektedir. Insan RFC1 de hiicrelerarast folat
konsantrasyonunu korumakla gorevlidir (10). RFC1, 5-metil-tetrahidrofolat yiiksek
kapasiteli, ¢ift yonli tasimaciliginda ve ayn1 zamanda diisiik bir kapasite ile de olsa,
folik asit tasiyabilir ayn1 zamanda anti-folat madde olan MTX tasinmasini kolaylastirir.
MTX tasiyict aracili mekanizma ile hiicreye alinan bir anti-folattir. Insan RFC1 MTX’

in hiicreye alinmasina aracilik eder (26).
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Tablo 2.1. Romatoid artritle ilgili genetik faktorlere ait bazi polimorfizmler (2)

Polimorfizm
Gen Sembolii | Pozisyonu Aleller | Polimorfizmin Olasi Etkileri Kaynak
G 15
TNF o 1304 A RA duyarhilik
G 22
489 A Daha siddetli hastalik
G Daha  siddetli eklem  erozyonlari 29
-238 A Az siddetli eklem erozyonu
G TNFa a normal iretimi (30,31
-308 A TNFa tiretimi Up-regiilasyonu
C 32
-857 T RA / Yiiksek TNF o tiretimine duyarlilik
C 33
-863 A RA / Yiiksek TNF a tiretimine duyarlilik
T 15,34
-1031 C RA / Yiiksek TNF a tretimine duyarlilik
T RA yatkinlik artigt 39
TNFRSF1B Kodon 196 G Artan IL-6 tiretimi
C 48
IL-1 IL-1a -889 T IL-1a degismis iiretimi
IL-1a 4845 | G IL-1a degismis tretimi / RA karst artan 43,45,46
(ekzon 5) T hassasiyet
C 41
IL-1B -511 T RA /1L-1 degismis tiretimi
IL-1B 3953 | C RA /IL-1 degismis tiretimi / Siddetli eklem [41,42,43
(ekzon 5) T yikimi
IL-1RA 2018 | C 47
(exon2) T Olasi pro-inflamatuvar etki
G 36
IL-6 -174 C IL-6 iiretimi azalir
G 40
-622 A IL-6 {iretimi azalir
G IL-10  dustik  ekpresyon  seviyeleri 37,38
IL-10 -1082 A kadinlarda RA ile iligkili
T IL-10 / Otoimmiin belirtilerin  dusik |3 7,44
-819 C sentezleme seviyeleri
A IL-10 / Otoimmiin belirtilerin ~ diisiik 37,44
-592 C sentezleme seviyeleri
HLA (HLA-DR) RA siddeti ve Duyarliliginda artig 24,35




.a | G
Ekzon
—ﬂ]]}—ﬂ]]]]]lﬂ—//—l—//—-l—//-l—//—_-//-
Pro43 Pro32 i-1
1kb

Sekil 2.3. insan RFCI1 geninin yapisi. insan genomunda 21. Kromozom iizerinde bulunan RFC]
geni, 7 ekzon, 5 intron ve 2 promotor bolgesi igerir. Yaklasik 29 kb uzunluktadir (14 No’lu kaynaktan

uyarlanarak alinmistir).
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Insan RFC1 genine ait polimorfizmlere bagli olarak MTX’in hiicresel diizeyinde
degisiklik goriilmiistiir. Insan RFC1 80GG polimorfizmi tasiyan bireylerin folat
diizeyleri dustiktir. MTX ile tedavi edilen 80AA polimorfizmi tasiyan bireyler, MTX e
yiiksek diizeyde cevap gostermistir. Hastanin gen polimorfizmine bagl olarak ilag ve

doz kisiye gore degisiklik gosterebilmektedir (11).

2.4. RFC1 ve ROMATOID ARTRIT

RFC1, MTX’in hiicre i¢ine alinmasini kontrol eder (Sekil 2.1, sayfa 9). MTX ile tedavi
edilen hastalarda ilaca kars1 goriilen bireysel farkliliklar, ¢alismalar1 bu gende meydana
gelen SNP’lere dikkat c¢ekmistir. RFC1 genine ait polimorfizmler Hayashi ve
arkadaslar1 tarafindan Japon romatoid artrit hastalarinda incelenmistir. Insan kanindan
elde edilen genomik DNA’lara uygulanan PZR ve RFLP islemlerinden sonra incelenen
RFC1 geni polimorfizmleriyle hastalarin tedaviye verdikleri yanit karsilastirilmistir.
Gorilmiistiir ki RFC1 genine ait G80A polimorfizmi olan (80AA) romatoid artrit
hastalart MTX’e olumlu yanit vermekte ve hastalik aktivitesi digsmektedir. Ancak RFC1
genine ait G8OA polimorfizmi bulunmayan (80GG) romatoid artritli hastalarda MTX’e
etkili bir yanit alinamamis, MTX ile birlikte bDMARDs’a ihtiya¢ duyulmustur. Ayrica
80AA allelinin bulundugu hastalarda, 80GG’ye nazaran daha uzun siire remisyon

gozlendigi bildirilmistir (3, 17).

Her ne kadar sonuglar her zaman uyumlu olmasa da romatoid artrit hastalarinin
tedavisinde RFC1 geninin etkin rol oynadig1 yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir. Bu
gene ait bahsi gecen G80A polimorfizminin varligi/yoklugu hastalara verilen ilag
tedavilerinde yol gosterici olabilir. RFC1 G80A polimorfizmi olmayan romatoid artritli
hastalarda baslangi¢ ilag olarak MTX tek basina verilmeyebilir ve MTX + dMARDs
kombin kullanimiyla hastalar, hastalik aktivitesi yilikselmeden tedavi altina alinarak

istenmeyen eklem ve kemik erozyonlarinin 6niine gegilebilir (3, 17, 97, 98).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. CALISMA GRUBU

Projede Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Fiziksel Tip ve Rehabilitasyon Anabilim
Dali, Romatoloji Poliklinigi’ne gelmis olan romatoid artritli hastalardan EDTA’I1
tiiplere alinarak elde edilen kan 6rnekleri kullanildi. MTX kullanan grupta yalnizca
MTX ile tedavi edilen 56 (7 Erkek, 49 Kadin) tane romatoid artrit hastasi;
MTX+bDMARDs kullanan grupta 47 (5 Erkek, 42 Kadin) tane romatoid artrit hastasi
olmak tizere Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Fiziksel Tip ve Rehabilitasyon
Anabilim Dali, Romatoloji Poliklinigi’'ne gelmis olan toplam 103 romatoid artritli
hastadan, Hasta Bilgilendirme Formu (Ek 2) okutularak/okunarak rizalari alindi ve
yapacak oldugumuz projeye katilimlar1 saglandi. Ocak 2014 tarihinden Mart 2015
tarihine kadar toplam 103 hastadan kan alindi. Orneklere laboratuvarda DNA
izolasyonu, PZR, RFLP yontemleri uygulanarak érneklerin RFC1 G80A polimorfizmi

icin analizleri yapildu.
3.2. GERECLER

Demirbas Malzemeler

Mikropipet (Gilson)

Santrifiiyj (Hettich Mikro 220)

Vorteks Cihazi (Heidolph)

BioSpec Nano (Shimadzu)

Buzdolab1 (+4 ve -80) (Simens ve BINDER)

Termal Cycler PCR Cihaz1 (SensoQuest)

Elektroforez Cihaz1 (Bio-Rad)

Elektroforez Gortintiileme Cihazi (Bio-Rad Gel-Doc XR+)

A e R AT I o A

Mikrodalga firin (Siemens)
10. Etiiv (Niive)
11. Hassas Terazi (MRC)
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Sarf Malzemeleri
. 0,2 ml Tiip
. 0,5ml Tup
. 1,5 ml Tiip
. Pipet Uclar1 (10 pl -100 pl -1000 ul)
. Tupluk

N K W N =

Kullanilan Kimyasallar
. DNA Izolasyon Kiti (Axygen)
. Etidiyum bromdir (Sigma)
. DNA yiikleme tamponu (Thermo)
. Hha 1 Restriksiyon Enzimi (BioLabs)
. 10 X Restriksiyon Buffer (BioLabs)
. DNA Boyut Markir1 (100 bg)(Biomatik)
. % 70’1k Etil Alkol
. Master Mix (OneTaq Hot Start 2 x MM w/Std Buffer) (BioLabs)
. Forward primer (5’-AGTGTCACCTTCGTCCCCTC-3") (Alpha DNA)
10. Reverse primer (5'-CTCCCGCGTGAAGTTCTT-3") (Alpha DNA)
11. Tris-Borik asit-EDTA Tamponu (TBE) (1X) (Thermo)

o L 9 AN A W N =

12. Agaroz (Sigma)
13. Distile Su

3.3. MATERYAL VE METOD

3.3.1. Genomik DNA Izolasyonu

DNA izolasyonu; AxyPrep Blood Genomic DNA Miniprep Kit kandan DNA izolasyon
kiti kullanilarak yapildi (Axygen). Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Gevher Nesibe
Hastanesi, Fiziksel Tip ve Rehabilitasyon Anabilim Dali, Romatoloji Poliklinigi’ne
gelmis olan romatoid artritli hastalardan EDTA’l1 tiiplere 3 ml kan alindi. Daha sonra
laboratuvarda 1,5 ml’lik Ependorf tiiplere kan 6rneklerinden 200 pl koyularak DNA
izolasyonuna baslandi. 200 pl kan tizerine 500 pul AP1 buffer eklenerek 10 saniye (sn)
vorteks yapildi. Daha sonra 100 pul AP2 buffer eklenerek 10 sn daha vorteks yapildi ve
12000 g’de 10 dakika (dk) santrifiij edildi.
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Santriflij devam ederken 2 ml’lik Ependorf (toplama) tiiplere kolon tiipii yerlestirildi. 10
dk’lik santrifiij sonundan elde edilen stipernatant kisim kolon tiiplerine aktarilarak

6000 g’de 1 dk santrifiij edildi. Kolon tiip yeni bir toplama tiiptine alinarak {izerine 700
ul WIA buffer eklenerek 6000 g’de 1 dk santrifiij edildi. Kolon tiip tekrardan yeni bir
toplama tiipiine alinarak tizerine 800 pul W2 buffer eklendi. 12000 g’de 1 dk santrifiij
edilerek kolon tiip yeni toplama tiipiine alindi. Uzerine 500 pul W2 buffer eklenerek
12000 g’de 1 dk santrifiij edildi. Son olarak kolon tiip yeni toplama tiipiine alindi.
Kurutma amagli 12000 g 'de 1 dk santrifiij edildi.

Kurutma isleminden sonra kolon tiip 1,5 mI’lik yeni bir Ependorf tiipe alindi. Uzerine
100 ul TE buffer eklenerek oda sicakliginda 1 dk bekletildi. Sonra 12000 g’de 1 dk
santrifiij edildi. Santrifiij sonunda hastaya ait DNA 100 ul TE buffer ile 1,5 ml’lik
Ependorf tiip icerisine indirildi. Elde edilen DNA’nin konsantrasyonu NanoDrop

cihazi (Shimadzu) kullanilarak 6l¢iildi ve kaydedildi.

Yukaridaki islemler 103 hastanin hepsi i¢in ayr1 ayri uygulandi ve elde edilen DNA
ornekleri, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yapilana kadar -80 °C’de saklandi.

3.3.2. Genomik DNA’larin Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Genomik DNA'’larin molekiiler incelemelerde kullanilmadan 6nce varlik, miktar ve
kalitesinin ~ belirlenmesi i¢cin UV spektrofotometresinde 6lgiim yapildi. UV
spektrofotometresinde 6l¢iim yapilirken DNA’daki heterosiklik halkalar 260 nm dalga
boyunda en fazla 1s1n emdiginden bu dalga boyunda 6l¢tim yapilarak genomik DNA’nin
miktar1 belirlendi. izole edilen genomik DNA miktar tayininin ardindan DNA’nin
proteinlerden ne derece izole edildigini belirlemek i¢in de UV spektrofotometresi
kullanildi. DNA’nin kalitesinin tespiti i¢in hem 280 hem 260 nm dalga boyunda 6l¢tim
yapildi, A260/A280 absorbans degeri belirlendi. Protein kontaminasyonu diisiik olan
DNAlar i¢in bu deger 1.8-2.0 civarinda olmasi gerekmektedir (28).

NanoDrop cihazi ile yapilan 6lgtimler sonrasinda 200 pl kandan en az 11,10 ng/pl
konsantrasyonla en ¢ok 106,4 ng/ul konsantrasyonlu DNA elde edildi. Ortalama DNA
konsantrasyonumuz 40,60 ng/ul £ 19,14 ng/ul olarak hesaplandi. 200 pl kandan elde
edilen toplam DNA miktari en az 1110 ng, en ¢ok 10640 ng olarak belirlendi. Ortalama
DNA miktarimiz 4060 ng olarak hesaplandi.
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3.3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction, PCR), molekiiler biyolojide
oldukg¢a yaygin olarak kullanilan bir teknik olup basit¢ce in vitro ortamlarda niikleik
asitlerin ¢ogaltilmas1 olarak tanimlanabilir. PZR, reaksiyonu DNA’nin iki zincirinin
yiksek 1siyla  birbirinden ayrilmasi  (denatiirasyon) daha sonra sentetik
oligoniikleotidlerin hedef DNA’ya baglanmasi (baglanma); sonra zincirin uzamasini
(polimerizasyon) (gift iplik¢ikli DNA’larin sentezi) ve bu dongiilerin belirli sayida
tekrarlanmasina dayanir. Bu ti¢ adim (denatiirasyon / primer baglanmasi / DNA sentezi)
bir PZR siklusunu olusturur. Her adim farkli sicakliklarda gergeklestirilir (sirasiyla 90-
94°C; 37°C - 65°C; 72°C).

Romatoid artrit hastalarinin PZR islemi i¢in 103 hastaya ait -80 °C’de sakladigimiz
DNA ornekleri kullanildi. PZR islemi icin DNA iizerinde Insan RFC1 geninin 230 baz
cift (b¢)’lik fragmentinin amplifiye edilmesi i¢in 6zgiil bir primer ¢ifti se¢ildi (Sekil
3.1). Forward primer 5’-AGTGTCACCTTCGTCCCCTC-3" ve Reverse primer 3'-
AAGAACTTCACGCGGGAG -5’(Dervieux ve ark (17)). Oligoniikleotid primerler
Alpha DNA tarafindan sentez edildi.

MTX ve MTX + bDMARDs guruplarini olusturan bireylerin 230 bg’lik insan RFC1
genine ait PZR karisiminin igerigi ve uygulanacak olan PZR programi asagida

belirtilmistir.

PZR Karisimi

Master Mix (OneTaq | 12,5 ul
Hot Start 2 x MM w/Std

Buffer)
Forward Primer 2ul
Reverse Primer 2ul
Distile su (dH20) 4,5 ul
DNA 4 ul

Toplam Hacim 25 pul
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Forward Primer

[ ::}

AGCGTCACCTTCGTCCCCTCCGGAGCTGCACGTGGCCTGAGCAGGA 45
TGGTGCCCTCCAGCCCAGCGGTGGAGARGCAGGTGCCCGTGGAACC 90
TGGGCCTGACCCCGAGCTCCGGTCCTGGCGGCACCTCGTGTGCTAC 135
CTTTGCTTCTACGGCTTCATGGCGCAGATACGGCCAGGGGAGAGCT 180
TCATCACCCCCTACCTCCTGGGGCCCGACAAGAACTTCACGCGGGAG 231

. )

Reverse Primer

Sekil 3.1. insan RFC1 genine ait niikleotid dizilimi ve primerlerin
baglanma bélgeleri Primerler Derveux ve ark.’nin yapmis olduklar1 17
No’lu kaynaktaki ¢calismaya gore Alpha DNA tarafindan sentez
edilmistir.
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Yukarida gosterilmis olan PZR karisimi 103 bireyin her biri i¢in 21 pl PCR karigimi
hazirland1 ve bu karisimin tizerine her bireyin kendine ait genomik DNA'sindan 4 pl
aliarak 0,2 mI’lik tiiplere koyuldu. Termal Cycler PCR (Roche) Cihazina yerlestirilen
tiipler asagidaki PZR programina tabi tutuldu (17).

Predenaturasyon 95°C 3dk

Denaturasyon 95°C 30 sn

Baglanma 60°C 30 sn 35 Dongii
Uzama 72 °C 30 sn

Final Uzama 72 °C 10 dk

Uygulanan bu PZR programi sonucunda Insan RFC1 genine ait 230 b¢’lik DNA
fragmenti her zaman ayni kalitede elde edilemedi. Bu nedenle deneme yanilma ile yeni
baglanma dereceleri denendi. Yapilan denemeler sonucunda asagidaki PZR programi ile
Insan RFC1 genine ait 230 b¢’lik DNA fragmenti ¢ogaltildi. Goriilecegi gibi sadece
1°°lik degisiklikle baglanma derecesi optimize edildi.

Predenaturasyon 95°C 3dk

Denaturasyon 95°C 30 sn

Baglanma 61°C 30 sn 35 Dongii
Uzama 72 °C 30 sn

Final Uzama 72 °C 10 dk

Olusan PZR iriinleri % 2’lik agaroz jelde kosturularak analiz edildi. Boylece PZR

islemi ile istenilen bolgenin ¢ogaltilip ¢ogaltilmadigr kontrol edildi.

Jelin hazirlanmasi asamasinda 2 gr agaroz, 100 ml 1X TBE ve 4,5 ul etidiyum bromid
(10 mg/ml) kullanildi. Mikrodalga firinda kaynatilarak hazir hale getirilen jel,
dondurulmak {izere taraklarin takili oldugu tepsiye dokiildii. Jel donduktan sonra

yiikleme yapmak i¢in icerisi 1XTBE ile doldululmus elektroforez tanki i¢ine alindi.

Bir kuyucuga 2 pl 100 b¢’lik DNA boyut markirt yiiklendi. 5 pl PZR {irtint, 2 pl 6x
DNA vyiikleme boyasi ile karistirilarak jel tizerindeki diger kuyucuklara sirasiyla
yiiklendi. 70 volt (V)’ta 1 saat kosturulduktan sonra jel, elektroforez goriintiilleme
cihazina alindi. Goriintiileme sonucunda bolgenin ¢ogaltilip, ¢ogaltilmadigi kontrol
edildi ve restriksiyon asamasma gegildi. Sekil 3.5’te {i¢ farkli bireyin genomik
DNA’larmmin PZR ile c¢ogaltilan 230 bg¢’lik RFC1 genine ait fragmentlerinin

elektoroforez jel goriintiileri bulunmaktadir.
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PZR Uriinleri M

230be L R N |

Sekil 3.2. PZR sonrasi jel goriintiisii; Genomik DNA
kullanilarak yapilan PZR sonrasi, 5 pl PZR trtni % 2’lik
agaroz jele yiiklenerek 70 V’de 1 saat kosturuldu. 1-2-3.
Etidium bromid ile boyanan jelde farkli genomik DNA’lar
kullanilarak ¢ogaltilan insan RFC 1 genine ait 230 b¢’lik DNA
fragmenti goriinttisii; 4. 100 be¢’lik DNA boyut markirt.
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3.3.4. Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (Restriction fragment length polymorphism,
RFLP) i¢in PZR islemi sonrasi elde edilen 230 b¢’lik RFC1 genine ait PCR iirtintii Hha
1 (Cfo 1) (10 U /ul) restriksiyon endoniikleaz ile restriksiyona tabi tutuldu (3, 17).

RFLP i¢in PZR islemi sonrasi elde edilen 230 b¢’lik insan RFC1 genine ait PZR
tirtiniinden 15 pl, Hha I enziminden 0,5 pl, 10 X restriksiyon buffer’dan 2,5 ul alinarak
reaksiyon karisimi yapildi. Uzerine son hacmin 25 ul olmasi igin 7 ul distile su (dH20)
eklendi. Restriksiyon karisimi 37 °C sicakliga sahip kuru etiivde 24 saat bekletildi.
RFLP islemi sonunda olusan fragmentleri molekiil biiylikliiklerine goére ayirmak

amaciyla % 4’liik agaroz jel elektroforezine tabi tutuldu.

Jelin hazirlanmasi asamasinda 2 gr agaroz, 50 ml 1X TBE ve 4,5 ul etidiyum bromid
(10 mg/ml) kullanildi. Mikrodalga firinda kaynatilarak hazir hale getirilen jel
dondurulmak {izere taraklarin takili oldugu tepsiye dokiildii. Jel donduktan sonra

yiikleme yapmak i¢in 1 X TBE ile doldurulmus elektroforez tanki ig¢ine alindi.

Bir kuyucuga 2 ul 100 bg¢’lik DNA boyut markiri (Biomatik) yiiklendi. 15 pul RFLP
tirtinti, 2 pl 6x DNA yiikkleme boyasi ile karistirilarak jel tizerindeki diger kuyucuklara
sirasiyla yiiklendi. 50 V’de 3 saat kosturulduktan sonra jel, elektroforez goriintiileme
cihazina alinarak RFLP sonucunda olusan DNA fragmentlerinin ((GG igin; 125 bg, 68
be ve 37 be). ( GA igin; 162 bg, 125 bg ve 68 bg). (AA i¢in; 162 bg ve 68 bg)) analizleri
yapildi (Sekil 4.1, sayfa 29).



4. BULGULAR

4.1. MTX KULLANAN VE MTX + BDMARDS KULLANAN CALISMA
GRUPLARININ GENEL OZELLIKLERI VE ISTATISTIK ANALIZLERI

MTX kullanan grupta yalnizca MTX ile tedavi edilen 56 (7 Erkek, 49 Kadin) tane
Romatoid Artrit hastasi; MTX+bDMARDs kullanan grupta 47 (5 Erkek, 42 Kadin) tane
Romatoid Artrit hastas1 olmak tizere Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Fiziksel Tip ve
Rehabilitasyon Anabilim Dali, Romatoloji Poliklinigi’ne gelmis olan toplam 103
romatoid artritli hastadan, Hasta Bilgilendirme Formu okutularak/okunarak rizalari

alind1 ve yapacak oldugumuz projeye katilimlar: saglandi.

MTX ve MTX+bDAMARDs kullanan ¢aligma gruplarinda bulunan romatoid artrit
hastalarina ait tibbi hasta 6zge¢misleri ile ilgili veriler toplandi. Laboratuar agsamasinda
her iki grupta yer alan toplam 103 romatoid artrit hastasinin her birinden 3 ml kan
ornegi almarak Genomik DNA izolasyonlar1 gerceklestirildi. Daha sonra Insan RFC1
G80A polimorfizm analizi i¢in, PZR ve RFLP yapildi (Sekil 4.1). Elde edilen veriler,

istatistik analizler ve bulgular sirasiyla asagida belirtildi.

4.1.1. MTX Kullanan Calisma Grubu

Romatoid artrit tanist almis ve MTX kullanan ¢alisma grubuna ait toplam 56 hastada
goriilen hastalik siiresi ortalama 9,4 + 7,2 yil, cinsiyet dagilim1 7 erkek (% 12,5) ve 49
kadin (% 87,5) olarak gozlendi. MTX gurubunda bulunan 56 hastanin yas ortalamalari
50,18 + 12,17 olarak saptandi. MTX c¢alisma grubunda bulunan 56 Romatoid Artrit
hastasinin MTX’e karst direng gostermemis olup bDMARDs kullanimina ihtiyag
duyulmadigi klinikten alinan bilgilerle dogrulandi. Hastalarin % 39,3’tinde romatoid
artrite eslik eden sistemik hastaliklar goriilmiisken, % 60,7°sinde eslik eden sistemik
hastaliga rastlanmadi. MTX c¢alisma gurubunda bulunan 56 romatoid artrit hastasinin

genel 6zellikleri Tablo 4.1°de gosterilmistir.
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Tablo 4.1. MTX ve MTX + b DMARDs Gruplar ile Degiskenlerin Istatistiksel Analizi
(Gruplar arasi karsilastirmalar nicel degiskenler i¢in tek yonlii varyans analizi ve Kruskal-
Wallis H testi ile nitel degiskenler i¢in ki-kare analizleri ile degerlendirildi. p<0,05 diizeyi

anlamli kabul edildi. Coklu karsilastirmalar LSD testi ile test edildi)

MTX + bDMARDs
Degiskenler M{I{(:ngglb“ Grubu p degeri
(n=47)
Insan RFC1 G80A Polimorfizmi
GG Polimorfizmi 13 (% 23.2) 15 (% 31,9)
GA Polimorfizmi 32 (% 57.1) 18 (% 38.3) 0,160
AA Polimorfizmi 11 (% 19,6) 14 (% 29.8)
Yas (Yil) 50,18 (£12,17) 50,45 (= 10,98) 0,900
Cinsiyet
Erkek 7 (% 12,5) 5(% 10,6) 1,000
Kadin 49 (% 87,5) 42 (% 89.4)
BMI (Viicut Kitle indeksi) 29.28 (£ 6.31) 28.44 (= 4.89) 0,458
Tani Siiresi (Yil) 8(5-10.75) 10 (6 - 15) 0,127
Sigara Kullanimi
Hi¢ Kullanmamis 46 (% 82,1) 42 (% 89.4)
Uzun Siire Once Birakmis 4(%7,1) 1 (%2,1) 0,418
Nadiren / Giinde 1°den az 1(% 1,8) 2(%4.3)
Giinde 1 Adetten Fazla 5(% 8.9) 2 (% 4,3)
Alkol Kullanimi
Hig Kullannjamls 56 (% 100) 46 (% 97,9) 0,456
Uzun Siire Once Birakmis 0(%0) 1(%2,1)
gliﬂsa;&gn Skoru (Gorsel Analog 35(1-5.75) 2(1-4) 0.107
51?;:3;“ Global (Hasta agr1 siddeti 32-5) 2(1-4) 0.170
Dr Global (Doktor agr siddeti skoru) 2(1-3) 2(1-3) 0,327
Eslik Eden Sistemik Hastalik
DM (Diabetus Mellitus) 5(%38.,9) 4 (% 8,5)
HT (Hipertansiyon) 12 (% 21.,4) 9 (% 19,1)
DM+HT 1 (% 1.8) 2 (% 4,3) 0,800
Hipo/Hipertroidi 2(%3.6) 4 (% 8.,5)
Diger 2 (% 3,6) 3(%6.4)
Hastalik Yok 34 (% 60,7) 25 (% 53.2)
Yakin Akrabada  Romatizmal
Hastahk
Romazitmal Hast. Yok 52(% 92.,9) 41 (% 87,2) 0,506
Romatoid Artrit 4 (% 7,1) 6 (% 12,8)
Fonksiyonel Evre
Evre 1 46 (% 82,1) 39 (% 83)
Evre 2 9 (% 16,1) 4 (% 8.5) 0.170
Evre 3 1(% 1,8) 4 (% 8.5) ’
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4.1.2. MTX + bDMARDs KULLANAN CALISMA GRUBU

Romatoid artrit tanis1 almis ve MTX + bDMARDs kullanan ¢alisma grubuna ait toplam
47 hastada goriilen hastalik siiresi ortalama 11,24 = 7,5 yil, cinsiyet dagilimi 5 erkek (%
10,6) ve 42 kadin (% 89.4) olarak gozlendi. MTX + bDMARDs gurubunda bulunan 47
hastanin yas ortalamalar1 50,45 + 10,98 yil olarak saptandi. MTX + bDMARDs
gurubunda bulunan 47 romatoid artrit hastasi MTX’e diren¢ gostermis ve tedaviye
olumlu yanit alinamamistir. Bu nedenle bu romatoid artrit hastalarina MTX ile birlikte
kombine olarak bDMARDs (MTX + bDMARDs) verilmistir. MTX + bDMARDs
gurubunda bulunan 47 romatoid artrit hastasinin genel Ozellikleri Tablo 4.1°de

gosterilmistir.

4.2. RFC1 POLIMORFiZM BULGULARI

Insan RFC1 G80A Polimorfizmi sonucu olusan GG/GA/AA genotiplerini elde etmek
i¢in PZR ve RFLP yontemleri kullanildi. PZR sonrasi elde edilen 230bg’lik Insan RFC1
genine ait DNA fragmentleri, RFLP yontemiyle daha kiicik DNA fragmentleri ((GG
icin; 125 bg, 68 b¢ ve 37 bg). ( GA igin; 162 bg, 125 bg ve 68 bg). (AA icin; 162 bg ve
68 be)) halinde analiz edildi. Sekil 4.1°de RFLP sonrasi elde edilen DNA fragmentleri

gosterilmektedir.

4.2.1. MTX Kullanan Calisma Grubu

MTX kullanan c¢alisma grubunda bulunan romatoid artrit hastalarmin Insan RFC1
G80A polimorfizmi i¢in 13 (% 23,2) olgunun wild type (GG), 32 (% 57,1) olgunun
heterozigot (GA), 11 (% 19,6) olgunun homozigot (AA) genotipine sahip olduklar1
saptandi. Polimorfizmlerin MTX kullanan ¢alisma grubu igerisinde genotiplere gore
dagilimi Tablo 4.1°de, Polimorfizlerin MTX kullanan ¢alisma grubu degiskenlerine

gore dagilimi ise Tablo 4.3°de gosterilmistir.

4.2.2. MTX + bDMARDs Kullanan Calisma Grubu

MTX + bDMARDs kullanan ¢alisma grubunda bulunan romatoid artrit hastalarinin
insan RFC1 G80A polimorfizmi i¢in 15 (% 31,9) olgunun wild tip (GG), 18 (% 38.3)
olgunun heterozigot (GA), 14 (% 29,8) olgunun homozigot (AA) genotipine sahip
olduklar1 saptandi. Polimorfizmlerin, MTX + bDMARDs kullanan ¢alisma grubu
icerisinde genotiplere gore dagilimi Tablo 4.1°de, Polimorfizlerin, MTX + DMARDs

kullanan ¢alisma grubu degiskenlerine gore dagilimi ise Tablo 4.4°te gosterilmistir.



230 be

162 bg
125 be

68 be

37 be

Sekil 4.1. insan RFC1 Geni i¢in RFLP Analizi. Dort ayri bireyden alian genomik DNA ile PZR
yapildi. Her bireyin kendine ait PZR iriintinden 15 pl alinarak Hha 1 enzimi ile kesildi. 15 pul RFLP
irtinii, 2 pl 6x DNA yiikleme boyasi ile karistirilarak % 4°liik jele yiiklendi. 1. GG; 125 125 bg, 68 bg ve
37 be.; 2. GA; 162 be, 125 bg ve 68 be.: 3. AA; 162 be ve 68 be.; 4. Kesilmemis PZR Fragmenti (230
be).; 5. 100 be'lik DNA boyut markirt (Biomatik).
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Tablo 4.2. Insan RFC1 G80A Polimorfizmi ile Degiskenlerin Istatistiksel Analizi
(Gruplar arast karsilastirmalar nicel degiskenler i¢in tek yonlii varyans analizi ve
Kruskal-Wallis H testi ile nitel degiskenler i¢in ki-kare analizleri ile degerlendirildi.
p<0,05 diizeyi anlamli kabul edildi. Coklu karsilagtirmalar LSD testi ile test edildi)

Degiskenler GG GA AA p degeri
Yas (Yil) 49 (+£10,4) (50,88 (£12,3) (49,92 (+x11,7)| 0,888
Cinsiyet
Erkek 4(% 14.,3) 4(% 8) 4(% 16) 0,523
Kadin 24 (% 85,7) 46 (% 92) 21 (% 84)
BMI (Viicut Kitle indeksi) 30,4 (£6,0) 283 (£6,1) | 283 (x4.2) 0,263
Tani Siiresi (Yil) 12,8 (+ 6.,4) 10,8 (+8.,2) | 8,14 (£6.,0) 0,231
Sigara Kullanimi
Hi¢ Kullanmamis 23 (% 82,1) 44 (% 88) 21 (% 84) 0,628
Uzun Siire Once Birakmis 2(%7,1) 2(%4) 1(%4)
Nadiren / Giinde 1°den az 2(%7.1) 0 (% 0) 1 (% 4)
Giinde 1 Adetten Fazla 1 (% 3,6) 4 (% 8) 2 (% 8)
A“‘“';;’:i'l’l':q;amls 28 (% 100) | 50 (% 100) | 24 (% 100) | 0207
. 0 0 1(% 4
Uzun Siire Once Birakmis 0(%0) 0(%0) % 4)
VAS Agnr Skoru (Gorsel Analog 3,1 (+2.6) 3,5 (+2.3) 2,6 (*1.9) 0,283
Skala)
Patient Global (Hasta agri 3.25(£2.2) 3.6 (2.0) 2.4 (= 1.9) 0.054
siddeti skoru)
Dr Global (Doktor agri siddeti 23 =*1.5) 254 (% 1.5) L7(0.94) 0,073
skoru)
Eslik Eden Sistemik Hastalik
DM 3(% 10,7) 6 (% 12) 0(% 0)
HT 3 (% 10,7) 14 (% 28) 4 (% 16) 0,326
DM+HT 2(%7.1) 1(%2) 0 (% 0)
Hipo/Hipertroidi 2(%17,1) 2(%4) 2(%8)
Diger 2(%7.1) 1(%2) 2(%8)
Hastalik Yok 16 (% 57.1) 26 (% 52) 17 (% 68)
Yakin Akrabada Romatizmal
Hastahk 0.378
Romazitmal Hast. Yok 25 (% 89,3) 47 (% 94) 21 (% 84) ’
Romatoid Artrit 3 (%)10,7 3(%6) 4 (% 16)
Fonksiyonel Evre
Evre 1 24 (% 85,7) 38 (% 76) 24 (% 85,7) 0,427
Evre 2 3(% 10,7) 8 (% 16) 3(% 10,7)
Evre 3 1 (% 3.6) 4 (% 8) 1 (% 3.6)
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4.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Verilerin normal dagilima uygunlugu histogram ve q-q grafikleri ile ayrica Shapiro-
Wilk testi ile degerlendirildi. Varyans homojenligi Levene testi ile test edildi. MTX
gruplar arasi karsilagtirmalar nicel degiskenler icin bagimsiz iki 6rneklem t testi ve
Mann-Whitney U testleri ile nitel degiskenler icin ki-kare analizleri ile degerlendirildi.
G80A polimorfizm gruplar1 arasi karsilagtirmalar nicel degiskenler i¢in tek yonli
varyans analizi ve Kruskal-Wallis H testi ile nitel degiskenler i¢in ki-kare analizleri ile
degerlendirildi. Coklu karsilagtirmalar LSD testi ile test edildi. Verilerin analizi R 3.2.1

(www.r-project.org) ve MVN (www.biosoft.hacettepe.edu.tr/MVN/) yazilimlar1 ile

degerlendirildi. p<0.05 diizeyi anlamli kabul edildi.

4.3.1. MTX ve MTX + bDMARDs Gruplari ile Degiskenlerin
Istatistiksel Analizi

MTX ve MTX + DbDMARDs kullanan c¢alisma gruplart insan RFC1 G80A
polimorfizmi, yas, cinsiyet, viicut kitle indeksi, tani siiresi, sigara ve alkol kullanimu,
VAS agr skoru, Patient Global ve DR global agr1 siddeti skorlari, eslik eden sistemik
hastalik, yakin akrabada romatizmal hastalik ve hastaligin fonksiyonel evresi
degiskenleri ile MTX ve MTX + bDMARDs Gruplar istatistiksel olarak karsilastirildi.
Numerik ve kategorik karsilastirmalar sonucunda elde edilen veriler kaydedildi. MTX
ve MTX + bDMARDs Gruplari ile degiskenlerin analizi sonucu elde edilen p degerleri;
Insan RFC1 G80A polimorfizmi (0,160), yas (0,900), cinsiyet (1,000), viicut kitle
indeksi (0,458), tan siiresi (0,127), sigara ve alkol kullanim1 (0,418 ve 0,456), VAS agn
skoru (0,107), Patient Global (0,170) ve DR global (0,327) agr1 siddeti skorlari, eslik
eden sistemik hastalik (0,800), yakin akrabada romatizmal hastalik (0,506) ve hastaligin
fonsiyonel evresi (0,170) olarak hesaplandi. Gruplarin degiskenlerle yapilan numerik ve
kategorik karsilastirmalar1 Tablo 4.1°de gosterilmistir. MTX ve MTX + bDMARDs
guruplarinin  degiskenler ag¢isindan yapilan analizleri istatistiksel olarak anlamli

bulanamamustir.

4.3.2. RFC1 G80A Polimorfizmi ile Degiskenlerin Istatistiksel Analizi
RFC1 G80A polimorfizmi sonucu olusan GG/GA/AA genotipleri ile yas, cinsiyet,
viicut kitle indeksi, tan1 siiresi, sigara ve alkol kullanim1, VAS agr1 skoru, Patient Global

ve DR global agri siddeti skorlari, eslik eden sistemik hastalik, yakin akrabada
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romatizmal hastalik ve hastaligin fonksiyonel evresi degiskenleri arasinda yapilan
numerik ve kategorik karsilastirmalar sonucunda elde edilen veriler Tablo 4.2°de
gosterilmistir. RFC1 G80A polimorfizmi ile degiskenlerin istatistiksel analizi sonucu
elde edilen p degerleri; yas (0,888), cinsiyet (0,523), viicut kitle indeksi (0,263), tani
stiresi (0,231), sigara ve alkol kullanim1(0,628 ve 0,207), VAS agr1 skoru (0,283),
Patient Global(0,054) ve DR global (0,073) agr1 siddeti skorlari, eslik eden sistemik
hastalik (0,326), yakin akrabada romatizmal hastalik (0,378) ve hastaligin fonksiyonel
evresi (0,427) olarak hesaplandi. RFC1 G80A polimorfizminin degiskenler acisindan

yapilan analizleri istatistiksel olarak anlamli bulanamamastir.

4.3.3. MTX Grubu ve Polimorfizmler ile Degiskenlerin Istatistiksel Analizi

MTX Grubu ve RFC1 G80A polimorfizmi sonu elde edilen GG/GA/AA genotipleri ile
yas, cinsiyet, viicut kitle indeksi, tani siiresi, sigara ve alkol kullanimi, VAS agr1 skoru,
Patient Global ve DR global agr1 siddeti skorlari, eslik eden sistemik hastalik, yakin
akrabada romatizmal hastalik ve hastaligin fonksiyonel evresi degiskenleri arasinda
yapilan numerik ve kategorik karsilastirmalar sonucunda elde edilen veriler Tablo 4.3°te
gosterilmistir. MTX Grubu ve RFC1 G80A polimorfizmi ile degiskenlerin istatistiksel
analizi sonucu elde edilen p degerleri; yas (0,720), cinsiyet (0,252), viicut kitle indeksi
(0,116), tanm stiresi (0,908), sigara (0,449) ve alkol kullanimi (--),VAS agr1 skoru
(0,186), Patient Global (0,156) ve DR global (0,135) agr1 siddeti skorlar1, eslik eden
sistemik hastalik (0,059), yakin akrabada romatizmal hastalik (0,217) ve hastaligin
fonksiyonel evresi (0,374) olarak hesaplandi. MTX Grubu ve RFC1 G80A
polimorfizminin degiskenler acisindan yapilan analizleri istatistiksel olarak anlamli

bulanamamustir.

4.3.4. MTX + bDAMARDs Grubu ve Polimorfizmler ile Degiskenlerin
Istatistiksel Analizi

MTX + bDAMARDs Grubu ve RFC1 G80A polimorfizmi sonucu elde edilen
GG/GA/AA genotipleri ile yas, cinsiyet, viicut kitle indeksi, tan1 siiresi, sigara ve alkol
kullanimi, VAS agn skoru, Patient Global ve DR global agr siddeti skorlari, eslik eden
sistemik hastalik, yakin akrabada romatizmal hastalik ve hastaligin fonksiyonel evresi

degiskenleri arasinda yapilan numerik ve kategorik karsilastirmalar yapildi.
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MTX + bDAMARDs Grubu ve RFC1 G80A polimorfizmi ile degiskenler arasinda
yapilan istatistiksel analiz sonucu elde edilen p degerleri; yas (0,750), cinsiyet (0,358),
viicut kitle indeksi (0,947), tam siiresi (0,077), sigara (0,613) ve alkol kullanimi
(0,300),VAS agr skoru (0,994), Patient Global (0,451) ve DR global (0,499) agr
siddeti skorlari, eslik eden sistemik hastalik (0,432), yakin akrabada romatizmal hastalik
(0,455) ve hastaligin fonksiyonel evresi (0,132) olarak hesaplandi. MTX + bDAMARDs
Grubu ve RFC1 G80A polimorfizmi ile degiskenler arasinda yapilan numerik ve
kategorik karsilastirmalar Tablo 4.4°te gosterilmistir. MTX + bDAMARDs Grubu ve
RFC1 G80A polimorfizminin degiskenler acisindan yapilan analizleri istatistiksel

olarak anlamli bulanamamustir.
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Tablo 4.3. MTX grubu ve Insan RFC1 G80A Polimorfizmi ile Degiskenlerin
Istatistiksel Analizi (Gruplar aras1 karsilastirmalar nicel degiskenler i¢in tek yonlii
varyans analizi ve Kruskal-Wallis H testi ile nitel degiskenler i¢in ki-kare analizleri ile
degerlendirildi. p<0,05 diizeyi anlamli kabul edildi. Coklu karsilastirmalar LSD testi

ile test edildi)
Degiskenler GG MTX Gl‘(l;l;l n=>36 AA p degeri
Yas (Yil) 47,8 (£11,0) |50,62 (£13,4)| 51,6 (=10,0) | 0,720
Cinsiyet
Erkek 1% 7,7) 3(%9,4) 3 (% 27.3) 0.252
Kadin 12 (% 92,3) 29 (% 90,6) 8 (% 72,7) ’
BMI (Viicut Kitle Indeksi) 32,43 (£ 6,98) |28,45(£6.,25) (27,97 (x4,71)| 0,116
Tam Siiresi (Yil) 9,08 (+5.32) 9,6 (=7,78) | 9,15(x7.93) | 0,908
Sigara Kullanimi
Hi¢ Kullanmamis 11 (% 84.6) 27 (% 84,4) 8 (% 72,7)
Uzun Siire Once Birakmis 1 (% 7,7) 2(%6,3) 1(%9,1) 0,449
Nadiren / Giinde 1’den az 1% 7,7) 0(% 0) 0% 0)
Gilinde 1 Adetten Fazla 0% 0) 3(%9.4) 2 (% 18.2)
Alkol Kullanimi
Hi¢ Kullanmamis 13 (% 100) 32 (% 100) 11 (% 100) .
Uzun Siire Once Birakmis 0(%0) 0(%0) 0(%0)
VAS Agn  Skoru (Gorsel| 3,62 (+3.20) | 4,04 (£2.47) | 237 1,57) | 0,186
Analog Skala)
Patient Global (Hasta agri| 3,54 (+2,60) | 3,81 (£2,01) | 2,45 (+1,92) 0,156
siddeti skoru)
Dr Global (Doktor agri siddeti| 238 (+1,90) | 2,75 (+1,61) | 1,64 (+0,93) | 0,135
skoru)
Eslik Eden Sistemik Hastalik
DM 1% 7,7) 4(% 12,5) 0% 0)
HT 3 (% 23,1) 9 (% 28.1) 0% 0)
DM-+HT 1% 7,7) 0(%0) 0% 0) 0.059
Hipo/Hipertroidi 0% 0) 1(%3.1) 1(%9,1) ’
Diger 0% 0) 0(%0) 2 (% 18.2)
Hastalik Yok 8 (% 61,5) 18 (% 56.3) 8 (% 72,7)
Yakin Akrabada Romatizmal
Hastahk
Romazitmal Hast. Yok 13 (% 100) | 30(%93,8) | 9 (% 81,8) 0,217
Romatoid Artrit 0% 0) 2 (% 6,3) 2 (% 18.2)
Fonksiyonel Evre
Evre 1 13 (% 100) 24 (% 75) 9 (% 81.8)
Evre 2 0 (% 0) 7 (% 21,9) 2 (% 18.2) 0,374
Evre 3 0 (% 0) 1(%3.1) 0% 0)
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Tablo 4.4. MTX + bDAMARDs Grubu ve Insan RFC1 G80A Polimorfizmi ile
Degiskenlerin Istatistiksel Analizi (Gruplar arasi karsilastirmalar nicel degiskenler icin
tek yonli varyans analizi ve Kruskal-Wallis H testi ile nitel degiskenler i¢in ki-kare
analizleri ile degerlendirildi. Coklu karsilastirmalar LSD testi ile test edildi. p<0,05

diizeyi anlamli1 kabul edildi)

MTX + bDAMARDSs Grubu n =47
Degiskenler GG GA AA p degeri
Yas (Yil) 51,20 (£9.98) | 51,33 (=10,4) 48,6 (+x13,14)| 0,750
Cinsiyet
Erkek 3 (% 20) 1 (% 5,6) 1(%7.1) 0358
Kadin 12 (% 80) 17 (% 94.,4) 13 (% 92.9) ’
) 28,64 (+4,45) 28,13 (£ 6,03)|28,62 (£3,93)| 0,947
BMI (Viicut Kitle Indeksi)
9,08 (£5.32) (12,98 (£8.74)| 7.36 (£4,02) | 0,077
Tam Siiresi (Yil)
Sigara Kullanimi
Hi¢ Kullanmamis 12 (% 80) 17 (% 94.,4) 13 (% 92.9)
Uzun Siire Once Birakmis 1 (% 6,7) 0(% 0) 0(%0) 0,613
Nadiren / Giinde 1°den az 1 (% 6,7) 0(%0) 1(%7,1)
Giinde 1 Adetten Fazla 1 (% 6,7) 1 (% 5.,6) 0% 0)
Alkol Kullanimi
Hi¢ Kullanmamis 15 (% 100) 18 (% 100) 13 (% 92.9) 0.300
Uzun Siire Once Birakmis 0(%0) 0(%0) 1(%7,1) ,
VAS Agn  Skoru (Gorsel| 2,67 (+1,92) | 2,56 (£ 1,46) | 2,79 (£2,12) | 0,994
Analog Skala)
Patient Global (Hasta agri| 3.0 (+1,74) | 3,11 (£2,03) | 2,43 (£1,95) | 0,451
siddeti skoru)
Dr Global (Doktor agri siddeti | 220 (+ 1,15) | 2,17 (+ 1,20) | 1,72 (+0,93) | 0,499
skoru)
Eslik Eden Sistemik Hastalik
DM 2 (% 13.3) 2% 11,1) 0% 0)
HT 0% 0) 5 (% 27,8) 4 (% 28.6)
DM-+HT 1 (% 6,7) 1 (% 5,6) 0% 0) 0.432
Hipo/Hipertroidi 2 (% 13.3) 1 (% 5.,6) 1(%7,1) ’
Diger 2(% 13,3) 1 (% 5,6) 0% 0)
Hastalik Yok 8 (% 53,3) 8 (% 44.4) 9 (% 64.3)
Yakin Akrabada Romatizmal
Hastahk
Romazitmal Hast. Yok 12 (% 80) 17 (% 94,4) | 12 (% 85,7) | 0.455
Romatoid Artrit 3 (% 20) 1 (% 5,6) 2 (% 14,3)
Fonksiyonel Evre
Evre 1 11 (% 73,3) 14 (% 77.,8) 14 (% 100)
Evre 2 3 (% 20) 1 (% 5.,6) 0 (% 0) 0,132
Evre 3 1 (% 6,7) 3 (% 16,7) 0% 0)




5. TARTISMA

Romatoid artrit tedavisinde amag fonksiyon kaybini dnlemek, eklem hasarini kontrol
etmek ve agriy1r azaltmaktir. Romatoid artritte en sik kullanilan ilag MTX’tir ve
bDMARDs kullanimi i¢in dayanak noktasi olmustur. MTX’in anti-enflamatuvar etkisi
icin gerekli doz bireyler arasinda farkliliklar gostemektedir. Diisiik hastalik aktivitesini
korumak i¢in artan dozlarda MTX kullanmak veya MTX ile bDMARDs’1n birlikte
verilmesi gerekebilir. Eger MTX etkinligi tahmin edilebilirse bDMARDs kullanimini

erken asamada miimkiin olabilecektir (3).

Farmakogenetik; Ilac kinetiginin ve kisinin ilaclara kars1 verdigi cevabin genetik yapiya
gore bireyler ve etnik gruplar arasinda (inter-etnik) degismesi ile ugrasan farmakolojinin
bir dalidir. Farmakogenetik arastirmalarla ilk olarak hastaliklarla iliskilendirilen 6zgiil
gen ve gen Uriinlerinin tanimlanmasi ikinci olarak ilaca verilen yanit1 etkileyen genlerin
tanimlanmasi ve son olarak bu tanimlamalardan elde edilen bilgilerle en uygun ilag ve
doz se¢iminin yapilmasi ve bireye 6zgii tedavilerin gelistirilmesi hedeflenmektedir (86,

87).

Eklem tutulmalariyla baslayan, uzun siiren ve tedavisine erken baglanilmasi gereken bir
immiin hastalik olan romatoid artrit, son yillarda yaygin olarak hastalik modifiye edici
antiromatizmal ilaglardan biri olan MTX ile tedavi edilmeye baslanmistir (60, 88).
Hastalik siiresi, haftalik ilag dozu, cinsiyet, yas ve viicut kitle indeksi dahil olmak tizere
son yillarda yapilan farmakogenetik ¢alismalarda MTX’in hiicreye alinimina aracilik
eden mekanizmalar ve enzimlerde meydana gelebilecek genetik farkliliklarin da MTX

hiicresel metabolizmasini etkiledigi bildirilmistir (3, 17, 89, 90, 91, 92, 97, 98, 99).

MTX’in hiicre icine alinmasina aracilik eden mekanizmalar {tizerinde yapilan
calismalarda SNP’lerin MTX’in almiminda farkliliklar olusturdugunu gostermistir.
Romatoid artritli hastalarin insan RFC1 geni tizerinde yapilmis olan polimorfizm
calismalarinda MTX’in hiicre i¢ine alinimi1 ve metabolizasyonunda insan RFC1 genine

ait G80OA polimorfizminin etkili oldugu gosterilmistir (3, 17). Ancak mevcut literatiir
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bilgilerine gore Tiirk romatoid artrit hastalarinda bu konuda yapilmis herhangi bir

calisma yoktur.

Bu c¢alismada, Tiirk romatoid artritli hastalarda MTX etkinligini tahmin edici bir
belirte¢ olarak insan RFC1 gen polimorfizmlerinin arastirilmasi ile 6zellikle bDMARDs
kullanimindaki bireysel farklanmalarin gosterilmesi ve gereksiz ilag kullanimin
Onleyerek gerek romatoid artrit hastalarinin tedavi kalitesinin artirilmasi gerekse de tilke
ekonomisine katki saglanmasi amaciyla insan RFC1 geninde meydana gelebilecek

G80A polimorfizm analizlerini gergeklestirildi.

Hayashi ve arkadaslarinin (3) Japon romatoid artritli hastalarda insan RFC1 genine ait
G80A polimorfizminin MTX etkinligi tizerindeki etkisini arastirmak ve erken evrede
bDMARDS kullannmin1 miimkiin kilmak amaciyla yaptiklar1 ¢alismada, MTX ve
MTX+bDMARDs kullanan hasta gruplarinin yas ve insan RFC1 geni G80A SNP’

lerinde anlamli farkliliklar gézlenmistir (3).

Degismis MTX plazma seviyelerinin Insan RFC1 G80A polimorfizmi ile iliskili oldugu
one siiriilmiistiir (93). Morin ve arkadaslar1 (94) Insan RFC1 80 AA genotipi tasiyan
hastalarda folat poliglutamat diizeylerinin yiiksek oldugunu belirtmistir (94). Yapilan bu
calismalar insan RFC1 80 AA genotipini tasiyan romatoid artritli hastalarin GA ve GG
genotipini tasiyan romatoid artrit hastalarina gére MTX tedavisine daha iyi yanit
verdigini gostermektedir (3). Insan RFC1 G80A SNP neden oldugu amino asit degisimi
(Arg > His) Insan RFC1 transfer mekanizmasini degistirecegi tahmin edilmektedir (95).
Bir baska calismada Tazoe ve arkadaslar1 (96), RFC1 mRNA ekspresyon diizeylerinin
MTX etkinligi ile iliskili olabilecegini 6ne stirmiistiir (96).

Bizde bu calismamizda MTX tedavisi goren Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Fiziksel
Tip ve Rehabilitasyon Anabilim Dali, Romatoloji Poliklinigi’ne gelmis olan Tiirk
romatoid artrit hastalarinda MTX etkinligini tahmin edebilmek ve gerekli oldugu
takdirde bDAMRDs kullaniminin erken evrede saglanabilmesi amaciyla Insan RFC1

G80A polimorfizminin analizini gergeklestirdik.

Hayashi ve arkadaslarinin (3) yapmis oldugu c¢alismada Japon romatoid artrit
hastalarinin MTX kullanimi ve MTX + bDAMARDs kullanimina goére c¢esitli
degiskenler ile karsilastirmalar yapilmistir. Bu degiskenler; yas, cinsiyet, kilo, hastalik
siiresi, kreatinin klirensi, MTX dozu ve RFC1 G80A polimorfizmidir. Istatistik
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analizleri sonucunda yas ve RFCI G80A polimorfizminin Japon romatoid artritli
hastalarda MTX ile iliskisi istatistiksel olarak anlamli ¢ikmistir (3). Biz de
calismamizda Tiirk romatoid artritli hastalarda, insan RFC1 G80A polimorfizmi, yas,
cinsiyet, viicut kitle indeksi, tani siiresi, sigara ve alkol kullanimi, VAS agr1 skoru,
Patient Global ve DR global agri siddeti skorlari, eslik eden sistemik hastalik, yakin
akrabada romatizmal hastalik ve hastaligin fonksiyonel evresi degiskenlerini kullandik.
Degiskenler ile MTX ve MTX + bDMARDSs guruplarimiz karsilastirildi. Yaptigimiz
istatistiksel analizler sonucunda degiskenlerimiz ile MTX etkinligi arasinda p<0,05
diizeyine gore anlamli bir iligki bulunamadi (p degerleri; RFC1 G80A Polimorfizmi
(0,160), Yas (0,900), Cinsiyet (1,000), Viicut Kitle Indeksi (0,458), Tam Siiresi (0,127),
Sigara Ve Alkol Kullanim1 (0,418 ve 0,456), VAS Agr1 Skoru (0,107), Patient Global
(0,170) ve DR Global (0,327), Eslik Eden Sistemik Hastalik (0,800), Yakin Akrabada
Romatizmal Hastalik (0,506) ve Fonksiyonel Evre (0,170) ).

Tirk romatoid artritli hastalarin RFC1 G80A polimorfizmi sonucu ortaya g¢ikan
GG/GA/AA genotipleri ile degiskenlerimiz arasinda coklu istatistik karsilastirmalar
yapildi. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda RFC1 G80A polimorfizmi ve
degiskenlerimiz arasinda p<0,05 diizeyine gore anlamli bir iligki bulunamadi (p
degerleri; Yas (0,888), Cinsiyet (0,523), Viicut Kitle Indeksi (0,263), Tam Siiresi
(0,231), Sigara ve Alkol Kullanimi1 (0,628 ve 0,207), VAS Agr Skoru (0,283), Patient
Global(0,054), DR Global (0,073), Eslik Eden Sistemik Hastalik (0,326), Yakin
Akrabada Romatizmal Hastalik (0,378) ve Fonksiyonel Evre (0,427) ).

Yine calismamizda, MTX gurubu ve RFCI1 G80A polimorfizmi sonucu olusan
genotipler (GG/GA/AA) ile degiskenlerimiz arasinda ¢oklu istatistik analizler yapildi.
[statistiksel analizler sonucunda p<0,05 diizeyine gére anlamli bir iliski bulunamadi
(p degerleri; Yas (0,720), Cinsiyet (0,252), Viicut Kitle Indeksi (0,116), Tan1 Siiresi
(0,908), Sigara (0,449) Ve Alkol Kullanimi (--),VAS Agr1 Skoru (0,186), Patient Global
(0,156), DR Global (0,135), Eslik Eden Sistemik Hastalik (0,059), Yakin Akrabada
Romatizmal Hastalik (0,217) ve Fonksiyonel Evre (0,374) ). Aym sekilde MTX +
bDMARDs gurubu ve RFCI G80A polimorfizmi sonucu olusan genotipler
(GG/GA/AA) ile degiskenlerimiz arasinda g¢oklu istatistik analizler yapildi. p<0,05
diizeyine gore anlamli bir iliski bulunamadi (p degerleri; Yas (0,750), Cinsiyet (0,358),
Viicut Kitle Indeksi (0,947), Tam Siiresi (0,077), Sigara (0,613) ve Alkol Kullanimi
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(0,300), VAS Agr1 Skoru (0,994), Patient Global (0,451) ve DR Global (0,499), Eslik
Eden Sistemik Hastalik (0,432), Yakin Akrabada Romatizmal Hastalik (0,455) ve
Fonksiyonel Evre (0,132) ).

Yaptigimiz calismada elde edilen verilerin 6zellikle Hayashi ve arkadaslarinin (3)
verileriyle uyumlu olmamasinin en biiyiik etkenlerinden biri olarak ¢alisma kapsamina
aldigimiz hasta sayisinin diisiik olmasi gosterilebilir. Calisma baslangicinda her grupta
en az 100’er hasta alinmasi hedeflenmisti. Ancak siirenin uzatilmasina ragmen ¢alisma
kapsaminda sadece 103 hasta toplanabildi. Diger taraftan Plaza-plaza ve arkadaslarinin
(98) MTX toksisitesi ve RFC1 G80A polimorfizmi arasinda herhangi bir iliski
bulamazken, MTHFR C677T ve ABCB1 C343T SNP’lerinin romatoid artrit
hastalarinda MTX toksisitesini etkilediklerini bildirmislerdir.

Sonug olarak, yaptigimiz ¢alismamizda Tiirk romatoid artrit hastalarinda RFC1 G80A
polimorfizmi ile MTX etkinligi arasinda literatiirii destekleyen anlamli bir iligki
bulunamamistir. Bizim ¢alismamizda da belirttigimiz RFC1 G80A polimorfizmi ile
MTX etkinligi arasindaki iliskinin Tirk romatoid artritli hastalarda giivenli sonug
verebilmesi i¢in daha yliksek sayida romatoid artrit hastasinin projeye katiliminin
saglanmasi1 gerektigi kanaati hasil olmustur. Arastirmanin devam ettirilmesi ve hasta

gruplarinin genisletilmesine karar verilmistir.
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BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU (BGOF) (Romatoid artritli hastalar)

BILGILENDIRME:

Arastirmanin  Adi; Romatoid artritli  hastalarda metotreksat etkinliginin
rfc1(indirgenmis folat tasiyici 1) tek niikleotid polimorfizmi ile iliskisinin incelenmesi.

Arastirmanin Amaci: Tirk Romatoid artritli hastalarda Metotreksat(MTX)
etkinligini tahmin edici bir belirteg olarak RFC 1 gen polimorfizmlerinin 6zellikle hastaligi
biyolojik modifiye edici antiromatizmal ilaglarin(bDMARD) kullaniminin gerektigi
durumlardaki muhtemel iliskilerini arastirmaktir.

Arastirmanin Siiresi; Yaklasik 1 yil, 6 ay
Arastirmaya Katilan Goniillii Sayisi; 200

Arastirmada izlenecek Yéntem; MTX etkinligi ve RFC 1 gen polimorfimlerinin
iliskisini arastirmak i¢gin MTX ve MTX ile BDMARD kombine kullanan Romatoid artritli
hastalardan bir defaya mahsus ETDA’l1 tiiplere 5 ml tam ven6z kan alinacaktir. Calisma igin
ayrica bir ilag uygulamasi ya da tibbi miidahale yapilmayacaktir. Bu nedenle ¢alismanin size
herhangi bir yan etkisi bulunmamaktadir.

Bu c¢alismaya katilmakta Ozgiirsiiniiz. Baslangigta kabul edip daha sonra fikir
degistirip, hi¢bir gerekce gostermeden ¢aligmadan ayrilabilirsiniz.

Kimliginizi ortaya koyacak kayitlarmiz — gizli tutulacaktir; kamuoyuna
aciklanamayacak; arastirma sonuglarinin yayimlanmasi halinde bile kimliginiz gizli
kalacaktir.

Arastirma Siiresince 24 Saat Ulasilabilecek Kisi Adi1/ Soyadi / Telefonu:
Prof. Dr. Salih OZGOCMEN
0352207 66 66/21825/20827

GONULLU OLURU

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formundaki tiim agiklamalari okudum. Bana, yukarida konusu
ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama, asagida adi belirtilen hekim
tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillii olarak katildigimi, istedigim zaman gerekgeli veya
gerekeesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi ve kendi istegime bakilmaksizin arastirmaci
tarafindan aragtirma dis1 birakilabilecegimi biliyorum.

S6z konusu arastirmaya, higbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmayi kabul
ediyorum.

Goniilliiniin Ad1 / Soyad1 / Imzas1 / Tarih
Aciklamalar1 Yapan Kisinin Ad1/ Soyadi / imzas1 / Tarih

Gerekiyorsa Olur Islemine Tanik Olan Kisinin Adi / Soyadi / Imzasi / Tarih
Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin Adi / Soyadi / Imzas1 / Tarih




KIiSISEL BILGILER

Adi, Soyadi
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Dogum Tarihi ve Yeri
Medeni Durumu

OZGECMIS

: Mehmet Akif BOLUKBASI
: Tiirkiye (TC)

: 16.09.1988 / KAYSERI

: Bekar

Tel : 554 403 02 88

Email : m.a.bolukbasi38@gmail.com

Yazisma Adresi : Erciyes Mahallesi Osmanli Caddesi No. 8 Hisarcik/
Melikgazi/KAYSERI
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