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OZET

ANISiLOZAN SPONDILIT HASTALARINDA TEDAVIDE KULLANILAN ILAGLARA
GORE MDR1 GEN POLIMORFIZM VE EKSPRESYONUNUN ARASTIRILMASI
Ankilozan spondilit sakroiliit ve spondilitten dolayr inflamatuar sirt agrist ile

karakterize kronik, inflamatuar romatizmal hastaliktir. AS siklikla hayatin 3. dekadinda
baslayan ve erkeklerde kadinlardan biraz daha sik (2.4 kat) goriilen bir hastaliktir.
Hastalarin %80’inde 30 yasindan once ilk semptomlar gelisir ve %5’den daha az
hastada semptomlar 45 yasin lizerinde ortaya cikar. Ankilozan spondilit ve diger
SpA’lerin kesin sebebi heniiz bilinmemektedir. Fakat patogenezde genetik ve cevresel

faktorlerin 6nemli rol oynadig bilinmektedir.

P glikoproteini 7.kromozomdaki 28 ekzon iceren MDR1(Multi drug resistance 1) geni
kodlamaktadir. Bu bolgede en yaygin calisilan alleller ¢.1236C>T, ¢.2677G>T7A ve
c.3435C>T allelleridir. Bu {i¢ allel genomda lokus olarak birbirine yakin olarak
yerlestiginden alleller ayn1 anda kodlanmaktadir. Bu nedenle tiim geni incelemek yerine
3 allelinde oldugu haplotipler analiz edilerek AS hastalarinda  c.1236C>T,
c.2677G>T/A ve ¢.3435C>T allellerindeki polimorfizm sikligint ve bu polimorfizmlerle
MDRI1 gen ekspresyonu arasinda baglantiy1 arastirdik.

34 biyolojik tedavi , 32 diger tedavileri alan toplam 66 AS hastasi ve 32 saglikh
herhangi bir ilag kullanmayan bireyden olusan grup karsilastirildi. DNA izolasyonu
High Pure PCR Template Preparation Kiti kullanilarak gerceklestirildi. RNA izolasyonu
trizolle yapildi. Kantitatif ger¢gek zamanli PCR, Roche LightCycler FastStart DNA
Master HybProbe cihazinda gerceklestirildi.

Calismamizin sonucunda AS hastalarinda ¢.1236C>T, ¢.2677G>T/A ve c¢.3435C>T
polimorfizmleri ile MDR1 geni ekspresyonlar1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunamadi. Biyolojik tedavileri kullanan AS grubunun MDRI gen
ekspresyonu anlamli bir farklilik bulundu (p<0.001).

Anahtar kelimeler: Ankilozan spondilit, MDR1 , polimorfizm, anti TNF,
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ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF MDR1 GENE POLYMORPHISM AND ITS EXPRESSION
AFTER DRUG SUSE FOR TREATMENT OF PATIENTS WITH ANKYLOSING
SPONDYLITIS
Ankylosing Spondylitis (AS) is a chronic inflammatory, rheumatical disease of the axial

skeleton, with variable involvement of peripheral joints and nonarticular structures. AS
is a disease which oftenly start in the 3 rd decade of life and its indidence a little more in
men than women (2.4 times). 80% of patients develop symptoms before age 30and less
than about 5% of patients symptoms revealing occur over 45 years. The exact cause of
ankylosing spondylitis and other spais not yet known. But in the pathogenesis of AS,

genetic and environmental factors are known to play an important role.

P glycoprotein encoding MDRI(Multi drug resistance 1) gene located on 7.
Chromomosome and contains exon28. In this gene, the most widely studied alleles are
c.1236C>T, ¢.2677G>T/A and ¢.3435C>T. These three alleles are positioned in close
proxmity in the genome and are coded at the same time. Therefore, instead of analyzing
complete gene, only three alleles of the gene were analyzed in patients with AS to see
allele frequency and connection between these polymorphism and MDRI1 gene

expression.

Study group was formed from 34 patients with biological therapy, 32patients with other
treatments (in total 66 AS patients) and 32 healthy individuals without any medication

were compared.

DNA isolation done with using High Pure PCR Template Preparation Kit.RNA
isolation was performed with trizoll manual isolation. For Quantitative real-time PCR,

Roche LightCyclerFastStart DNA Master device hybprob was used.

As a result of our study, there was no statistically significant difference between in AS
patients with ¢.1236C>T, ¢.2677G>T/A and ¢.3435C>T polymorphisms and MDR1
gene expression. On the other hand, in group of biological therapies, significant
differences were found in the MDR1 gene expression (p <0.001) and c.1236C>T,
¢.2677G>T/A and ¢.3435C>T polymorphisms.

Keywords: Ankylosing Spondylitis, MDR1 , polimorfism, anti-TNF



1.GIRIS VE AMAC

Spondiloartropati (SpA), spinal tutulum, periferik eklem artriti ve kas-iskelet dis1 tutulum ile
karakterize kronik inflamatuar bir hastaliktir (1). Hastaligin ilerleyen donemlerinde dorsal
kifozda artis ve gelisen hareket kisitliliklar1 sonucunda hastalarda esneklik azalmakta ve tipik
bir postiir gelismektedir (2,3). Vertebral ankilozla sonuglanan anatomik degisiklikler AS’li
hastalardaki karakteristik kifotik deformiteye yol agmaktadir (4).

AS siklikla hayatin 3. dekadinda baslayan ve erkeklerde kadinlardan biraz daha sik (2.4 kat)
goriilen bir hastaliktir. Hastalarin %80’inde 30 yasindan 6nce ilk semptomlar gelisir ve
%5’den daha az hastada semptomlar 45 yasin {izerinde ortaya ¢ikar (5). Ankilozan spondilitin
cinsiyete bagl egiliminden dolay: siiphelenilen bir gen olan X kromozomuyla herhangi bir
baglantis1 olmadig bildirilmistir (6). Ankilozan spondilit ve diger SpA’lerin kesin sebebi
heniiz bilinmemektedir. Fakat patogenezde genetik ve ¢evresel faktdrlerin 6nemli rol oynadigi
bilinmektedir (7).

Hastalara uygulanan standart ila¢ tedavileri sirasinda, ilaca ve ilacin dozuna karsi cevap
farkliliklar1 gelistirildigi bilinmektedir. Bazi hastalarda uygulanan ilaca ve dozuna etkin
cevap, diislik yan etki olurken, bazi hastalarda ise ilaca cevapsizlik veya toksik reaksiyonlar
sonucu Oliime kadar gidebilen yan etkiler goriilebilmektedir. Kisiye uygulanan tedavinin
etkinligi, hastanin genel saglik durumu ile birlikte, bir¢cok faktorii icinde barindiran ¢evresel
etmenler ile de sekillenmektedir. Hastanin genotipik yapisinin tedavi sirasinda kullanilan
ilacin farmakokinetigini ve farmakodinamigini etkiledigi g6z ardi edilmemelidir.
Farmakokinetik ve farmakodinamik temelli olan ila¢ yanitindaki farkliliklar, ilaglarin

metabolizmasindan sorumlu enzimlerde, ila¢ tasiyicilarinda (transporter), reseptorlerinde

1



veya kofaktorlerindeki genetik varyasyonlardan etkilenebilmektedir (8). Bugiine kadar ilag
metabolize edici enzimlerin farmakogenetikleri {izerinde yogun ¢alismalar gerceklestirilmis
olmakla birlikte ila¢ tasiyicilarinda gozlenen genetik ¢esitlilik yakin geg¢miste popiilerlik

kazanmstir (9).

Hastalara uygulanan ila¢ tedavilerinin ve molekiiler genetik incelemelerin bir arada
yuritiildigi bir bilim dali olan Farmakogenetik , bireyin genetik yapisindaki varyasyonlara
bagl olarak ilaca verdigi yanittaki degisimleri inceler. Hastanin genetik yapisini temel aldig1
icin, uygulanan tedaviyi bireysellestirir ve en dogru ilacin, en dogru dozda, en az yan etki ile

kullanilmasin1 amaglar.

Yapilan ¢alismalar farmakogenetik testler sonucunda yapilan tedavilerin ¢ok daha etkili ve
ucuz oldugunu gostermistir. Hastanin tedavi maliyetinin en aza indirilmesi ve tedaviden en 1yi
sonucun alinmasi gibi kazanimlar saglar. Hastanin, yasam kalitesini artirmanin yani sira

hastanede yatis siiresi ile mortalite oranini azaltir.

Yaklasik her 1000 niikleotidde bir gozlenen ve bireyler arasi genetik cesitlilige yol agabilen
tek nokta polimorfizmlerine “single nucleotide polymorphism” (SNP)denir. Belirli bir
toplumda herhangi bir karakter i¢in genetik varyasyonlara bagh iki veya daha fazla fenotip
bulunuyorsa ve bu fenotiplerden herbiri %1’den daha fazla siklikta gézleniyorsa bu durumda
genetik polimorfizmden s6z edilebilir. Bir diger deyisle genin variant allel sikliginin toplumda
%1°den fazla olmasina gen polimorfizmi denir. Ilac etkisinin veya eliminasyonunun bireyler
arasinda degisiklik gostermesinde polimorfizmlerin etkisi bilinmektedir. Polimorfik enzim ve
reseptorlerin, ilag yanmit1 iizerindeki etkilerinin aydinlatilmasi cesitli nedenlerle 6nemlidir.
Bunlar arasinda; uygulanacak tedaviye yanitin Ongoriilerek, uygun doz ve tiiriiniin
ayarlanmasiyla saglanabilecek “tedavinin bireysellestirilmesi” tedavi etkinliginde en 6nemli
konulardan biridir (10).

MDRI1 geni, 7 numarali kromozom iizerine yerlesmis olup, 170-kDa’luk bir protein olan P-
glikoproteini (P-gp) kodlar. P-gp, “ATP Binding Cassette (ABC) transporter” adi verilen
tastyict proteinler siiper ailesinin bir iiyesidir ve kanser hiicrelerinden ilaglarin disariya

atilmasini saglayan ATP-bagimli bir pompanin ¢aligsmasindan sorumludur (11,12) .

MDRI1 geninde cesitli tekli niikleotid degisimi (SNP) belirlenmis ve bu durumun P-gp
ekspresyonunu etkiledigi gozlenmistir (13). Hattori ve arkadaslarinin yaptigr calismada,
MDRI1 geninin regiilatér bolgesindeki polimorfizmlerin ise ¢ocukluk ¢agi akut lenfoblastik

16semisi ile iligkili oldugu belirtilmistir.



MDRI1 geninde incelenen tekli niikleotid degisimleri (SNP) arasinda en fazla ilgiyi, P-gp'nin
azalan ekpresyon ve aktivitesinden sorumlu, genin 26. ekzonunda bulunan sessiz ¢.3435C>T
polimorfizmi g¢ekmektedir (14). ¢.2677G>T ve c.2677G>A polimorfizmleri 21. ekzonda
lokalize olmustur. 2677. pozisyondaki G—T ve G—A doniisiimleri anlamsiz mutasyonlardir

ve P-gp intraselliiler kisminda yer almaktadirlar (15).

Calismamizda, Ankilozan sapondilit tanis1 almis ve biyolojik tedavi alan grup ile biyolojik
olmayan tedaviler arasinda MDR1 geni ekspresyonu ve ¢.3435C>T, c.1236C>T,

¢.2677G>A/T polimorfizmleri arasinda bir iliski olup olmadigini belirlemek amaglanmaistir.



2.GENEL BILGILER

2.1.ANKILOZAN SPONDILIT

2.1.1.Tanim

Spondiloartropati  (SpA), spinal tutulum, periferik eklem artriti ve kas-iskelet disi
tutulum ile karakterize kronik inflamatuar bir hastaliktir (1). Hastaligin ilerleyen
doénemlerinde dorsal kifozda artis ve gelisen hareket kisithliklari sonucunda
hastalarda esneklik azalmakta ve tipik bir postir gelismektedir (2,3). Vertebral
ankilozla sonuglanan anatomik degisiklikler AS’li hastalardaki karakteristik kifotik
deformiteye yol agmaktadir (4). Spondiloartitler (SpA); Ankilozan spondilit (AS),
reaktif artrit (ReA), psoriatik artrit (PsA), inflamatuvar barsak hastaliklari ile iligkili
artrit (enteropatik artrit; EA), juvenil SpA ve undiferansiye spondiloartritleri ( uSpA)
iceren buylk ve kismen heterojen bir hastalik grubudur (16). AS, etyolojisi henlz
bilinmeyen HLA-B27 geni ile iligkili, erken donemde sakroiliak eklemi tutan, geg
dénemde omurgay! tutan ve ankiloza yol agan kronik, sistemik inflamatuar bir
hastaliktir  (17). Seronegatif spondiloartropatiler (SNSA) ve dolayisiyla AS
hastalarinda, uzun dénemde sakroiliak eklem (SIE) ve tutulan diger eklem yapilarini
korumaya yoOnelik kimyasal ve biyolojik tedavi ydntemlerinin geligtiriimesiyle bu
hastaliklarda erken tani, progresyon ve terapdétik yaniti dederlendirmek icin efektif

inceleme yontemlerine ihtiya¢ artmigtir (18-19). Bu grubun diger uyeleri reaktif artrit,



psoriyatik artrit, juvenil spondiloartropati ve inflamatuar barsak hastaligi ile iligkili
spondiloartropatiler sekil 1’de gdsterilmigtir (20).

—
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Sekil 1: Spondiloartropatiler

2.1.2.Tarihge

isimlendirme olarak ankilozan spondilit; Yunanca ankylos (egilmis veya birlesmis,
kaynamis anlaminda) ve spondylos (vertebra diski) kelimelerinden kdken alir (21-
28). AS’nin ilk klinik tanimini irlandali bir klinisyen olan Bernard Connor (1666-1698)
1693 yilindaki bir yazisinda yapmigtir. Ankiloze olmus bir omurgay! tarif etmis |,
sakroiliak eklem ve kostovertebral eklemide igine alan fuzyonu belirtmigtir (29). 1850
yilinda Benjamin Brodie, 31 yasinda ankiloze omurgasi olan bir erkek hastada ara
sira olan g6z inflamasyonu ile uveitin hastaliin komplikasyonu oldugunu
tanimlamistir (30). 1893 yilinda Von Bechterew, 1897 yilinda Strimpell ve 1898
yilinda Marie tarafindan AS vakalar bildiriimigtir. ilerleyen vyillarda X igininin
kesfedilmesiyle Krebs ve Forestier tarafindan sakroiliit, Robert ve Forestier
tarafindan tipik sindesmofitler tanimlanmistir (31). SpA konsepti ilk defa 1974 yilinda
Moll ve arkadaslan tarafindan (32,33) birbirleriyle iliskili bu hastalik grubunu
vurgulamak Uzere “seronegative spondarthritides” ismiyle ortaya konulmustur. Bu
hastaliklarin ayni ailede gruplandirilmalarinin en dnemli nedeni ortak bazi genetik,
klinik ve radyolojik dzellikleri paylasiyor olmalaridir (16). Ote yandan ayni hastada
veya ailesinde, ayni zamanda veya zaman igerisinde birden fazla ayni gruptan
hastalik ortaya ¢ikabilmektedir (33). Bu durumu destekleyen diger bir gucli kanitta
hayvan calismalarindan gelmigtir. HLA-B27 transgenik siganlarda, SpA’li insanlarda
gozlenen degisik klinik bulgularin gelismistir (34).1961 yilinda Roma, 1966 yilinda
New York AS siniflama kriterleri gelistirilmistir. 1973 yilinda HLA-B27 ile AS iliskisi



gosterilmis (35). 1984 yilinda daha 6nce var olan kriterlerin karsilastirildigr caligmalar

baz alinarak modifiye New York kriterleri ortaya konmustur (36).

2.1.3.Epidemiyoloji

AS siklikla hayatin 3. dekadinda baslayan ve erkeklerde kadinlardan biraz daha sik
(2.4 kat) gortilen bir hastaliktir. ilk semptomlar hastalarin %80’inde 30 yasindan énce
gelisir ve semptomlar %5’den daha az hastada 45 yasin Uzerinde ortaya gikar (5).
Ankilozan spondilitin cinsiyet egiliminden dolay! suphelenilen bir kromozom olan X
kromozomuyla herhangi bir baglantisi olmadigi bildirilmigtir (6). Prevalans irk ve
cografik dagilima gore farklilk gostermektedir. Bu farkhlik HLA-B27 antijeninin
populasyonlar arasi farkli oranda bulunmasindan kaynaklanabilir (37). AS prevalansi
HLA-B27 sikh@ ile yakin paralellik gosterir. Afrikali siyah populasyonda HLA-B27 son
derece nadirdir bu nedenle de AS bu popllasyonda nadir goérular (38). Birlesik
Devletlerde, AS prevalansi % 0.2-0.5, genel SpA prevalansi ise %1 den yUksek
bulunmustur (39). Almanyada yapilan bir ¢alismada AS prevalansi %0.86, SpA
prevalansi ise %1.9 olarak bulunmustur (40). HLA-B27 en sik kuzey Ulkelerinin bazi
kabilelerinde (olgularin %50’sinden fazlasinda), Haida Hintlilerinde ve Eskimo
populasyonunda gozlenmektedir. Orta Avrupa’da, AS icin %0,3- 0,5 ve butiin SpA’ler
icin %1-2 prevalans olasi gorunmektedir. Sonugta, verilerin blydk ¢odunlugunun
Avrupa’dan gelmesi nedeniyle AS’nin prevalansi %0,1 ve %1,4 arasindadir
(40,41).Tarkiye’'de 20 yas uzeri 2835 kisiyle yapilan calismada ise AS ve SpA
prevalanslari sirasiyla %0.49 ve %1.09 olarak bildirilmistir  (42). Fonksiyonel
kisittanma fiziksel gaba gerektiren iglerde galisma dykusu olanlarda, eslik eden ek
hastaliklari olanlarda, sigara icenlerde ve 20 senenin Uzerinde hastalik suresi
olanlarda daha ciddi gozlenirken, hastalikla ilgili aile 6ykisu olanlarda ve egitim

seviyesi yuksek olanlarda daha az goérulmektedir (43).

2.1.4.Etyoloji

Ankilozan spondilit ve diger SpA’lerin kesin sebebi heniiz bilinmemektedir.Fakat
patogenezde genetik ve ¢evresel faktdrlerin onemli rol oynadigi bilinmektedir. Ingiltere’de
yapilan bir ikiz calismasinda, genetik faktorlerin hastaligin olusumundaki roliiniin %97
oldugunu disiindiirmiistiir (7). Bir bagka ¢alismada hastaligin monozigotik ikizlerde dizigotik
olanlara gore 5 kat daha fazla birliktelik gosterdigi saptanmistir (44). Bu bulgular hastaligin

olusumunda genetik faktorlerin ¢evresel faktérlerden daha 6nde geldigini gostermektedir.



HLA-B27 AS’li hastalarin %70-90’1nda pozitif bulunurken, genel popiilasyona bakildiginda
HLA-B27 pozitif bireylerde AS gelisme orani %5-6 bulunmustur. AS’li hastalarin HLA-B27
pozitif birinci derece akrabalarinda AS gelisme riskinin %10-20 olmas1 ve HLA-B27 pozitif
tek yumurta ikizlerinde riskin %75, ¢ift yumurta ikizlerinde ise %27 bulunmasi HLA dis1
genlerinde etiyolojide rol oynayabilecegini ortaya koymaktadir (7) . AS’ de HLA-B27
antijeni total genetik riskin % 16’sin1 olustururken 6. kromozomda lokalize olan MHC (major
histocompability complex, biiyiik doku uygunluk kompleksi) hastaligin genetik riskinin
yaklasik % 50 sini olusturmaktadir (45-49).
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Sekil 2:HLA-B27 molekiiliiniin spondiloartrit patogenezinde olasi roliine ait mekanistik
yaklagim (50)

2.1.5.Patogenez

Sakroiliak eklemi ve aksiyel iskeleti etkileyen AS’nin tani ve tedavisindeki Onemli
gelismelere ragmen hastaliga sebep olan spesifik genetik faktorler ve cevresel tetikleyici
etkenlerle ilgili bircok bilinmeyen nokta mevcuttur. Hastalikta sinoviyal eklemler (apofizer
ve sakroiliak eklemler), kartilajin6z eklemler (manubriosternal eklemler, intervertebral
diskler ve simfizis pubis), ligamanlarin kemige tutunma noktalari, eklem kapsiilleri ve
ligamentdz yapilar etkilenir. Klasik olarak sakroileit bilateral ve simetriktir. Sakroiliak eklem
tutulumunu takiben genellikle lumbal bolgeden baslayarak yukari dogru ilerleyen vertebra
tutulumu gergeklesir. Es zamanl inflamatuar degisiklikler apofiziyel eklemlerde ankiloza ve
bazi spinal ligamanlarin ossifikasyonuna neden olur. Vertebral kolonun tam filizyonuyla
"bambu kamig1" goriinimii ortaya ¢ikar. Uzun siireli AS'te motilitede azalma sonucu spinal

osteoporoz goriiliir (51).



Erken donemde dokulara T hiicre ve makrofajlarin infiltrasyonu ve sonrasinda TNF-a ve
diger sitokinlerin salinimi olur. Bu hiicre infiltrasyonu fibroblast proliferasyonuna ve
neovaskiilarizasyona yol acar ve inflamasyon bdlgesinde kemotaktik sitokinler, adezyon
molekiilleri artar. Sinovyal dokuda CD4+ baskin T hiicreleri, CD68+ makrofajlar B lenfositler
ve natural killer hiicreleri bulunur (52). En erken ve tipik bulgular sakroiliak eklemde goriiliir.
Erken lezyon olarak subkondral kemik iligi 6demi gozlenir, bunu sinovit izler ve sonrasinda
yeni kemik olusumu ve pannus gelisebilmektedir. Yapisal hasara ugramis olan eklem
kenarlarinin yerini fibrokartilaj rejenerasyonu ve kemiklesme almaktadir. En sonunda ankiloz
gelisebilmektedir (53).

2.1.6.Klinik Bulgular
AS sistemik inflamatuar bir hastalik oldugu i¢in sistemik etkileri siktir. AS’nin klinik

bulgularini kas iskelet sistemine ait ve kas iskelet dis1 tutulum olarak 2 grupta inceleyebiliriz.

2.1.6.1.Kas iskelet sistemi tutulumu
Ankilozan spondilit genellikle sinsi baslar ve hastalar ¢ogu zaman sikayetlerinin basladigi

yeri ve zamani tam olarak belirleyemezler (54). AS nin en karakteristik ve en sik ortaya ¢ikan
belirtisi inflamatuar bel agris1 (IBA) ve tutukluktur. Inflamatuar bel agris1 tanis1 koyabilmek

i¢in bugiine kadar birkag IBA kriterleri diizenlenmistir (54-56).



Tablo 1 Inflamatuar bel agris1 kriterleri (54-56)

Calin IBA kriterleri Berlin IBA kriterleri ASAS IBA kriterleri
30 dakikadan fazla sabah Sinsi baslangig

tutuklugu
Bel agrisinin egzersile Gece agrisi (kalkmakla agrida
dizelmesi, istirahatle iyilesme)

dizelmemesi
Gece uyandiran agri Baslama yasi <40
(gecenin 2. Yarisinda)
Yer degistiren kalga agrisi Egzersizle diizelme
Egzersizle dizelmeme
(4 kriterden 2’si mevcutsa) (5 kriterden 4’0  mevcutsa)
%70 sensitivite, %81 spesifite %77 sensitivite, %91,7

spesifite

Sakroileit ve spondilit seklinde aksiyel iskelet tutulumu SpA’larin en 6nemli ortak klinik
Ozellikleridir. Bu nedenle ¢odu hasta klinik olarak bel veya kalga agrisi ile basvurmaktadir
(57). AS’li olgularin %89’unda simetrik sakroileit gdzlenir (58). Periferik eklem tutulumu daha
az gorulir ve genellikle alt ekstremitede asimetrik oligoartrit seklindedir (59). Tendon,
ligament ve eklem kapsulinin kemige tutundugu bdlgelerdeki (entezis noktalan)
enflamasyona entezit denir. Entezit ligaman ve tendonlarin kemige tutunduklar yerlerde
oldugundan tutulan yerler asil tendonu, plantar fasya, patellar tendon, iliak krest ve gégus 6n

duvari olarak siralanabilir. Entesopatik lezyonlar 6zellikle sabahlari agrihdir (60).

2.1.6.2.Kas-Iskelet Sistemi Dis1 Tutulumlar
Ankilozan spondilite bagli kardiyak komplikasyonlar genellikle uzun yillar sonra meydana

gelir. Tutulumun en sik bulgular;; kalp kapak hastaliklari, iletim defektleri, perikardit,
kardiyomegalidir (61,62). Akut anterior iiveit en sik goriilen ekstraartikiiler bulgudur.
Hastalarda fotofobi, kizariklik ve agr1 sikayeti olur. AS olan HLA-B27 pozitif hastalarda tiveit
daha sik goriiliir, hatta baz1 hastalarda iiveit hastaligin ilk bulgusu olabilmektedir. Uveitin
siddeti ile artikiiler hastalik siddeti arasinda korelasyon yoktur (63). Uveit erken tan1 konulup
tedavi edilirse 4-8 haftada sekelsiz iyilesir ve prognozu iyidir. Gecikme durumunda sinesiler
ve glokom gibi komplikasyonlar gelisebilir (64). Pulmoner tutulumun prevalansi tam olarak
bilinmemekle birlikte nadirdir. En yaygin bulgu bilateral apikal fibrozistir. Hastalar genellikle
asemptomatiktir, ilerleyen donemde kavitasyon meydana gelebilir ve mantar ve bakteriler

tarafindan kolonize olurlarsa semptomatik hale gelirler. Kostovertebral ve kostosternal
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tutuluma bagh gogiis ekspansiyonu kisitlanabilir ve restriktif tipte havalanma bozuklugu
gelisebilir (65). Ankilozan spondilitli hastalarda bobrek tutulumu nadirdir. En yaygin renal
bulgu sekonder amiloidozdur (66). Ayrica IgA nefropatisi ve analjezik nefropatisi de diger
onemli renal bulgulardir (67,68). Inflamatuar barsak hastaligi (IBH) ankilozan spondilitli
hastalarin %5-10’unda goriilebilirken, %50-60’1nda subklinik intestinal inflamasyon vardir.
Inflamasyon genellikle ileum ve kolonu etkiler. Hastalarin biiyiik bir cogunlugu semptomatik
hale gelmezler, az bir kismu ilerleyerek IBH 6zellikle de Crohn hastalig1 gelistirirler (69).
Norolojik bulgular vertebra kiriklarina bagli spinal kord veya sinirlere basi sonucu meydana
gelebilir. Bu oran %15 civarindadir. Atlantoaksiyel subluksasyon ve uzun siireli hastaliga

sahip olanlarda muhtemelen araknoidite baglh cauda equina sendromu goriilebilir (70).

2.1.6.3.Muayene bulgular
Hastalara omurga ve sakroiliak eklemleri kapsayan ayrintili bir fizik muayene yapilmalidir.

Muayenede sakroiliak eklem (SIE), spinal mobilite dlgiimleri, entez bdlgeleri, periferik
eklem muayenesi ve postiir degerlendirilmelidir. Fleksiyon-Abduksiyon-Eksternal-Rotasyon-
Ekstansiyon (FABERE) ve Fleksiyon-Adduksiyon-internal Rotasyon (FADIR) testleride
hem SIE hem de kalga eklemini degerlendirir. Ganslen testinde sirt iistii yatan hastanin test
edilecek SIE tarafindaki bacagi asagiya dogru sarkitilir ve kalga ekstansiyona zorlanir, o taraf
sakroiliak eklemde agr1 olmasi testi pozitif yapar. Sakroiliak eklem muayenesinde, hasta sirt
iistii yatar pozisyonda iken spina iliaka anterior superiorlar lizerine asagiya ve yanlara dogru
basing uygulanir ve eklemdeki hassasiyet degerlendirilir. Hasta yliz iistii yatarken sakrum

tizerine basing¢ uygulandiginda da agr1 duyulabilir (71).

Inspeksiyonla lomber lordozun kayboldugu saptanabilir. Belin ii¢ diizlemdeki hareketleri
incelenmelidir. One fleksiyon yer-parmak uzakligi olgiilerek degerlendirilebilir, ancak yer-
parmak uzakligi kal¢a ekleminde kisitlilik yoksa normal bulunabilir. Hastaligin erken
donemlerinden itibaren gogilis ekspansiyonunda kisitlanma saptanabilir. Birkag zorlu
inspiryum ve ekspiryum sonrasinda, 4. interkostal aralik seviyesinden gogiis ¢evresi dlgiilerek
derin inspiryum ve ekspiryum arasindaki fark belirlenebilir. Bu farkin 5 cm’nin altinda olmasi
anlamlidir (72). Tuber iskiadikumlar, biiyiik torakanterler, spindz ¢ikintilar, kostakondral ve
manubriosternal bileskeler, iliak kanatlar, simfizis pubis, topuklar ve tibial tiiberkiillerde
entezit nedeniyle palpasyonda hassasiyet saptanabilir (45). Sakroiliak eklem agris1 hastaligin
akut doneminde olabilir ve direkt basincla veya hareket ile ortaya cikarilabilir. Periferik
eklemlerde inflamasyon da gozlenebilir. Schober testi 1937 yilinda Alman hekim Paul

Schober tarafindan ortaya atilmis ve zamanla ¢esitli modifikasyonlara ugramistir, lomber
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omurganin fleksiyonunun dolayli olarak 6l¢iildiigii bir yontemdir ve ASAS 06nerilerine gore
ise; hasta ayakta dik dururken posterior superior iliak ¢ikintilar birlestirilerek bu ¢izginin 10
cm lizeri isaretlenerek hastanin yapabilecegi kadar One egilmesi istenir, aradaki mesafe
Olciiliir (73). Oksiput duvar mesafesi ve tragus duvar mesafesi servikal mobilite ve artmis
kifozu gostermesi agisindan oldukca degerli bir 6l¢liimdiir. Pozisyonlamada hastanin diiz bir
duvara sirtin1 yaslamasi, ayaklar arasi mesafenin uygun ve topugun miimkiin oldugunca
duvara yakin olmasi ve ¢enenin notral pozisyonda olup gozlerin ufuk cizgisine bakmasi

istenir. Oksiput ile duvar arasi ve tragus ile duvar aras1 mesafe olg¢iiliir (56).

Entezit muayenesinde Mander Entezit indeksi (MEI) ve Maastricht AS Entezit Skoru
(MASES) kullanilir. Asil tendonu, plantar fasya, patellar tendon, krista iliakalar, spindz

cikintilar ve kostokondral bileskeler muayene edilmelidir (74).

AS de agn ve tutuklugun degerlendirilmesinde Viziiel Analog Skala (VAS) en etkili
yontemdir. Hastalik aktivitesini degerlendirmek i¢in Bath Ankylosing Spondylitis Activity
Index (BASDAI) kullanilabilir. Yorgunluk, spinal agri, periferik agri ve sislik, entezal agr1 ve
sabah tutuklugundan olusan 6 adet VAS i¢ermektedir. Skor 4 iin {izerinde ise yiiksek hastalik
aktivitesi oldugunu gosterir. Fonksiyonel degerlendirme i¢in Bath Ankylosing Spondylitis
Functional Index (BASFI), metrolojik degerlendirme icin Bath Ankylosing Spondylitis
Metrology Index (BASMI) kullanilabilir (75).

2.1.7.Tam Kriterleri

AS de tami yas1 literatiirde 17-34 yas araligindadir (76). Tan1 i¢in kronolojik olarak Roma
Tanm Kriterleri (1961), Newyork (1966) ve son olarak Modifiye Newyork (1984) kriterleri
gelistirilmistir (51,77).

2.1.7.1. ROMA Tam Kriterleri (1961)

1.Ug aydan uzun siireli varolan ve istirahatle diizelmeyen bel agrisi ve tutuklugu
2.Torakal bolgede agr1 ve tutukluk

3.Lomber omurgada hareket kisitliligi

4.Gogiis ekspansiyonu kisitliligi

5.1ritis veya sekelinin 6ykiisii veya bulgusu

6.Radyografik incelemede bilateral AS'ye 6zgii sakroiliyak eklem degisiklikleri

(Sakroiliyak eklemlerin bilateral osteoartritik degisiklikleri haric)
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2.1.7.2. NEWYORK Tam Kriterleri (1966)
l.Lomber omurganin sagital, frontal, transvers anterior fleksiyon, lateral fleksiyon ve

ekstansiyon hareket kisitlilig1

2.Dorsolomber bileskede veya lomber omurgada agr1

3.Dordiincii interkostal araliktan dl¢giilen gégiis ekspansiyonunun 2,5 cm veya daha
az olmasi

Radyografi Evreleme

Normal:0, stipheli: 1, minimal sakroileit:2, orta derecede sakroileit:3, ankiloz:4
Kesin Ankilozan Spondilit

1.En az bir klinik kriterle birlikte evre 3-4 bilateral sakroileit

2.Evre 3-4 unilateral veya evre2 bilateral sakroileitle birlikte 1 klinik kriter veya 2. ve 3.

klinik kriterler
Olas1 Ankilozan Spondilit

Higbir klinik kriter aranmaksizin evre3-4 bilateral sakroileit

2.1.7.3. MODIFIYE NEWYORK Tam Kriterleri (1984)
1.En az li¢ aydir var olan egzersizle diizelip istirahatle diizelmeyen bel agrisi

2.Lomber omurganin sagital ve frontal diizlemlerde hareket kisitliligi
3.Gogls ekspansiyonunun yas ve cinse gére normal degerlerin altinda olmast
4.Evre 2-4 bilateral sakroileit

5.Evre 3-4 unilateral sakroileit

Kesin Ankilozan Spondilit:

Klinik kriterlerden herhangi birisi ile birlikte unilateral evre 3-4, bilateral evre 2-4 sakroileit
(78).

2.1.8.Laboratuvar Bulgulan

Rutin kan testlerinde genellikle anlamli bir degisme yoktur. Hastalik aktivitesiyle korele
olmamakla birlikte C reaktif protein (CRP) ve eritrosit sedimentasyon hizi (ESH) yiiksek
olabilir (79). Serum CRP diizeyleri hastalik aktivitesi i¢in iyi bir gostergedir (80). Artmis
eritrosit sedimentasyon hizi (ESH) veya C-reaktif protein (CRP) diizeyleri hastalarda %75’
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varan oranlarda bildirilmekle birlikte normal ESH veya CRP degerleri aktif hastaligin
varhigim1 diglayamaz (81-83). Sadece aksiyel tutulumla giden hastalara gore periferik artriti
olan hastalarda ESH ve CRP degerleri daha yiiksek saptanmistir (56). HLA-B27 antijeni
hastalarin % 90’1inda veya fazlasinda yiiksektir. HLA-B27 erken spondiloartrit tanisinda
onemli bir faktordiir (30).

Hastalarin %15’inde normokrom normositer anemi olabilir ve hastalik aktivitesi ile uyumlu
olarak hafif-orta trombositoz goriilebilir. Serum alkalen fosfataz ve kreatin kinaz
seviyelerinde artis olabilir ve hastalik aktivitesi ve siiresiyle ilgili degildir. Akut faz

reaktanlariyla iligkili serum IgA seviyesinde yiikselme olabilir (84).

2.1.9.Goriintiileme:

Ankilozan spondilitin tan1 ve takibinde goriintilleme ¢ok onemli bir yere sahiptir. AS’in en
tipik bulgusu; sakroiliak eklemde inflamasyon, sakroileit, sindesmofit ve ankiloza yol agan
vertebralarda yeni kemik olusumudur. Standart yaklasim konvansiyonel radyografidir, ancak
erken donem lezyonlar1 degerlendirebilmek agisindan MRG ve Ultrasonografinin (USG) de

onemi vardir (85).

Sakroileit en erken ve sik goriilen radyolojik bulgudur, genellikle bilateraldir. Direkt
radyografiler saglik merkezlerinde yaygin olarak bulunabilmesi, ucuz olmasi, uygulama
tekniginin basit ve cabuklugu nedeniyle spondiloartropati diisiiniilen hastalarda sakroiliak
eklem ve aksiyel tutulumu arastirmak amaciyla siklikla ilk basvurulan radyolojik tetkiktir
(86).

2.1.9.1.Konvansiyonel Radyografi:
Direkt grafilerde belirgin sakroileitin goriilebilmesi zaman alabilir. En karakteristik 6zelligi

SIE’lerde erozyon ve ankilozdur. En erken bulgular SIE’in iliak yiiziinde ortaya g¢ikan
subkondral erozyon ve sklerozdur, yalanci bir genisleme olur, daha sonra SIE agikliginda
silinme ve bant tarzinda skleroz meydana gelir. ilerleyen donemde eklem araligi ortadan
kalkar ve ankiloz meydana gelir. AS’de sakroileit genellikle bilateral ve simetriktir (85).
Hastalarin hastalik siiresi uzadik¢a omurga tutulumuna bagh radyografik degisiklikler de
saptanmaya baglar. Erken donemde vertebra korpus koselerinde diizensizlik ve erozyon
goriiliir ve koselerin parlamasina neden olur (Romanus Belirtisi). Baska bir bulgu olan
sindesmofit spinal tutulumun karakteristik o6zelligidir. Anulus fibrozusun dis kisminin
kalsifikasyonu sonucu olusur ve diger vertebra korpusuna dogru dikey olarak uzanir. Bunlarin

vertebra korpuslarini lateralden yaygin bigimde tutmasi ‘bambu kamis1® goriiniimiinii ortaya
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cikarir. Omurgada kemik erozyonu ve yeni kemik olusumuna bagh ‘kare vertebra’ goriintiisii
olusur (87) .Apofizer eklemlerin sklerozu, interspinoz ligamentlerin ve eklem ligamentlerinin
kalsifikasyonu ile olusan radyolojik goriinlim ise "uglii ray belirtisi" olarak adlandirilir
(88).Ayrica disk araliginda daralma, diizensiz dansite artisi, komsu omurlarda destriiktif
lezyon bulgular1 olan Anderson lezyonu olarak adlandirilan steril spondilodiskit ilerleyen

zamanla grafide goriilebilir (30).
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Tablo 2 Sakroiliitin radyografik evrelemesi

Evre 0 normal
Evre 1 stipheli degisiklikler
Evre 2 minimal anormallik-eklem mesafesinde degisiklik olmaksizin,

erozyon ve skleroz olan kiigiik lokalize alanlar bariz
anormallik- erozyon ve skleroz bulgulari, genisleme, daralma

veya parsiyel ankiloz gibi

Evre 3 bulgulardan birinin veya daha fazlasinin da eslik ettigi orta

veya ileri sakroiliit

Evre 4 siddetli anormallik-total ankiloz

2.1.9.2.Manyetik Rezonans Goriintiileme
Ankilozan spondilitte hastalik aktivasyon derecesini saptamak ve erken tani i¢in kullanilabilir.

Erken donem sakroiliiti ve aktif inflamasyonu saptamada olduk¢a duyarli bir yontemdir (89).
MRG de T1 agirlikli sekanslar kullanilarak yapisal degisiklikler, T2 agirlikli yag baskili
sekanslar ve short-tau inversion recovery (STIR) kullanilarak kemik iligi 6demi, sinovit,

entezit, kapsiilit gibi aktif inflamatuar lezyonlar degerlendirilebilir (30,90).

MRG’de sakroileit, tek bir kesitte birden fazla lezyonun ya da bir lezyonun en az iki kesitte
bulunmasi1 olarak tanimlanmistir (91).Omurganin MRG’de ise kemik iligi 06demi

goriilebilmektedir (31).

SIE hastaliklarinda MR'nin BT'ye birkag iistiinliigii vardir. Bunlar;
1. Eklemdeki 6demi ve inflamasyonu gostermesi,

2. Kikirdak patolojilerini géstermest,

3. Komsu kemik iligini ve yumusak dokuyu gostermesi,

4. Iyonizan 151 kullanilmamasidir (92,93)
2.1.9.3.Ultrasonografi:

AS de ozellikle periferik eklem tutulumu ve entezitin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir
(94).
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2.1.9.4.Bilgisayarh Tomografi:
Erken sakroileit vakalarinda BT, diiz grafiye gore c¢ok daha duyarhidir. BT ile

siiperpozisyonlar ortadan kalkar. Bu nedenle BT, SIE patolojilerini degerlendirmede eskiden
ideal yontem olarak gosterilirdi (95). BT'de sakroileit bulgulari, erken evrede kortikal
erozyon ve subkondralskleroz, ge¢c evrede ise eklem araliginda daralma ve intraartikiiler
ankilozdur (96). Skleroz, erozyon, eklem araligindaki degisiklikler ve diiz grafideki siipheli
bulgularda BT ile ¢ok iyi degerlendirilebilir.

BT’de de diiz grafideki evreleme sistemi kullanilabilir (97).BT ile erozyon gibi 6zellikle
kronik degisiklikler saptanabilir. Ancak kemik yapi1 disinda bilgi vermemesi, radyasyon
kullanimi ve erken donemde olusan kemik iligi 6demini saptayamamasi kullanimini

kisitlamigtir (98).

2.1.9.5.Sintigrafi:
Hastalig1 degerlendirmede ek bir yontemdir. Morfolojik degisikliklerin olmadigr zamanda

inflamasyonu saptayabilir ancak spesifitesi diisiiktiir (87).

2.1.10.Aymric1 Tam

Ankilozan spondilit ayirici tanisinda, toplumda sik karsilasilan bel agris1 ve nedenlerinin iyi
gbzden gecirilmesi gerekir. Bu sebeple agrinin karakteri dnemlidir. Agr1 inflamatuar midir?
Yoksa mekanik midir? AS’de inflamatuar karakterde agr1 mevcuttur. Daha 6nce tablo 2.’de
inflamatuar bel agrisinin 6zellikleri bahsedilmistir. Mekanik bel agrilarinda ESH normaldir ve

istirahatle rahatlar.

Radyolojik olarak degerlendirildiginde sakroiliit ile karisabilecegi durumlar:
a) Diger SpA’lar

b) Enfeksiyonlar

¢) Hiperparatiroidi

d) Sarkoidoz

e) Parapleji’dir.

Omurga hareketlerini kisitlayan onemli bir diger hastalikta diffiiz idiyopatik iskelet
hiperostozudur. Diabetes mellitus ve diger baz1 metabolik hastaliklarla birlikte sik bulunur

fakat HLA B-27 negatiftir (99).
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2.1.11.Tedavi

AS tedavisi; semptom ve bulgular, hastalik aktivitesi ve siddeti, islevsel durum, deformiteler,
genel saglik durumu, eslik eden durumlar ve hastanin isteklerine bagli olarak bireye gore
diizenlenmelidir. En uygun tedavi farmakolojik ve farmakolojik olmayan tedavilerin
kombinasyonunu gerektirmektedir. Semptomlara, hastaligin siddetine ve ilag tedavisine gore
uygun izlemde 6nemlidir (90). ASAS ve EULAR 2006 yilinda AS’nin tedavisi i¢in bilimsel
kanit ve uzman diisiincelerine dayanan 10 anahtar 6neri yayimlamistir (100). 2011 yilinda da

bu 6nerilerin 2010 giincellenmis hali yayinlandi. Tablo 3’de gosterilmistir (101).

Tablo 3: AS tedavisinde ASAS/EULAR 2010 giincellenmis 6nerileri (101)

1. Genel tedavi

AS tedavisi hastaligin mevcut bulgularina (aksiyel, periferal, entezial, eklem dis1 semptom
ve belirtiler), mevcut semptomlarin diizeyine, klinik bulgulara ve prognostik belirleyicilere,
hastalik aktivitesine/inflamasyona, agriya, fonksiyona, dizabiliteye, engelilige, yapisal
hasara, kalca tutulumuna, spinal deformitelere, genel klinik duruma (yas, cinsiyet,

komorbidite, es zamanli tedavi, hastanin istekleri ve beklentileri) gore uyarlanmalidir.
2. Hastalik takibi

AS’li hastalarda hastaligin takibi ASAS c¢ekirdek setinde oldugu gibi tiim klinik gdsterime
gore hasta Oykiisiinii  (0rnegin anketler), klinik parametreleri, laboratuar testlerini ve

goriintiileme metodlarini kapsamalidir.
3.Farmakolojik olmayan tedavi

AS’li hastalarin farmakolojik olmayan tedavilerinin kose tast egitim ve diizenli egzersizdir.
Ev egzersizleri etkindir. Bireysel ya da grupla, su ya da zemin egzersizleriyle birlikte yapilan
fizik tedavi evde yapilan egzersize gore daha etkindir. Hasta topluluklart ve kisisel destek

gruplari yararli olabilir.
4. Eklem dig1 tutulum ve komorbidite

Psoriazis, iiveit ve IBH gibi siklikla gdzlenen eklem dis1 tutulumlar her biri kendi alaninda
uzman ile isbirligi icinde tedavi edilmelidir. Romatolog kardiovaskiiler hastalik ve

osteoporoz risk artisinin da farkinda olmalidir.
5. NSAIi

Coksibleri iceren NSAIl’ler agris1 ve tutuklulugu olan AS’li hastalarda ilk secenek ilag

olarak tavsiye edilir. NSAII ile devamli tedavi; siirekli aktif ve semptomatik hastalig1 olan
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hastalarda tercih edilmelidir. NSAII recete edildiginde kardiovaskiiler, gastrointestinal ve

renal risk gz 6niine alinmalidir.

6. Parasetamol ve opioidler gibi NSAII’lerin basarisiz oldugu, kontrendike oldugu ve/veya

zayif tolere edildigi hastalarda agr1 kontrolii i¢in bagvurulabilir.

7. Muskuloskeletal inflamasyona lokal olarak dogrudan kortikosteroid enjeksiyonlari

diisiintilebilir.Aksiyel hastalikta sistemik kortikosteroidlerin kullanimi kanitlanmamastir.

8. Aksiyel hastalig1 tedavi etmede salazopyrin ve metotreksat dahil DMARD’larin yararini

gosteren kanit yoktur. Periferik artriti olan hastalarda salazopyrin diisiiniilebilir.
9. Anti-TNF tedavi

ASAS tavsiyelerine gore diger tedavilerin basarisiz oldugu ve siirekli yiiksek hastalik
aktivitesi olan hastalara verilmelidir. Aksiyel hastalig1r olan kisilerde anti-TNF tedavinin
oncesinde veya es zamanli DMARD’larin zorunlu kullanimi i¢in kanit yoktur. Eklem/entezit
ve aksiyel tutulumda degisik TNF inhibitorii ile farkli etkinlik sagladigini destekleyen kanit
yoktur, fakat IBH varliginda gastrointestinal etkinligi olan tercih edilmelidir. Cevapsizlik
olan hastalarda ikinci TNF inhibitoriine ge¢is yapmak yararli olabilir. AS’de TNF

inhibitoriinden farkl: bir biyolojik ajan kullanimin1 destekleyen kanit yoktur.
10. Cerrahi

Eklem replasmani; refrakter agris1 ve dizabilitesi olan, ileri evre kalca tutulumuna ait
radyografik kanit1 olan hastalarda geng¢ olsalar bile dikkate alinmalidir. Spinal diizeltme
osteotomisi siddetli sakathi§a yol acan deformitesi olan hastalara diisiiniilebilir. Akut

vertebral fraktiirii olan AS’li hastalar spinal cerraha konsulte edilebilir.
11. Hastalik seyrinde degisiklik

Eger hastalik seyrinde anlamli bir degisiklik olduysa; enflamasyondan farkli sebepler (spinal

fraktiir gibi)diisiiniilmeli ve goriintiilemeyi de iceren uygun degerlendirme yapilmalidir.

2.1.11.1.Farmakolojik Olmayan Tedaviler:
Farmakolojik olmayan tedavilerin en Onemlileri hasta egitimi ve diizenli egzersizdir. Ev

egzersizleri etkindir ve bireysel ya da grupla, su ya da zemin egzersizleriyle birlikte yapilan

fizik tedavi evde yapilan egzersize gore daha etkin bulunmustur (101).
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Yasam tarzt modifikasyonlarint destekleyen az sayida delil vardir. Sigarayr birakmanin
faydali olabilecegini destekleyen c¢alismalar olmasina ragmen bu gozlemi destekleyen
karsilastirmali ¢alismalar bulunmamaktadir. Ayrica bir vaka g¢alismas1 da karbonhidrattan

fakir diyetin agriy1 azaltmada etkili oldugunu gostermistir (102).

2.1.11.2.Farmakolojik Tedaviler:

2.1.11.2.1.Non-Steroid Antiinflamatuar Ilaclar (NSAIi):
Non- Steroid Antiinflamatuar ilaclar AS’li hastalarda siklikla kullanilan birinci basamak

tedavidir. ASAS/EULAR oénerilerinde ise coxib iceren NSAII’lar agr1 ve tutuklugu olan AS’li
hastalarda ilk segenek ilag olarak tavsiye edilmistir (101). Farkli NSAIl’larin ¢aligmalarinda
digerlerine gore daha iistiin bir ilag gosterilememistir. Aralikli ve diizenli NSAII tedavisinin
karsilastirildigr ¢aligmada diizenli kullanimin 2 yilda radyolojik progresyonu gerilettigi
gosterilmistir (103). NSAII secimi ve kullanim sekli hastada gastrointestinal, kardiyovaskiiler
ve renal yan etkiler olusma riskine gore yapilmali ve siirekli NSAII kullanimindan
ka¢imilmalidir (104).

2.1.11.2.2.Kortikosteroidler (KS):
Kortikosteroidler antiinflamatuar ve immunsupresif etkilerinden dolay1 bircok romatizmal

hastaliklarin tedavisinde kullanilirken AS’de oral ve intravendz KS’in etkisini gosteren fazla
sayida ¢aligsma yoktur (105). Tek eklemde kronik artriti olan ve entezopatili hastalarda lokal
KS enjeksiyonu onerilmektedir. SIE’e KS enjeksiyonunun etkili oldugunu gosteren ¢alisma

mevcuttur (30,106).
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2.1.11.2.3.Hastahk Modifiye Edici Antiromatizmal ilaclar (DMARD):

2.1.11.2.3.1.SULFASALAZIN (SSZ):
Oral olarak alinir ve salisilik asit ve siilfapiridinden olugsmaktadir (90) AS tedavisinde en ¢ok

calisitlan DMARD’dir. Yapilan bir derlemede yiiksek ESH ve periferik artriti olan erken
donem AS’li hastalarda SSZ’in faydali olabilecegi gosterilmistir (107). ASAS/EULAR
onerilerinde aksiyel tutulumlu AS tedavisinde yeri olmadigi ve periferik tutulumlu AS
tedavisinde kullanilabilecegi belirtilmistir. Dokiintii, bulanti, ishal ve nadir olarak

agraniilositoz gibi yan etkiler goriilebilir (108).

2.1.11.2.3.2.METHOTREKSAT:
Folik asit analogudur. Yapilan caligmalarda aksiyel tutuluma etkisinin olmadigi, periferal

eklem hastaliginda ise etkinligiyle ilgili yeterli kanit olmadig1 gosterilmistir (109). Haibel ve
ark. (110), NSAII’ye direngli AS’si olan hastalara 16 hafta siire ile haftada bir subkutan6z 20
mg metotreksat uyguladiklar1 caligmalarinda aksiyel tutulumda hicbir yararinin olmadigini

bildirmislerdir.

2.1.11.2.3.3.LEFLUNOMID:
AS’in aksiyel bulgular iizerine etkili degildir ancak periferik tutulumda fayda saglayabilir.

Leflunomid ile yapilmis ¢ok fazla ¢alisma yoktur (111).

2.1.11.2.3.4.TALIDOMID:
Noropati ve teratojenik etki nedeniyle kullanimi kisith olan ve TNF alfa inhibisyonu yapmasi

nedeniyle AS tedavisinde kullanilan bir ilactir (112).

2.1.11.2.3.5.BIFOSFANATLAR:
Bifosfanatlardan olan pamidronat antiinflamatuar ve osteoklastlar tizerine inhibitor etkisinden

dolay1 romatizmal hastaliklarda kullanilmistir. Pamidronatin osteoporozu 6nlemenin yani sira

AS hastalarinda klinik ve radyolojik 1yilesme sagladigini gésteren ¢caligsma mevcuttur (113).

2.1.11.2.4.Biyolojik tedaviler
Ankilozan spondilitli hastalarda TNF alfanin serumda ve sakroiliak eklemde artmis

ekskresyonu gosterilmistir (114). TNF alfa AS’deki inflamasyon ve eklem hasarindan
sorumlu olan en 6nemli sitokinlerdendir. Bu sitokinin engellenmesiylede inflamasyon ve

eklem hasarinin azaltilabilmesi 6ngoriisiiyle antiTNFalfa tedaviler gelistirilmistir (111).
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Onceki ¢alismalar infliximab, etanercept ve adalimumabin iyi giivenlik profiliyle klinik
olarak esit derecede etkili oldugunu gostermistir (115-117). Suanda AS’li hastalarin
tedavisinde infliximab, adalimumab, etanercept ve golimumab kullanilmaktadir.2010 yilinda

ASAS onerileri; AS’1i hastalarda anti TNF tedavi kullanimi i¢in giincellenmistir (118).

2.1.11.2.4.1.INFLIXIMAB:
Monoklonal kimerik formda bir antikordur. TNF alfaya yiiksek duyarlilik ve oOzgiilliikle

baglanir. intravendz yoldan 3-5 mg/kg dozda 6-8 haftada bir uygulanmaktadir [52]. ASSERT
calisma grubu tarafindan infliximab ile tedavi edilen hastalarda agrida, fonksiyonda, hastalik

aktivitesinde ve MR ile belirlenmis spinal inflamasyonda iyilesme gosterilmistir (115).

2.1.11.2.4.2. ADALIMUMAB:
Insan monoklonal antikorudur. TNF alfaya yiiksek affinitede baglanarak TNF alfanin

reseptorleriyle etkilesmesini Onler. 15 giinde bir 40 mg subkutan olarak uygulanmaktadir
(90).. 2009 yilinda yapilan bir c¢alismada spinal fiizyon gelismis AS’li hastalarda

adalimumabin olumlu etkileri bildirilmistir (119).

2.1.11.2.4.3.ETANERCEPT:
TNF alfay1 ve lenfotoksin alfay1 baglayan dimerik solubl TNF reseptoriidiir (90). Haftada 2

kez 25 mg ya da haftada 1 kez 50 mg subkutan olarak uygulanmaktadir. Etanerceptin ileri-
siddetli spinal spondiliti olan AS’li hastalarda BASDAI, BASFI, BASMI ve CRP iizerinde
tyilesme yaptig1 gosterilmistir (120).

2.1.11.2.4.4.GOLIMUMAB:
TNF alfa spesifik insan IgG monoklonal antikorudur. Aylik 50 mg subkutan olarak

uygulanmaktadir. Yapilan bir ¢alismada aylik 50 mg golimumab ile ASAS 20, ASAS 40
yanitlarinda, SF36, BASDAI ve BASFI’de anlamli iyilesme bulunmustur (121).

Biyolojik tedavilere AS’li hastalarda yanit hizlidir. Tedaviden yanit alinamayan ya da yan etki

nedeniyle kesilen hastalarda ikinci bir anti TNF tedavi etkili bir strateji olabilir.

Kisa hastalik siiresi, geng¢ yas, daha iyi fonkiyonel durum, yiiksek inflamatuar belirtecler,
HLA-B27 pozitifligi ve yiiksek spinal MR skorlar1 anti TNFalfa tedaviye yaniti artiran
faktorlerdir (122).

Anti TNF alfa tedavisi yan etkieri de olan bir tedavidir. En sik yan etki enjeksiyon yeri

reaksiyonudur. Ayrica infliximab alan hastalarda infilizyon reaksiyonuda goriilebilir. Her iki
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yan etki de cok az hastada tedavinin kesilmesini gerektirir . Bakteriyel, mantar enfeksiyonlar1

ve latent tuberkiiloz reaktivasyonu gibi yan etkiler goriilebilir (123).

Lupus benzeri sendrom gibi otoimmun sendromlara yol acabilir. Nadir de olsa demyelinizan

hastalik bildirilmistir (124).

2.1.11.2.4.5.Anti TNF alfa tedavisinin kontrendike oldugu durumlar :
Hamile ya da emziren kadin hasta, aktif enfeksiyon, lupus, multiple skleroz, malignite ve

kronik bacak iilseri, 6nceki tuberkiiloz Gykiisii, gegmis bir yi1l icinde gecirilmis septik artrit
veya protez enfeksiyonu, devamli ve tekrarlayan akciger enfeksiyonu Oykiisii gibi yiiksek
enfeksiyon riski olan durumlardir (124). Anti TNF tedavinin basarisiz oldugu durumlarda
abatacept, rituximab, secukinumab ve tocilizumab ile yapilan ¢alismalar mevcuttur ve

sonuglara gore daha uzun siireli ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir (122).

2.2.GENETIK POLIMORFIiZM

2.2.1.Tanim

Insan Genom Projesi’nin sonuglanmasini izleyen yillarda bilimsel ilgi daha ¢ok genetik
varyasyonlarin haritalarinin ¢ikarilmasi lizerine yogunlasmistir (125). Bir genin belli bir
lokusta yer alan alternatif kopyalarindan her birine allel adi wverilir. Alleller genel
populasyonda %]1°’den daha fazla siklikta bulunuyorsa, bu durum “genetik polimorfizm
(genetik cesitlilik)” olarak adlandirilir. Aksine, alleller %]1°den daha az siklikta ise ‘’nadir
degisimler’’ olarak isimlendirilir. Genetik hastaliga neden olan zararli mutasyonlarin bir¢cogu

nadir degisimlerdir.

Genetik polimorfizm teriminden toplumda yaygin olarak rastlanan ve genellikle hastalik
etkeni olmayan genom degisiklikleri anlasilir. Genetik polimorfizm, Mendel kurallarina gore
aktarilir. Genetik polimorfizm, kodlanan veya kodlanmayan DNA dizilerinde meydana
gelebilir. Intronlarda ve genler arasindaki DNA dizilerinde meydana gelen degisikliklerin
genellikle etkisi yoktur. Ancak intron bolgelerindeki bazi polimorfizmlerin gen
ekspresyonunu etkileyerek fenotipik degisiklikler meydana getirebilecegi belirtilmektedir.
Genlerin kodlanan boélgelerindeki (ekzon) polimorfizmler ise protein fonksiyonuna etki
edebilir. Promotor bdlgede meydana gelen polimorfizm ise transkripsiyon diizeyinde

degisiklige neden olabilir.
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Polimorfik degisiklikler ¢cok cesitli tiplerde olabilir. DNA dizisinde her 1000 bazda bir tek baz
farklilig1 gozlenir. Bu da ayni tiir icerisinde genom farkliliginin bir gostergesidir. SNP insan
genomundaki en basit ve en yaygin genetik polimorfizm gesitidir. Tiim polimorfizmlerin
%9011 olusturur (126). Ikinci siklikta goriilen polimorfik degisiklik ise genomda ardisik
olarak tekrarlayan DNA dizilerinin sayisinda goriilen degisikliklerdir. Insan genomunda
ardisik tekrarlayan DNA dizileri vardir (Minisatellite ya da VNTR; “Variable number of
tandem repeats” 5-50 tekrar dizisi iceren 10-60 baz uzunlugunda; kisa DNA dizileridir.
Microsatellite ya da “short tandem repeats”; STR; 1-6 bazlik tekrarlardan olusan kisa DNA
dizileridir ). Bu dizilerin tekrar sayilari her bireyde farklidir (127). SNP’lerin bazi alt gruplari
vardir. SNP’leri; Amino asit degisimine neden olmayan SNP’ler (synonymous) veya amino
asit degisimine neden olan SNP’ler (nonsynonymous) olarak ikiye ayirabiliriz. Amino asit
degisimine neden olan SNP’ler, protein fonksiyonuna etki ederek fenotip iizerinde etki
meydana getirebilecegi 6ne siiriilmektedir. SNP’ler DNA dizisinde restriksiyon enzim (RE)
kesim bolgesi meydana getirebilir veya mevcut kesim bolgesini ortadan kaldirabilir. Bu
degisiklikler RE’lerince DNA'nin farkli uzunlukta kesilmesine yol acar. DNA bantlarinin
uzunlugu ve sayist kiyaslanarak elde edilen ¢esitlilige RFLP (restriksiyon parca uzunluk
polimorfizmi) denir. Genetik polimorfizmler, membran proteinlerinin ekspresyonu,
enzimlerinin katalitik aktivitesini, yapisin1 veya ekspresyon diizeyini etkileyebilir ve

fonksiyonel degisimlere yol agabilir.

2.2.2.11a¢ Direnci
[lag direnci ¢esitli biyokimyasal mekanizmalarm bir sonucu olarak ortaya cikabilmektedir

(128). Sekil 3’ de gosterilen biyokimyasal mekanizmalar:
a) Ila¢ alimmminda ve etkinliginde azalma

b) ilacin hiicre disina atilimindaki artis,

¢) Ilacin azalan metabolik aktivasyonu,

d) ila¢ deaktivasyonunda artis,

e) Hedef bolge ile etkilesimini 6nleyen ilag¢ sekestrasyonu,
f) Hedef bolge konsantrasyonlarinin intraselliiler artisi,

g) Hedef bolgedeki yapisal degisiklikler,

h) Hedef bolge fonksiyonunda duplikasyon,
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i) Hasarli hedef bolgenin onarimidir.

Klasik olarak direng, ekstrinsik ve intrinsik olarak ikiye ayrilmaktadir. Ekstrinsik direng
ilaglarin  timor hiicresine ulasamamasindan, intrinsik diren¢ ise tiimor hiicrelerinin
ozelliginden kaynaklanmaktadir. Intrinsik direng in vitro olarak goézlenmekte olup 2 gruba
ayrilir: Hiicreler eger tek bir ilaca karsi direng gosterirse basit direng, farkli biyokimyasal
hedeflere sahip kemostatik ilaglara karsi1 ¢apraz direng gosterirlerse ¢oklu ilag direnci (Multi

Drug Resistance, MDR) olarak adlandirilmaktadir (129).
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2.2.3.ABCB1

“ATP- binding cassette” (ABC) siiper ailesi, P-glikoprotein (P-gp, MDR1, ABCB1), ¢coklu
ilaca direncle ilgili protein 1 (MRPI1, ABCC1), kanalikular multiorganik anyon tasiyicisi
(cMOAT, ABCC2), ve meme kanserine direng protein/mitoksantron direng (BCRP/MXR,
ABCQG?2) proteinlerini kapsamaktadir (130). ABC, zar boyunca metabolik iiriin, lipid, sterol
ve ksenobiyotik gibi birgok maddeyi tasiyan integral membran proteinleridir. insan
genomunda A'dan G' ye 7 alt aileye ayrilan 48 adet ABC proteini kodlanmaktadir (131).
Kiiltiire edilmis hiicrelerde A, B, C ve G gruplarinin ilaca gosterilen direngten sorumlu oldugu
acikca belirtilmektedir. Her biri benzer ABC yapisina sahip olmasina ragmen, transmembran

bolgelerinin farkli sayida ve lokalizasyonda olmasi ile birbirlerinden ayrilmaktadirlar (132).

2.2.4.Multi Drug Resistance Gene (MDR1/P-gp)

1976 yilinda Juliano ve Ling, kolsisine direngli olan hamster overinde 170 kDa luk bir
proteinin eksprese oldugunu ve aynmi proteinin ilaca-hassas olan hiicrelerde eksprese
olmadigin bildirmislerdir . Kolsisinin hiicresel gegirgenligini degistirdigi i¢in bu proteine P-
gp admi vermislerdir (133). Aymi geni tasiyan bakterilerle gostermis oldugu yiiksek
homolojiden dolayi, P-gp' in hiicre i¢i ksenobiyotik konsantrasyonunu belirleyen bir atilim

pompasi oldugu belirtilmistir. (134)

[k olarak tiimor hiicrelerinde P-gp' in ekspresyon seviyesinin arttig1 ve yapisal ve mekanik
olarak birbiriyle ilgili olmayan ilaglarin, gosterdikleri ¢apraz direncten sorumlu olduklari
belirtilmistir (135). P-gp' 1 kodlayan gen 1986 yilinda kesfedilmis ve MDRI1 geni
(NG_011513.1, NM _000927.3, NP_000918.2) diger bir adiyla ABCBI 7.kromozomun
g21.12 bolgesinde yerlesim gosterir. 209623 baz uzunlugunda olup 29 ekzona sahiptir (sekil
4). MDR 1 geni 4827 bazlik bir mRNA”’ y1 kodlar ve P-gp (p170 glikoproteini) olusur. Genin
kodlayan bolgesi tamaminin sadece %5 kadarlik kisimini olusturur (136). MDRI1 insan 7.
inci kromozomunda 600 kb' lik Nrul fragmenti iizerinde p21-21.1 bantlar1 arasinda yer
almaktadir (123). 28 intron ve 29 ekzona sahip olup, gen uzunlugu 209 kb' dir (137).
Promotor bolgesinde TATA kutusu bulunmamaktadir. MDR1 mRNA's1 4,7 kb' dir ve genin
toplam boyutunun %35' 1 mRNA olarak kodlanmaktadir (138,139).

Bu alt gruplardan ABCB nin bir {iyesi olan P-glikoprotein (P-gp),ya da Mdrl

proteini; 170 kDa biiyiikliigiinde olup hepatositlerde, safra kanali endotel hiicrelerinde,
bobreklerde proksimal tiibiillerin apikal yuzeyinde, barsak epitel hiicrelerinde, beyin ve

testiste kapiller endotelyal hiicrelerde bulunmaktadir. P-gp, MDR1 (Multi Drug Resistance 1)
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geninin Uriintiidiir. 7q21 kromozom bolgesinde bulunan, MDR-1 geninin 21.eksonundaki
c.2677G>A/T ve 26. eksonundaki ¢.3435C>T tek niikleotid polimorfizmleri, P-glikoprotein
ekspresyonunun degisimine neden olur. P-gp’nin substrati olan ilaclarin klinik etkinliginin
MDRI1 genotipi ile iliskili olduguna dair bilgiler bulunmaktadir. MDR1 gen ekspresyonunda
artisin hiicre i¢cinde P-gp’nin ¢ogalmasia ve boylelikle hiicre i¢i ilag diizeyinin azalmasina

neden oldugu belirlenmistir (140-142).

7. Kromozom 7q21.1
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Sekil 4: MDR1 geninin lokalizasyonu (143)

2.2.5.MDR1 gen iiriinii; P glikoprotein
[laglarin emilme, dagilma ve atilma siireglerinde tasiyici molekiiller rol oynar. Bunlar
arasinda en 6nemli grup, Atp-Binding Casette (Abc) Ailesi Proteinleri’dir. Giinlimiize kadar

48 adet ABC geni izole edilmis ve ABCA-ABCG olmak iizere 7 grubta simiflandirilmistir.

ABC tastyicilar1 hiicre membranlarinda yerlesip ATP kullanarak ilaglarin, fosfolipidlerin,
iyonlarin, peptidlerin, steroidlerin, polisakkaritlerin, aminoasitlerin, organik anyonlarin, safra
asitlerinin ve diger ksenobiyotiklerin hiicre i¢inden digina taginmasinda gorev alirlar (144).
Hiicre i¢i ilag diizeyini azaltarak ila¢ direncine sebep olurlar. Buna ek olarak ilaglarin
membran vezikiillerinde sekestre olmalarina yol agarlar. Ila¢ direnci olusturmasi disinda
hiicrelerde eksprese olan MRP1, MRP2, P-gp ve BCRP; hiicreleri ksenobiyotik birikiminden
ve dolayisiyla toksisiteden korur. ABC tasiyicilar icinde yer alan ABCE ve ABCF gercgekte
tasiyict olmayip, transmembran bolgesine sahip degildirler. Genel olarak protein sentez ve
ekspresyonunu diizenlerler. P-gp (MDR1) nétral ve organik hidrofobik bilesikleri tasirken,
ABCC1 (MRP1) ve ABCG2 (BCRP), hidrofobik maddelerin yaninda ila¢ konjugatlar1 gibi
biiylik anyonik bilesikleri tasirlar (145). ABC tasiyict ailesi icinde P-gp (ABCBI1), MRP1
(ABCC1), MRP 2 (ABCC2), MRP3 (ABCC3) ve BCRP (ABCG?2) nin antikanser ilaglara
kars1 olan direng ile iliskili oldugu bulunmustur (142,146).

ABCB tastyici protein ailesinin liyesi olan P-glikoprotein (P-gp),170 kDa biiyiikliigiinde ve
1280 aminoasitten olusmus olup memelilerde tek zincirli protein yapisindadir. P-gp’nin iki
ATP baglayict bolgesi ve iki transmembran bolgesi bulunmaktadir (146). Bu glikolize

membran proteini ila¢ direncini, gecirgenligi degistirerek olusturdugundan “permeability”

27



gecirgenlik kelimesinin kisaltmasi olan P ile isimlendirilerek P-glikoprotein olarak
adlandirilmistir  (147,148).

P-gp; hepatositlerde safra kanali endotel hiicrelerinde, bobreklerde, proksimal tiibiillerin
apikal ylizeylerinde, barsak epitel hiicrelerinde, beyin ve testisteki kapiller endotelyal
hiicrelerinde bulunmaktadir. Bazi hastaliklarda ilag direncine neden oldugu gibi toksik
ksenobiyotiklerin safra, idrar ve barsak limenine atilmalarinda; beyin ve testiste

birikmelerinin 6nlenmesinde katkisi oldugu bilinmektedir (149-151).

2.2.6.Normal Dokularda P-gp Ekspresyonu

P-glikoproteinin normal dokulardaki ekspresyonu hiicreleri toksik maddelerden korumaktadir.
P-gpsgﬂglgj@gﬁp%]fgg}hihqq]im wiksgl; oranda eksprese olurken, akciger (solunum
epiteli), mide, kolon, pankreas, plasenta ve prostatta orta seviyede, beyin, kemik iligi,

0zofagus, kalp, diiz kas, timus ve deride ise diisiik seviyede eksprese olmaktadir (152).

P-glikoproteininin hipotetik modeli
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P-glikoprotein, hidrofobik maddeleri
plazma membranindan dogrudan uzaklasgtirir.

Hiicre digi
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2.2.7.MDR1 Gen polimorfizmleri

MDRI1 geninde, giiniimiize kadar birgogu SNP olmak {izere 105 varyant tespit edilmistir. Bu
SNP lerin 48’1 intronik, 29’u kodlanmayan bélgelerde bulunup aminoasit degisimine yol
acmaktadir. Kodlanan bolgelerde bulunan 28 adet varyantin 10’u aminoasit degisimine yol
acarken bunlar arasindan sadece 4’1 %1’den daha fazla siklikta goriiliirler, bir bagka degisle

polimorfizm kabul edilirler (153).

Alternatif olarak, P-gp ekspresyonunu veya fonksiyonunu etkileyen polimorfizmler, ABCB1
geninin disinda da lokalize olabilir. Literatiirde ABC genlerini kodlayan sekanslarinin, komsu
ABC genlerinin regiilatér bolgeleri olabilecegi ileri siirtilmiistiir ve bdylece bir gendeki
polimorfizmin digerinin regiilasyonunu etkileyebilecegi diisiiniilmektedir (154). MDRI1
genindeki polimorfizmlerin belirlenmesi ile ilgili bir ¢galismada, ekzon ve intronlarda 15 farkli
tek niikleotid polimorfizminin (“single niicleotide polymorphism”, SNP) oldugu belirtilmistir
(134). Sonraki ¢alismalarda 50 adet SNP ve {i¢ adet insersiyon/ delesyon polimorfizminin

varlhigi bildirilmistir (155-158).

Tablo 4: MDR1 geninin kodlayici bolgesinde yaygin olarak gozlenen SNP 6rnekleri (138)

Niikleotid degisimi Ekzon Amino asit degisimi
A61G 2 Asn21Asp
T307C 5 Phe103Leu
A548G 7 Asn183Ser
G1199A 1 Ser400Asn
C1236T 12 Sinonim/Sessiz




Literatlrde yaygin olarak bildirilen ve Gzerinde en ¢ok arastirma yapilan SNP ler koyu harfle
yazilmistir.

MDRI1 geninin kodlayan bdlgelerinden, 12. ekzonda yer alan sinonim polimorfizm c.1236
C>T (rs1128503), 21. ekzonda yer alan ¢.2677 G>T/A (Ala893Ser/Thr) (rs2032582) ve 26.
ekzonda yer alan sinonim polimorfizm ¢.3435 C>T (rs1045642) gibi bazit SNP ’ler
arastirmacilar icin primer odak noktasidir (159). ¢.3435 C>T polimorfizmi gibi, bu SNP’
lerden sadece birkag¢ tanesinin P-gp’ nin biyokimyasal fenotipi ve ila¢ duyarlilig: ile iliskili
oldugu belirtilmektedir (160,161).

MDRI1 geninin 26. ekzonunda yer alan ¢.3435C>T polimorfizmi herhangi bir amino asit
degisikligine yol agmayan sessiz bir polimorfizmdir (Ile-Ile). Normal dokularda homozigot
T/T genotipinin diisiik P-gp ekspresyon seviyesi ile ilgili oldugu onceki calismalarda
belirtilmektedir (162,15,163). Tiirk populasyonunda yapilan bir ¢alismada, C allel siklig1
%40, T allel siklig1 %60 olarak bildirilmektedir . T allel siklik yiizdesinin fazla olusu ile Tiirk
populasyonun bazi sitotoksik ajanlara karsi daha hassas olabilecegi diisliniilmektedir (152).
c.3435C>T polimorfizmi ile ila¢ kullanimi/dagilimi arasinda bir iliski olup olmadigini
aragtirmaya yonelik birgcok c¢alisma yapilmistir. Bir hipoteze gore, ¢.3435C>T
polimorfizminin alternatif splicing olusturdugu ve bunun sonucunda yabanil tip P-gp ile
kiyaslandiginda daha kisa bir protein meydana geldigi belirtilmistir. Baz1 populasyonlarda
cogunlukla ¢.3435C>T pozisyonundaki polimorfik allelin, P-gp ekspresyonunu etkileyen
baska polimorfizmlerle (c.2677G>A/T ve T-129C) baglantili oldugu gozlenmistir (132).
c.3435C>T polimorfizminin, mRNA islenmesi ile ilgili diziler, promotor veya enhansir

bolgeler gibi ekspresyonu kontrol eden MDR1 gen bolgelerinde gézlenen degisimlerle iliskili
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oldugu, posttranskripsiyonel modifikasyonlar1 etkiledigi ve mRNA' nin translasyonel

kontroliinii degistirdigi diistiniilmektedir (13,164).

Cesitli 1rklarda yapilan populasyon c¢alismalarinda MDRI1 geni {izerinde saptanan
polimorfizmler arasinda en iyi bilinenleri ekzon 13’de ¢.1236C>T (rs1128503), ekson 22°de
c.2677G>A/T (rs2032582) ve ekson 27 de bulunan ¢.3435C>T (rs1045642)
polimorfizmleridir. ¢.1236C>T  (p.Gly412Gly) ve ¢.3435C>T  (p.llel1451le) sessiz
polimorfizmler olup ve aminosit degisimine yol agmazken, ¢.2677G>T polimorfizmi
893.pozisyondaki Alanin aminoasidinin Serin aminoasidine doniisiimiine (p.Ala893Ser),
¢.2677G>A polimorfizmi ise ayn1 pozisyondaki Alanin aminoasidinin Treonin aminoasidine

(p.Ala893Thr) doniisiimiine yol agmaktadir (132,153).

¢.3435C>T polimorfizmine iliskin Hoffmeyer ve arkadaslarinin (13) yaptig1 calismada, TT
genotipine sahip bireylerde intestinal P-gp ekspresyonunun azaldigi ve dolayisiyla digoksin
ilag almimiin arttigi, CC genotipindeki bireylerde ise P-gp ekspresyonunun arttigr ve

dolayisiyla digoksin ilag alintminin da azaldig1 gozlenmistir.

c.2677G>T ve ¢.2677G>A polimorfizmleri 21. inci ekzonda lokalize olmustur. 2677.
pozisyondaki G—T ve G—A doniisiimleri anlamsiz mutasyonlardir ve P-gp intraselliiler
kisminda yer almaktadirlar. 2677. inci pozisyonda alaninin threonin veya serin ile yer
degistirmesi nedeniyle, lipofilik rezidii hidrofilik rezidiiye doniismektedir ve alanin yapisal
olarak nétral bir aa oldugu i¢in, yeni olusan serin aa’ 1 geometrik yapiy1 degistirmektedir. Bu
polimorfizm i¢in homozigot T/T genotipine sahip bireylerin, P-gp ekspresyon seviyelerinin
diisik oldugu belirtilmektedir (15). Onceki ¢alismalarda, Tiirk populasyonunda G allel
sikliginin fazla oldugu bildirilmistir (15,165). Bu da bazi sitotoksik ajanlara karsi daha

direngli olunabilinecegini diisiindiirmektedir (152).

c.1236C>T polimorfizmi 12. ekzonda lokalize olan bu polimorfizm Pgp molekiiliinde 412.
amino asidi kodlayan GGC kodonunun GGT’ye degisimine neden olmaktadir (166). Ancak
her iki kodonda glisin’i kodladigi icin bu polimorfizmde ¢.3435C>T polimorfizmi gibi
sinonimdir. Daha dnceden belirtildigi gibi ¢.1236C>T polimorfizmi sinonim olmasina karsin
P-gp aktivitesin de fonksiyonel 6neme sahiptir. Bu polimorfizmin de nadir kodon kullanimina

neden olarak Pgp fonksiyonunu etkileyebilecegi diistiniilmektedir (158).
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Sekil 7: P -gp ve bilinen SNPlerinden bazilarinin protein yapistyla iliskisini gosteren sematize
sekil (167)

Yukarida sozii edilen ¢.3435C>T ve c¢.2677G>A/T polimorfizmlerine benzer sekilde,
¢.1236C>T polimorfizmi de allel ve genotip sikliklar1 agisindan toplumlar arasinda oldukca
degiskenlik gostermektedir. Avrupa toplumlariyla mukayese edildiginde TT genotipinin Asya
toplumlarinda daha sik gézlendigi, bunun aksine CC genotipinin ise Avrupa toplumlarinda
daha sik gozlendigi dikkati cekmektedir (168-170). Tirk populasyonunda c¢.1236C>T
polimorfizmi i¢in alel sikliklar1 C:%45.5, T: %54.5 ve genotip sikliklar1 CC: %20, CT: %51,
TT:%29 olarak bildirilmistir (171).

Yapilan baglant1 analizleri sonucun da c.3435C>T,c.2677G>A/T ve ¢.1236C>T SNP’leri
arasinda giliclii bir baglanti dengesizligi bulundugu farkli populasyonlar da gdsterilmistir.
Ornegin, Tang ve ark. Cinli, Malay ve Hint populasyonlarin da bu polimorfizmler arasinda
sik1 bir baglant1 oldugunu bildirmislerdir (9). Benzer sekilde Kim ve ark. da ¢.3435C>T,
c.2677G>A/T ve ¢.1236C>T SNP’leri arasinda giiglii bir baglanti bulundugunu Avrupa
kokenli Amerikalilarda ve Afrika kokenli Amerikalilarda rapor etmislerdir (172). Bazi
calismalarda ise s6z konusu lic SNP’den ikisi arasinda kuvvetli bir baglanti dengesizligi
bulundugu gésterilmistir. Ornegin, Tanabe ve ark. 65 Japon bireye ait drneklerin %94’iinde
3435T alelinin 2677T veya 2677A aleli ile birliktelik gosterdigini bildirmislerdir (15). Benzer
sekilde Tiirk populasyonunda da ii¢c SNP arasinda anlamli derecede baglanti dengesizligi
bulundugu, ancak bunlardan yalnizca 2677 ve 3435 lokuslar1 arasinda nispeten gii¢lii bir
baglant1 varlig1 tespit edilmistir (173). MDR1 geni ile ilgili olarak Hap Map veri tabanin da
farkli toplumlar icin bildirilmis olan baglanti dengesizligi verilerine bakildiginda, bu gende
varolan SNP’leri arasinda tespit edilen baglant1 giicii ve derecesinin bir toplumdan digerine

genis Olciide degiskenlik gosterdigi dikkati gekmektedir (174).
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c.1236C>T, c.2677G>A/T, ¢.3435C>T SNP’leri agisindan Afrika kdkenli toplumlarda yaban
tip CGC haplotipi ensik ve TTT haplotipi nispeten daha seyrek gozlenirken; beyaz irkta CGC
ve TTT haplotip sikliklarinin birbirlerine hemen hemen esit olduklar1 goriilmekte dir
(175,168,172).Tiirk populasyonu i¢in CGC ve TTT haplotip sikliklar1 sirasiyla %25 ve %33.7
olarak tespit edilmistir (173).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.Hasta ve Kontrol Grubu

Bu caligmada temmuz 2013 ile temmuz 2014 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Tip
Fakiiltesi Fiziksel Tip ve Rehabilitasyon Anabilim Dali ve Tibbi Genetik Anabilim Dali
poliklinigine ayaktan bagvuran ve klinikte yatarak tedavi olan Modifiye New York
Kriterlerine gore AS tanisi alan 66 hasta ve 32 saglikli goniillii degerlendirildi. Caligma
oncesi, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Etik Kurul onay1 alindi. Calismamizda
MDRI1 gen ekspresyonu ile ¢.3435C>T, ¢.1236C>T, ¢.2677G>A/T polimorfizmi arasinda
tedavide kullanilan biyolojik ajanlarla diger ilaglar arasinda fark olup olmadigini
arastirdik.Hastalara ve saglikli goniilliilere ¢alismanin amaci ve kapsami hakkinda 6n bilgi
verildikten sonra ¢aligmaya katilmay1 kabul eden 66 AS’ 1i hastaya ve saglikli goniilliilere
“Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu™ esas alinarak calisma ile ilgili ayrintili bilgiler verildi

ve imzalar1 alindi.

3.1.1.Hasta Grubu

Temmuz 2013 ile temmuz 2014 tarihleri Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Fiziksel Tip ve
Rehabilitasyon Anabilim Dal1 ve Tibbi Genetik Anabilim Dali poliklinigine ayaktan basvuran
ve klinikte yatarak tedavi olan Modifiye New York Kriterlerine gére AS tanis1 alan 38 erkek
ve 28 kadin olmak iizere toplamda 66 hasta calismaya dahil edilmistir. AS tanis1 almis ilk

grup hastalarin 20 erkek ve 14 kadm hasta tedavide biyolojik ajan kullanmaktadir. Ikinci
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grup 18 erkek ve 14 kadin hastada biyolojik olmayan tedavileri kullanmaktadir. Her bir

hastanin 10 ml kan 6rnekleri EDTA’l1 tiiplere alinmustir.

3.1.2. Kontrol Grubu

Temmuz 2013 ile temmuz 2014 tarihleri Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
Anabilim Dali poliklinigine ayaktan basvuran herhangi bir kronik hastaligi olmayan ve
diizenli ila¢ kullanmayan benzer yas ortalamasina sahip 18 erkek ve 14 kadin kontrol grubunu
olusturmaktadir. . Bu kisiler ¢alismaya katilmay1 onaylamis ve 10 ml kan 6rnekleri EDTA’I1

tiiplere alinmustir.

3.2.Kullanilan o6l¢ekler

3.2.1. Bath Ankilozan Spondilit Hastahk Aktivite Indeksi (BASDAI)

Hastalik aktivitesini degerlendirmek icin Garet ve ark. tarafindan gelistirilen BASDALI
kullanilmaktadir. BASDAI Tiirkce gecerlilik ve giivenilirlik calismasi yapilmis olan, tim
diinyada ve iilkemizde yaygin olarak kullanilan bir aktivite 6l¢egidir. Bu skalada yorgunluk,
spinal ve periferik eklem tutulumuna bagli agri, entezitis bolgelerindeki lokalize hassasiyet,
sabah tutuklugunun siire ve siddeti degerlendirilmektedir. Bu amacla hastaya 6 soru sorulur
ve gecen haftaki semptomlarinin siddetini derecelendirmesi istenir. Sorular 10 cm
uzunlugundaki bir horizontal visiiel analog skala (VAS) iizerine isaret konarak yanitlanir.
Sabah tutuklugu iizerine sorulan son iki sorunun ortalama skoru hesaplanir ve diger
sorularinkiyle toplanir. Elde edilen sonu¢ 5’e bdliiniir. 4 ve iizerindeki sonuglar hastaliin

aktif stirecte oldugunu gosterir (176).

3.3. Kullanilan Aletler

3.3.1.MDRI1 gen polimorfizm ve ekspresyonu icin kullanilan aletler

Derin Dondurucu

LightCycler Real Time PZR Cihaz1 480 sistem

Mikropipet seti (0,5-10 pl, 10-100 pl ve 100-1000 pl 6l¢iim araliginda)
Vorteks (IKA Vortex Genius 3)

Santrifiij Cihaz1 Mikro 22 (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Germany)
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-20 Buzdolab1 (Beko)

+4 Buzdolab1 (Ariston)

LabCycler (Sensoquest, Gottingen, Germany)

Distile Su Cihaz1 (Diret-Q.UV Millipore)

Isitic1 Blok (Cleaver-Elite)

LightCycler 480 II ( (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Almanya)

NanoDrop 2000- Mikro-Hacim UV-Vis Spektrofotometre Cihaz1 (ThermoScientific, U.S.A.)
Mikro Dalga Firin (Argelik 581)

Plate Perfect Spin (Peqlab, Erlangen, Germany)

3.4. Kullanilan Kimyasal Maddeler

3.4.1.Polimorfizm i¢in kullanilan kimyasallar

3.4.1.1. Kandan Genomik DNA izolasyonu i¢in High Pure PZR Template Preparation
Kit’inde Bulunan Kimyasal Maddeler

Baglayici (binding) tampon (buffer), (6 M guanidine-HCI, 10 mM iire, 10 mM Tris-HCIl,
%20 Triton X-100 (v/v), pH:4,4)

Proteinaz K (Liyofilize Proteinaz K)

Inhibitor uzaklastirict (removal) tampon (5 M guanidine-HCL, 20 mM Tris-HCI, pH:6,6)
Yikama (wash) tamponu (20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCl, pH:7,5)

Eliisyon tamponu (10 mM Tris-HCI, pH:8,5)

3.4.1.2.Ger¢ek zamanh PZR Cihazinda (LightCycler) Kullanilan LightCycler Fast Start
DNA Master Probe Setinde Bulunan Kimyasal Maddeler

PZR ve tek niikleotid polimorfizmini belirlemek i¢in, LightCycler Fast Start DNA Master
Probe seti kullanilmistir. Kit icerigi Tablo 5’de verilmektedir.
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Tablo 5: LightCycler Fast Start DNA Master Probe seti igerigi

Etiket ad1 icerigi

LightCycler® Fast-Start Enzim-1a Fast Start Tag DNA Polimeraz, Reaksiyon
LightCycler® Fast-Start  Reaksiyon | tamponu, d NTP karisimi ve 10Mm MgCI2
Karisimi HybProbe-1b

MgCI2 stok soliisyon (mavi kapak) 25Mm MgCI2

PZR-grade (renksiz kapak) H20

3.4.2.Ekspresyon icin kullanilan kimyasallar

cDNA Sentez kitinde bulunan kimyasal maddeler ( transcriptor roche high fidelity-
quantatif)

-Random Primer

-Oligo primer

-dH,O

-Reaction Buffer

-Protector RNase Inhibitdr

-Deoxynucleotide Mix

-DTT

-Reverse Transcriptase

flgili genlere gore dizayn edilmis primerler ve problar (RealTime ready Catalog Assays,

Roche; RealTime ready Designer Assays, Roche)

Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu icin Prob master miks (LightCycler 480 Probes

Master).

3.5.Yontemler

3.5.1. DNA izolasyonu
Kandan genomik DNA eldesi i¢in High Pure PZR Template Preparation Kit’i (Ref#

11 796 828 001 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Almanya) kullanilmistir.

Calisma grubuna dahil olan 34 biyolojik ajan kullanan AS hastasi, 32 biyolojik ajanlar

disindaki ilaglar1 kullanan AS hastas1 ve 32kontrol grubu bireylerinden, ¢alisma anina kadar -
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20° C’de saklanan 3ml kan EDTA’l tiiplere alindi ve DNA eldesi i¢in asagida siralanan

asamalar uygulandi.

Liyofilize haldeki Proteinaz K’ya 5 ml distile su ilave edildi. Inhibitér Removal Buffer (Ref#
11 796 828 001 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Almanya) 20 ml etanol eklenerek,
yikama sollisyonu (wash buffer) (Ref# 11 796 828001 Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Almanya) 80 ml etanol eklenerek hazirlandi. On hazirlik asamasindan sonra

asagidaki islem siralamasi uygulandsi;
1. 1,5 ml lik ependorf tiiplere 200 pl kan 6rnegi alindu.

2. Uzerlerine 200 pl Binding Buffer (Ref# 11 796 828 001 Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Almanya) ve 40 pl Proteinaz K (Ref# 11 796 828 001 Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim, Almanya) eklenerek iyice karistirildi.
3. Karisim 10 dakika 70 °C’de inkiibasyona birakildu.

4. DNA’ larin ¢6kmesini saglamak icin, daha sonra her tiipe 100 pl isopropanol eklendi ve

pipetle karistirildi.

5. Hasta sayis1 kadar toplama tiipii ¢ikartildi ve her birine filtreli tiip yerlestirildi. Hazirlanan

bu karisim toplama tiiplerine aktarildi.

6. Tiplerdeki karigim 8000x g’ de 1 dk. santrifiij edildi.

7. Toplama tiipleri atild1 ve filtreli tiipler yeni toplama tiiplerine alindi.

8. Her tiipe 500 pl inhibitdr removal buffer eklendi ve 8000x g’ de 1 dk. santrifiij edildi.
9. Toplama tiipleri atild1 ve filtreli tiipler yeni toplama tiiplerine alindu.

10. Her tiipe 500 pl yikama soliisyonu (wash buffer) eklendi ve 8000x g’ de 1 dk. santrifiyj
edildi.

11. Toplama tiipleri atild1 ve filtreli tiipler yeni toplama tiiplerine alind.

12. Her tiipe 500 ul yikama soliisyonu (wash buffer) eklendi ve 8000x g’ de 1 dk santrifiyj
edildi.

13. Toplama tiiplerindeki s1vi dokiildii ve tekrar 13000x g’ de 10 saniye karigtirildi.
14. Toplama tiipleri atild1 ve filtreli tiipler 1,5ml’ lik ependorf tiiplerine alindu.

15. Her tiipe 6nceden ependorflara boliinerek hazirlanmis ve 70 °C’de bekleyen elution buffer
dan (Ref# 11 796 828 001 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim Almanya) 200 pl eklendi.
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16. Ependorf tiiplerindeki karisim 8000x g’ de 1 dk. santrifiij edildi.

17. Elde edilen DNA 6rneklerini nano drop ta konsantrasyonu 6l¢iildii her bir 6rnegin {lizerine

yazildi

18. DNA ornekleri sonra galisilmak iizere -20 derecede saklandi.

3.5.2.Lokosit izolasyonu

1.LEDTA 'l tiiplere alinan kanlar Falcon Tiiplere alindi

2.Kan miktarinin ti¢ kati kadar Red Cell Lysis eklendi (Red Cell Lysis eritrositleri

parcalamak i¢in kullanilmaktadir).

3.+4 °C de 20dk bekletildi

4.2000rpm 10 dk santrifiij edildi.

5.Siipernatant atild.

6.Pellet lizerine kan miktarinin iki kat1 kadar Red Cell Lysis eklendi.
744 °C de 10dk bekletildi

8.2000rpm 10 dk santrifiij edildi

9.Siipernatant atild.

10.Lokositlerin lizerinde kalan kisim mikropipet yardimi ile temizlendi.
11.1ml trizol eklendi.

12.Enjektor ile homojen hale getirildi ve -80°C de sakland.

3.5.3. RNA izolasyonu
1.0rnekler (I8kositler) -20 °C ¢ikarilip 10 dk oda sicakliginda bekletildi.

Isitic1 37 °C ‘ye ayarlandi.

2.Ornekler enjektdr yardimiyla (2 ml) ile homojenize hale getirildi.
3.37 °C de 5 dk bekletildi.

Amag: Niikloprotein kompleslerin tamamen ayrigmasi i¢in

4.300 pl kloroform eklendi. (faz ayrimi)

Fenol kloroform ile ¢cok ¢abuk etkilesimi geger, fenol protein ve lipidleri denature eder.
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Guanidin DNA’y1 baglar ve santrifiijiin ardindan faz ayrimi olur.
5.Homojen hale gelene kadar vortexlendi. (¢ilekli siit rengine doniisiir)
10 dk oda sicakliginda bekletildi.

7.12000 rcf (g) 15 dk +8 °C santrifiij yapildi.

8.Santriflijden sonra 3 tabaka olusur.

RNA'yi ihtiva eder

B
prss——. | renksiz akoz faz
————

DNA

fenol kloraform faz
protein+ lipid

Sekil 8: Santrifiij sonrasi goriilen faz ayrimi

9.Yeni ependorf tiipiline renksiz saydam akoz faz kismi pipet ile aktarildi.
10.Uzerine 500 pl % 100 isopropanol eklendi.

11.Vortexlendi. Boylece RNA akéz fazdan ayrilip dibe ¢oker.

12.-20 °C 30 dk bekletildi (+ 4°C olabilir).

13.12000 rcf (g) 10 dk +8 °C santrifiij yapildi. (Amag: RNAlar1 ¢okertmek)
14.Stipernatant kismi dokiildii.Kalan kistm mikropipetle ¢ekildi.

15.Soguk blok iizerine alinda.

16.% 75 etanol eklendi.

17.Vortexlendi.

18.7500 ref (g) 5 dk +8 °C santrifiij yapildi.

19.Siipernatant kism1 dokiildii. Mikropipetle alkol iyice alindi.

20.Kalan alkol damlaciklar1 ya oda sicakliginda ya da 37 °C 1sitic1 blokta 1-2 dk kurutuldu.
21.Uzerine 40-100 pl arasinda alttaki ¢okeltiye gore RNase free water eklendi.

(Eklenen RNase free water miktar1 not edilir. )
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22.Alttaki pellet el yardimiyla dagitildi.

23.Kisa bir santrifiij yapildi.

24.0Ornekler +4 °C bloga almip 15-30 dk +4 °C ‘ye kaldirild1.

25. Elde edilen RNA lar nanodropla 6lgiiliip her bir tilipiin iizeine konsantrasyonu not edildi.

26.RNA lar ¢alisilmak tizere -80 °C buzdolabinda saklandi.

3.5.4. cDNA Sentezi (ROCHE HiGHFIDELITY-QUANTATIF)
Elde edilen RNA lardan Transcriptor High Fidelity ¢cDNA Synthesis Kiti  (Roche
Diagnostics. GmbH, Mannheim) kullanilarak cDNA sentezlendi. cDNA sentezi, asagida tarif

edilen protokole gore gerceklestirildi:

Tablo 6: cDNA sentez icin hazirlanan reaksiyon karigsimi

Random Hexamer | 1 ul
Primer 600 pM

Anchored-oligo 1ul
(dT)18Primer 50pM

dH.0 4.4 pl
RNA 5l

Her bir tiipe 6,4 pl mix iizerinede 5 ul RNA dagitildu.

Yukarida hazirlanan reaksiyon 65°C’de 10 dakika inkiibe edildikten
sonra herbir tiipe asagida igerigi verilen karisim eklenmistir.

Tablo 7 :cDNA sentezi i¢in reaksiyona eklenen karisim

Transcriptor High Fidelity Reverse 4 ul
Transcriptase Buffer, 5x

Protector RNase Inhibitor 40 U/ nl 0,5 ul
Deoxynucleotide Mix 2 ul
DTT 1 ul
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Transcriptor High Fidelity Reverse 1,1 ul
Transcriptase

Toplam Mix 8,6 ul

Her bir tipe 8,6 ul mix dagitilir. Hazirlanan karissm PZR cihazinda (LabCycler Sensoquest,
Gottingen, Germany) 29°C’de 10 dakika , 48 °C de 60 dakika ve 85°C’de 5 dakika inkiibe edildi.

3.5.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu-PZR ( Polymerase Chain Reaction -PZR):

PZR DNA’da bulunan ve dizisi bilinen iki bolge arasindaki 6zgiin bir segmenti enzimatik
olarak c¢ogaltmak icin uygulanan reaksiyonlara verilen ortak bir isimdir. Invitro ortamda
niikleik asitlerin ¢ogaltilmasi, bir bagka deyisle, canli bir hiicre i¢inde gerceklesen DNA
replikasyonunun, bir tiip i¢inde taklit edilmesidir. DNA molekiiliiniin milyonlarca hatta

milyarlarca kopyasini kisa zamanda yapan bir tekniktir.

Yontemin temeli ¢ogaltilmak istenen bolgenin 2 ucuna 6zgli olan ve buradaki dizilerle
eslesebilen  (hibridize olabilen) sentetik oligoniikleotidler yani ileri ve geri primerler
kullanarak bu kismin enzimatik olarak sentezlenmesidir. Bir PZR reaksiyonu i¢in gerekli

temel bilesenler;

-Oligoniikleotidler: Bolgeye 6zgii ileri ve geri primerler

-Kalip DNA

-Deoksiriboniikleozid trifosfatlar (dNTP)

-DNA polimeraz enzimi: 11k ve en sik kullanilan1 Taq DNA polimeraz enzimidir.
-Tampon ¢o6zelti: Tris-HCL, pH 8.8, (NH4)2SO4, Tween® 20

-MgCl12

Kullanim Alanlart:

Kalitsal hastaliklarda tasiyicinin ve hastanin tanisinda, prenatal tanida, klinik Orneklerde
patojen organizmalarin saptanmasinda, adli tipta, onkogenesisin arastirilmasinda, problarin
olusturulmasinda / klonlamada / gen ekspresyon arastirmalarinda, DNA dizi analizinde,
bliylikk miktarda DNA Orneklerinin olusturulmasinda, Restriksiyon Fragment Length
Polimorfizm (RFLP) Analizinde kullanilmaktadir.
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3.5.5.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Basamaklari:
PZR ic¢ degisik sicaklikta c¢alisan basamaklarin bir dongii halinde tekrarlanmasi ile

gerceklestirilir. DNA c¢ift sarmalinin birbirinden ayrilmas1 (denatiirasyon), ileri ve geri
primerlerin hedef dizilere baglanmasi (annealing), primerlerden itibaren zincirin uzatilmasi

(extension) asamalarindan olusur.

1-Ilk basamak denatiirasyondur ve yaklasik 94 °C’ ye isitilan DNA’nin iki zincirinin

birbirinden ayrilmasi s6z konusudur.

2-ikinci basamak birlesmedir (annealing). Sicakligin diisiiriilmesi ile primerler ¢ogaltilacak
bolgenin uclarinda yer alan kendilerine 06zgiil dizileri tanityarak hidrojen baglar ile
baglanirlar. Primerlerin 6zgiil olarak baglanmasi icin kullanilan sicaklik genellikle 45-60°C

arasindadir.

3-Ugiincii basamak zincirin uzatilmas1 asamasidir. Reaksiyon karisimi sicakliga direngli DNA
polimerazin calistigi optimum sicaklik olan 72 °C’ ye getirildiginde, primerlere baglanan
enzim molekiilleri dizinin 3” ucuna kalip DNA’ya uygun niikleotidleri ekleyerek DNA sentezi
yaparlar. Bu ii¢ basamak bir dongiiyii olusturur ve her tekrarlanista iki primer arasinda kalan
0zgiill DNA parcasinin birer kopyasi ¢ikartilarak baslangictaki DNA miktar1 her dongiide
geometrik olarak cogaltilir. Cogaltilan DNA parcalarinin (amplikon) gbsterilmesi i¢in agaroz
ya da poliakrilamit jel elektroforezi (PAGE) yapilir. Bir PZR dongiisiiniin her bir asamasi
belirli sicakliklarda gergeklesir.

DENATURASYON
94°C-97°C

BAGLANMA
30 47°C-60°C

CIFT ZINCIR DNA
25°%

SICAKLIK

Sekil 9: PZR dongiisiiniin sicakhik asamalari
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3.5.5.2. Real-Time PZR: (RT-PZR)
Niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanlhi olarak artis gosteren floresans sinyalin

Olciilmesiyle kisa siirede sonu¢ verebilen PZR yontemidir. Bu yontemle agaroz jel
elektroforezi, DNA bantlarinin mor &tesi 151k altinda goriintiilenmesi gibi islemlerin
uygulanmasina gerek kalmamaktadir. Bu teknoloji “kinetik PZR”,“homojen PZR” “’kantitatif
Real-time PZR” isimleriyle de tarif edilmektedir. Gen anlatiminin analizini degistiren bu
metot ile geleneksel PZR yontemi ve gen analizi birlestirilmistir. PZR devam ederken ortaya
cikan triinler saptanmaya bagladigi anda degerlendirmeye alinir. En sik kullanim alanlarinm
DNA’nin kopya sayisini sayisal degerlere doniistiirme, mRNA’nin diizeyini sayisal olarak
belirleyebilme, tek nokta mutasyonlarini belirleme, patojen belirleme, DNA hasari belirleme,

metilasyon tespiti, SNP analizi, kromozom bozukluklarinin tespiti gibi alanlardir

RT- PZR, olusan iiriine baglanan ve 1s1ma veren raportore gereksinim duyar. Bu olusan iiriin
miktari yansitan floresans sinyal olusturur. PZR sikluslar1 neticesinde olusan kisa dizilere
amplikon denir. Baslangic PZR sikluslarinda, RT- PZR’da sinyal zayiftir. Bu sinyalin
gliclenmesi amplikonlarin artist ile olur. Sinyalin esik degere ulagmasi i¢in gereken siklus
sayisina CT (threshold cycle = esik deger dongii) degeri ad1 verilir. Amplifikasyon cevap

egrileri CT degeri asildiktan sonra logaritmik olarak artar.

Ustel (eksponansiyal) gelisme fazi Plato fan
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Sekil 10:RT-PZR cevap egrileri

Gergek zamanli PZR’da floresans raportorler kullanilmaktadir. Hedef bolgenin kopyasi sayisi

artttkca floresan raportorlerden alinan sinyal miktarida artmaya baglar. Biitin RT-PZR
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sistemleri floresan boyalar1 algilar ve sonrasinda floresan sinyalleri ile olusan PZR iiriin
miktarim1 korele ederler. Bunun i¢in ¢esitli metodlar kullanilir. En sik kullanilan floresan

formatlar1 2 siifa ayrilir.

1-Sekans bagimsiz tarama analizleri:
-SYBR Green 1

-Ethidium Bromide

2-Sekans spesifik prob baglanma analizleri
-Hidroliz Probe (TagMan format)
-Hibridizasyon Probe

-Simple Probe

3.5.5.2.1. Sbyr Green 1:
dsDNA’ya baglanan floresan boya olup RT-PZR ig¢in basit ve pahali olmayan bir yontemdir.

SYBR Green 1 soliisyon iginde serbest durumda zorlukla floresan verirken DNA’ya
bagliyken 1s1ma miktar1 biiylik oranda artar. Sinyal miktar1 olusan iiriin miktar1 ile birlikte
dogru orantili olarak artar. Bu yontem PZR’ da kolaylikla uygulanabilir ¢iinkii ilaveten
floresan isaretlenmis oligoniikleotidlere ihtiya¢ duymaz. Ancak optimizasyonu 1iyi
yapilmalidir ¢linkii hem spesifik hem de non-spesifik PZR iiriinlerinin algilanmasi gibi bir
durum s6z konusudur. Sybr Green herhangi bir dsDNA’ya baglandigi zaman, boya farkli
dsDNA tiirleri arasinda ayrim yapmaz. Spesifik, non-spesifik iirlinler, primer-dimerler ayni
sekilde algilanir. Herhangi bir PZR artefakti hedef sekansin konsantrasyonunun abartili bir

sekilde artmasina neden olabilir. Melting Curve analizi ile {iriin ve primer-dimer arasinda

C]

Sekil 11:SYBR Green 1 varliginda PZR

ayrim yapilabilir.

e
o

o TN
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A-Denatiirasyondan sonra DNA tek zincirli hale geliyor.

B-Anneling esnasinda primerler hedef sekansla hibridize olur, SYBR Green 1 kiigiik bir

bolgeye baglanir. Boylece floresan 1s1ma artar.
C-Elangasyon fazinda primerler uzar ve daha fazla boya baglanir.

D-Elangasyonun sonunda DNA c¢ift zincirli hale gelirve maksimum boya baglidir.

3.5.5.2.2. Hidroliz Problar::
cDNA oOrnegindeki hedef dizinin miktar tayini icin Taq polimerazin flourogenik 5’

ekzoniikleaz aktivitesini kullanirlar. TagMan (PE Biosystem), Beacons, Scorpions. TagMan
problart 5' ucunda floresan isaret molekiilii (Raporter) ve 3’ ucunda quencher bulundururlar
ve problar primerlerden daha uzundur. Floresan molekiil uyarildigi zaman enerji transferi
quencher molekiilden daha fazla oldugu i¢in 1s1mim olusur. Problar PZR {iriinliniin i¢
bolgesine baglanirlar. DNA’da replikasyon olurken TagMan probun 5’ ucuna geldigi zaman
ekzontikleaz aktivitesi ile probu kirar. Boylece raporter molekiilii serbest kaldig1 ve quencher
da uzaklastig1 i¢in 1s1mim yapar. Isinim miktar1 her siklusda kirilan prob sayisiyla orantili

olarak artar.

Iyi dizayn edilmis TagMan problar1 ¢ok az optimizasyon gerektirir MDRI1 ekspresyon

calismamizda bu prob kulanilmistir.

‘ () ’i .
| Illlh [ | |I'll llkll‘ll ‘" |1|| ‘Hi”ﬁ

Sekil 12: Hidroliz problari varliginda PZR ¢alismasi
Prob 2 adet floresan boya tasir. Sekil A’da sicaklik artis1 ile hedef DNA zinciri ayrilmaya
baglar. Anneling fazinda ise (Sekil B) primer ve prob hedef sekansla spesifik olarak birlesir.

Hidroliz probu 3’ ucundan fosforillenir ve uzayamaz. DNA polimeraz primer gibi

uzadiginda,5 niikleaz aktivitesi gosteren kisim ile birlikte probdan ayrilir (Sekil C).
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Prob fragmanti hedeften ayrildiktan sonra yeni amplikonlarin polimerizasyonu devam

etmektedir (Sekil D).

TagMan PZR analizi sonrasinda tiim problar sindirilir (Sekil D). Melting curve analizi
yapilamaz. Bundan dolay1 SNP veya mutasyon analizlerinde bu tip analizler bagka yontemlere

de gereksinim dogururlar.

3.5.5.2.3. Hibridizasyon Problari:
Hedef DNA dizisi ¢ogaltiir (amplifikasyon), olusan tum amplikonlar yavas yavas

isitihrken floresan sinyali toplanir. . Bu sayede SNP gruplari birbirinden ayrilir. Bu
problar amplifikasyon sirasinda, hidroliz problarinin aksine pargalanmazlar. Bu
sayede amplifikasyonun hemen ardindan ikinci bir isleme gerek olmaksizin melting
curve analizi yapilabilir. Hibridizasyon prob kullaniminda, PZR’in amplifikasyon
fazinda amplifiye olmus kismin spesifik bir dizisine hibridize olmasi igin 6zel olarak
dizayn edilmis iki tane igaretli oligonukleotid kullanir. Bunlardan biri 3’ ucundan
floresin ile isaretlenmis ve dondr adi verilen bir prob, ikincisi ise akseptor adi verilen
ve 5 ucundan LightCycler Red ile isaretlenen bir probdur. Bu etiketler, sadece
oligonUkleotidler hedef Uzerinde dogru vyerlere gelir ise birbirlerine ¢ok yakin
bulunurlar ve bdylece floresan rezonans eneriji transferini (FRET) mumkun kilarlar.
Yayilan floresan miktari, PZR sonucunda olusturulan hedef DNA miktari ile dogrudan

orantilidir.
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Sekil 13: Hibridizasyon problar1 varliginda PZR

Dondr boya probunun 3' ucunda bir floresan etiketi ve akseptdr boya probu 5' ucunda bir
LightCycler kirmiz1 etiket bulundurmaktadir. PZR denatlirasyon fazinda hibridizasyon

goriilmemektedir (Sekil A). Serbest boyalar arasindaki mesafe enerji transferini engelledigi

47



icin bu agsamada kirmiz1 akseptor boyasindan floresan alinamayacaktir. Problar amplifiye olan
DNA fragmanina bas-kuyruk diizeni i¢inde baglanirlar ve hibridizasyon olur ve bdylece 2
floresan boyanin yaklasmasi saglanir (Sekil B). Fluorescein yesil floresan 1s1nim vermesi i¢in

LED tarafindan uyarilir.

Not: Amplifikasyon sonunda her iki HybProbe problar degismemistir, mutasyon ya da SNP

taramalarinda melting curve analizi yapilabilir.

3.5.5.2.4. Simpleprobe Problari:
Bizim polimorfizm calismamizda kullandigimiz raportér SimpleProbe problaridir. Single-

labeled problar, SNP ya da mutasyonlari belirleyebilen basitlestirilmis hibridizasyon
problarinin 6zel bir seklidir. Bu yiizden simpleProbe olarak adlandirilan prob formati, sekansa
spesifik olmay1 bagsarmak icin yalniz bir floresan ile etiketli tek bir hibridizasyon probunu
gerektirir. Genellikle bu tip problar 6zellikle SNP ile alakali bolgeyi igeren bir hedef sekansa
hibridize olmasi i¢in tasarlanmistir. Prob hedef sekans ile hibridize oldugunda SimpleProbe
hibridize olmadig1 zamankinden ¢ok daha fazla floresans yayar. Sonug olarak floresansdaki

degisiklik yalnizca probun hibridizasyon durumundan kéken alir.

SimpleProbe problar1 mutasyon tespiti ve SNP genotiplendirmekte miikemmel materyallerdir,
¢linkii bu problar kolayca wild-type, mutant ve heterozigot 6rnekleri sadece tek iplikli kisa bir

prob ile belirlerler.

R

@ 5' d-p R = Reporter (Fluorescein)

Q = Quencher
A

primar @5. 3-p
3 _b

Sekil 14: SimpleProb Analiz Prensibi

Sekilde SimpleProbe’un tespit yaparken nasil calistigini gostermektedir. Bir SimpleProbe
probu kendisinin ya 3’ ya da 5’ sonlarindan etiketlenebilir. Eger SimpleProbe ¢ozelti icinde
serbest ise, raporter boyanin floresan yaymasi non-floresan quencher tarafindan baskilanir
(Sekil A). Probe hedef bolge ile hibridize oldugu zaman yani baskilanma azaldiginda ve
Lightcycler cihazinin LED’1 tarafindan algilandiginda probe yesil floresan yayar (Sekil B).
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Ayrica; probe hibridize olmadigi zaman bile, floresan 530nm’de arka planda tespit

edilebilirdir, bundan dolay1 sinyal diistiktiir.

3-p

] Y

Sekil 15: SimpleProbe formati ile SNP tespiti

SNP analizi i¢in Lightcycler cihaz1 SimpleProbe’un erime davranisini ekranda gosterir (Sekil
16). Sicaklik arttig1 zaman, floresan dlgiilerek; probe-hedef hibritlerinin erime sicaklig tespit
edilebilir. Erime sicakliginin daha yiiksek olmasi, SimpleProbe ve hedef sekans arasinda
hibridizasyonun daha karali oldugunu gosterir. SNP’ler gibi mutasyonlarda SimpleProbe

baglanma stabilitesini zayiflatirlar.
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Sekil 16: SimpleProbe’ nin erime egrisini davranisinin LightCycler cihazindaki gériiniimii
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A grafigi ornek floresan sicakligini gosterir (erime egrisinin verisi). Her bir 6rnekte floresan
sinyali acik bir sekilde sicakligin artmasiyla azalmaktadir. Probun yeri kendi hedefinden

degistirildigi zaman SimpleProbe’un baskilanisi yansir.

B grafigi her bir 6rnegin pik olarak erime sicakligin1 gosteren ornek floresan sicakligi ilk
negatif tlirevini konu alir. Bu analiz, bu 6rnekle wild-type Ornekleri (sekans ve prob
arasindaki miikemmel eslesmeyi yansitan daha yiiksek erime piki) acik bir sekilde mutant
orneklerden (sekans ve prob arasindaki yanlis-eslesmeyi yansitan daha diisiik erime piki)

ayirabilir.
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3.5.5.2.5. SimpleProbe Problan I¢cin Dizayn Faktorleri
Basarili bir SimpleProbe dizaynmi i¢in ozellikle ters komplementer bolgelere ( probun

baglandig1 DNA bolgesi) dikkat edilmelidir. Probun tespit kapasitesini test etmek i¢in yapay
bir ters komplementer oligo kullanilir. SimpleProbe probunun 6n kisminin genellikle
mutasyon bolgesini kapatmasi tavsiye edilir; probun hem 3’ hem 5’ son kisminin yakininda
olan mutasyonu kapatan sekansa izin verilmemelidir. Direk olarak floresan etiketin
asagisindaki hedef bolge (pozisyon -1, -2) C ya da T igerse iyi olur, bu pozisyonda G
olmasia engel olunur (Sekil 17) Ciinkii raporter molekiile komsu G 1s1mn1mi1 engeller. Cift-
iplikli DNA ile floresan boyanin ayni hizada stabil kalmasi i¢in 1-4 pozisyonlar1 arasinda
harekete izin verilmez. Bazi durumlarda, ikincil yapilar single-labeled problarin 6zel
fonksiyonlarmi etkileyebilir. Bu gibi durumlarda SimpleProbe yerine Hybridization

problarmin tercih edilmesi 6nerilir.

Schamea

Sekil 17: Simple Problarin dizayni1

Amplifikasyonun sonunda SimpleProbe problar1 da hibridizasyon problarinda oldugu gibi
ortamda parcalanmadan kalabildigi i¢in SNP belirlenmesinde bu problar erime (melting)

egrisi analizlerinde kullanilabilecek ve bdylece SNP’lerin tanimlanmas1 miimkiin olacaktir.

Melting egrisi analizi ile farkl: alleler birbirinden ayrilabilmektedir. PZR ile spesifik bolgenin
cogaltilmasinin ardindan, melting egrisi analizi ile amplikon karakterize edilir. TM degeri cift
sarmal DNA’nin yarisinin denatiire oldugu sicaklik degeridir, buna gdre her bir amplikonun
melting degeri o amplikonun boyuna, sekansina, guanin-sitozin igerigine baglidir ve
karakteristiktir. Bu sayede melting egrisi analizi PZR {iriiniiniin tanimlanmasina imkan saglar.
PZR’1in amplifikasyon asamasimnin ardindan sicaklik once disiiriiliir, bu sirada yiiksek bir
floresan sinyali alinir, sonra sicaklik yavas yavas distriilerek floresan miktarindaki diisiis

izlenir ve PZR {iriiniinlin melting noktas1 belirlenir.
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3.6. RT- PZR Yontemi ile MDR1 Geni ¢.3435C>T, ¢.1236C>T, ¢.2677G>A/T
Polimorfizmlerinin Arastirilmasi:

Kandan elde edilen DNA’lardan, RT-PZR yo6ntemi ile MDR1 geni ¢.3435C>T, ¢.1236C>T,
c.2677G>A/T polimorfizmlerine neden olan mutasyonlarin oldugu gen bdélgelerinin uygun
RNA primerleri ile ¢ogaltilmasinda kullanilan primerler ve baz degisimini belirlemek amaci
ile kullanilan problar (TIB MOLBIOL GmbH, Berlin, Almanya) tasarlandi. Ger¢cek zamanl
PZR islemi LightCycler® 480 cihazi (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Almanya)
kullanilarak yapildi. Her bir mutasyon i¢in ayr1 ayr tasarlanan problarin 5' ucunda raporter
(floresein) boyast ve quencher (non-floresein) bulunur. Bizim problarimiz 5' ucunda
LightCycler Red 640 ile isaretli olan problardir. Analizde ilk asamada enzimin aktive olmasi
icin 95 °C’de denatiirasyon islemi gergeklestirilir. Bir sonraki asama ise PZR dongiisiidiir.
Sirasiyla 95,55 ve 72 °C’ de denatiirasyon, baglanma ve uzama asamalar1 gergeklesir. Dongii
sayist 45°dir ve her dongii sonunda {riin miktar1 logaritmik olarak artar. SNP’ leri
belirledigimiz asama olan 3. asamada yeni olusan ¢ift zincirli DNA 95 °C’de denatiire edilir
ve 40 dereceye kadar 1s1 yavas yavas diistiriiliir. Bu 1s1 diisiiriilme asamasinda LC Red 640
boyasi ile etiketli olan probumuz hedef sekansa baglanir. Wild tipe gore tasarlanan problar
eger ki mutasyon yoksa hedef sekansla olduk¢a uyumlu sekilde ve siki bir bag ile baglanir.
Ama mutasyon varlifinda bu bag zayif sekilde olusur. Son agsamada sicaklik tekrar artirilirken
(75 °C’ ye kadar) ilk durumda baglarin sikiligindan dolay1 erime egrisi analizinde daha
ylksek bir sicaklik elde edilirken ikinci durumda daha diisiik bir sicaklik elde edilir. PZR
islemi i¢in PZR karisimi hazirlandi. Son hacmi 20 pl olan PZR karigiminin igeriginde; 10,4 pl
H20, 1,0 MI reaksiyon mix, 2,0 ul FastStart DNA Master (LightCycler® FastStart DNA
Master HybProbe (Roche Diagnostic) 1,6 ul MgCl2 ve 5ul kalip DNA  (1-5 ul)

bulunmaktadir. PZR reaksiyonu i¢in sicaklik dongiileri Tablo 8’ de verilmektedir.

52



Tablo 8: LightCyler 1,5 sistem ve 480 sistem cihazlarinda RT- PZR y6nteminde analiz

asamalar1
Denatiirasyon 1 95 10 dk.
Cycling Denatlirasyon 95 10 sn
45 Baglanma 60 10 sn
Uzama 72 15 sn
Melting (SNP Denaturasyon 95 30 sn
belirlemek igin) 1 Baglanma 40 2 dk
Melting 75 0
Cooling 1 40 30 sn

LightCycler 480 cihazi ise 610, 640 ve 670 nm dalga boylarinda okuma yapma imkanina
sahiptir. 96 veya 384’liik well plate kullanabilme avantajina sahip bir cihazdir (www.roche-

appliedscience.com/sis/rtPZR/index.jsp?refer=slider).

Reaksiyon karisimi belirlenen polimorfizmi ¢aligmak iizere LightCycler 480 sistem 96’lik
plate’lere yiiklendi. Yiiklemeden sonra plate’lerin tlizeri LightCycler 480 Sealing Foil ile
sikica kapatildi. Daha sonra 2500 rpm’de 30 sn. santrifiij edildi ve daha sonra LightCycler
480 cihazia yerlestirildi.

3.7. RT- PZR Yoéntemi ile MDR1 geni ekspresyonunun arastirilmasi

MDRI1 geninin ifadelenme diizeyleri, housekeeping gen olarak f-aktin kullanilarak
incelenmistir. Her bir drnekten elde edilen cDNA’lar hibrid prob kullanilarak semikantitatif
RT PZR yontemi ile analiz edilmistir. Bu analiz sonucunda, AS hastalarinda MDR1 gen
ekspresyon relatif kantitasyonda incelenmistir. Bu amacgla LightCycler® FastStart DNA
Master hyprobe kiti (Roche Diagnostics. GmbH, Mannheim) kullanildi. Her bir 6rnek icin
asagida verilen reaksiyon hazirlanmis olup, Light Cycler 1.5 RT PZR cihazinda analiz
edilmistir. Her hasta iki defa ¢alisilmistir. Her calismada 2 adet negatif kontrol ve kalibrator
koyulmustur. Uriinler asagidaki protokole gore hazirlanip cihaza yiiklenmistir. Elde edilen
cDNA’lar 1’e 5 oraninda sulandirildi. Tablo 9 ¢ a gore karisim hazirlandi. Her kuyucuga 15’er

ul dagitildi.
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Tablo 9: Ekspresyon caligsmasi i¢in hazirlanan karigim
Mastermix 10 ul

(LightCycler 480 Probes Master)

PCR Grade water 4 ul

Prob 1 ul

(RealTime ready Catalog Assays,
Roche; RealTime ready Designer

Assays, Roche)

Tablodaki miktarlar her ¢aligma grubundaki hasta sayisina gore hesaplanip her kuyucuga
15’er ul dagitildi. (Su miktari, son hacim 20 ul olacak sekilde degisebilir.) Sulandirilmis
cDNA’lar her kuyucuga 5’er ul dagitildi.Plate’in {istii bant ile kapatildi.Plate perfect spin ile
santrifiij yapildiktan sonra plate cihaza yiiklendi. Lightcycler 480 Software agilarak tablo 10’

daki programa gore ¢alisma baslatildi.

Tablo 10:Lightcycler 480 II software programinda ayarlanan sicakliklari ve stireleri
gostermektedir.

Dongti Sicaklik (°C) Sicaklik artig / azalig | Siire (Saniye)
sayisi hizi (°C)

Preinkiibasyon 1 95 4.4 600

Amplifikasyon 45 95 4.4 10
60 2,2 30
72 4,4 1
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Rolatif Kantitasyon

Rolatif kantitasyon yonteminde hedef genin konsantrasyonu baska bir referans gene
oranlanarak hesaplanir. Rolatif kantitasyon yontemleri baslangic 6rnek miktarindan, cDNA
sentez verimliliginden ya da pipetleme hatalar1 gibi faktorlerinden etkilenmez. Kullanilacak
referans gen tiim hiicrelerde eksprese olan, hiicre canliligi i¢in gerekli, hiicre i¢indeki
degisimlerle ekspresyon diizeyi degismeyen oOzellikte olmalidir. Bu Ozellikteki genlere

“House Keeping Gen”ler de denir. GAPDH, f-actin, HPRT ve TBP referans genlere 6rnek

olarak verilebilir.

Bu caligmada MDR1 hedef gen ve p-Actin referans gen ile calisildi. LightCycler 480

software programindan Ct degerleri elde edildi.

3.8 Istatistiksel analiz

Verilerin normal dagilima uygunlugunun degerlendirilmesinde histogram, qq grafikleri ve
Shapiro-Wilk testi kullanildi. Varyans homojenligi Levene testi ile degerlendirildi. Gruplar
arasi nicel verilerin karsilastirilmasinda tek yonlii varyans analizi, Kruskal-Wallis H testi ve
Mann-Whitney U testleri, nitel degiskenlerin karsilastirilmasinda Pearson kikare analizi
kullanildi. Coklu karsilastirmalarda Tukey ve Tamhane T2 testleri kullanildi. Veriler frekans
ve ylizde, ortalama ve standart sapma veya ortanca ile 25. ve 75. yiizdelikler ile ifade edildi.
Verilerin analizi R 3.1.0 (www.r-project.org ) yazilimi ile degelerndirildi. p<0.05 anlamlilik
diizeyi kabul edildi.
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4.BULGULAR

Bu ¢alismada, AS hastalarinda MDR1 geni mRNA diizeyleri ile MDR1 geni ¢.3435C>T ,
c.1236C>T, ¢.2677G>A/T polimorfizmleri arasindaki iliskiyi belirlemek i¢in, Erciyes
Universitesi Tip Fakiiltesi Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon Anabilim Dali ve Tibbi Genetik
Anabilim Dali’na bagvuran modifiye new york kriterlerine gére AS tanis1 konmus ve tedavi
gormekte olan toplam 66 birey alinarak hasta grubu olusturuldu. Hasta grubundan biyolojik
ajan kullanan 1. gruba ait bireylerin yas ortalamasi 40,94 + 9,44 olarak , diger tedavileri
kullanan 2. gruba ait bireylerin yas ortalamasi 33,90+ 8,71 olarak belirlendi. Kontrol
grubunun yas ortalamasi 29,75+4,70 bulundu. Cinsiyetler biyolojik tedavi alan grup 20 erkek,
14 kadin hasta ; diger tedavileri kullanan AS grubunda 18 erkek 14 kadin hasta ; kontrol
grubunda ise 18 erkek , 14 kadin goniillii saghkli calismaya katilmistir. Cinsiyet olarak

homojen secildigi istatistiksel olarak bulunmustur. (p>0,05).

4.1. Molekiiler Analiz Sonug¢lari

4.1.1.Polimorfizm Sonuclari

4.1.1.1.¢.3435C>T Polimorfizm Sonuclari
Melting egrisine gore floresans sinyali, C i¢in 55 C°’de T i¢in 63 °C’de alinmaktadir. Melting

egrisinde 55 C°’de tek bir pik varsa genotip CC, hem 55 hem de 63 C°’de iki pik varsa
heterozigot, 63 C°de tek bir pik varsa TT genotip oldugu sonucunu vermektedir. LightCycler

56



480 sistem cihazinda gercek zamanli PZR yapildiktan sonra elde edilen melting egrisi analiz

sonuglart sekil 18 de gosterilmektedir.
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Sekil 18: ¢.3435C>T polimorfizmi i¢in CC, TT ve heterozigot CT genotipine sahip bir
bireyin 'melting curve' analizi sonucu

Calismaya dahil edilen toplam 66 hasta ve 32 saglikli bireyin, LightCycler 480 sistem
cthazinda ¢.3435C>T polimorfizmine yonelik melting egrisi analizi sonuglarina gére 55 C°
(£2,5°C) de tek bir pik , 63 C° (£2,5°C) de tek bir pik veya hem 55 C° hemde 63 C° de iki pik
elde edilmistir. Bu sonuclara goére kontrol ve hasta grubundaki kisilerin genotipleri

belirlenmistir.

AS hastalarindan biyolojik ajan kullanan grupta C allel siklig1 %42.6 , T allel siklig1 % 57.4
olarak bulundu. AS hastalarindan diger tedavileri kullanan grupta C allel siklig1 %50, T allel
siklig1 %50 bulundu.Kontrol grubunda ise C allel siklig1 %45.3, T allel siklig1 %54.7 olarak

bulundu.
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B C allel sikhgi
M T allel sikhigi

Biyolojik Kontrol
ajan

Sekil 19:MDRI1 ¢.3435C>T polimorfizmi i¢in % allel sikliklar1

Genotip sikligi ise ilk grupta CC 5 (%14.7), CT 19 (%55.9), TT 10 (%29.4); ikinci grupta
CC 5 (%15.6), CT 22 (%68.7), TT 5 (%15.7) ; kontrol grubunda CC 7 (%21.9), CT 15
(%46.9), TT 10 (%31.2) olarak bulundu.
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Sekil 20:MDR1 ¢.3435C>T polimorfizmi i¢in gozlenen ve beklenen % genotip sikliklar
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4.1.1.2.¢.1236C>T Polimorfizm Sonuglari
Melting egrisine gore floresans sinyali, C i¢in 62 C°’de T i¢in 66 °C’de alinmaktadir. Melting

egrisinde 62 C°’de tek bir pik varsa genotip CC, hem 62 hem de 66 C°’de iki pik varsa
heterozigot, 66 C°de tek bir pik varsa TT genotip oldugu sonucunu vermektedir. LightCycler
480 sistem cihazinda ger¢ek zamanli PZR yapildiktan sonra elde edilen melting egrisi analiz

sonuglari sekil 21° de gosterilmektedir.
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Sekil 21: ¢.1236C>T polimorfizmi i¢in CC, TT ve heterozigot CT genotipine sahip bir
bireyin 'melting curve' analizi sonucu

Calismaya dahil edilen toplam 66 hasta ve 32 saglikli bireyin, LightCycler 480 sistem
cthazinda c.1236C>T polimorfizmine yonelik melting egrisi analizi sonuglarina gore 62 C°
(£2,5°C) de tek bir pik , 66 C° (£2,5°C) de tek bir pik veya hem 62 C° hemde 66 C° de iki pik
elde edilmistir. Bu sonuclara goére kontrol ve hasta grubundaki kisilerin genotipleri

belirlenmistir.

AS hastalarindan biyolojik ajan kullanan grupta C allel siklig1 %44.1 , T allel siklig1 % 55.9
olarak bulundu. AS hastalarindan diger tedavileri kullanan grupta C allel siklig1 %62.5, T allel
siklig1 %37.5 bulundu.Kontrol grubunda ise C allel siklig1 %48.4, T allel siklig1 %51.6 olarak

bulundu.
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Sekil 22:MDR1 ¢.1236C>T polimorfizmi i¢in % allel sikliklar
Genotip siklig1 ise ilk grupta CC 7 (%20.6), CT 16 (%47), TT 11 ( %32.4); Ikinci grupta CC

10 (%31.25), CT 20 ( %62.5), TT 2 (%6.25) ; kontrol grubunda CC 7 (%21.9), CT 19
(%59.4), TT 6 (%18,8) olarak bulundu.
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Sekil 23: MDR1 ¢.1236C>T polimorfizmi i¢in gézlenen ve beklenen % genotip sikliklar
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4.1.1.3.¢.2677G>A/T Polimorfizm Sonuglari
Melting egrisine gore floresans sinyali, T i¢cin 54 C°’de, A i¢in 55 °C’de ve G i¢in 63°C’de

alinmaktadir. Melting egrisinde 54 C°’de tek bir pik varsa genotip TT, 55°C’de tek pik varsa
AA, hem 54 °C’de hem de 63 C°’de iki pik varsa heterozigot GT, hem 55 °C’de hem de 63
C°’de iki pik varsa heterozigot GA, 63 C°de tek bir pik varsa GG genotip oldugu sonucunu
vermektedir. LightCycler 480 sistem cihazinda gercek zamanli PZR yapildiktan sonra elde

edilen melting egrisi analiz sonuglar1 sekil 24 de gosterilmektedir.
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Sekil 24: ¢.2677G>A/T polimorfizmi i¢in GG, AA, TT ve heterozigot GT genotipine sahip
bir bireyin ' melting curve' analiz sonucu

Calismaya dahil edilen toplam 66 hasta ve 32 saglikli bireyin, LightCycler 480 sistem
cthazinda ¢.2677G>A/T polimorfizmine yonelik melting egrisi analizi sonuglarina goére 62 C°
(£2,5°C) de tek bir pik , 66 C° (£2,5°C) de tek bir pik veya hem 62 C° hemde 66 C° de iki pik
elde edilmistir. Bu sonuclara goére kontrol ve hasta grubundaki kisilerin genotipleri

belirlenmistir.

AS hastalarindan biyolojik ajan kullanan grupta G allel siklig1 %44.1 , T allel siklig1 % 53, A
allel siklig1 %2.9 olarak bulundu. AS hastalarindan diger tedavileri kullanan grupta G allel
siklig1 %56.2, T allel siklig1 %42.2, A allel siklig1 %1.6 bulundu.Kontrol grubunda ise G allel
siklig1 %48.4, T allel siklig1 %48.4, A allel siklig1 %3.2 olarak bulundu.
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B G alel sikhg
B T alel sikhg:
[ A alel sikhgi

Biyolojik Kontrol
ajan

ekil 25: MDRI1 ¢.2677G>A/T polimorfizmi icin % allel sikliklari
S p ¢

Genotip sikligi ise ilk grupta GG 5 (%14.7), GT 18 (%52.9), GA 2 (%5.9), TT 9 (%26.5) ;
Ikinci grupta GG 7 (%21.9), GT 21 (%65.6), GA 1 (%3.1), TT 3 (%9.4 ) ; kontrol grubunda
GG 6 (%18), GT 17 (%53.1), GA 2 (%6.25), TT 7 (%21.9) olarak bulundu.
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60

0 GG
B GT
BTT
OGA

Biyolojik Diger Kontrol
ajan ilaglar

Sekil 26:MDRI1 ¢.1236C>T polimorfizmi i¢in gozlenen ve beklenen % genotip sikliklar
MDRI geni i¢in polimorfizmleri aragtirilan tic SNP  (c.1236C>T, ¢.2677G>A/T ve

c.3435C>T) birlikte ele alindiginda tespit edilen genotipler ve sikliklar1 tablo 11°de
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verilmistir. Caligma grubumuzda ii¢ SNP itibariyle 14 farkli genotip tespit edilmistir. AS
hastalarinda MDRI1 geni i¢in polimorfizm sonuglarina goére en sik gozlenen genotipler CT-
GT-CT (%43.9), TT-TT-TT (%16.4), CC-GG-CT ( %9) olarak bulundu.
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Tablo 11: MDR] geni i¢in polimorfizmleri aragtirilan tic SNP (c.1236C>T, ¢.2677G>A/T ve
¢.3435C>T) birlikte ele alindiginda tespit edilen genotipler ve sikliklar

- CT-GT-CT 15/16 15.3/16.3/12.2

m TT-TT-TT 91 6 9.2/1/6.2
CC-GG-CT 2/4 3 2/4/3
CC-GG-CC  3/3 1 3/ 3/ 1
_ CT-GT-TT 1/3 2 1/312
n CC-GA-CC  2/1 1 2/1/1
TT-GT-CT 2/0 0 2/0/0
m CT-TT-TT 0/1 1 0/1/1
“ CC-GT-CC  0/1 1 0/1/1
CT-GG-CC  0/0 2 0/0/2
CT-GT-CC 0/0 2 0/0/2
CC-GT-CT 0/1 0 0/1/0
TT-TT-CT 0/1 0 0/1/0
CC-GA-TT 0/0 1 0/0/1

Calisma grubumuzda ti¢ SNP (c.1236C>T, ¢.2677G>A/T ve ¢.3435C>T) itibariyle tespit
edilen haplotip sayist 9 olarak bulunmustur. S6z konusu haplotipler ve sikliklari tablo 12°de
gosterilmistir. En sik gozlenen haplotipler sirasiyla TTT (% 43.9), CGC (% 38.8) ve CGT
(% 8.2) olarak saptanmistir. En nadir gozlen haplotip ise % 0.6 siklikla CAT olarak tespit

edilmistir.
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Tablo 12:MDR1 geni i¢in polimorfizmleri arastirilan tic SNP (c.1236C>T, ¢.2677G>A/T ve
¢.3435C>T) birlikte ele alindiginda tespit edilen haplotipler ve sikliklar

_ TTT 86 43,9
_ CGC 76 38,8
_ CGT 16 8,2
TGC 4 2
- —
_ TTC 3 1,5
CTT 3 1,5
_ CTC 3 1,5
_ CAT 1 0,6

4.1.2. MDR1 Ekspresyon Sonuglari
MDR1 gen ekspresyon calismasinin RT PZR cevap egrileri sekil 27°de gosterilmektedir. ilk
siradaki egri B actin housekeeping gene , ikinci gortlen de MDR1 genine ait cevap edrileridir.
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Sekil 27: Calismamizin RT PZR cevap egrileri

Cinsiyete gore MDR1 gen ekspresyonunun karsilastirmasi tablo 13’ de verilmigtir. Sonug
olarak anlamli bulunmamistir. (p>0,005)

Tablo 13:MDR1 ekspresyonunun cinsiyete gore karsilastirmasi
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Erkek Median 25.persentil 75. persentil
0,25 0,14 0,34
Kadin 0,22 0,15 0,33
P degeri 0,914
Ankilozan spondilit hasta grubunda biyolojik ilag kullanan grup ile kontrol arasinda MDR1

geni ekspresyonu karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklihk bulundu
(p<0,01).Diger gruplar arasi anlamli bir sonug alinamadi.

MDR1 ekspresyon degerlerini biyolojik ajanlarla karsilastirdigimizda ¢calismamiza katilan AS
hastalarinda kullanilan ilaglar infliximab, adalimumab, galimumab, ve etanercept

bulunmaktaydi. Sonuglar tablo 14’ de verilmistir.

Tablo 14:MDR1 ekspresyonunda biyolojik tedavi kullaniminin karsilastirmasi

Median 25.persentil 75. persentil
infliximab 0,13 0,09 0,19
adalimumab 0,13 0,07 0,36
galimumab 0,20 0,08 0,32
etanercept 1,00 0,20 1,80

4.2. istatistiksel Karsilagtirma

Tablo 15:]statistiksel olarak verilerin karsilastiriimasi

18 (56,3) 18 (56,3) 20 (58,8) 0,970
14 (43,8) 14 (43,8) 14 (41,2)

0,32 (0,27- 0,25 (0,16- 0,14 (0,09-0,23)  <0,001
0,44) 0,35)

0,13+0,05 <0.001

7,80  (3,45- 3,30 (3,30-5,04) 0,04
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17,55)
4(2,80-5,50) 2,80 (1,80-4,55) 0,066

0,439
7(21.9) 5 (15,6) 5(14,7)
15 (46,9) 22 (68,8) 19 (55,9)
10 (31,3) 5 (15,6) 10 (29,4)
0,112
7(21,9) 10 (31,3) 7 (20,6)
19 (59,4) 20 (62,5) 16 (47,1)
6 (18,8) 2 (6,3) 11 (32,4)
0,489
6 (18,8) 7(21,9) 5(14,7)
2 (6,25) 1(3,1) 2 (5,9)
17 (53,1) 21 (65,6) 18 (52,9)
7(21,9) 3 (9,4) 9 (26,5)

Veriler n (%) , ortalama tstandart sapma veya ortanca ( 25. ve 75. Yizdelik) olarak ifade edildi.
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5.TARTISMA

AS siklikla hayatin 3. dekadinda baslayan ve erkeklerde kadinlardan biraz daha sik (2.4 kat)
goriilen bir hastaliktir. Hastalarin %80’inde 30 yasindan once ilk semptomlar gelisir ve
%35 den daha az hastada semptomlar 45 yasin iizerinde ortaya ¢ikar (5) Ankilozan spondilitin
cinsiyete bagl egiliminden dolay: siiphelenilen bir gen olan X kromozomuyla herhangi bir

baglantis1 olmadig bildirilmistir (6).

Ankilozan spondilit ve diger SpA’lerin kesin sebebi heniiz bilinmemektedir. Fakat
patogenezde genetik ve ¢evresel faktdrlerin onemli rol oynadig1 bilinmektedir. Ingiltere’de
yapilan bir ikiz calismasinda, genetik faktorlerin hastaligin olusumundaki roliiniin %97
oldugunu diisiindiirmiistiir (7). Bir baska caligmada hastaligin monozigotik ikizlerde dizigotik
olanlara gore 5 kat daha fazla birliktelik gosterdigi saptanmistir (44). Bu bulgular hastaligin

olusumunda genetik faktorlerin ¢evresel faktdrlerden daha 6nde geldigini gostermektedir.

Coklu ilag direncliligi birden ¢ok ve birbirinden farkli ilaca direng gelisimidir (129). Hiicre
ici yetersiz ila¢ konsantrasyonunun nedeni membran gecirgenliginin bozulmasidir ve bundan
sorumlu faktoriin p-glikoprotein oldugu gosterilmistir. Human P-glikoprotein hiicre igine
giren toksik maddeler, kemoterapdtikler gibi bir takim kimyasallarin hiicre disina ATP
enerjisi ile atilmasini saglamaktadir. P glikoproteini 7.kromozomdaki 28 ekzon iceren MDR1
geni kodlamaktadir (138). MDRI geninde yaygin olarak gozlenen ve literatiirde en ¢ok
tizerinde durulan SNP’ler, ¢.3435C>T, c¢.2677G>A/T ve c¢.1236C>T’dir ve s6z konusu
SNP’ler yaygin bir haplotipin bilesenidirler (166). Bu polimorfizmlerden ¢.3435C>T ve
¢.1236C>T polimorfizmleri aminoasit degisimine neden olmayan sessiz (silent = synonym)

polimorfizmlerdir. ¢.3435C>T her ne kadar sessiz bir polimorfizm olsa da diger yaygin non-
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sinonim polimorfizmlerle birlikte herhangi bir haplotipte bulundugu zaman azalmis P-gp
fonksiyonu ile iligkili olarak bildirilmektedir (158). Kimichi-Sarfaty ve ark. (2007) Science
dergisinde yayinladiklar1 ¢alismalarinda ¢.3435C>T, ¢.2677G>T ve ¢.1236C>T SNP’lerinin
her birinin substrat 6zgiinliiglinii degistirdigini, ancak her iic SNP’yi birden tasiyan haplotip
s0z konusu oldugunda bu etkinin en belirgin diizeye ulastigin1 vurgulamaktadirlar. Bu veriler
P-gp fonksiyonunu degistirebilecek primer nedenin SNP farkliliklarindan degil, bu
polimorfizmlerin olusturdugu haplotiplerden kaynaklandig: fikrini desteklemektedir (166).
Bu nedenle biz de calismamizda tiim geni incelemek yerine 3 allelinde oldugu haplotipleri
analiz ederek Tiirk toplumunda ankilozan spondilit hastalarinda biyolojik tedavilerle biyolojik
olmayan tedaviler arasinda  ¢.1236C>T, ¢.2677G>A/T ve ¢.3435C>T allellerindeki
polimorfizm sikligini arastirdik ve bu polimorfizmlerle MDR1 gen ekspresyonu arasinda

iliski olup olmadigina baktik.

Yapilan baglant1 analizleri sonucunda ¢.3435C>T, c.2677G>A/T ve ¢.1236C>T SNP’leri
arasinda giiglii bir baglanti dengesizligi bulundugu farkli populasyonlarda gosterilmistir.
Ornegin, Tang ve ark. Cinli, Malay ve Hint populasyonlarinda bu polimorfizmler arasinda
sik1 bir baglant1 oldugunu bildirmislerdir (177). Benzer sekilde Kim ve ark.da ¢.3435C>T,
c.2677G>A/T ve ¢.1236C>T SNP’leri arasinda giiglii bir baglanti bulundugunu Avrupa
kokenli Amerikalilarda ve Afrika kokenli Amerikalilarda rapor etmislerdir (172).

Bazi caligmalarda ise s6z konusu tic SNP’den ikisi arasinda kuvvetli bir baglant1 dengesizligi
bulundugu gésterilmistir. Ornegin, Tanabe ve ark. 65 Japon bireye ait drneklerin %94’iinde
3435T alelinin 2677T veya 2677A alleli ile birliktelik gosterdigini bildirmislerdir (15).
Benzer sekilde Tirk populasyonunda da ii¢ SNP arasinda anlamli derecede baglanti
dengesizligi bulundugu, ancak bunlardan yalnizca 2677 ve 3435 lokuslar1 arasinda nispeten

gliclii bir baglant1 varlig1 tespit edilmistir (173).

MDRI geni ile ilgili olarak veri tabaninda farkli toplumlar i¢in bildirilmis olan baglanti
dengesizligi verilerine bakildiginda, bu gende var olan SNP’leri arasinda tespit edilen baglanti
gilicii ve derecesinin bir toplumdan digerine genis Olclide degiskenlik gosterdigi dikkati
cekmektedir (174). ¢.3435C>T, c.2677G>A/T ve ¢.1236C>T SNP’leri, aralarinda var olan
baglanti nedeniyle yaygin bir haplotipin bileseni olarak kabul edilmektedirler (166).
¢.3435C>T polimorfizmi basta olmak iizere diger MDRI1 polimorfizmleri ile ilgili olarak
ortaya cikan celiskili sonuglarin nedeni olarak s6z konusu g¢alismalarda her bir SNP’nin

bireysel olarak degerlendirilmesi ve olusturduklart haplotiplerin g6z ardi edilmesi
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gosterilmektedir (175). Bu sebeple calismamizda hem tek tek allel sikli§1 hemde her 3 allelin
olusturdugu haplotip siklig1 degerlendirilmistir.

MDRI1 polimorfizmleri ile ilgili olarak son yillarda yapilan ¢alismalara bakildigi zaman
haplotip temelli analizlerin yer aldig1 yayinlarin sayisinin her gecen giin arttig1 goriilmektedir.
Polimorfizmler aras1 baglanti dengesizliginde var olan varyasyonlara bakarak bu
polimorfizmlerin olusturduklari haplotip sikliklarinin da toplumlar aras1 genis Olgiide
degiskenlik gostermesi cok da sasirtict degildir. ¢.1236C>T, ¢.2677G>A/T, ¢.3435C>T
SNP’leri acisindan Afrika kokenli toplumlarda yaban 52 tip CGC haplotipi en sik ve TTT
haplotipi nispeten daha seyrek gozlenirken; beyaz irkta CGC ve TTT haplotip sikliklarinin
birbirlerine hemen hemen esit olduklar1 goriilmektedir (175, 168, 172). Tiirk populasyonu
icin CGC ve TTT haplotip sikliklar1 sirasiyla %25 ve %33.7 olarak tespit edilmistir (173).

2003 yilinda Siddiqui ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada; ilaca yanitli 115 hastanin ilaca
direngli 200 hasta ile karsilastirildiginda, ilaca direngli hastalarin 3435 CC genotipini daha
fazla tasidiklar tespit edilmistir (OR: 2.66; %95 CI:1.32-5.38; P=0.006). Ancak CT genotipi
icin iki grup arasinda anlaml farklilik bulunmadig: saptanmustir. ilaca direngli hastalar ayrica
epilepsisi bulunmayan, kontrol grubuyla kiyaslanmis (n:200); ilaca direncli hastalarin CC
genotipini anlamli olarak daha fazla ve TT genotipini daha az tasidig1 saptanmistir. Siddiqui
ve ark. ¢.3435C>T polimorfizminin aminoasit degisimine yol agmadigindan yola ¢ikarak bu
polimorfizmin MDRI1 geninde bulunan ve aminoasit degisimine yol ag¢masi olasi
polimorfizmlerle birlikte baglanti dengesizligi i¢inde bulunabilecegini 6ne siirmiislerdir
(178).

Polimorfizmlerdeki allel frekanslar1 ve genotip dagilimlari etnik kokene gore farklilik
gostermektedir. ¢.3435C>T polimorfizmi alel sikliklar1 degerlendirildiginde Beyaz irkta
yapilan bir ¢alismada C allel siklig1 %52, T allel siklig1 ise %48 olarak bulunmustur (13).
Farkli etnik kokenlere ait bireylerde yapilan diger calismalarda; Cek populasyonunda C allel
siklig1 %43.5 ve T allel siklig1 % 56,5 olarak saptanmistir (71). Cin halkinda C allel siklig
%59.6, T allel siklig1 %40.4 (180), Uygurlarda C allel siklig1 %47.2 , T allel sikli1 %52.8;
Kazaklarda C allel siklig1 %60.2, T allel siklig1 %39.8, Hun kokenlilerde C allel siklig1 %
62.1, T allel siklig1 %37.9 (74); Bat1 Afrikalilarda ise C allel siklig1 %90 ve T allel siklig1 ise
%10 gibi yiiksek bir oranda goriildiigii saptanmistir (181). 2005 yilinda Tiirk populasyonunda
yapilan bir calismada MDRI1 ¢.3435C>T polimorfizmine ait C ve T allel sikliklarini sirasiyla
%51 ve %49; genotip sikliklar ise; %25.8 TT, %28.2 CC, %46 CT olarak bulunmustur.
Toplumda polimorfik allelin taginma orani1 %72 olarak bildirilmistir (182)
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Calismamizda AS tanisi almig biyolojik tedavileri kullanan 1.grup hasta 14 kadin 20 erkek ,
biyolojik olmayan tedavileri kullanan 2. grup hasta 14 kadin ile 18 erkek ve saglikli 14 kadin
ve 18 erkek kullanildi.Calismamiz sonucunda elde edilen veriler, SPSS (Statistical Package

for Social Sciences, version 11,5) Paket Programi ile degerlendirildi.

2008 yilinda Tirkiyede yapilmis MDR1 geninde gozlenen yaygin tek niikleotid degisimlerinin
(c.3435C>T, ¢.2677G>T/A ve c.1236C>T) tiirkiye populasyonunda haplotip temelli analizi
baglikli caligmada tiirk toplumunda allel siklig1, genotip sikligi, haplotip siklig1 gdsterilmistir.
102 6rnek tlizerinde yapilan ¢calismada MDRI ¢.3435C>T polimorfizmi i¢in C ve T alellerinin
sikliklar sirastyla % 47.1 ve % 52.9 olarak hesaplanmistir . Gozlenen genotipler ve sikliklar
CC: % 275, CT: % 39.2 ve TT: % 33.3 olarak bulunmustur . MDRI c.2677G>A/T
polimorfizmi i¢in G, T ve A alellerinin sikliklar1 sirastyla % 47.1, % 48.5 ve % 4.4 olarak
hesaplanmistir. Gozlenen genotipler ve sikliklar ise GG: % 22.6, GT: % 45.1, GA: % 3.9,
TT: %23.5 ve TA: % 4.9 olarak bulunmustur MDRI ¢.1236C>T polimorfizmi i¢in C ve T
alellerinin sikliklar1 sirasiyla % 44.6 ve % 55.4 olarak hesaplanmistir. Gozlenen genotipler ve
sikliklart ise CC: % 18.6, CT: % 52.0 ve TT: % 29.4 olarak bulunmustur. MDRI geni i¢in
polimorfizmleri arastirilan iic SNP (c.1236C>T, ¢.2677G>A/T ve ¢.3435C>T) birlikte ele
alindiginda tespit edilen genotipler ve sikliklar1 calismada ti¢ SNP itibariyle 23 farkli genotip
tespit edilmistir. En sik gbzlenen genotipler sirasiyla CT-GT-CT (%19.61), TT-TT-TT (%
15.69) ve CT-GG-CC (% 7.84) olarak saptanmistir. Calisma grubunda ii¢ SNP (c.1236C>T,
c.2677G>A/T ve ¢.3435C>T) itibariyle tespit edilen haplotip sayis1 10 olarak bulunmustur.
En sik gozlenen haplotipler sirastyla TTT (% 36.8), CGC (% 27.9) ve TGC (% 9.3) olarak
saptanmistir. En nadir gozlen haplotip ise % 1 siklikla TAC olarak tespit edilmistir. (173)
Calismamizda 14 farkli genotip tespit edilmistir. En sik gozlenen genotipler sirasiyla CT-GT-
CT , TT-TT-TT olarak bulundu. Saptanan haplotip sayis1 9 dur. En sik TTT (%43.9), CGC
(%38.8) ve CGT (%8.2) olarak tespit edilmistir. En nadir gézlen haplotip ise % 0.6 siklikla
CAT olarak tespit edilmistir.

AS hastalarinda ¢.3435C>T polimorfizmi i¢in allel siklig1 1. Grupta C ve T allel sikliklar1
sirastyla %42.6 , %57.4 ;2. Grupta C ve T alleli sirastyla %50, %50 ; kontrol grubunda C
alleli %45.3 , T alleli %54.7 bulundu. Ankilozan spondilit biyolojik tedavi alan grupta
¢.3435C>T polimorfizmi igin genotip sikligt CC (%14.7), CT (%55.9), TT (%29.4) ; diger
tedavileri alan AS grubunda CC (%15.6), CT (%68.8), TT (%15.6) ; kontrol grubunda CC
(%21.9), CT (%46.9), TT (%31.3) olarak saptandi. Istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamadi (p=0.439). Ancak kontrol grubunda belirgin bir sekilde CC ve TT genotipini
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arttig1, biyolojik tedavi alan ve diger tedavileri kullanan AS hastalarinda CC genotipinin

azaldig1 gozlenmistir.

Calismamizda MDR1 geni ¢.1236C>T polimorfizmi i¢in allel sikligt 1. Grupta C alleli
%44.1 T alleli %55.9 ; 2. Grupta C alleli %62.5 , T alleli %37,5; kontrol grubunda C alleli
%48.4 , T alleli %51.6 olarak bulundu. Genotip siklig1 ise 1. Grupta CC %20.6, CT %47, TT
%32.4; 2. Grupta CC %31.25, CT %62.5, TT %6.25; kontrol grubunda ise CC %21.9, CT
%59.4, TT %18.8 olarak sonucglandi. Istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamad:
(p=0.112). 2. Grupta C allel sikligimin artigt ve TT genotipinin belirgin azaldig1

gozlenmektedir.

c.2677G>T/A AS hastalarindan biyolojik ajan kullanan grupta G allel siklig1 %44.1 , T allel
siklig1 % 53, A allel sikli§1 %2.9 olarak bulundu. AS hastalarindan diger tedavileri kullanan
grupta G allel siklig1 %56.2, T allel siklig1 %42.2, A allel siklig1 %1.6 bulundu. Kontrol
grubunda ise G allel siklig1 %48.4, T allel siklig1 %48.4, A allel siklig1 %3.2 olarak bulundu.
Genotip siklig1 ise ilk grupta GG %14.7, GT %52.9 , GA %5.9, TT %26.5; ikinci grupta GG
%21.9, GT %65.6, GA %3.1, TT %9.4 ; kontrol grubunda GG %18, GT %53.1, GA %6.25,
TT %21.9 olarak bulundu. istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p=0,489).a
Ancak 2.grupta TT genotipinin azaldig1 gozlenmektedir.

MDRI1 polimorfizmlerinin haplotip analizi ile incelendigi bir baska calismada temporal lob
epilepsisi bulunan hastalarda MDR1 genindeki ¢.1236C>T, ¢.2677G>T, ve ¢.3435C>T
polimorfizmleri arastirilmistir. Calisma Avrupa’da yapilmis olup, hastalar ilag direncine gore
3 gruba ayrilmis; ilag¢ tedavisine en yiiksek ilag direnci gdsteren bireylerin, bu ii¢ polimorfizm
icin CGC haplotipini homozigot olarak tastyanlar oldugu saptanmistir (150). Calismamizda
haplotip analizi incelendiginde AS hastalarinda en sik goézlenen haplotip TTT olarak

bulundu.

Jamroziak ve arkadaglar1 (2005), 44 Kafkasli ALL hastasiyla yaptig1 baska bir calismada ise,
¢.3435C>T polimorfizminin MDRI1 geni iizerinde fonksiyonel ve prognostik roliinii arastirmis
ve kemoterapi sonucunda ALL blast hiicrelerindeki MDR1 gen ekspresyonu, P-gp
ekspresyonu ve aktivitesinin farkli MDRI1 genotipi tasiyan hastalarda farkli oldugunu
gozlemistir. ¢.3435C>T polimorfizmine ait CT, TT ve CC genotiplerinin ekspresyon
seviyeleri lizerinde herhangi bir etkisi olmadigmi goézlemistir. Ayrica calisma sonuglar
c.3435C>T polimorfizminin yetigkin ALL gelisimini belirlemede major bir belirleyici
olmadigmi gostermistir  (179). Calismamizda ¢.3435C>T  polimorfizmi ile MDRI

ekspresyonu arasinda anlamli bir fark ¢gikmamastir.
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Ankilozan spondilit hasta grubuna iliskin MDR1 geni ekspresyonu karsilastirildiginda kontrol
grubu ile biyolojik tedavi alan grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulundu

(p<0,001).Diger gruplar arasinda fark bulunamamastir.

Thorn ve arkadaglart  (181), gastrointestinal sistemde MDRI1 mRNA diizeylerine
bakmislardir. Cinsiyetle kiyasladiklarinda mRNA diizeylerinin degismedigini gdzlemislerdir.

Calismamizda, cinsiyete gore MDR1 geni ekspresyonu kiyaslandi. Cinsiyet ile MDRI1 geni

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p= 0,914).
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6.SONUC VE ONERILER

AS siklikla hayatin 3. dekadinda baslayan ve erkeklerde kadinlardan biraz daha sik (2.4 kat)
goriilen bir hastaliktir. Hastalarin %80’inde 30 yasindan once ilk semptomlar gelisir ve
%5’den daha az hastada semptomlar 45 yasin iizerinde ortaya ¢ikar. Ankilozan spondilit ve
diger SpA’lerin kesin sebebi heniiz bilinmemektedir. Fakat patogenezde genetik ve cevresel

faktorlerin 6nemli rol oynadigi bilinmektedir.

Calismamizda mevcut biitce dogrultusunda kiigiik bir grup AS hastasinda, AS hastas1 olup
biyolojik tedavi kullanan hasta ile diger tedavileri kullanan hastalar arasinda MDRI geni
c.3435C>T, ¢.1236C>T , ¢.2677G>A/T polimorfizmleri genotip dagilimlart ile MDRI1 geni
ekspresyonu bakimindan kiyaslandi. Ancak verilerin AS hastalarina genellenebilmesi icin

daha genis ve kapsamli projeler ile desteklenmesi gerekmektedir.

Calismamizda istatistiksel olarak ¢.3435C>T, c.1236C>T, c¢.2677G>A/T polimorfizmleri
arasinda anlaml bir fark ¢ikmamasi ve polimorfizm ile MDR1 geni ekspresyonu arasinda
anlamli bir fark olmamasi hasta sayisinin az olmasindan kaynaklanmis olabilir. Daha 6nceden
yapilmis ALL hasta grubunda MDR1 gen ekspresyonu ile ¢.3435C>T polimorfizm arasinda
anlaml fark bulunmustur. MDR1 gen ekspresyonu kontrol grubuna gore biyolojik tedavi
alan grupta anlamli ¢ikmistir. MDRI1 gen ekspresyonunu biyolojik tedavide kullanilan ilag
tiirlerine gore kiyasladigimizda anlamli bir sonu¢ bulunamamistir. Ancak bu durumun baz ilag
gruplarindaki hasta sayisinin az olmasindan kaynaklandigi diisiincesindeyim. Calismaya MDR1
geni acgisindan  metilasyonda eklenebilirdi ancak biitcenin kisithh olmasi nedeniyle biz

calisgamadik.. Calismamizin bazi kisimlarindaki sonuglarin anlamli ¢ikmamasinda hasta
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sayisinin az olmasinin etkili oldugunu diisiinmekteyim. Daha biiyiik bir hasta popiilasyonunda

yapilmast anlamli bir sonug ¢ikarabilir.

MDRI geni ile ilgili olarak literatiirde yaygin olarak bildirilen ve P-gp fonksiyonunda énemli
rol oynadig diisiiniilen 3 SNP’nin olusturdugu haplotipler ve sikliklar1t AS hasta populasyonu
icin ilk defa belirlenmistir. Calismamizdan elde edilen polimorfizm verileri MDRI geni
ekspresyonu ile beraber degerlendirilmistir. Bu ¢alismanin AS hastalar1 i¢in haplotip veri
tabanlarinin olusturulmasina onciiliik edecegi diisiiniilmektedir. AS hastalarinda kontrole
gore MDRI1 ekspresyonu icin anlamhi bir fark c¢ikmasi AS hastalarini tedavisinin
diizenlenmesi agisindan ve daha fazla sayida hasta grubuyla yapilmasi literatiire katki

saglamasi agisindan onemli oldugu diisiiniilmektedir.
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EKLER

EK 1: BASDAI

Gectigimiz hafta ile ilgili olarak asagidaki her soruya yamitimzi gdstermek igin, her bir ¢izgi iizerine liitfen bir
isaret koyunuz.

ORNEK:

YOK COK SIDDETLI

1. Halsizlik / yorgunluk diizeyinizi genel olarak nasil tanimlarsimz?

10

YOK COK SIDDETLI

2. Ankilozan spondilite bagli boyun. sut. bel veya kalea agrlarmizin diizeyini genel olarak nasil
tanimlarsiniz?
0 10
I 1
YOK COK SIDDETLI

3.  Boyun, sut, bel ve kalcalarmiz disindaki diger eklemlerinizdeki agri / sisligin diizeyini genel olarak nasil
tanimlarsiniz ?
0 10
1 1
YOK COK SIDDETLI

4.  Dokunmaya veya basiya karsi hassas olan bdlgelerinizde duydugunuz rahatsizhigim diizeyini genel olarak
nasil tammlarsimz ?

0 10
1 1

YOK COK SIDDETLI

5. Uyandiktan sonraki sabah tutuklugunuzun diizeyini genel olarak nasil tamimlarsiniz?
0 10
I 1
YOK COK SIDDETLI

6. Uyandiktan sonraki sabah tutuklugunuz ne kadar siiriiyor?

Yarim
ili' zaat 1 iad'l' 1.5 saat f
1 1 .
yox CEy . VoY¢ daha

fazla saat
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