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OZET

Ailevi Akdeniz Atesi (AAA) tedavisinde bilinen en etkili terap6tik ajan kolsisin’ dir.
Kolsisin, hastalik atak siklig1 ile siddetini azaltmak ve sekonder amiloidoz gelisimini
onlemek agisindan uygulanan cift yonlii bir tedavidir. Bununla birlikte, hastalarin
%5-10" u tedaviye cevap vermemekte ve diren¢ gostermektedir. Tedaviye verilen
cevabin bireyler arast farkliliklar gostermesi, ilacin farmakokinetigini ve
farmakodinamigini kontrol eden mekanizmalardaki degisikliklerden
kaynaklanmaktadir. Kolsisin farmakokinetigindeki farkliliklar, metabolizmasinda
gorev alan Sitokrom P450 enzim ailesi liyesi CYP3A4 ve ABCBI transmembran
proteinlerinden MDR1/P-gp genleri ile iligki gostermektedir.

Calismamizda yas ortalamalar1 33,24+12,315 olan, bir yil1 agkin stiredir farkli
dozlarda kolsisin tedavisi alan 78 hastanin giinliik kolsisin dozlar1 ile MEFV gen
mutasyonlari, hastaligin klinik bulgulari, CYP3A4 ve MDR1/P-gp gen
polimorfizmleri arasindaki iligkiyi arastirdik. Hastalarin tamaminda “Restriction
Fragment Lenght Polymorphism” (RFLP) yontemi ile MDR1/P-gp gen
polimorfizmlerinden 3435C>T polimorfizmi degerlendirildi. 48 hastada MDR1/P-gp
gen polimorfizmlerinden; (-)1A>G, 61A>G, 1199G>A, 1236C>T, 2677G>A,
2677G>T polimorfizmleri ile, 46 hastada CYP3A4 gen polimorfizmlerinden *1B(-
392A>G), *2(15713T>C), *3(23171T>C), *12(21896C>T) ve *17(15615T>C) allel
spesifik primer uzamasi (“Allel Specific Primer Extention”, ASPE) temelli floresan
sinyaller ile kantifikasyon saglayan tam otomatize mikroarray analizorii
(INFINITITNI Autogenomics, Inc., Vista, CA) kullanilarak degerlendirildi.

Sonug¢ olarak, ¢aligma grubumuzdaki hastalarda kolsisin uygulama dozu ile
MEFV gen mutasyonlart ve 3435C>T genotipik varyantlar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir iligki bulunmamaktayd: (p=0,13). 2x1/glin ve 3x1/giin kolsisin
uygulanan hastalar arasinda 2677G>T polimorfizmi yoniinden anlamli farklilik
mevcuttu (p=0,032). Hastaligin semptomlar1 arasinda bulunan artrit ile 3435C>T
polimorfizmi (p=0,04), peritonit ile 1199G>A polimorfizmi (p=0,010), plorit ile
2677G>A (p=0,029), 15713T>C (p=0,023) ve 15615T>C (p=0,02) polimorfizmleri
arasinda anlamli iligki bulunmaktaydi.

Anahtar kelimeler: Ailevi Akdeniz Atesi, CYP3A4, Farmakogenetik, Kolsisin,
MDR1/P-gp



ABSTRACT

The most efficient therapeutic agent in treatment of “Familiar Mediterranean Fever”
(FMF) is colchicine. Colchicine is a two-way treatment applied in preventing the
development of seconder amyloidosis and decreasing the intensity of attack
frequency of disease. However, 5-10% of patients respond to the treatment show
resistance. The differences of the response to the treatment in each person result from
the changes in control mechanisms controlling pharmacokinetic and
pharmacodynamic of drug. The differences in colchicine pharmacokinetic are related
to CYP3A4 which is member of Cytochrome P450 enzyme family and MDR1/P-gp
which is member of ABCB1 transmembran protein family.

We searched the relationship among MEFV gene mutations of 78 patients
having treatment of colchicine in different dosages during over one year, clinical
findings of disease, CYP3A4 and MDR1/P-gp polymorphisms. 3435C>T
polymorphism from ABCB1 gene polymorphisms was evaluated with the method of
“Restriction Fragment Lenght Polymorphism” (RFLP) in whole patients. (-)1A>G,
61A>G, 1199G>A, 1236C>T, 2677G>A, 2677G>T polymorphisms from MDR1/P-
gp gene polymorphisms in 48 patients and 1B(-392A>G), *2(15713T>C),
*3(23171T>C), *12(21896C>T) and *17(15615T>C) from CYP3A4 gene
polymorphisms in 46 patients were evaluated by using full automated microarray
analyzer (INFINITI™ Autogenomics, Inc., Vista, CA) with the capture probes were
fluorescently labeled using analyte specific primer extension, hybridized to a
microarray and then scanned.

Consequently, there weren’t a statistically significant correlation (p=0,13)
between 3435C>T genotype alternatives and MEFV gene mutations with colchicine
treatment dosage on patients of our group. There were a statistically significant
correlation among patients treated with 3x1/day and 2x1/day colchicine dosages and
2677G>T polymorphism (p=0.032). Among the symptoms of the disease, there were
a statistically significant correlation with arthritis and 3435C>T polymorphism
(p=0.04), peritonitis and 1199G> A polymorphism (p=0.01), pleuritis with 2677G>A
(p=0.02), 15713T>C (p=0.02) and 15615T>C (p=0.02) polymorphisms.

Keywords: Colchicine, CYP3A4, Familial Mediterranean Fever (FMF), MDR1/P-
gp, Pharmacogenetics
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1. GIRIS VE AMAC

Hastalara uygulanan standart ila¢ tedavileri sirasinda, ilaca ve ilacin dozuna
kars1 cevap farkliliklart gelistirildigi bilinen bir gercektir. Kimi hastada uygulanan
ilaca ve dozuna etkin cevap, diisik yan etki olurken, kimi hastada ise ilaca
cevapsizlik veya toksik reaksiyonlar sonucu oOliimle sonuglanabilen yan etkiler
goriilebilmektedir. Bireyde uygulanan tedavinin etkinligi, hastanin genel saglik
durumu ile birlikte, bircok faktorii icinde barindiran cevresel etmenler ile de
sekillenmektedir. Hastanin genotipik yapisinin tedavi sirasinda kullanilan ilacin
farmakodinamigini ve farmakokinetigini etkiledigi géz ardi edilmemesi gereken
onemli bir parametredir.

Hastalara uygulanan ilag tedavilerinin ve molekiiler genetik incelemelerin bir
arada yiritildigi bir bilim dali olan Farmakogenetik, bireyin genetik yapisindaki
varyasyonlara bagli olarak ilaca verdigi yamttaki degisimleri inceler. Hastanin
genetik yapisini temel aldigi icin, uygulanan tedaviyi bireysellestirir ve en dogru
ilacin, en dogru dozda, en az yan etki ile kullanilmasin1 amaglar.

Yapilan calismalar farmakogenetik testler sonucunda yapilan tedavilerin ¢ok
daha etkili ve ucuz oldugunu gostermistir. Hastanin tedavi maliyetinin en aza
indirilmesi ve tedaviden en iyi sonucun alinmasi gibi kazanimlar saglar. Hastanin,
yasam kalitesini artirmanin yami sira hastanede yatis siiresi ile mortalite oranini
azaltir.

Sistemik otoenflamatuar hastaliklardan Ailevi Akdeniz Atesi (AAA)
(“Familial Mediterranean Fever” FMF; OMIM 249100)’ nin en etkili terapotik ajan
olan kolsisinin farmakolojik yararlanimi, metabolizmasinda gorevli ana molekiili
olusturan CYP3A4 geninin kontrolii altinda olmakla birlikte, hasta bireylerin
tedaviye verdikleri cevap MDR1 geninin varyasyonlari ile de iliskilendirilmektedir.

Arastirmamizda kolsisin tedavisi uygulanan AAA hastalarinda CYP3A4
ve/veya MDR1 gen polimorfizmleri ile giinliik kolsisin tedavi dozu arasindaki
iligkinin anlamliligin1 aragtirmayr ve bu gen bolgelerindeki polimorfizmlerin
dagilimina gore uygun kolsisin dozuyla tedavi edilebilmelerine yardimci olabilmeyi,
ve boylece kolsisin tedavisi sirasinda hastanin karsilasma ihtimali bulundugu yan
etkileri minimuma indirgemeyi amacladik. Ayrica CYP450 enzim ailesinden %60

ilacin metabolizmasindan sorumlu olan CYP3A4 gen polimorfizmlerinin



populasyonumuza 06zgii genotipik varyantlarini belirleyerek, bu gen araciligiyla
metabolize edilen diger farmakolojik ajanlarinin da tedavideki etkinliklerini ve yan
etkileri arasindaki etkilesimlerin belirlenmesine 151k tutabilmeyi amagladik.

Boylece bu arastirmamizin sonucunda, MDR1 ve CYP3A4 gen bélgelerinde
klinik etkileri tanimlanmig olan bu polimorfizmler 15181inda, AAA hastalar1 iizerinde
etkinlikleri istatistiki anlamlililarina gore yorumlanarak, AAA hastalig1 i¢in

bireysellestirilmis tedavi alternatiflerine ulasabilmeyi hedeflemekteyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Herediter Peryodik Hastaliklar ve Ailevi Akdeniz Atesi

Sistemik otoenflamatuar hastaliklar enflamasyon ataklari ile seyreden, ataklar
sirasinda otoantikor titresinin normal sinirlarda oldugu ve antijen spesifik T
hiicrelerinin yoklugu ile karakterize bir grup kalitsal bozukluktur (1-5). Siklikla
artralji veya artritin goriildiigii, atesin bolgesel enflamatuar tutulumlara eslik ettigi
peryodik rahatsizliklardir. Bu grup hastaliklar, bagisiklik sistemindeki konjenital
enflamasyon hatalar1 olarak da degerlendirilebilir (1, 5)

Sistemik otoenflamatuar hastaliklardan mendel kalittimina uyan ve eklem
bulgulart ile karakterize olan hastaliklardan ii¢li otozomal dominant kalitim tipine
sahip olup, bu ii¢ hastalik da NALP3 genindeki mutasyonlar sonucu meydana
gelmektedir. Bu hastaliklar, ailevi soguk otoenflamatuar sendromu (“Familial Cold
Autoinflammatory Syndrome”, FCAS; “Familial Cold Urticaris”, FCU); “Muckle-
Wells” sendromu, (MWS) (1, 4) ve neonatal baglangi¢li multisistem enflamasyonu
(“Neonatal onset multisystem inflammatory disease”, NOMID/CINCA) (1, 6-9)
hastaliklaridir. TNFRSF1A genindeki mutasyonlar sonucu meydana gelen ve timor
nekrozis faktorle birlikte goriilen, tiimor nekrozis faktor reseptor-iligkili peryodik
sendrom (TRAP) (1, 10, 11), ve PSTPIP1 (Prolin serine threonin phosphatase
interactin 1) genindeki mutasyonlar sonucu olusan, piyoderma gangrenozum ve akne
ile birlikte goriilen piyojenik artrit (“Pyogenic arthritis with pyoderma gangrenosum
and acne”, PAPA) otozomal dominant kalitim tipine sahip diger otoenflamatuar
hastaliklardir (11, 12). Hiperimmiinglobulin D (HIDS) sendromu (1, 13) ise,
Mevalonate kinase geninde mutasyonlar sonucu ortaya cikar ve otozomal resesif
gecislidir (14).



Tablo 2.1.1: Herediter otoenflamatuar hastaliklardan sorumlu genler (15)

Kisa Hastahk Ismi OMIM  Kaltim Kromozom Gen
Isim tipi Bolgesi
FMF Ailevi Akdeniz Atesi 249100 Resesif 16p13 MEFV (Akdeniz Atesi)
MKD Mevalonat Kinaz Eksikligi Resesif 12q24 MVK (Mevalonat
Kinaz)
MA 610377
Mevalonik Asidiiri
260920
HIDS Hiper IgD Sendromu
TRAPS TNF-reseptor iliskili peryodik 142680 Dominant 12p13.2 TNFRSFIA (Tumor
sendrom (FHF-Ailevi irlandali Nekrozis Faktor
Atesi) Reseptor Stiiper Ailesi
1A)
CAPS Kriyopirin-iligkili peryodik Dominant 1q44 NLRP3
sendrom
(NLR ailesi, pirin
FCAS Ailevi soguk enflamatuar domeyn bulunduran 3)
sendrom (FCU, ailevi soguk 12100
urtiker)
Muckle-Wells sendromu
MWS 191900
CINCA Kronik infantil nérolojik
kutandz ve artikiiler sendrom
(NOMID, neonatal baglangigh 607115
multisistemik enflamatuar
hastalik)
NAPSI2 NLRP12-iligkili peryodik Yok Dominant 19q9.13.4 NLRP12 (NLR Ailesi,
sendrom pirin domeyn igeren 12)
Majeed CRMO, Kronik tekrarlayan 609628 Resesif 18p11.31 LPIN2 (Lipin 2)
Sendromu multifokal osteomyelit, CDA,
konjenital fisertropoietik anemiz
ve notrofilik dermatoz
PAPA Piyojenik steril artrit, piyoderma 604416 Dominant 15024-g25.1 PSTPIPI (Prolin-Serin-
Sendromu gangrenozum ve akne treonin fosfataz iliskili
protein-—I)
NOD2 ( Niikleotid
Graniilomat6z hastaliklar g‘i{glanma
igomerizasyon
16q12 Domeyn 2)




186580 Dominant
BS Blau (Jouba) sendromu
EOS Erken baslangi¢h sarkoidoz 609464 Dominant
cD Crohn hastali 266600 Multifaktoryel
RHM Tekrarlayan hidatiform mol 231090 Resesif 19q13.4 NLRP7 (NLR ailesi,

Pirin igeren domeyn 7)




Otozomal resesif kalitilan AAA, otoenflamatuar hastalik ailesinin bir
prototipi olarak disiiniilebilir (1). AAA, belli araliklarla tekrar eden agr1 ve ates ile
birlikte, periton ve/veya sinovyum ve/veya plevra enflamasyonu ile karakterize,
otozomal resesif olarak kalitilan sistemik otoenflamatuar bir hastaliktir (16). Ates,
karim agris1 ve 16kositoz episodlari olan ilk olgu 1908 yilinda sunulmustur (17). Daha
sonra 1945 yilinda 10 olguluk bir ¢alismada hastalik ayr1 bir klinik antite olarak
tamimlanmis ve AAA igin “selim paroksismal peritonitis” ismi Onerilmistir (18).
Hastalikla ilgili rekiirren poliserdzit, rekiirren kalitimsal poliserdzit, ailevi
paroksismal poliserdzit ve peryodik peritonit adlandirmalar1 yapilmakla birlikte (1,
18), hastaligin bugiinkii ad1 Fransiz ve Israil’ 1i klinisyenler tarafindan verilmistir
(19-21).

AAA, Akdeniz bolgesinde yasayan populasyonlara 6zgii bir hastalik olmakla
birlikte, siklikla Tiirk, Ermeni, Arap ve Yahudi soyundan gelen bireyler arasinda
goriilmektedir (1, 5). Yiizyillar boyu siiren gogler nedeni ile Italya, Fransa,
Yunanistan ve Ispanya gibi diger Akdeniz iilkelerinde de artik nadir bir hastalik
olmaktan ¢ikmistir (22-27). Hastaligin molekiiler tanisina yonelik kullanilan
analizlerin yayginlagsmasi ile diinyanin her bir tarafindan bildirilen olgular
bulunmaktadir (14, 22, 23, 27).

Otozomal resesif hastaliklar sadece iki mutant alleli bulunan ve hi¢ normal
alleli bulunmayan yani homozigot bireylerde goriiliir. Etkilenmis bir kisinin her iki
ebeveyni de heterozigottur. Etkilenmis kisinin her bir ebeveynden resesif alleli alma
riski 1/2’dir, dolayisiyla iki resesif alleli de alarak etkilenme riski 1/2*1/2 veya 1/4’
tiir. Etkilenmis tek aile bireyi indeks vaka olabilir, ancak etkilenmis baskalar1 da
varsa bunlar kardeslerdir ve ailede akraba evliligi sik olmadig: siirece soyun baska

kisimlarinda goriilmeyebilir (28).

2.2. Epidemiyoloji

AAA’ nin goriilme siklig1 etnik kdkenler arasinda farkliliklar gostermektedir.
Yahudi soyu, kendi arasinda alt gruplara ayrilmaktadir. Seferad Yahudilerinde
1/250-1/1000, Dogu Avrupa kokenli Eskenaz Yahudilerinde ise bu oran 1/73.000
sikliginda goriilmektedir. Tasiyict sikligi da Yahudi soylar1 arasinda farkliliklar
gostermektedir; Irak kokenli Yahudilerde %39, Kuzey Afrika kokenli Yahudilerde



%22, Eskenaz Yahudilerde %21, Iran kokenli Yahudilerde %6 oldugu bildirilmistir
(29). AAA hastaliginin iilkemizdeki goriilme sikliginin 1/1000, tasiyici sikliginin ise
1/5 veya 1/10 oldugu bilinmektedir (30, 31).

2.3. Klinik Ozellikleri:

AAA’ nin klinik tanimlamasinda Sohar ve ark., Livneh ve ark. ve Dilsen
tarafindan tanimlanmis ¢esitli kriterler mevcuttur (14, 21, 31-34). Ancak, bu giin
AAA’ nin tan1 kriterlerinden en sik Tel-Hashomer Kriteri kullanilmaktadir (35,36).

Tablo 2.3.1: Tel-Hashomer kriterleri (36)

Major kriterler Minor Kriterler
Ates ve serozit Tekrarlayan atesli ataklar
AA tipi amiloidoz Erizipel benzeri eritem
Kolsisine cevap Aile 6ykiisii

Kesin teshis i¢in 2 major ve 2 mindr, slipheli teshis i¢in de 1 major ve 1

mindr kriter gerekmektedir (36).

Klinikte, AAA hastalar1 fenotipik 6zelliklerine gore ii¢ gruba ayrilmaktadir:

I: Tekrarlayan ates ve serd6z zarlarin iltihab1 (peritonit, sinovit veya plorit) ile
karakterize,

Il: Tekrarlayan enflamasyon ve ates Oykiisii olmayan hastada ilk bulgu olarak
amiloidoz ortaya ¢ikmasi,

I1l: Subklinik ya da preklinik AAA olarak adlandirilir, klinik olarak hasta olmayan
ancak MEFV gen mutasyonu saptanmasi durumudur (21, 30-33, 37-40).

Ataklar1 baglatan etken, kisiler arasinda degiskenlik gdstermektedir. Agir
egzersiz, yorgunluk, ruhsal travma ve uzun siiren hareketsizlik, ataklar1 baslatan
nedenler arasinda yer almaktadir (14, 35, 41-43).

Ates, AAA’ nin major tani kriterleri arasinda yer alan dnemli bir klinik
bulgudur. 38-40 °C’ ye kadar cikabilmekte ve 12-96 saat siirebilmektedir. Nadir
olmakla birlikte (%2), ates hastalikla ilgili tek bulgu olabilmektedir (14, 22, 35, 42,
43).

Abdominal agr1 AAA’ nin bir diger major tani kriteri olup, hemen hemen

olgularin yarisinda ilk semptomdur ve hastalarin %90-95" inde goriiliir. Genellikle



bir kadranda baslayip generalize olmaktadir. Agrinin siddeti hafif gaz agrisindan,
akut karmn tablosuna (distansiyon, rijidite, rebaund, peristaltizmde yavaslama,
konstipasyon, %10-20 siklikla diare) kadar degisebilen diizeylerde olabilir. Soluma
ile agr1 siddeti alevlenir ve buna peritonel enflamasyon eslik eder. Hizlandirict bir
olay olmadan, ataklar aniden baslar ve 6—96 saat arasinda son bulur (44). Genellikle
hasta veya ailesinden apendektomi, eksploratif laparotomi ve/veya laparoskopi
hikayesi alinabilir (21).

Plorezi ve perikardit genellikle unilateral, ani baslangighdir ve plevral
efiizyon seklinde olur. inspiriumda artan gdgiis agrisi, solunum seslerinde azalma,
hizli, kisa ve yiizeyel solunum ile karakterizedir. Yahudi, Arap ve Tiirk hastalarda
%25-50 siklikla bildirilmektedir (21, 35, 42).

Artrit ve/veya artralji, en sik monoartrit seklinde olmak iizere, AAA
olgularinda %50-75 siklikla bildirilmistir. Eklem bulgulari kendiliginden veya
travma sonrasi ortaya c¢ikabilecegi gibi, egzersiz de artriti tetikleyici bir faktor
olabilir. Genelde alt ekstremitelerde ve biiyiikk eklemlerde (dizler, ayak ve ayak
bilekleri) tutulum vardir. Eklemler ataklar arasinda normaldir. Eklem bulgulari,
hastalarda bazen tek bulgu olabilir (30, 31, 35, 42, 43).

Cilt bulgulart icerisinde en sik goriileni bacak on yiiziinde, ayak bileginde
veya ayak sirtinda deriden kabarik, tek tarafli, sicak, hassas ve sinirlar1 belirgin
kirmiz1 plaklarla seyreden erizipel benzeri eritem olarak adlandirilan ve genellikle 2-
3 giin iginde kendiliginden gerileyen dokiintilerdir (27, 30, 31, 34). Cilt bulgularinin
tim AAA olgularinin %20,9’ unda bulundugu bildirilmistir (27).

Hastalarda yaygin kas agrisi tek bulgu olabilir. Kisa siireli olabilecegi gibi, 2-
3 hafta siiren yaygin kas agrilar1 seklinde de goriilebilir ve kolsisin tedavisine iyi
yanit alinmaz. Semptomlarin gerilemesinde kortikosteroidler ve non-steroidal anti-
enflamatuar ilaglar etkilidir (14, 42, 43, 45).

Yaklasik olarak hastalarin %90° 1 ilk belirtisini 20 yas Oncesinde
gostermektedir (21-23, 46, 47). Erkeklerde, kadinlara oranla AAA’ nin goriilme
siklig1 daha yiiksek olup, bu oran E/K= 1,5-2,0 olarak bildirilmistir.

Hastaligin ~ klinik  ciddiyetini  belirlemek {izere farkli  skorlamalar
kullanilmaktadir. En ¢ok kullanilan Pras skorlamasinda klinigi olusturan bazi 6nemli

parametreler puanlandirilmistir ve her bir hasta i¢in toplam puan, AAA hastaliginin



Klinik ciddiyetini belirlemektedir. 3-5 arasinda yer alan puanlar “hafif”, 6-8 arasinda

olanlar “orta” ve >9 olan puanlar da “agir” olarak degerlendirilmektedir (36, 48).

Tablo 2.3.2: PRAS’ in Ciddiyet Skorlamasi

Ciddiyet  Baslangic B r.a.yda ) Erizi pe_I o Kolsisin
derecesi  yasi (yal) gecirilen Artrit benzeri  Amiloidoz dOZl.J.
atak sayisi eritem (mg/giin)
0 >31
1 21-31 <1 1
2 11-20 1-2 Akut + 15
3 6-10 >2 Uzamis T 2
4 <6 So*

*giinliik 2 mg doza duyarsiz (48)

2.4. Komplikasyonlar

AAA hastalarinda siklikla goriilen komplikasyonlar oligoartrit ve renal
amiloidozdur (5). AAA’ ne bagl d6liimlerin ana nedeni olan renal bozukluk, tedavi
gormeyen hastalarda sekonder renal amiloidoz gelismesi ile olusmaktadir (5).
Amiloidoz gelisme siklig1 irklar arasinda farklilik gostermekle birlikte, tedavi
edilmeyen olgularin %90’ mda 40 yas civarinda amiloidoz gelistigi
gozlemlenmektedir. Ulkemizde amiloidoz gelisme sikhigi %60 oranlarinda

bulunmaktadir (14, 43, 34, 49-51).

2.5. Tetikleyici Faktorler

AAA’ nin fenotipik yansimasi, genetik ve ¢evresel olmak {izere birden fazla
etken ile kontrol edilmektedir. MICA (Major histocompatibility complex class |
chain-related gene A) geni AAA fenotipi tizerinde etkili olan genetik kontrollerden
bir tanesidir. Bu gene ait polimorfizmlerin hastaligin baslangi¢ yasimni ve atak
sikligint etkiledigi ileri siiriilmektedir (52). Ay etnik kokene sahip farkli cografik
bolgelerde yasayan bireylerde, hastaligin kliniginde farkli sekillenmeler oldugu bir
gercektir. Bunun tersi olarak, ayni cografyada yasayan farkli soylardan olan
populasyonlarin, farkli mutasyon/genotip dagilimina sahip olmalarina ragmen, ayn
AAA Klinigi gosterdikleri de bilinmektedir (53).

AAA’ nin en 6nemli komplikasyonu olan amiloidoz’ un gelismesinde, farkli
modifiye faktorlerin etkisiyle, vakalar arasinda farkliliklar oldugu belirtilmektedir.

Renal amiloidoz gelisiminde etkili oldugu ileri siiriilen faktorler arasinda SAAL1



(serum amyloid A 1) geninin o/a genotipinin varligr bilinmektedir (54). Bu genotipe
sahip olan AAA hastalari, agirlikli olarak erkek cinsiyettedir ve hastalik artrit ataklari
ile seyretmektedir. SAA1l geni sekonder amiloidozda (AA), amiloid fibril
olusumunda substrat gérevi yapan serum amiloid A proteinini kodlar. Yapilan
calismalarda, M694V mutasyonu tasiyan AAA hastalarinda amiloidoz gelisim
riskinin artmig oldugu bildirilmektedir (54).

2.6. Tlgili Hastaliklar

AAA tam anlamiyla otoimmiin bir hastalik olmamakla birlikte, vaskiilitlerle
artmis birlikteligi mevcuttur. Ozellikle Poliarteritis Nodosa (%1) ve Henoch-
Schonlein Purpurasi (%5-7) sikligi normal populasyona goére AAA hastalarinda
belirgin olarak yiiksektir (55). Ayrica, Sistemik Lupus Eritematozus ve Behget
Hastaligi gibi diger wvaskiilitler ile bazi glomerulonefritler de birlikte
goriilebilmektedir (35, 56-58). AAA ile birlikte goriilebilen otoimmiin hastalaklar
tablo 2.6.1° de gosterilmistir (27).

Tablo 2.6.1: AAA ile iliskili hastalik sikliklar

Hastalk isimleri Hasta sayisi (%) E/K
Henoch Schonlein purpurasi 75 (2.7) 53:22
Poliarterit nodosa 24 (0,9) 12:12
Behget sendromu 14 (1,5) 7.7
Kronik enflamatuar artrit 37 (13) 16:21
Sistemik lupus eritematozis 4(0.1) 0:4
Akut romatizmal ates 139 (5) 100:39
Seronegatif spondilartrit 64 (2.3) 36:28
APSGN 10 (0,4) 5:5
Uveit 6(0,2) 3:3
Enflamatuar barsak hastalif 4(0.1) 31

Kisaltmalar: APSGN=Akut poststreptokoksik glomerulonefrit

2716 hastanin verileri yer almaktadir
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2.7. Laboratuvar Bulgular:

AAA’ nin akut ataklar1 sirasinda beyaz kan hiicresi sayiminda serum
amiloid A, fibrinojen, eritrosit sedimentasyon hizi (ESR) ve C-reaktif protein (CRP)
gibi enflamatuar medyator diizeylerinde belirgin artis gézlenmektedir (13, 14, 16).
Tam idrar tetkiki ile hematiiri ve/veya proteiniirinin varligi belirlenebilir. AAA’nde
sitokin, kemokin ve diger enflamasyonla alakali proteinler de galisilmaktadir. Bunlar
arasinda TNF-a ve v, sitokinlerle iligkili reseptorler, kompleman proteinleri, adezyon
molekiilleri, bliylime faktorleri, immiinglobulinler ve antikorlar, IL-1, 4, 5, 6, 10, 12,
18 yer almaktadir (11, 22-27). Ancak, genel goriis AAA’ nin otoimmdiin bir hastalik
olmadigr yoniindedir. Ayn1 zamanda, sitokin/kemokin modeli de non-spesifik

enflamasyon ile uyumludur.

11



Tablo 2.7.1: AAA’ nin teshis kriterleri (58)

Kriter Deger Hassasiyet Spesifite Yorumlar
Lokosit sayim Yiikselmis % 80 Diistik
Sedimentasyon oram Yikselmis > % 95 Diisiik
C-reaktif protein Yiikselmis > % 95 Diisiik
Fibrinojen Yiikselmis > % 80 Diisiik
Metaraminol Parlama Yiiksek Yiiksek 10 iﬂg infﬁ:gon
indiikleme parlamay1 48 saat
uyarmast icinde indiikler
MEFV gen Allel belirleme % 60-80 % 100
mutasyon analizi
Ekokardiyografi Perikardiyal Iyi Iyi Perikardit var olan
efiizyonu semptom
oldugunda
Kalc¢a-diz grafisi Eklem Iyi Iyi
harabiyeti
Immunglobulin IgA  Yiikselmis %23 lyi
Immunglobulin IgM  Yiikselmis % 13 Iyi
Immunglobulin IgG  Yiikselmis % 17 lyi
Immunglobulin IgD  Yiikselmis % 13 Iyi
Serum amiloid A Yiikselmis Yiiksek Iyi AA tipi amiloid
proteini icin
idrar tahlili Proteiniiri % 95 Iyi AA tipi amiloid
igin
Doku biyopsisi Elma  yesili %80-95 % 99 AA tipi amiloid
Kongo (bobrek i¢in icin
kirmizisinda ¢ift %95)
kirihim
Serum amiloid P Niikleer tip >% 95 >0 95 AA tipi amiloid
ini taramasi pozitif 1¢1n.
proteini P Genel olarak
kullanilabilir.

2.8. MEFV Geni

“Mediterranean Fever” (MEFV) geni, “Uluslararas1t FMF Konsorsiyumu” ve

“Fransiz FMF Konsorsiyumu” tarafindan birbirinden bagimsiz ve es zamanl olarak

pozisyonel klonlama ydntemiyle 1997 yilinda tanimlanmistir (59, 60). Kromozom

16p13.3° de lokalize olan MEFV geni, 14.78 kb uzunlugunda olup, 3.7 kb

bliytikliiginde bir mRNA transkripti olusturmaktadir.

12



Chr 16

=
[}

o

pli.z
pl3.13
pl3.12
pl3.11
pll.d
gli.1
gli.z
glz.1
qlz.z
ged.1
q2d.2
q24.3

gzz.1
q2z.2
q23.2
423.3

II 0231

plz.3
plz.z
plz.1
pll.z

o

i

Sekil 2.8.1: 16p13.3” e lokalize MEFV gen boélgesi (http://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=MEFV &search=MEFV)

MEFV geni, cogunlukla 16kositlerde eksprese edilen ve pirin/marenostrin adi
verilen bir proteini kodlamaktadir. 10 ekzonlu genin iiriinii olan proteinine, atesle
iliskisi nedeniyle, Latinceden kdken alinarak “pirin”, Fransizlar tarafindan Akdeniz’
in ismi olarak bilinen “Mare Nostrum” (bizim deniz) kelimelerinden esinlenilerek de
“marenostrin” adi verilmistir (14, 30, 31, 61). Proteini 781 aminoasit (aa)
biiytikligiindedir (5, 6, 59, 61). Bu proteinin 92 aa’ lik N-terminal bolgesi, 6-heliks
homotipik motif (pirin domeyni) olusturarak, enflamasyon ve apoptozisde yer alan
20’ den fazla protein ailesini tanimlamaktadir (62).

MEFV geninin primer transkriptinin alternatif islenmelerinin (“splicing”) var
olmasi1 nedeniyle, insan hiicrelerinde iki farkli transkripti bulunmaktadir. Bunlardan
birincisi, MEFV geninin 10 ekzonunu da igeren transkript ve digeri de ekzon 2’ den
tamamiyle yoksun olan transkriptidir (63). MEFV geninin mRNA ekspresyon
seviyesi, genin kodlayan sekansina gore, hasta ve saglikli bireylerde farkliliklar
gostermektedir (64). Ayrica, farkli hiicre kusaklarinda da MEFV geninin
ekspresyonu degiskenlik gostermektedir. MEFV geni olgun graniilositler, monositler
ve myeloid kemik iligi prekiirsér hiicrelerinde ekspresse olurken, lenfositlerde
eksprese olmamaktadir. Proteinin subseliiler lokalizasyonu hala tam anlamiyla agik
degildir. Tam uzunluktaki pirin stoplazmaya lokalize olurken, alternatif islenen
varyanti tarafindan kodlanan izoformu niikleusta lokalizedir (63).

MEFV geninin farkli bolgeleri, pirin proteininin farkli fonksiyonel kisimlarini
olusturmaktadir. Birinci ekzon, pirin bolgesini (“Pyrin domeyn”, PYD)
kodlamaktadir. 2-10 ekzonlar1 tarafindan kodlanan bdlgeler bilindik protein
motiflerini igerir. Bu bolgeler: bZIP transkripsiyon faktorii bolgesi (ekzon 2); B-box
¢inko parmak (“zinc finger”) (ekzon 3); 2 niikleer lokalizasyon sinyali (3. ve 4.
ekzonlar); alfa helikal bolge (ekzon 3-8) ve MEFV mutasyonlariin bircogunu
iceren, 10. uncu ekzon tarafindan kodlanan B30.2/SPRY/rfp diye adlandirilan C-

terminal bolgesidir.
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Sekil 2.8.2: (a) MEFV gen yapisi ve (b) protein {irlindi, pirin: pirin proteininin
domeyn organizasyonu. PYD, pyrin domeyn; bZIP, bZIP transcription factor basic
domeyn; BB, B-box domeyn; CC, coiled coil domeyn ve B30.2, C-terminal
B30.2/SPRY/rfp domeyn (5)

10. uncu ekzonun MEFV mutasyonlarinin birgogunu igermesi, evrimsel
siiregte bu ekzonun proteinin O6nemli bir kismini olusturduguna dair fikirler
vermektedir. Pirin, immiin cevabin etkinligini kaldirarak, enflamasyonu kontrol
altinda tutmaya yardimci bir proteindir. Bu kontrol saglanmadan, yetersiz bir
enflamatuar reaksiyon gergeklesir. Normal sartlarda enflamasyonun minér uyaranlari
yoksayarak, gii¢lii ve sistemik olan uyaranlara karsi etkilestigi tahmin edilmektedir.
Ancak AAA ataklarinda enflamasyonun normal kontroliiniin minér enflamatuar
tetikleyicilere kaydig1 kabul gormektedir (5).

MEFV geni, ilk klonlandiginda pirinin N-terminal bélgesinin (92 aa’ lik) dizi
veri tabanlarinda diger proteinlerle iliskili oldugu bulunmustur. Giiniimiizde ilk 92
aa’ lik kisim pirin bolgesi olarak bilinmektedir. Pirin bolgesi daha sonra baska
proteinlerde de tanimlanmistir. Bu bolgenin sitokin aktivasyonunun diizenlenmesi ve
apoptozla iligkili proteinler arasinda etkilesimi kolaylastirdig1 diisiiniilmektedir.
Ayrica, bu bolgede hemen hemen hi¢ mutasyon bildirilmemistir (65, 66).

Pirinin C-terminal bolgesinde ise, bir B-box ¢inko parmak (375-407 aa), bir
alfa helikal bolge (408—594aa) ve B30.2 (“ret finger” protein veya rpf) (594—774 aa)
bolgeleri bulunmaktadir. Hem B-box hem de alfa helikal bolgeleri diger proteinlerle
etkileserek proteinlerin multimerlerine yeni ve farkli bir sekilde birlesmelerine

(multimerizasyon) aracilik edebilirler (6, 30, 31). B30.2 bolgesi ise 500 farkli
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proteinde intraselliiler ve transmembran olarak bulunmaktadir (6, 65, 66). Protein—
protein etkilesiminde rol oynadigi gosterilmis olmakla birlikte, pirindeki roli agik
degildir (65).

Bu giine kadar MEFV geninde bir¢ogu tek niikleotid degisikligi seklinde olan
toplam 198 degisiklik (mutasyon/polimorfizm) saptanmigtir. Bu mutasyonlarin 23’ i
genin intron bdlgelerinde, 4’ i genin transkripsiyona ugramayan (“untranslated)
bolgesinde (UTS), 2’ si dublikasyon, 2’ si insersiyon ve 2’ si delesyon mutasyonlari
seklinde yer almaktadir (INFEVERS database,
http://fmf.igh.cnrs.fr/ISSAID/infevers/,9.12.2010). Bu mutasyonlardan M694V,
M6941, M6801, V726A ve E148Q, 10. uncu ekzonda yer alan ve %70 siklikla

goriilen yanlis anlamli mutasyonlardir (5).

MEF VNM 000243.1 (16p13.3)
DNA: 14600bp, mRNA: 3499bp, Protein: 781laa

Ln 15 /o I7J/s., ‘ .
f—(z —//—{~ ‘—@-//-{ ;—6-//—(z~8; - SIBCa

Sizes (bp) ?I'.'

CDS joints [ { \ \ \ ¢ SR
Pozisyon 2771278 910/911 1260/1261 135611357 1587/1588 1610/1611 17261727 1759/1760 1792/1793
Kodon 93 304 420421 452453 529/530 537 576 587 598
This graph shows the variant usual name (i.¢. as first published). August 19, 2010
Please refer to the variant detail by clicking on its name for possible edited nomenclature. N Sequence variants: 195

Sekil 2.8.3: MEFV geninde goriilen mutasyonlar
(http:/[fmf.igh.cnrs.fr/ISSAID/infevers/schema.php?n=1)

MEFV genotiplerinin penetransi olduk¢a degismektedir; literatiire gore en
¢cok M694V (%99) ve en az siklikta da E148Q (%45) mutasyonlar1 goriilmektedir
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(5). Ulkemizde en sik goriilen mutasyonlar ise, M694V (%51,4), M680I (%14.,4) ve
V726A (%8,6)’dir (67).

Farkli populasyonlarda yapilan ¢alismalarda, AAA hastalarinin MEFV
genindeki bir mutasyon i¢in homozigot olmasi gerekmedigi, birlesik heterozigot
(homolog kromozomlar iizerinde farkli allellerde 2 farkli mutasyonun yer almasi
veya aynt kromozomdaki gen i¢inde birden fazla mutasyon varligi) olmasinin da
yeterli olabilecegi belirtilmistir (23, 68). Bu kompleks allellerin gen ici
rekombinasyonlar ile olustugu ve ikinci intronun rekombinasyonel degisiklikler i¢in

merkez olabilecegi ileri siiriilmektedir (24).

2.9. Hastaligin Siddeti ve Fenotip / Genotip Bagintisi

AAA’ nde, hastanin sahip oldugu MEFV gen mutasyonlari ile hastaligin
klinik prezentasyonu arasindaki iligki Onemli bir konudur. Hastalarin biiyiik
cogunlugu, homozigot ya da birlesik heterozigot olmak tlizere, MEFV geninde iki
mutasyona sahiptir (5). MEFV geninde rastlanan mutasyonlarin biiyiik bir kismi1 tek
niikleotid yer degistirmesi (yanlis anlamli) seklinde olup, genellikle 10. uncu
ekzonda bulunmaktadir (6, 30, 31). Mutasyonlar, pirinin yapisindaki B30.2
bolgesinde aminoasit degisikliklerine neden olmaktadir. M694V ve M6941, MEFV
genindeki ilk belirlenen mutasyonlardir.

Kuzey Afrikali Yahudilerde homozigot M694V mutasyonuna sahip hastalarin
%90’ inda amiloidoz gelismesi ile, bu mutasyonla sekonder amiloidoz arasinda sik1
bir iligkinin oldugu gosterilmistir. Bazi ¢alismalarda M694V mutasyonu ile fenotipin
daha agir gozlemlendigi ve M694V disindaki mutasyonlarin varliinda amiloidoz
riskinin azaldigi bildirilmesine ragmen, farkli ¢alismalarda bu goriis rededilmistir
(27, 35, 42, 43). Bununla birlikte, aile i¢i ve aileler arasi klinik farkliliklara
dayanilarak fenotipin MEFV lokusu disindaki genler ve/veya c¢evresel etmenlerden

etkilendigi diistiniilmektedir.

2.10. Patogenetik Hipotez (Pirin/Marenostrin)

MEFV geninin kodladigi pirin/marenostrin proteini, normal sartlarda
enflamasyonu kontol altinda tutmaktadir. Patogenezde en ¢ok kabul géren hipotez,

pirin/marenostrin’ in noétrofil araciligiyla enflamasyonu baskilamasinda sorun
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olmasidir. Mutasyona ugramig genin protein iriinii, enflamasyondaki kontrol
gorevini yapamamakta ve uyarilmis olan enflamasyon durdurulamamaktadir.
Dolayisiyla, atesle birlikte belirli bolgelere sinirli enflamasyon ataklari seklinde
klinik tablo ortaya ¢ikmaktadir (14, 30, 31).

Pirin/marenostrin proteininin amino terminal ucuyla, hiicre sinyal iletim
yolunda gorevli bir grup proteinin benzerlik gosterdigi saptanmistir. NF-kappa’ nin
da igerisinde oldugu B-hiicre sinyal iletiminde rol oynar. NF-kappa ise 6nemli bir
transkripsiyon faktoriidiir ve proenflamatuar fonksiyonlar1 yonlendirir (69). Pirin
domeyn bolgesi 92 amino asitten olusur ve 6liim bolgeleri (DD: death domain), 6lim
etkili bolgeleri (DED: death effector domain) ve kaspaz bolgelerini (CARD: caspase
recruitment domain) kapsayan 6lim bdlgesi iist ailesinin bir iiyesidir. Bu ailenin
tiyeleri enflamasyon proteinlerinde, apoptozisde rol alan bazi proteinlerde ve protein-
protein etkilesiminde rol almaktadir (62). Bu domeyn ailesinin iiyesi proteinler,
kaspaz caligtirict proteinlerle birlikte hareket ederek proapoptotik bir protein olan
ASC (“apoptosis speck complex”) olusumuna katilirlar. ASC de nétrofillerde
apoptozisin down regiilasyonunda goérev alir ve ASC’ nin ekspresyonunun

enflamasyon olayinda arttig1 gosterilmistir (69).
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Sekil 2.10.1: Pirin domeyn bolgesi bulunan proteinler apoptotik speck proteini
(ASCQ) ile etkileserek enflamasyonu diizenlerler. Pirin inhibitor olarak rol alirken,
ASC ve kriyopirin’in birlesmesi kaspaz-1 yoluyla IL-1’i uyarir. Potansiyel
mutasyonlar sonucu pirindeki fonksiyon kaybi, pirinin inhibitér roliinii azaltarak
otoenflamasyona yol acgabilir. Alternatif olarak, MWS/FCU/NOMID hastalarinda
oldugu gibi, kriyopirin’ e yeni fonksiyon kazandiran mutasyonlar bu yolagi aktif hale
getirebilir. ASC, apopitozda ve enflamasyon yanitinin hem baskilanmasinda hem de
regiilasyonunda rolii olan NF-kappa transkripsiyon faktoriiniin aktivasyonunda
etkilidir [(IL-1,interl6kin-1; LRR, 16since zengin tekrarlar, (leucine-rich repeats);
TNF, tiimor nekroz faktorii)] (70)

AAA’ ne bagh enflamatuar ataklarda ASC, CASP1 ve IL-1B genlerinin
ekspresyonlarinin arastirildigr bir calismada, atak sirasinda ASC geninin izoform 2
bolgesinin ekspresyonunun belirgin seviyede azaldigi tespit edilmistir. Boylece, ASC
geninin izoform 2 bolgesinin apoptoz uyarisinda gorevli oldugu diistiniilmektedir
(72).

Akut atak sirasinda, MEFV gen ekspresyonunun arastirildigi bir ¢alismada,
hastalarda kontrollere gére MEFV gen ekspresyonunun daha diisiik oldugu, ataklar
sirasinda bu farkin daha belirginlestigi bildirilmistir. Ayrica ayni1 ¢calismada, AAA
bulunmayan sepsisli ve akut apandistli hastalarda da atak sirasinda MEFV gen

ekspresyonunda azalma saptanmistir (72).
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Sekil 2.10.2: Notrofillerin kemotaktik aktivasyonu (72)

2.11. Kolsisin

Giiniimiizde AAA’ nin tedavisinde, enflamatuar ataklarin sikligin1 en etkin
bi¢cimde kontrol eden ve renal amiloidoz gelisimini engelleyen tek farmasotik ajanin
kolsisin oldugu bilinmektedir.

Kolsisin (“colchicine”), ismini Karadeniz boélgesi’ nin dogu kiyr kesiminde
eski donemlerde yerlesim yeri olarak kullanilan ve kdkeni Yunanca’ ya dayanan
“Colchis” isimli bolgeden almaktadir (73, 74). Zambakgiller familyasina ait
Colchicum autumnale (meadow saffron) ve Gloriosa superba (glory lily) adli iki tiir
bitkiden elde edilmektedir.
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Sekil 2.11.1: Colchicum autumnale  Sekil 2.11.2: Gloriosa superba

Ik kez 6. nc1 yiizyilda gut tedavisi igin kullanilmis olan kolsisin (73, 74),
1972 yilinda Goldfinger tarafindan AAA’ nin tedavisinde kullanilmaya ilk kez
baslanmigtir (73, 74). Ayrica modern tipta da gut, behget hastaligi, primer bilier
siroz, psoOriazis, palmo-plantar pustolosis, sweets’s sendromu, skleroderma,
sarkoidoz, amiloidoz, vaskiilit, immiin trombositopenik purpura ve Kistik fibrozis
gibi bir¢ok hastaligin tedavi siirecinde kullanilmaktadir (73-77).

Kolsisin antienflamatuar, antimitotik ve antifibrotik aktiviteye sahiptir (73-
77). Bilinen en temel aktivitesi mikrotiibiil polimerizasyonunun inhibisyonudur. Bu
ozelligi ile kolsisin, bilinen en eski antimitotik ila¢ olma 6zelligindedir.

Hiicrede sitoskelotonun iskelet yapisini olusturan mikrotiibiiller, ayni
zamanda polimerizasyon, boliinme ve hiicre gocli gibi bir¢cok aktivitenin
diizenlenmesinde de rol oynamaktadir. Her bir mikrobiitil o ve [ tiibiilin
heterodimerlerinden olugsmaktadir. Kolsisin ~ molekiilii  tiibiiline  baglanarak,
mikrotiibiil uzamasin1 sonlandirmakta, mitotik ipliklerin dagilmasina neden olarak
polimerlesmeyi Onlemekte ve bodylece hiicre boliinmesini durdurmaktadir. Ayrica
kolsisin, sitoskeleton olusumunu bozarak, hiicre i¢i vezikiil hareketliliginde rol alan
sitokin ve kemokin gibi endojen medyatorlerin sekresyonunda etkin olan sinyal
iletim yolaklarinin islev yitirmesine de neden olmaktadir (75, 77).

Kolsisinin en biiyiik antienflamatuar etkisinin, 16kosit kemotaksisini inhibe
etmesi ile olustugu belirtilmektedir. Boylece, 16kositlerin adhezyon, hareketlilik ve
sitokin iiretimini etkilmektedir. Bununla bilikte, ntrofil membranlarindan adhezyon
molekiillerinin ekspresyonunu azaltarak go¢ inhibisyonuna yol actigi ve endotel

hiicreler ile etkilesimi belirgin sekilde inhibe ettigi yapilan calisamalar ile
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gosterilmistir (73). Kolsisinin etkinliginin, 16kositlerde yer alan konsantrasyonu ve
aktif enflamasyondaki rolii ile ilgili oldugu bilinmektedir. Ancak yine de kolsisinin
l6kositlere gostermis oldugu affinitenin nedeni kesinlik kazanmamustir (73).
Antienflamatuar etkinin diger mekanizmalar ile de olusabilecegi tizerinde
durulmaktadir (77). En etkin tedavi dozunun 0.015 mg/kg oldugu, 0.1 mg/kg’in
tizerindeki dozlarin toksik etki gosterdigi ve 0.8 mg/kg’in iizerindeki dozlarin ise
olimciil etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Giivenilir tedavi aralifinin dar olusu,

hekimler i¢in problem yaratmaktadir (77).

2.11.1. Yapisi /Farmakokinetigi ve Farmakodinamigi:

Kolsisin alkaloid’ dir (73-79) ve kimyasal molekiilii; trimetoksi benzen
zinciri (A Zinciri), metoksi tropon zinciri (C Zinciri) ile A ve C zincirlerini baglayan
ve C7 pozisyonunda asetamid grubu tasiyan yedi iiyeli zincir (B Zinciri)’ den
olusmaktadir (73-75).

‘o Sekil 2.11.1.1: Kolsisinin
N—C—CHs kimyasal konfigiirasyonu (78)

1
CHy

Colchicine

Kolsisinin farmakokinetigi ve farmakodinamigi ile ilgili yapilan ¢aligmalarda
Tubulin, Sitokrom P4503A4 (CYP3A4), ve MDR1 (P-gp) olmak {izere ii¢ temel
yapmin gorev aldigi gosterilmistir (77). Farmakokinetik etkisi oral alimimindan
hemen sonra emilmesi ile baglar, en fazla 2 saat igerisinde plazma zirve
konsantrasyonuna ulagir ve metabolitlerinin barsak ve idrarla atilimiyla son bulur.
Kolsisinin sonug etkisi, agr1 ve enflamasyonu 6nemli 6lgiide hafifletmesidir (78).

Tubulin, kolsisinin hiicrede baglandigi temel molekiildiir (79). Mikrotiibiillere
polimerize olan ve hiicrede her zaman bulunan bir proteindir. Hiicre transportu ve
boliinmesinde 6nemli rolii bulunmaktadir. Kolsisin, tubulin proteinine esit molarda

baglanip, tubulin polimerizasyonunu engeller ve boylece mikrotiibiil fonksiyonunu
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bozarak antienflamatuar etkisini gosterir (75). Boylelikle mikrotiibiillere
polimerizasyonu engelleyerek 16kosit gociine ve fagositoz inhibisyonuna neden olur
(78). Tubulin-kolsisin kompleksinin yarilanma 6mrii 2030 saat arasindadir.

Kolsisin i¢in ikinci ana enzim, bir¢ok farmasotik ajanin metabolizmasinda
gorevli Sitokrom P450 CYP3A4’ tiir. Ince barsak ve karacigerde yogun olarak
bulunmaktadir. CYP3A4, 1iic metoksi grubunu demetilleyerek kolsisin
metabolizmasinda temel rol oynar. CYP3A4 aktivitesi, bireyler arasinda farkliliklar
gosterir. Kolsisin CYP3A4’ {in substrati olan diger ilaclar ile birlikte verildiginde
viicutta klirensi diiserek etkinligi azalir (77).

Ucgiincii hedef protein, P-gp’ dir. P-gp, hiicre membraninda lokalize olan ve
bircok ilag ile etkilesime giren, ATP bagimli bir fosfo-glikoproteindir. ilaglarmn
tasinimindan ve ilacin hiicreden ihracindan sorumludur. flacin hiicre icine almmasin
engelleyerek, tedaviye direng gelistirilmesine neden olur. Saglikli bireylerde P-gp,
ince barsak, karaciger, bobrek ve kan-beyin bariyerinde eksprese olmaktadir. P-gp,
substratlarin  emilim, dagilim ve atilimini etkilemektedir. Inhibitdler ve
modiilatorlerin  birarada verilmesi, P-gp aktivitesini degistirerek, hiicrelerarasi
kolsisin birikimine yol agmakta, boylece kolsisinin toksik etkisinde artis meydana
gelmektedir (77).

Kolsisin, hizli bir sekilde jejunum ve ileum tarafindan absorbe edilmekle
birlikte, absorbsiyonu bireyler arasinda farkliliklar gostermektedir. Farmakokinetik
olarak kolsisin, oral yolla 1 mg alindiktan maksimum 2 saat sonra, zirve plazma
konsantrasyonuna ulasir. Lipofilik olmasina karsin, kismi olarak intestinal bariyer
tarafindan bloke edilir. Yash bireylerde ve saglikli goniillilerde biyoyararlanim
%2488 olarak gosterilmektedir. Kolsisin emiliminde ve tedaviye verilen cevapta
bireyler arasi1 farkliliklar olmasinin birincil nedeni kolsisinin farmakokinetiginden
kaynaklanmaktadir.

Kolsisin farmakokinetigindeki bu farkliliklar, metabolizmasinda gérev alan
CYP3A4 ve P-gp ile iliski gostermektedir (77). Kolsisinin dagilim yar1 dmri 1-2,7
saat arasindadir. Dagilim hacminin (7-10 l/kg) yiiksek olmasi, dokular tarafindan
yaygin bir sekilde tutuldugunu goéstermektedir. AAA’ ne sahip olan hastalarda
yapilan bir ¢aligma toplam kolsisinin serbest fraksiyon yiizdesinin %35-56 oldugunu

gostermektedir. Kolsisin eritrositlerde depo edilmekle birlikte, %3’ iinden daha az
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kismi1 16kositlerce alinmaktadir. Kolsisin kemotaksis veya adezyon inhibisyonu gibi
biyolojik etkilerini I6kosit fonksiyonlar: {izerinde gdstermektedir. Ilacin eliminasyon
yar1t Omrii 16 saat civarindadir ve kolsisin tedavisi sonlandirildigi zaman biyolojik
etkinliginin ortadan kalkmasi i¢in 24-48 saat gecmesi gerekmektedir. Kolsisinin
farmakodinamik etkisi i¢in gerekli zaman, I0kositlerde depolanmis kolsisin
konsantrasyonu ile benzerlik gostermektedir. Boylece lokositler, kolsisinin
antienflamatuar etkisinin gergeklestigi yer olarak diisiiniilmektedir (80).

Viicuttaki toplam kolsisin klirensinin % 5-20° sinden bobrek sorumludur.
Saglikli goniilliilerde renal kolsisin klirensi 4 1/s” dir ve toplam klirens %10 dur.
Uriner atilim, glomerular filtrasyon ve tubuler sekresyon aracilig1 ile gerceklesir.
Kolsisinin siirekli kullaniminda, kan-beyin bariyerini gegerek beyinde birikebilecegi
gosterilmistir. Endotel hiicrelerin luminal kisminda eksprese olan P-gp, beynin ilaca
maruziyetini sinirlandirmak i¢in, kolsisini serebral intravaskiiler kompartmana
tasimaktadir. Gebelerde kolsisinin plansentadan gectigi belirlenmistir.

Kolsisinin tubuline baglanabildigi her durumda dokulara niifuz edebilecegi
yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. Ancak P-gp ekspresyonu, fizyolojik bariyerler
tarafindan korunan hiicrelere ila¢ maruziyetini sinirlandirmaktadir. Bu nedenle
kolsisin dagiliminda olusabilecek riskler, eslik eden diger tedaviler ve/veya P-gp
disfonksiyonuna neden olan etkenler tarafindan olusturulabilmektedir.

Kolsisin metabolizmas ile ilgili ¢aligmalar heniiz in vitro hayvan deneyleri
seklinde bulunmaktadir. Sigan deneylerinde kolsisinin karacigerden %30’ dan daha
az oranda atildig1 belirlenmistir. Bu nedenle kolsisinin metabolik klirensi {izerinde,
kolsisinin serbest plazma fraksiyonunun ve karaciger enzimlerinin etkinligi
bulunmaktadir. Karacigerde kolsisinin oksidatif demetilasyonu sonucu 2-3 ve 10-
demetilkolsisin’e (DMC) doniistiigiinii belirtmektedir.
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Sekil 2.11.1.2: 2DMC, 3DMC ve 10DMC (colchiceine)’ in kimyasal

konfigiirasyonu

Safra yoluyla atilim, kolsisin eliminasyonunda belli basli bir yolaktir.
Enterohepatik dongii olugsmakta ve plazma degerinin pik yapmasini geciktirmektedir.
Eliminasyon yari omri saglikli goniilliilerde 14-30 saat arasindadir (81). Yash
insanlarda (82) ve kolsisin toksisitesine maruz kalan bireylerde (83) de ayni
degerlerde bulunmaktadir. Eliminasyon yari-6miiniin tubulin-kolsisin kompleksinin
ayrilma zamani ile es zamali oldugu goriilmektedir (84). Kolsisinin, reseptoriinden
uzun siirede ayrilmast, ilacin eliminasyonunun yavas oldugunu agiklamaktadir (77).
Safra kanali fonksiyon bozuklugu bulunan hastalarda, kolsisin zehirlenmesi
goriildiigii bildirilmistir. Kolsisinin safra yolu ile atilimda safra kanali zarlarindan
yogun bir sekilde eksprese olan P-gp, Onemli bir proteindir. P-gp, kolsisini
intrahepatik kisimdan safraya tasimakla gorevlidir. Ilac-ilag etkilesimleri de bu

asamada ger¢eklesmektedir (81).

2.11.2. ilac Etkilesimleri / Toksisitesi:

Kolsisinin uzun siireli kullanimi yan etkilerinin gelismesine yol agmaktadir.
Peristaltik hareketleri artirmast nedeniyle gastrointestinal sisteme (GIS) ait
semptomlar siklikla goriilmektedir. Gilinlik 2,6-3,9 mg doz araliginda alinan
kolsisinin, GIS semptomlarina yol actigr belirtilmektedir (85). Yine uzun siireli

kullanimina bagli olarak néromiiskiiler tutulum olabilecegi bildirilmistir (86). Bu
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nedenle, P-gp veya CYP3A4 ile etkilesime giren ilaglarla es zamanl olarak, kolsisin
kullanilmast akut toksisiteye neden olmaktadir (77). Kolsisin metabolizmasi tizerinde
yapilan bir ¢calismada, siklosporinin P-gp’ ni inhibe ederek kolsisinin safra klirensini
0,122 ml/dk’ dan 0,024 ml/dk’ ya diistirdiigii, dolayisiyla plazma seviyesini artirdigi
bildirilmigtir. Bu etkilesim kolsisin ile siklosporini bir arada kullanmak zorunda

kalan hastalar i¢in ciddi yan etkilerin oldugunu agiklamaktadir (81).

Tablo 2.11.2.1: Kolsisin intoksikasyonunun klinik prezentasyonu (73)

Faz | Faz 11 Iyilesme
Karin agrist Bobrek yetmezligi Lokositozis
Mide bulantist Solunum yetmezligi Alopesi
Kusma Kalp yetmezligi
Ishal Pansitopeni
Susuzluk Metabolik asidoz

Elektrolit dengezisligi
Dissemine intravaskiiler
koagiilasyon
Konviilziyon

Koma

2.12 Tedavi

Kolsisinin AAA tedavisindeki etkinligi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir.
Hastanin yas1 ve agirligina bakilmaksizin 1mg/gilin dozunda tedaviye baslanmasi ve
remisyona girinceye kadar 1,5-2,5 mg/giin dozlara ¢ikilmasi gerektigi
belirtilmektedir. (87, 88). Farkli ¢alismalarda ise, kolsisin tedavisinin amiloidoz
gelisimini de Onledigi belirtilmistir. Kolsisin kullanimi ile AAA ataklarinin siklig
azalmaktadir. Bu nedenle, AAA tanis1 konulan hastalara kontrendikasyon yoksa
mutlaka kolsisin tedavisi baglanmasi onerilmektedir (14, 24, 23, 53).

Kolsisin ile yapilan profilaktik tedavi genellikle ates ile seyreden akut ataklar
onlemekle birlikte, amiloidoz gelisimini engellemekte ve/veya protetiniri siddetini
azaltmaktadir. Immiin mekanizmalar ile AAA arasindaki iliskiyi arastiran bir
caligmada, tedavi almayan AAA hastalarinda tedavi alan gruba ve konrol grubuna
gore T hiicre aktivitesi ve kemotaksisinde azalma gorildiigii belirtilmektedir.
Amiloidoz gelisen AAA hastalarinda, T hiicre aktivitesi normalken, belirgin bir
sekilde kemotaktik aktivite artmaktadir (89, 90).

Baz1 AAA hastalarinda tedavi sirasinda yiiksek dozlarda kolsisin kullanimina

karsin, tedaviye simirli cevap alindigi veya hi¢ cevap alinamadigr gozlemlenmistir
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(91). Dolayisiyla, plazma kolsisin konsantrasyonu ile giinliik kolsisin dozu arasinda
herhangi bir iligki bulunmamaktadir (92). Enflamasyonun bagladigi alana
graniilositlerin yogunlagsmasi ile AAA hastaliginin semptomlar1 baslamaktadir (69).
Kolsisin ile tedavi géren AAA hastalarinda atak siiresince, graniilosit kemotaksisinde
onemli oranlarda azalma gozlenmektedir (93). Yapilan bir calismada, pirin
ekspresyonunun sadece enflamasyonun bir sonucu olmadigi ve ekspresyonunun
AAA hastalari i¢in spesifik oldugu goriilmektedir (69).

Kolsisinin 16kositlerde uzun siire kaldigir belirlendikten sonra, lokositlerin
kolsisin i¢in kiigiik bir yerlesim alan1 gorevi listlendigi belirtilmistir. Lokositlerdeki
kolsisin konsantrasyonu, graniilositler ve mononiikleer hiicreler igin aynidir.
Graniilosit ve mononiikleer hiicrelerdeki kolsisin konsantrasyonu 4-64.10° ng-11,4-
57,6. 10° ng arasinda degismektedir. Viicuttaki toplam kolsisin veya plazmadaki
serbest kolsisin diizeyi yiikseldigi zaman, her iki lokosit populasyonu arasinda
hiicreler arasi seviye plato diizeyine erisinceye kadar yiikselir. Plazma kolsisin
konsantrasyonu degiskenliginin temel nedeninin %20-80 arasinda degisen kolsisin
emilimi ile alakali oldugu diisiiniilmektedir (92). Ayrica, 16kosit gruplar1 arasinda
doymus kolsisin dagilimi olabilecegi de diisiiniilmektedir. Boylece, kolsisine cevap
almamayan AAA tedavilerinde, kolsisinin plazma ve hiicresel seviyeleri ve diisiik
intralokosit seviyelerinin tedaviye alman cevapla bir iligskisinin bulunmadig
gosterilmektedir (80).

Kolsisinin terapétik aralig: ile toksik etkilerini gosterebilecegi aralik oldukga
dardir ve uygulanan ilacin emilimi, dagilimi, metabolizmas1 ve atiliminda bireyler
arast belirgin farkliliklar bulunmaktadir (79). Kolsisinin biyoyararlanim siireci, oral
alimindan sonra jejunum ve ileumda baglar. Kolsisin lipofilik o6zellikte olmasi
nedeniyle, bir¢ok hiicre tipi tarafindan kolayca alinarak primer hedefi olan tubuline
baglanmasi saglanir. Oral alimindan sonra kolsisinden yararlanim %50’ den azdir
(79, 81, 94). Kolsisin agirlikli olarak safra yoluyla viicuttan elimine edilir. Kolsisinin
gastrointestinal kanaldan emilimi, hiicrelerde biyoyararlanimi ve safra yollarindan

eliminasyonu siirecinde MDR1 gibi ¢ok sayida gen gorev almaktadir (77, 95-97).
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2.13. Sitokrom P450 Enzimleri / CYP450
Sitokrom P450 (CYPs) cogunlukla hepatositler olmak iizere ekstrahepatik

dokularda da eksprese oldugu bilinen biyotransformasyon gen ailesini

olusturmaktadir (98).

2.13.1 Sitokrom P4503A4 / CYP3A4
Sitokrom  P450, birgok  ksenobiyotik ve endojen  maddenin

metabolizmasinda 6nemli rol Gstlenmektedir (98).

active P450 genes in the human genome

1 2 3 4 5 7 8 11 17 19 21 24 27
| Evrim siiresince korunmus endojen
3A4 substratlar
3AS -
1AT1IB1 3AT
1A2 3A43

2A6 2B6 2C8 2D6 2E1 2F1

2A7 2C9
2A13 2CI18
2C19

Evrim siiresince daha az korunmus eksojen
substratlar

Sekil 2.13.1.1: Insan genomundaki akif P450 genleri (99).
Dikey ¢izgide insanlardaki farkli P450 genleri gosterilmektedir. Bu genlerden 1-3°
deki enzimler ksenobiyotik mekanizmasinda yer alanlar, digerleri endojendz

substratlar1 metabolize eden genlerdir

Bitkilerin savunma sistemleri i¢cinde gelisen alkaloidler, organizmada birgok
biyolojik olayda yer almaktadir. Bu biyolojik aktiviteler arasinda ¢ogalan hiicrelerde
mikrotiibiillerin, mitotik tutulma ile sonuglanan aktivitelerinin 6nlenmesi de
sayilabilir. Bu nedenle, antimitotik maddeler olarak da adlandirilirlar. Antimitotikler
primer olarak sitokrom P450 enzimlerinin substratlaridir. Antimitotiklerin
biyotransformasyonunda etkin tedavi dozu, ilag-ilag etkilesimleri ve ilaca direncin

gelisimi 6nem tasimaktadir (100, 101).
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Tablo 2.13.1.1: 1Ilag metabolizmasinda yer alan insan P450 enzim

polimorfizmlerinin énemi (99)

Enzim flac Substratlar Polimorfizmlerin  Polimorfizmlerin
metabolizmasinin klinik etkisi onemi °
tahmini
fraksiyonu ®(%0)

CYP1A2 5 Karsinojen Raporlanmamig +

ilaglar

CYP2A6 2 Nikotin, Nikotin +

ilaglar, metabolizmasi
karsinojen
ilaglar
CYP2B6 2-4 Tlaclar Efavirenz ve +
siklofosfamid
metabolizmasi

CYP2C8 1 Ilaglar Taksol +

metabolizmasi

CYP2C9 10 Tlaglar Warfarin, +++

coumadin, anti
diyabetik ilaclar,
phenytoin etkiler

CYP2C19 5 Ilaglar Proton pompasi +++

inhibitorleri
citalopram etkiler

CYP2D6 20-30 Tlaglar Trisiklik +++

antidepresanlar,
antipisikotikler ve
kodein tedavilerini
etkiler

CYP2E1 2-4 Karsnojenler, Gosterilmemis -

gozeltiler,
ilaglar

CYP3A4 40-45 Tlaglar, Gosterilmemis -

karsinojenler

CYP3A5 <1 Tlaglar Gosterilmemis -

®Faz I reaksiyonlarinda ilag metabolizmasinin tahmini giivenilirlik fraksiyonu,
®Polimorfizminin dnemi, s6z konusu enzim icin substrat olan ilaglarin farmakokinetigi iizerine
P450 polimorfizminin etkisini gdsteren raporlarin sayisina gore belirlenir,
+ igareti farkli P450 formlar1 arasindaki goreli 6nemi belirtmektedir.

CYP P450’° nin insan karacigerinde en ¢ok bulunan formu, biitiin CYPP450°
lerin %30 unu olusturan, CYP3A’dir (102). Insan CYP3A gen ailesi 7q22.1
lokusunda rastgele sekilde siralanan CYP3A4, CYP3AS, CYP3A7, CYP3A43 olmak

izere dort iyeden olugmaktadir (103).
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p22.3
pzz.1
p2l.3
p2l.z
p2i.d
pl5.3
pis.2
pld.3
pid.1
plz.3
plz.1
pil.z
qll.21
qll.zz
ql1.23
g2l.11
421.13
qzl.3
q2z.1
422.3
§3L.1
§3L.2
03131
931,32
03133
q36.1
436.2
436.3

33
i34

II 035

Sekil 2.13.1.2: CYP3A4’ {in geninin lokalizasyonu
(http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CYP3A4&search=MDR1)

CYP3A genine ait ¢cDNA’ in niikleotid sekanslari birbirine benzemesine
ragmen, ekspresyon profilleri farkliliklar gostermektedir (104). CYP3A4 yogun bir
sekilde insan erigkin karacigeri ve barsaginda eksprese olmaktadir (105,106).
Klinikte kullanilan ilaglarin %30’ undan fazlasinin metabolizmasindan sorumludur
(107).

Karacigerde CYP3A4 geninin ekspresyonu ve aktivitesi bireyler arasi biiyiik
farkliliklar gostermektedir (108). Bu farkliliklar ayn1 zamanda, ilaglarin yararliligi ve
toksisitesi lizerinde etki gostereceginden, ila¢ tedavisi alan hastalarda CYP3A4’ {in
ekspresyon seviyesini bilmek dnemlidir. Bugiine kadar CYP3A4 geninin niikleotid
diziliminde 40 polimorfizm belirlenmistir (109). CYP3A4 ekspresyonunda bireyler
arasinda gozlemlenen farkhiliklarin bircogunun transkripsiyonel ve genetik
faktorlerin etkisi altinda oldugu tahmin edilmekle birlikte, mekanizmasi tam olarak

bilinmemektedir (104).
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USF1 AP1 HNF-1

5’-flanking region CYP3A4

CIEBPB -LAP CIEBPB -Lp
HN:( CIEBPa

5 Constitutive liver / Distal xenobiotic-responsive / ‘APXR \
s’ enhancer module enhnacer module responsive element 3
‘ —

----- - RIPXRE] C eYP3A4

-172 bp 149 bp

Sekil 2.13.1.3: Karacigerde CYP3A4 5’-bolgenin transkripsiyon faktorleri ile
diizenlenmesinin sematik sunumu. Promoter ve enhansi elementleri, spesifik ve/veya
ubikiitoz transkripsiyon faktorleri ve hepatik CYP3A4 ekspresyonunu ydneten

niikleer reseptdrler ile 11 kb’dan daha uzun bir alanda yer almaktadir

CYP genlerinin regiilatér ve kodlayan bolgelerinde yer alan polimorfizmler,
sitokrom P450 enzimlerinin ilaglar ile etkilesme diizeylerini etkilemektedir (98).
CYP’ lerin ekspresyonu birgok ksenoreseptorler tarafindan regiile edilmektedir. Bu
ksenoreseptorlerin, CYP1A ve 1B alt ailelerini kontrol eden, aril hidrokarbon
reseptorii (AhR) (110), CYP2B, 2C ve 3A alt ailelerini kontrol eden “pregran X
reseptorli (PXR) ve “constitutive androstane reseptorii” (CAR) oldugu bilinmektedir
(111, 112). Bunlara ilave olarak, glukokortikoid reseptorii (GR), vitamin D reseptori
(VDR), ve “short heterodimerization partner” (SHP), CYP enzim regiilasyonunda yer
almaktadir (113). CYP enzimlerinin baskilanmasi sonrasinda, enflamasyon veya
enfeksiyon sirasinda organizmanin detoksifikasyon kapasitesinin azalmasi bilinen bir
durumdur. CYP enzimlerinin hem indiiksiyonu, hem de baskilanmasi araciligiyla
kullanilan terapdtik ilacin metabolizmasimi etkilemesi kaginilmaz bir durumdur

(100).
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ligand

g g HETERODIMERIZASYON ﬁ
................................. >

RXRa CAR/PXR CAR-RXRa
PXR-RXRa

LiIGAND BAGLI AKTiVASYON

Sekil 2.13.1.4: Ksenokimyasallar ile CYP3A4 uyarimi (114)

Kolsisin, taksol, vinkristin ve vinblastin olmak tizere dort dogal antimitotik
ajan bilinmektedir. Bu antimitotikler, yaklagik olarak tiim ksenobiyotiklerin %50’
sinin metabolizmasindan sorumlu olan insan hepatik CYP3A4 enziminin
substratlaridir. Bu maddeler CYP substratlart oldugu i¢in, CYP gen ekspresyonunun
indiikleyicisi veya baskilayicisidirlar (100). CYP3A4’ {in aktivasyonundan sonra, 2-
demetilkolsisin ve 3-demetilkolsisin olmak tizere iki kolsisin metaboliti olugsmaktadir
(115). Mikrotiibiil dagilimi anlaminda ilag ile 3-demetilkolsisin karsilagtirilabilirken,
2- demetilkolsisin’ in etkisi azdir (100).

CYP genlerinin ekspresyonunun diizenlenmesi, ya direkt olarak ligandlar
aracilifiyla veya indirekt olarak niikleer reseptorler araciligiyla saglanmaktadir.
Mikrotiibiillerin dagilimi antimitotik maddelerin 6zelliklerinden kaynaklanmakta ve
reseptorlerin sitozol-niikleus trafigini etkilemektedir. Glukokortikoid (GR) reseptor
ve aril hidrokarbon (AhR) reseptdrler  mikrotiibiil  distribiisyonundan
etkilenmektedirler. Bu durum, hem boéliinebilen hem de boliinmeyen hiicrelerde
olabilecek bir durumdur. GR reseptorii ayni zamanda, CYP3A4 i¢in transkripsiyonu
arttiricr etkiye de sahiptir.
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Organizmadaki CYP enzimlerinin ekspresyon diizeyleri, ilgili gen
polimorfizmleri, gen regililasyonunda gorev alan transkripsiyonel ve post-
transkripsiyonel mekanizmalar tarafindan diizenlenmektedir. Bir¢ok c¢alismada
mikrotiiblil agmin karmasikliginin, AhR ve GR reseptorlerinin transkripsiyonel

aktivitesini degistirdigi belirtilmektedir.

2.14. ABCB1

“ATP-binding cassette” (ABC) siiper ailesi, P-glikoprotein (P-gp, MDR1,
ABCBI1), ¢oklu ilaca direngle ilgili protein 1 (MRP1, ABCC1), kanalikular
multiorganik anyon tasiyicist (cMOAT, ABCC2), ve meme kanserine direng
protein/mitoksantron diren¢ (BCRP/MXR, ABCG2) proteinlerini kapsamaktadir
(116). ABC, zar boyunca metabolik iiriin, lipid, sterol ve ksenobiyotik gibi bir¢ok
maddeyi tasiyan integral membran proteinleridir. Insan genomunda A’ dan G’ ye 7
alt aileye ayrilan 48 adet ABC proteini kodlanmaktadir (117). Kiiltiire edilmis
hiicrelerde A, B, C ve G gruplarmin ilaca gosterilen direncten sorumlu oldugu acikca
belirtilmektedir. Her biri benzer ABC yapisina sahip olmasma ragmen,

transmembran bolgelerinin farkli sayida ve lokalizasyonda olmas: ile birbirlerinden

ayrilmaktadirlar (118).

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

1976 yilinda Juliano ve Ling, kolsisine diren¢li olan hamster overinde 170
kDa’ luk bir proteinin eksprese oldugunu ve ayni proteinin ilaca-hassas olan
hiicrelerde eksprese olmadigin1  bildirmiglerdir (119). Kolsisinin hiicresel
gecirgenligini degistirdigi i¢in bu proteine P-gp adimi vermislerdir (119). Aynm geni
tasiyan bakterilerle gostermis oldugu yiliksek homolojiden dolayi, P-gp’ in hiicre ici
ksenobiyotik konsantrasyonunu belirleyen bir atilim pompast oldugu belirtilmistir
(120).

Ik olarak tiimor hiicrelerinde P-gp’ in ekspresyon seviyesinin arttifi ve
yapisal ve mekanik olarak birbiriyle ilgili olmayan ilaclarin, gdsterdikleri ¢apraz
direngten sorumlu olduklari belirtilmistir (121). P-gp’ i kodlayan gen 1986 yilinda
kesfedilmis ve MDR1 (HUGO name: ABCBI; OMIM 171050) olarak
adlandirilmigtir (122). MDRI1 insan 7. inci kromozomunda 600 kb’ lik Nrul
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fragmenti lizerinde p21-21.1 bantlari arasinda yer almaktadir (123). 28 intron ve 28
ekzona sahip olup, gen uzunlugu 209 kb’ dir (124). Promotor bolgesinde TATA
kutusu bulunmamaktadir. MDR1 mRNA’ i 4,7 kb’ dir ve genin toplam boyutunun
%S5’ 1 mRNA olarak kodlanmaktadir (125,126).

7. Kromozom 7q21.1
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Sekil 2.14.1.1: MDR1 geninin lokalizasyonu (127)

P-gp dimer olusturan 1280 rezidiiliikk polipeptid yapidadir ve sekil itibariyle
transmembranel agiklik olusturmaktadir (128). P-gp’ in yapisi alti hidrofobik
transmembran domeyn (TMD), ATP baglanmasi i¢in intraselliiler baglanma bolgesi
ve niikleotid baglama domeyninin (NBD) oldugu birbirine es iki yarimdan
olusmaktadir. Es yarimlar esnek baglayici polipeptid ile ayrilir. TMD’ lerin ilag
molekiillerinin membrandan gecisinde rol oynadigi diistiniilmektedir. Kapsaml
mutasyon analizleri insan P-gp’ inin iki es kisminin tek bir tagiyiciy1 olusturmak igin
etkilesime girdigini ve major ilag baglanma bolgelerinin, 5, 6, 11 ve 12. inci
transmembran bolgelerin iginde veya yakininda oldugunu agiklamaktadir (118,129).
Proteinin amino ve karboksil terminal uglar1 ile NBD’ ler intrasellular alanda lokalize
olmustur. Molekiiliin N-terminal kismimnin ekstrasellular boélgesinde tek bir
glikozillenme bolgesi vardir (130). Her bir NBD, Walker A ve B olmak tizere iki
motiften meydana gelmistir. Bu motiflerin ATPazlarda bulundugu, niikleotidlerin
baglanmasi ve hidrolizinde gorev aldiklar1 diistiniilmektedir. Her iki NBD, P-gp’ in
normal isleyisi i¢cin gereklidir ve P-gp aktivitesi tamamen ATP varligma baghdir.
ATP baglayic1 domeynler, ATPaz olarak islev gormekte olup P-gp’in substratlar
membran disina ¢ikarmada gerekli enerjiyi saglamaktadir. P-gp’in islev gorebilmesi
icin ATP her iki NBD’ e de baglanmakta, fakat P-gp aktivitesi i¢in her iki ATP’ nin
de hidrolize olup olmadig1 heniiz bilinmemektedir. ATP’ nin baglanmasi ile P-gp’ de

konformasyonel degisiklikler olmakta ve hidrolizi ile de transport ger¢eklesmektedir
(131).
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Sekil 2.14.1.2: P-gp’ in iki boyutlu yapisi (118)

ABCB1 genotipinin, P-gp fonksiyonu veya ekspresyonu tiizerindeki etkisi
nedeniyle, bu genotipin P-gp’ in substrati olan ilaglarin farmakokinetigindeki
degisikliklerle de ilgili olabilecegi disiinilmektedir (132). P-gp’ in igerdigi
transmembran segmentlerinin ilacin disar1 atildigr bir kanal olusturdugu ve ATP
baglanma bdlgesinin ise konsantrasyon gradiyentine karsi ilacin hiicre disina
cikarilmasinda gereken ATP hidrolizinde gorev aldig diistiniilmektedir (133).

llaglara direng, siklikla ilaglarin hiicresel birikimlerinin azalmasi ve P-gp
olarak bilinen ATP-bagimli ilag atilim pompasinin ekspresyonunun yiikselmesi ile
olmaktadir (117). ABCBI’ in genotipik varyantlarinin ve biyolojik 6nemlerinin
belirlenmesi ile, ilgi noktasi tasiyicilarin farmakogenetigi tizerine ¢ekilmistir (134).
ABCBI geninin genotipik varyantlari; emilim, dagilim, metabolizma ve/veya atilim
ile ilgili, ilgili gen/genlerin aminoasit rezidiilerini ve/veya promotdr bolgelerini
ve/veya enhansir sekanslarini ve/veya mRNA stabilitesi ve/veya islenmesini
etkileyebilir (132). Dahasi, genin ekzon intron simirindaki kesime ugrayan
kisimlarindaki  (“splice-site”)  sessiz  mutasyonlarin, splising  aktivitesini
degistirebilecegi gosterilmistir (135). Alternatif olarak, P-gp ekspresyonunu veya
fonksiyonunu etkileyen polimorfizmler, ABCB1 geninin disinda da lokalize olabilir.

Literatiirde ABC genlerini kodlayan sekanslarinin, komsu ABC genlerinin regiilator
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bolgeleri olabilecegi ileri siiriilmiistir ve boylece bir gendeki polimorfizmin
digerinin regiilasyonunu etkileyebilecegi diisiniilmektedir (132). MDR1 genindeki
polimorfizmlerin belirlenmesi ile ilgili bir ¢alismada, ekzon ve intronlarda 15 farkh
tek niikleotid polimorfizminin (“single niicleotide polymorphism”, SNP) oldugu
belirtilmistir (134). Sonraki ¢calismalarda 50 adet SNP ve ii¢ adet insersiyon/delesyon
polimorfizminin varligi bildirilmistir (136, 137, 138, 139). MDR1 geninin kodlayan
bolgelerinden, 12. inci ekzonda yer alan sinonim polimorfizm 1236 C>T
(rs1128503), 21. inci ekzonda yer alan 2677 G>T/A (Ala893Ser/Thr) (rs2032582) ve
26. mnc1 ekzonda yer alan sinonim polimorfizm 3435 C>T (rs1045642) gibi bazi
SNP’ ler arastirmacilar i¢in primer odak noktasidir (140). 3435 C>T polimorfizmi
gibi, bu SNP’ lerden sadece birkag tanesinin P-gp’ nin biyokimyasal fenotipi ve ilag
duyarliligt ile iligkili oldugu belirtilmektedir (141,142).

MDR1 geninin 26. inc1 ekzonunda yer alan 3435C>T polimorfizmi herhangi
bir amino asit degisikligine yol agmayan sessiz bir polimorfizmdir (lle-1le). Normal
dokularda homozigot T/T genotipinin diisiik P-gp ekspresyon seviyesi ile ilgili
oldugu onceki calismalarda belirtilmektedir (143, 144, 145). Tiirk populasyonunda
yapilan bir ¢alisgmada, C allel siklig1 %40, T allel siklig1 %60 olarak bildirilmektedir
(146). T allel siklik yiizdesinin fazla olusu ile Tiirk populasyonun bazi sitotoksik
ajanlara karsi daha hassas olabilecegi diisiiniilmektedir (146). 3435C>T polimorfizmi
ile ila¢ kullanimi/dagilimi arasinda bir iligki olup olmadigini aragtirmaya yonelik
bir¢ok ¢aligma 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 (118). Bazi populasyonlarda
cogunlukla 3435C>T pozisyonundaki polimorfik alelin, P-gp ekspresyonunu
etkileyen baska polimorfizmlerle (G2677A/T ve T-129C) baglantili oldugu
gozlenmigtir (118). 3435C>T polimorfizminin, mRNA islenmesi ile ilgili diziler,
promotor veya enhansir bolgeler gibi ekspresyonu kontrol eden MDR1 gen
bolgelerinde  gozlenen  degisimlerle iliskili  oldugu, posttranskripsiyonel
modifikasyonlar1 etkiledigi ve mRNA’ nin translasyonel kontroliinii degistirdigi
diistiniilmektedir (147, 148).

3435C>T polimorfizmine iliskin Hoffmeyer ve arkadaglarinin (147) yaptigi

calismada, TT genotipine sahip bireylerde intestinal P-gp ekspresyonunun azaldigi
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ve dolayisiyla digoksin ilag aliniminin arttigi, CC genotipindeki bireylerde ise P-gp
ekspresyonunun arttigt ve dolayisiyla digoksin ilag almiminin da azaldig
gbzlenmistir.

2677G>T ve 2677G>A polimorfizmleri 21. inci ekzonda lokalize olmustur.
2677. inci 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 ndtral bir aa oldugu igin, yeni olusan serin
aa’ 1 geometrik yapiy1 degistirmektedir (144). Bu polimorfizm i¢in homozigot T/T
genotipine sahip bireylerin, P-gp ekspresyon seviyelerinin digik oldugu
belirtilmektedir (144). Onceki ¢alismalarda, Tiirk populasyonunda G allel sikligmin
fazla oldugu bildirilmistir (144, 149). Bu da baz1 sitotoksik ajanlara karsi daha
direngli olunabilinecegini diisiindiirmektedir (146).

T-129C polimorfizmi, MDR1 geninin 1b ekzonunda ve transkripsiyon
baslama bdlgesinin 7 kb asagisinda yer almaktadir (144). Promotdr bolgesindeki
kritik yeri, P-gp eckspresyonu ile ilgili onemli ipuglar1 saglamaktadir. Tirk
populasyonunda homozigot T/T genotipinin, C/C genotipine gore ¢ok yliksek oldugu
belirlenmigtir. Literatiirde bu polimorfizm i¢in heterozigot olan bireyerde, diisiik P-
gp ekspresyon aktivitesi oldugu belirtilmektedir (144).

P-gp klinik olarak 6nemli birgok ilacin emilim, dagilim, metabolizma ve
atilim-toksik profillerinin yer aldigi hidrofobik ekzojendz substratlarin major
belirleyicilerinden biri olarak sayilmaktadir. P-gp substratlari, doku ekspresyon
profilleri ve fizyolojik rolleri ile cok genis bir alana yayilmaktadir (140). insanlarda
P-gp, normal fonksiyonu geregi endojendz ve ekzojendz hidrofobik ve amfipatik
toksinlerin atilimini yerine getirmek icin eksprese olur (146). Normal dokulardaki
ekspresyonu, toksik maddelere karsi hiicreyi korumaktadir. Intestinal epitel
hiicrelerinde (147), safra yollar1 ve hepatositlerde (150), bobregin proksimal
tiibiiliinde (150), kan-beyin bariyerinde (151) ve plasentada (144) olmak iizere birgok
normal dokuda eksprese olmaktadir. P-gp eksprese eden dokularda goriilen
hastaliklarda, tedaviye direng gelisebilir veya hasarli hiicreler araciligiyla ilag¢ direnci
olusabilir (117). P-gp, ilaglarin oral alindiktan sonraki absorbsiyonunu, renal

klirensini ve hedef organa niifuzunu sinirlandirarak farmakokinetigini etkilemektedir
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(132). P-gp’ nin ekspresyonun veya fonksiyonunun yiiksek oldugu bireylerde,
ilaglarin oral biyoyararlaniminda azalma, plazma konsantrasyonunda azalma ve renal
klirensde artma, beklenmektedir (132).

MDR1/P-gp regiilasyonu olduk¢a kompleksdir ve normal dokular ve kanser
hiicrelerinde farkli regiilatuar sistemler dahilinde bulunmaktadir (132). MDR1
genlerinin, transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel seviyelerde regiilasyonu hiicre
biiyiimesi, farklilasmasi ve homeostazis gibi hiicre sinyal yolaklara baghdir (152).
Kanser hiicrelerinin genomik kararsizligr, MDR1 gen amplifikasyonuna ve/veya
MDRI1 lokusunun kromatin yapisinin sekillenmesine neden olarak, MDR1’ in
normalden fazla eksprese olmasina ve/veya MDRI1 geninin aktivasyonuna neden
olmaktadir (132). Mutasyonlar ile transkripsiyon faktorlerinin aktivite ve
ekspresyonu degisebilmekte ve genin yeniden diizenlenimleri MDR1 geni ile aktif
promotdriinii birbirine yakin ya da bitisik pozisyona degistirebilmektedir (132, 153).
Direng ile ilgili ¢alismalarda, incelenen hiicre hatlarinda MDR1 geninde
amplifikasyonlarin var oldugu belirlenmistir (132).

Kanser hiicrelerinde MDRI1 ekspresyonunun arttigi, traskripsiyonel
aktivasyonun varligi ile belirlenmistir (154). Normal hiicrelerdeki transkripsiyonel
mekanizma siklikla, MDR1’ in promotor bolgesindeki DNA baglanma motifleri ile
aciklanabilmektedir. MDR1 geninin promotdriinde TATA box bulunmamakta ve
transkripsiyon kompleksi baglatici element ile kontrol edilmektedir. MDRI
promotorii lizerinde etkili olan transkripsiyon faktorleri; “inverted CCAAT-box (Y-
box)” baglanma proteini (NF-Y, YB-1), “CAAT-box interacting” proteinleri (c-fos,
NF-kappa B) ve “GC-box interacting” proteinleri (Sp1-3, EGR1,WT1) gibi major
gruplara ayrilmaktadir (155). Yapilan ¢alismalarda, her iki “inverted CCAAT-box”
ve GC-zengin elementlerin, MDRI1’ in indiiklenebilir veya konstitutif
ekspresyonunda rolii oldugu belirtilmistir (117,155).

Coklu ilaca direng, ilag tedavilerinin basarisizlikla sonu¢lanmasina neden
olan en ciddi problemlerdendir ve ¢ok sayida ila¢ direncine neden olan biyolojik
faktorler arasinda, atilim sistemlerinin indiiksiyonu veya baskilanmasi, enzim
inaktivasyonunun indiiklenmesi, hedef enzimlerinin yapisal anlamda degismesi,
DNA tamir siireglerindeki degisiklikler ve apoptotik sinyal yolaklarinda degismeler
sayilmaktadir (156-162).
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Intestinal dokudaki MDRI1 genleri, barsak membranindan MDR
substratlarinin emilimini sinirlandirmaktadir (163). Renal proksimal tiibiildeki
liiminal membrana lokalize MDRI1 geni, substratlarin iiriner sekresyonunu
hizlandirmaktadir. Boylece viicutta eksprese olan MDR1, MDRI1 ile iligkili
substratlari olan ilaglarin farmakokinetigini diizenlemektedir (164).

Kolsisin, P-gp’ nin substratidir. Genel olarak, ilag tasiyicilari ve ilag
metabolizmasindan  sorumlu  olan  sitokrom  P450  enzimleri ilaglarin
farmakokinetiginin  belirlenmesinde gorevli iki major biyolojik  faktori
olusturmaktadir (163). Her iki biyolojik faktor de belli substratlara spesifik olarak
gorev almaktadir (163, 47). Yakin bir tarihte, steroid ve ksenobiyotik reseptorii olan
SXR’ 1, ayrica (PXR, PAR, PRR veya NR112) olarak bilinen “orphan niikleer”
reseptOriiniin  hem MDR1 hem de CYP3A4 ekspresyonunda gorev aldigi
bildirilmistir (165).

Kolsisin yiiksek konsantrasyonlarda nétrofillerde birikmektedir. MDR geni
ile ilgili yapilan c¢alismalarda, P-gp membranal pompasinin nétrofillerden yoksun
oldugu belirtilmektedir (165).

MDRI1 ayrica hematopoiteik kok hiicrelerde, dogal o6ldiiriicii hiicrelerde (NK),
16kositlerde, antijen bulunduran dendritik hiicrelerde, T ve B lenfositlerinde eksprese
olmaktadir (163-167). Bu durum MDRI1’ in, ksenobiyotiklerin atilimini
kolaylagtirmanin yan1 sira, MDR1’ in ve diger tasiyict sistemlerin apoptozis ve
immiinolojinin regiilasyonunda da temel bir rol aldigini1 géstermektedir (168, 169).

Apoptozis, hiicredeki bircok fizyolojik ve patolojik durumda gergeklesen
hiicre Oliimiidiir. MDR1’ in apoptozisi diizenledigini bildiren c¢alismalar da
bulunmaktadir (170-172). Fakat bunlarin ¢ok azz MDR1’ in apoptozisteki roliinii
aciklayict niteliktedir. Birka¢ calismada, sitotoksik ilaglar ile indiiklenen kaspaza
bagli apoptoziste MDR1’ in koruyucu rolii oldugu ileri siiriilmektedir. Yapilan bir
calismaya gore, MDR1 apoptotik stimuluslar ile diizenlenmekte, kaspaza bagh
apoptotik sinyallerle baskilanmakta ve muhtemelen mitokondrial yolak ile kontrol

edilmektedir (172).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec

Bu calismaya Abant Izzet Baysal Universitesi Arastirma Hastanesi
Romatoloji Anabilim Dali’nda takip edilen ve Tel-Hashomer kriterlerine gore AAA
tanisi alan 16 yas tizerinde, CYP3A4 ve MDR1/P-gp’ in ekspresyonunu indiikleyen
veya inhibe eden bilinen herhangi bir ila¢ almadigi belirtilen 78 hasta (yas
ortalamalar1 33,24+12,315) dahil edildi.

Hastalarin secimi
Hastalara Tel Hashomer kriterlerine géore AAA tanist konulduktan sonra Pras

skorlama sistemine gore klinik olarak AAA’ nin ciddiyeti puanlandirildi.

Tablo 3.1.1: PRAS Ciddiyet Skorlamasi (48)

Ciddiyet Baslangi¢ Birayda Artrit Erizipel Amiloidoz Kolsisin

derecesi  yasi(yil) gegirilen benzeri dozu

atak eritem (mg/giin)
sayisi

0 >31

1 21-31 <1 1

2 11-20 1-2 Akut + 1,5

3 6-10 >2 Uzamis + 2

4 <6 >2*

*giinliik 2 mg doza duyarsiz

3.2. Yontem
3.2.1. EDTA’ hh kandan DNA izolasyonu
Hastalarin etilendiamintetrasetik asit (EDTA)’li tiipe alinmis 3 ml periferik
vendz kanlarindan DNA izolasyon kiti (Vivantis, Malezya) kullanilarak genomik
DNA” leri izole edildi.
3.2.2. MEFV gen analizi
MEFV geninde en sik goriilen 5 mutasyon (M694V, M680I, M6941, V726A,
E148Q) “Real-Time polimerase chain reaction” (Real-time PCR) kullanilarak (Dr.
Zeydanli, Tiurkiye) analiz edildi. Her bir mutasyon bdlgesi i¢in normal ve mutant
mikslerden 20,5 pl master miks ve 0,3 ul Hot Start Taq DNA polimeraz eklendikten
sonra 4,5 ul (~10-100 ng) genomik DNA eklendi. Real-time PCR’da 95 °C’de 10 dk.
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denatiirasyon sonrasinda, 95 °C’de 15 sn., 62 °C’de 1 dk. annealing agamasinin 32

siklus uygulandig1 protokol ile calisildi.

3.2.3. PCR yontemi ile ilgili MDR1 gen bolgelerinin eldesi

78 hastanin genomik DNA” i, 3435C>T primer bolgesi igin PCR ile amplifiye
edildikten sonra uygun restriksiyon enzimi ile “restriction fragment lenght
polymorphism” (RFLP) yontemi esas alinarak genotiplendirildi.

MDRI1 gen bolgeleri, uygun primerler kullanilarak PCR yontemi ile amplifiye
edildi. Secilen primerler ile istenilen fragmentler elde edildikten sonra (Resim
3.2.5.1), PCR {iriinli uygun restriksiyon endoniiklezlar ile uygun kosullarda muamele
edilerek polimorfik bolgelerin kesilmesi saglandi. Genotipleri belirleyecek olan
tiriinler etidyum bromid ile boyanmis agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii ve UV
151k altinda goriintiilendi (Resim 3.2.5.2).

48 hastada CYP3A4 gen bolgesi polimorfizmleri, tam otomatize mikroarray
tabanli INFINITI™ (Autogenomics, Inc., Vista, CA) analizorii kullanilarak
degerlendirildi. Bu yontemle MDR1 geni i¢in, (-)1A>G, 61A>G, 1199G>A,
1236C>T, 2677G>A, 2677G>T ve 3435C>T, *1B (-392A>G), *2 (15713T>C), *3
(23171T>C), *12(21896C>T) ve *17(15615T>C) polimorfizmlerinin molekiiler
genotiplemeleri yapildi.

INFINITI™ sistem niteliksel ve niceliksel birgok proteomik ve genomik
uygulamada, hastaliga 6zgii BioFilmChip Microarray kullanan tam otomatik, ¢oklu
molekiiler tan1 platformudur. Allel spesifik primer uzamasi (“Allel Specific Primer
Extention”, ASPE) temeline dayanir ve floresan sinyaller ile kantifikasyon
saglanmaktadir. PCR isleminden sonra, hedef DNA uzama primerleri ile birlesir. Her
bir primerin 3’ ucu ‘no variant’ allel veya hedef zincirin varyant SNP niikleotidine
komplementer sekans icermektedir. Primer ve hedef arasinda gercek bir eslesme
oldugu zaman ASPE gerceklesmektedir. Primer uzamasi esnasinda, floresanla
isaretlenmis “deoxycytidine triphosphate” {iriine dahil olmaktadir. Floresan sinyali
her bir primerin 5’ ucunda, insan kaynakli olmayan sekans (antizipcode) sayesinde
tespit edilmesi sonucu belirlenir. Her bir antizipcode BioFilmChips™’ e lokalize

komplementer yakalama probuna sahiptir.
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PCR icin gerekli malzemeler:
DNA (100ng/ul)
10 x PCR tamponu (KCL veya NH;SOy)
MgCl; (25 mM veya 50 mM)
dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
Forward ve Reverse Primer
Taq DNA Polimeraz
H,Odd
UV altinda goriintiileme yapmak icin %2’ lik Agaroz jel kullanildi.

Kullanilan primerlerin sekanslari;
3435C>T:
Forward: 5°.. ACTCTTGTTTTCAGCTGCTTG ..3’
Reverse: 5. AGAGACTTACATTAGGCAGTGACT ..3’

Primerlerin soliisyon haline getirilmesi

Primerler bidistile su ile 100 pmol (pikomol) stok soliisyon hazirlandiktan
sonra, tekrar bidistile su ile 1:10 diliie edilerek kullanima hazir hale getirildi.
Primerler i¢in optimal baglanma 1sis1; Tm: 4 x (G+C) + 2 x (T+A) — 5 formiilii ile

hesaplandi.

PCR programm

Her bir primerin optimizasyonu i¢in kullanilan PCR kosullar1 farkliliklar
gostermekle birlikte ayn1 evrelerden olugsmaktadir:
1- Denatiirasyon: Cift zincir DNA’y1 primerlerle baglanabilmek {lizere agmak i¢in
uygulanan ytiksek 1sidir.
2- Annealing: Primerlerin uygun 1sisinda DNA zincirlerine baglandig1 basamaktir.
3- Ekstansiyon: DNA’ya baglanan primerlerin komplementer zincir olusturdugu
uzama evresidir. Siiresi {iriiniin baz ¢ifti (bp) uzunluguna gore degismektedir.
Siklus sayist: Ug¢ asamanin tekrarlarindan olusan ortalama 28-35 dongiiden

olusmaktadir.
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3.2.4. PCR iiriiniiniin %2’ lik agaroz jel’ de goriintiilenmesi
%2’ lik Agaroz jel’ in hazirlanmasi
2 g Agaroz, 100 ml 1 x TBE tamponu ile karistirildi ve 600 watt’ da 3—4 dk.
mikrodalga firinda kaynatildi. 10ug/ml etidyum bromid eklendi ve elektroforez
tankina dokiildi, taraklar yerlestirildi ve jel polimerize olduktan sonra amplikonlar

kuyulara yiiklenip elektrik akimi altinda yiiriitiild.

Elektroforez tamponu olarak 1 x TBE kullanild.
10 x TBE’ den 100 pl 10 x TBE {iizerine 900 pl bidistile su eklenerek 1 x TBE
elde edildi.

Molekiiler agirlik belirleyici olarak 6 x Loading dye kullanildi.

3.2.5. PCR iiriinlerinin restriksiyon endoniikleazlar ile kesilmesi
3435C>T gen bolgesi igin Mbol restriksiyon enzimi kullanildi.
Mbol enziminin kesim noktast;
5°../GATC..3’ (3’..CTAG/..5’) * dir.
Mbol restriksiyon enzimi ile genotiplemede kullanilan malzeme ve miktarlart:
Amplikon: 17 pl
Mbol: 1.3 pul
Tampon: 5 ul
H,Odd: 4 ul
37°C’ de 1 saat inkiibasyona birakildi.

Restriksiyon enzimi ile kesim asamasindan sonra elde edilen trtinler % 2’ lik

agaroz jelde goriintiilendi.
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3.2.6. Agaroz jel goriintiisiiniin degerlendirilmesi

Resim 3.2.6.1: 3435C>T gen bolgesinin amplikon uzunlugu jel goriintiisi
Amplikon uzunlugu: 231 bp

T/T GENOTIP C/C GENOTIP

—
—
-

50 lik Marker

Resim 3.2.6.2: 3435C>T genotiplerinin agaroz jel goriintiisii
C/C: 163 bp; C/T: 231bp, 163 bp, 68 bp; T/T: 231 bp

3.3. istatistiki Analiz

Verilerin istatistiksel analizinde "SPSS (Statistical Package for Social
Sciences) for Windows 16.0" paket programi kullanildi. Siirekli degiskenler ortalama
+ standart sapma olarak ifade edildi. Siirekli degiskenler t testi, kategorik degiskenler

ki kare (chi square) testi ile karsilastirildi. Gruplar arasinda parametrik testlerin
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karsilagtirllmasinda ANOVA testi ve post hoc olarak Tukey testi kullanildi,
nonparametrik degerlerin ve ylizdelerin karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis ve chi-
square testi kullanildi. Ttiim testlerde p< 0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

4. BULGULAR

Tiim hastalarin yas ortalamalar1 (n=78) 33,24+12,315 idi. Kadinlarin yas
ortalamalar1 (n=44) 30,95+12,601. Erkeklerin yas ortalamalar1 (n=34) 36,21+11,44
idi. Kadin ve erkek hastalarin yas ortalamalari arasinda anlamli farklilik
bulunmamaktaydi (p=0,27). Hastalarimiz arasindaki kadin erkek orani 1,34 (44/34)
olmakla birlikte, cinsiyetler arasinda anlamli farklilik mevcuttu (p=0,02).

Hastalarin ortalama olarak semptomlarinin baslama yasi 16,5+11 idi. Bu
semptom baslangi¢ yasi kadinlarda 14,5+9,34 iken, erkeklerde 19+13,7 idi.

Calisma grubumuzdaki hastalarin klinik o6zelliklerinin kadin ve erkek

cinsiyette goriilme sikligina gore farkliliklar: tablo 4.1’ de bulunmaktadir.

Tablo 4.1 Cinsiyete gore klinik 6zelliklerin dagilimi

Klinik ozellikler Iii}/‘;;“ E(t,‘/;e)k de geri
Ates e (129) .
Peritonit (r?fiz) (n1:0304) 0,21
Plorit (ot o) 026
Artrit i) i 0,66
Eritem (iz’g) (r?fl) 0,02*
Amiloidoz (n;o) (r?fl) 0,25
Proteiniiri (r?fl) (ﬁlz’z) 0,09
Splenomegali (r?il) (nzfl) 0,27
Apendektomi (r?:lii) ( 529'1%) 0,82

Hastalarimizda kadin ve erkek cinsiyetler arasinda eritem varlig istatistiksel
olarak anlamli (p=0,02) iken, diger semptomlarin varhiginda istatistiksel olarak bir

anlamlilik bulunmamaktaydi.
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Calisma grubumuzda MDR1 geni T-129C polimorfizmi non informatifti. Bu
nedenle, hastalar MDR1 geni 3435C>T polimorfizmi agisindan degerlendirilebildi.
Hastalarimizda 3435C>T polimorfizminin genotipleri, homozigot C/C %1,3,
homozigot T/T %41 ve heterozigot C/T %51,3 oranlarinda idi. 3435C>T
genotiplerinin cinsiyetlere gore dagilimlari, C ve T allel sikliklar1 tablo 4.2° de

bulunmaktadir.

Tablo 4.2: Cinsiyete gére C3435T genotiplerinin dagilimlar

Hastalar C3435T genotipleri (%) Allel sikliklari (%)

c/Cc cIT T/IT C T

2,3 54,5 36,4 31,7 68,3
Kadin

(n=1) (n=24) (n=16) (n=26) (n=56)

47,1 47,1 25 75

Erkek

(n=0) (n=16) (n=16) (n=16) (n=48)

Cinsiyet ayrimi yapilmaksizin 3435C>T polimorfizminin C/C, T/T ve C/T
genotipleri, sirastyla %1,4, %43,8 ve %54.,8 oranlarinda bulundu. C allel sikligim
%28,8 ve T allel sikligi %71,2 idi. Cinsiyetler arasinda 3435C>T genotiplerinin
dagilimlarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamaktaydi (p=0,305).

Tablo 4.3: Cinsiyete gore MEFV gen mutasyonlarinin dagilimlart

Hastalar MEFYV gen mutasyonlari (%)
M694V M6941 M680I V726A E148Q
Kadimn 59,1 23 25,1 20,5 11,4
(n=26) (n=1) (n=11) (n=9) (n=5)
Erkek 67,6 2,9 235 235 20,6

(n=23) (n=1) (n=8) (n=8) (n=7)

p degeri 0.449 0,820 0,972 0,684 0,218
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Tablo 4.4: Aile hikayesi varligina gére MEFV gen mutasyonlariin dagilimi

MEFYV gen mutasyonlari (%)

M694V M6941 M6801 V726A E148Q
Var

= 36 1 21 12 6

Z (n=28) (n=1) (n=16) (n=9) (n=5)
v

>
QO Yok

2 28 1 4 10 8

< (n=22) (n=1) (n=13) (n=18) (n=16)
p degeri 0,34 0,79 0,01* 0,98 0,48

MEFV gen mutasyonlar1 bulunan hastalarda aile hikayesi varlig1 istatistiksel

olarak karsilastirildiginda M680I mutasyonu bulunan hastalarda anlamli farklilik

vardi (p=0,01).

Tablo 4.5: Aile hikayesi varligina gore C3435T genotiplerinin dagilimi

3435C>T genotipleri (%)

CiC CIT T/T Toplam
3 Var 5, 54,6 43,2 100
P (n=1) (n=24) (n=19) (n=44)
X
T Yok
® - 55,2 44,8 100
:T: (n=0) (n=16) (n=13) (n=29)

Calisma grubumuzdaki hastalarda 3435C>T genotipleri ile aile hikayesi

varlig1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamaktaydi (p=0,81).
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Tablo 4.6: Kolsisin uygulama dozuna gore 3435C>T genotiplerinin dagilimi

Kolsisin 3435C>T genotipleri (%) Toplam
uygulama dozu ~¢jc CIT T (%)
(n=73)
1x1 i . 100 100
(n=0) (n=0) (n=2) (n=2)
2x1 2,8 48,6 48,6 100
(n=1) (n=18) (n=18) (n=37)
3x1 - 62,5 37,5 100
(n=0) (n=20) (n=12) (n=32)
4x1 - 100 - 100
(n=0) (n=2) (n=0) (n=2)

Calisma grubumuzdaki hastalarda kolsisin uygulama dozu ile 3435C>T
genotipik varyantlari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmamaktaydi

(p=0,13).
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Tablo 4.7: Kolsisin uygulama dozuna gére MEFV gen mutasyonlarinin dagilimi

MEFV gen Kolsisin uygulama dozu (%) Toplam
mutasyonlar 1x1 2x1 3x1 ax1
6,6 56,7 36,7 - 100

Heterozigot
(n=2) (n=17) (n=11) (n=0) (n=30)

M694V
36,8 57,9 53 100
Homozigot
(n=0) (n=7) (n=11) (n=1) (n=19)
37,5 62,5 - 100
Heterozigot
(n=0) (n=16) (n=10) (n=0) (n=16)
V726A
100 - 100
Homozigot
(n=0) (n=0) (n=1) (n=0) (n=1)
43,8 50 6,2 100
Heterozigot
(n=0) (n=7) (n=28) (n=1) (n=16)
M680lI
66,7 33,3 - 100
Homozigot
(n=0) (n=2) (n=1) (n=0) (n=3)
8,3 66,7 25 - 100
Heterozigot
(n=1) (n=28) (n=13) (n=0) (n=12)
E148Q
Homozigot
(n=0) (n=0) (n=10) (n=0) (n=0)
100 - - 100
Heterozigot
(n=0) (n=2) (n=10) (n=0) (n=2)
M6941
Homozigot
(n=0) (n=0) (n=10) (n=0) (n=0)

Hastalarimiza uygulanan kolsisin dozu ile MEFV gen mutasyonlarinin
dagilimlan karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamaktaydi
(M694V  mutasyonu i¢in p=0,589, V726A mutasyonu i¢in p=0,161, M680I
mutasyonu i¢in p=0,699, E148Q mutasyonu i¢in p=0,307, M694] mutasyonu i¢in
p=0,610).
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Tablo 4.8: Hastalarin klinik bulgularina gére MEFV gen mutasyonlarinin dagilimi

MEFV gen Ates * (%0) Peritonit (%) Eritem (%0) Plorit (%) Artrit (%) Apendektomi (%)  Splenomegali ** (%) Yan etki (%)
mutasyonlart Yok Var Yok Var Yok Var Yok Var Yok Var Yok Var Yok Var Yok Var
(n=12) (n=64) (n=2) (n=74) (n=66) (n=10) (n=67) (n=9)  (n=44) (n=32) (n=52) (n=24) (n=71) (n=H) (n=61)  (n=15)
M694V W 33,3 36 - 36,5 36,4 30 38,8 111 36,3 34,4 42,4 20,8 38 - 34,4 40
" (n=4)  (n=23) (n=0) (n=27) (n=24) (=3) (n=26) (n=1)  (n=16) (n=11) (n=22) (n=5)  (n=27) (n=0) (n=21)  (n=6)
HT 41.7 39 100 37,8 44 10 35,8 66,7 47,7 28,1 28,8 62,5 39,4 40 39,4 40
(n=5) (n=25) (n=2) (n=28) (n=29) (n=1) (n=24) (n=6) (n=21) (n=9) (n=15) (n=15) (n=28) (n=2) (n=24) (n=6)
HM 25 25 - 25,7 19,6 60 25,4 22,2 16 37,5 28,8 16,7 22,6 60 26,2 20
(n=3) (n=16) (n=0) (n=19) (n=13) (n=6) (n=17) (n=2) (n=7) (n=12) (n=15) (n=4) (n=16) (n=3) (n=16) (n=3)
V726A W 75 78 50 78,4 74,3 100 80,6 55,6 72,7 84,4 78,8 75 76 100 78,7 73,3
(n=9)  (n=50) (n=1) (n=58) (n=49) (n=10) (n=54) (n=5)  (n=82) (n=27) (n=41) (n=18) (n=54)  (n=H) (n=48)  (n=11)
HT 25 20,4 50 20,3 242 - 18 44,4 27,3 12,5 19,2 25 22,5 - 19,7 26,7
(n=3) (=13) (n=1) (n=15) (n=16) (n=0) (n=12) (n=4)  (n=12) (n=4) (n=10) (n=6)  (n=16)  (n=0) (n=12)  (n=4)
HM - 1,6 - 1,3 1,5 - 1,4 - - 3,1 2 - 15 - 1,6
(n=0) (=1) (n=0) (=) (n=1) (=0) (=1) (n=0) (n=0) (n=1) (n=1)  (n=0)  (n=1)  (n=0) (n=1)  (n=0)
E148Q W 83,3 84,4 100 83,8 81,8 100 82 100 79,5 90,6 86,5 79,2 83 100 85,2 80
(n=10) (n=54) (n=2) (n=62) (n=54) (n=10) (n=55) (n=9)  (n=35) (n=29) (n=45) (n=19) (n=39)  (n=5) (n=52)  (n=12)
HT 16,7 15,6 - 16,2 18,2 - 18 - 20,5 9,4 13,5 20,8 17 - 14,8 20
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(n=2) (n=10) (n=0) (n=12) (n=12) (n=0) (n=12)  (n=0) (n=9) (n=3) (n=7) (n=5) (n=12)  (n=0) (n=9) (n=3)
HM - -
(n=0) (=0) (n=0) (n=0) (n=0) (n=0) (n=0) (n=0) (n=0) (n=0)  (n=0) (n=0) (n=0) (n=0) (n=0) (n=0)
Me6801* W 100 70,4 100 74,3 19,7 30 76,1 66,7 79,5 68,8 78,8 66,7 76 60 77 66,7
(n=12) (n=45) (n=2) (n=55) (n=13) (n=3) (n=51) (n=6)  (n=85) (n=22) (n=41) (n=16) (n=54)  (n=3) (n=47)  (n=10)
HT 25 - 21,6 3 10 20,9 22,2 16 28,1 19,2 25 19,8 40 18 33,3
(n=0) (n=16) (n=0) (n=16) (n=2) (n=1) (n=14) (n=2)  (n=7) (n=9) (n=10) (n=6)  (n=14) (n=2) (n=11)  (n=5)
HM 4,6 - 41 3 111 4,5 3,1 2 8,3 4,2 5
(n=0) (=3) (=0) (=3) (=0) (=0) (n=2) (n=1) (n=2)  (n=1) (n=1) (n=2) (n=3) (n=0) (n=3)  (n=0)
M6941 W 91,7 98,4 100 97,3 97 100 97 100 97,7 96,7 96,1 100 97,2 100 96,7 100
(n=11) (n=63) (n=2) (n=72) (n=64) (n=10) (n=65) (n=9) (n=43) (n=31) (n=50) (n=24) (n=69) (n=5) (n=59) (n=15)
HT 8,3 1,6 - 2,7 3 3 2,2 3,1 3,9 2,8 3,3
(n=1) (=) (=00 (=) (=2) (=0) (=2) (n=0) (n=1) (n=) (n=2) (n=0) (n=2)  (n=0) (n=2)  (n=0)
HM - -
(n=0) (=0) (n=0) (n=0) (n=0) (n=0) (n=0)  (n=0)  (n=0) (n=0) (n=0)  (n=0)  (n=0)  (n=0) (n=0)  (n=0)

MEFV geninde bakilan mutasyonlar agisindan normal allel W (“wild”), heterozigot allel HT, homozigot allel HM ile gosterilmistir.

Apendektomi ykiisii, peritonit, plorit, artrit, eritem, amiloidozis, yan etki varligi ile MEFV gen mutasyonlar1 arasinda istatistiksel

olarak anlamli iliski bulunmazken, ates ile M680I mutasyonu arasinda (p=0,03) ve splenomegali ile M694V mutasyonu arasinda (p=0,04)

anlaml bir iliski bulunmaktaydi.
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Tablo 4.9: Hastalarin klinik bulgularina gore 3435C>T genotiplerinin dagilimi

Klinik bulgular 3435C>T genotipleri (%)
T CIT c/C
Ates Var (n=63) 44,5 (n=28) 54 (n=34) 1,5 (n=1)
Yok (n=10) 40 (n=4) 60 (n=6) - (n=0)
Peritonit Var (n=71) 42,2 (n=30) 56,3 (n=40) 1,5 (n=1)
Yok (n=2) 100 (n=2) - (n=0) - (n=0)
Eritem Var (n=10) 20 (n=2) 80 (n=8) - (n=0)
Yok (n=63) 47,6 (n=30) 50,8 (n=32) 1,6 (n=1)
Plorit Var (n=10) 30 (n=3) 70 (n=7) - (n=0)
Yok (n=63) 46,2 (n=29) 52,3 (n=33) 1,5 (n=1)
Artrit* Var (n=32) 31,3 (n=10) 65,6 (n=21) 3,1 (n=1)
Yok (n=41) 53,6 (=22) 46,4 (n=19) - (n=0)
Apendektomi Var (n=21) 47,6 (n=10) 52,4 (n=11) - (n=0)
Yok (n=52) 42,3 (n=22) 55,8 (n=29) 1,9 (n=1)
Splenomegali Var (n=5) 20 (n=1) 80 (n=4) - (n=0)
Yok (n=70) 44,3 (n=31) 51,4 (n=36) 4,3 (n=3)
Yan etki Var (n=15) 53,3 (n=8) 46,7 (n=7) - (n=0)
Yok (n=58) 41,4 (n=24) 56,9 (n=33) 1,7 (n=1)

Apendektomi  Oykiisii, ates, peritonit, plorit, eritem, amiloidozis,
splenomegali, yan etki varhigi ile 3435C>T genotipleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli iliski bulunmazken, artrit ile 3435C>T polimorfizmi arasinda anlamli bir
iligski bulunmaktaydi (p=0,04).

Hastalarimiza klinik degerlendirme sirasinda uygulanan Pras skorlart ile
MDR1 genotipleri arasinda (p=0,07) ve MEFV gen mutasyonlarindan E148Q

arasinda (p=0,0006) istatistiksel olarak anlamli fark varda.
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Tablo 4.10: Klinik bulgularina gére hastaligin ciddiyet skorlamasi

Hastahgin ciddiyet skorlamasi (puan)*

Cinsiyet 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Kadin

% - 3 - 10 9 10 5 8 3 4 3
(n=0) (=2) (=0) (=8) (n=7) ((M=8) (n=4) (n=6) (n=2) (n=3) (n=2)

(n=42)

Erkek 1 1 5 8 13 5 1 3 3 3 1

%

(n:34) (n=1) (@M=1) (=4) (("=6) (n=10) (=4) (@=1) ("=2) (n=2) (n=2) (n=1)

* Hastalarin klinik bulgularina gore hastaligin ciddiyet skorlamasi yapilirken pras skoru esas alinmistir
(72, 73).
Hastalarimizda goriilen klinik bulgularin ciddiyetine gore yapilan skorlama ile

3435C>T genotipleri arasinda istatistiksel bir iligki bulunmazken, E148Q mutasyonu
ile ciddiyet skorlamasi arasinda anlamli bir iligki mevcuttu (p=0,006).

Tablo 4.11: Cinsiyete gore CYP3A4 genotiplerinin dagilimi

Genotipik dagihim (%)

Polimorfizmler Kadin Erkek
(n=25) (n=21)
cic 100 (n=25) 100 ( n=21)
21896C>T CIT - (n=0) - (n=0)
T - (n=0) - (n=0)
T 92 (n=23) 66,6 (n=14)
15713T>C * CIT 8 (n=2) 28,6 (n=6)
CIC - (n=0) 4,8 (n=1)
AIA 92 (n=23) 95,2 (n=20)
-392A>G A/G 8 (n=2) 4,7 (n=1)
G/IG - (n=0) - (n=0)
T 100 (n=23) 76,4 (n=13)
15615T>C * TIC - (n=0) 23,5 (n=4)
c/C - (n=0) - (n=0)
T 100 (n=25) 100 (n=21)
23171T>C T/C - (n=0) - (n=0)
CIC - -
(n=0) (n=0)

Cinsiyetler arasinda 15713T>C (p=0,03) ve 15615T>C (p=0,01) polimorfizmlerinin

genotipik dagilimlari arasinda anlamli farklilik mevcuttu.
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Tablo 4.12: Cinsiyete gore MDR1 genotiplerinin dagilimlari

Polimorfizmler Genotipik dagilim (%)
Kadin Erkek
(n=27) (n=21)
A/A 92,5 95,2
(_) 1A>G n=27 n=20
A/G 7,4 4,7
n=2 n=1
GIG - -
n=0 n=0
A/A 92,5 95,2
61A>G n=25 n=20
A/G 7,4 4.7
n=2 n=1
GIG - -
n=0 n=0
G/G 85,1 90,4
1199G>A n=23 n=19
G/A 14,8 9,5
n=4 n=2
A/A - -
n=0 n=0
C/C 7,4 33,3
1236C>T n=2 n=7
CIT 77,7 38,0
n=21 n=8
TT 14,8 28,5
n=4 n=6
G/IG 100 95,2
2677G>A n=27 n=20
G/A - 4.7
n=0 n=1
A/A - -
n=0 n=0
G/IG 33,3 9,5
2677G>T n=9 n=2
G/IT 59,2 57,1
n=16 n=12
T/T 7,4 33,3
n=2 n=7

Cinsiyetler arasinda MDRI1 polimorfizmlerinin dagilimlarinda anlamli farklilik

gozlenmedi.
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Tablo 4.13: Aile hikayesi varligina gore MDR1 genotiplerinin dagilimi

Polimorfizmler Aile oyKkiisii (%)
Var Yok
A/A 96,5 89,4
(_) 1A>G n=28 n=17
AlG 34 10,5
n=1 n=2
G/G - -
n=0 n=0
A/A 89,6 100
61A>G n=26 n=19
A/IG 10,3 -
n=3 n=0
G/G - -
n=0 n=0
G/G 89,6 84,2
1199G>A n=26 n=26
G/A 10,3 15,7
n=3 n=3
A/A - -
n=0 n=0
c/C 17,2 21,0
1236C>T n=5 n=4
C/IT 51,7 73,6
n=15 n=14
TT 31,0 52
n=9 n=1
G/G 96,5 100
2677G>A n=28 n=19
G/A 3,4 -
n=1 n=0
A/A - -
n=0 n=0
G/G 24,1 21,0
2677G>T n=/ n=4
G/IT 51,7 63,1
n=15 n=12
TT 24,1 15,7
n=7 n=3

Aile Oykiisii yoniinden MDR1 polimorfizmlerinin dagilimlarinda istatistiksel olarak

anlaml farklilik gézlenmedi.
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Tablo 4.14: Aile hikayesi varligina gore CYP3A4 genotiplerinin dagilimi

Polimorfizmler Aile oykiisii (%)
Var Yok
cic 63,0 36,9
21896C>T n=29 n=17
CIT ] ]
n=0 n=0
TIT ) :
n=0 n=0
T 52,1 30,4
15713T>C n=24 n=14
Tic 10,8 6.5
n=5 n=3
CciC 21 ]
n=1 n=0
AA 56,5 36.9
392A>G n=26 n=17
AIG 6,5 _
n=3 n=0
GIG ] ]
n=0 n=0
TIT 675 375
15615T>C n=21 n=15
n=2 n=2
ciC ] .
n=0 n=0
T 63,0 36,9
23171T>C n=29 n=17
TIC ] ]
n=0 n=0
CciC ] ]
n=0 n=0

Aile Oykiisii yoniinden CYP3A4 genotipleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

gozlenmedi.
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Tablo 4.15: Kolsisin uygulama dozuna gére MDR1 genotiplerinin dagilim1

Kolsisin uygulama dozu

Polimorfizmler

1x1 2x1* 3x1*
AJA - 92 100
(-)1A>G (%) n=0 n=2 n=22
AIG 100 8 -
n=1 n=2 n=0
GIG - - -
n=0 n=0 n=0
AIA 100 100 86,3
61A>G (%) n=1 n=25 n=19
AIG - - 13,6
n=0 n=0 n=3
G/G - - -
n=0 n=0 n=0
G/G 100 80 95,4
1199G>A (%) n=1 n=20 n=21
G/A - 20 4,5
n=0 n=5 n=1
AJA - - -
n=0 n=0 n=0
c/C 100 20 18,1
1236C>T (%) n=1 n=s n=4
cIT 100 64 54,5
n=1 n=16 n=12
T/T - 16 27,2
n=0 n=4 n=6
G/G 100 96 100
2677G>A (%) n=1 n=24 n=22
G/A - 4 -
n=0 n=1 n=0
AIA - - -
n=0 n=0 n=0
G/IG - 28 18,1
2677G>T (%)* n=0 n=7 n=4
GIT 100 56 59,0
n=1 n=14 n=13
T/T - 16 22,7
n=0 n=4 n=5

Calisma grubumuzda 1x1/giin dozunda kolsisin uygulanan hastalarda istatistiksel olarak
anlamli farklilik bulunmazken, giinde 2x1 ve 3x1 kolsisin uygulanan hastalar arasinda

2677G>T polimorfizmi yoniinden anlaml farklilik mevcuttu (p=0,03).
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Tablo 4.16: Kolsisin uygulama dozuna gére CYP3A4 genotiplerinin dagilimi

Polimorfizmler Kolsisin uygulama
dozu
1x1 2x1 3x1
c/C 100 100 100
21896C>T (%) n=1  n=25 n=21
CIT - - _
n=0 n=0 n=0
T/IT - - -
n=0 n=0 n=0
TIT 100 88 72,7
15713T>C (%) n=0 n=0 n=0
T/C - 12 22,7
n=0 n=0 n=0
c/C - - 4,5
n=0 n=0 n=1
AJA 100 92 95,4
-392A>G (%) n=1 n=23 n=21
AIG - 8 4,5
n=0 n=2 n=1
G/IG - - -
n:O n:O n:O
T/IT 100 91,6 87,5
15615T>C (%) n=1 n=22 n=14
T/C - 8,3 12,5
n=0 n=2 n=2
Cc/C - - -
n=0 n=0 n=0
T/T 100 100 100
23171T>C (%) n=1 n=25 n=20
T/C - - N
n=0 n=0 n=0
c/iC - - -

n=0 n=0 n=0

Kolsisin uygulama dozu ile CYP3A4 polimorfizmleri arasinda istatistiksel olarak

anlaml farklilik bulunmamaktaydi.
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Tablo 4.17: Hastalarmn klinik bulgularina gére MDR1 genotiplerinin dagilim1

(-)1A>G 61A>G 1199G>A* 1236C>T 2677G>A* 2677G>T
Klinik
bulgular
AIA AIG GIG AA AG GIG GIG G/IA AA C/IC cCc/T TIT GIG GIA AA GIG G/IT TIT
(n=48)
83,3 4,1 - 81,2 6,2 - 75 125 - 16,6 50 20,8 87,5 2,0 - 20,8 479 18,7
- Var n=40 n=2 n=0 n=39 n=3 n=0 n=36 n=6 n=0 n=8 n=24 n=10 n=42 n=1 n=0 n=10 n=23 n=9
D
= 125 2,0 - 125 - - 125 - - 20 104 - 125 - - 20 10,4 -
Yok n=6 n=1 n=0 n=6 n=0 n=0 n=6 n=0 n=0 n=1 n=5 n=0 n=6 n=0 n=0 n=1 n=5 n=0
93,7 6,2 - 91,6 6,2 - 85,4 125 - 18,7 60,4 20,8 97,9 2,0 - 16,6 479 18,7
X
= Var n=45 n=3 n=0 n=44 n=3 n=0 n=41 n=6 n=0 n=9 n=29 n=10 n=47 n=1 n=0 n=8 n=23 n=9
c
o
"E 2,0 - - 2,0 - - - 2,0 - - 2,0 - 2,0 - - 2,0 - -
[<5)
o Yok n=1 n=0 n=0 n=1 n=0 n=0 n=0 n=1 n=0 n=0 n=1 n=0 n=1 n=0 n=0 n=1 n=0 n=0
12,5 - - 10,4 2,0 - 125 - - 2,0 8,3 2,0 12,5 - - 4,1 6,2 2,0
£ Var n=6 n=0 n=0 n=5 n=1 n=0 n=6 n=0 n=0 n=1 n=4 n=1 n=6 n=0 n=0 n=2 n=3 n=1
<)
E 81,2 6,2 - 83,3 41 - 75 125 - 16,6 52,0 18,7 87,5 - - 18,7 52,0 16,6
(NN
Yok n=39 n=3 n=0 n=40 n=2 n=0 n=36 n=6 n=0 n=8 n=25 n=8 n=42 n=0 n=0 n=9 n=25 n=8
X 16,6 - - 16,6 - - 16,6 - - 6,2 6,2 4,1 16,6 2,0 - 6,2 6,2 41
= Var
i n=8 n=0 n=0 n=8 n=0 n=0 n=8 n=0 n=0 n=3 n=3 n=2 n=8 n=1 n=0 n=3 n=3 n=2
[-W
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Calisma grubumuzda peritonit eslik eden hastalarimizda 1199G>A polimorfizmi i¢in
(p=0,01), plorit eslik eden hastalarimizda 2677G>A polimorfizmi igin (p=0,02)

istatistiksel olarak anlamli farklilik mevcuttu.
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Tablo 4.18: Hastalarin klinik bulgularina gére CYP3A4 genotiplerinin dagilimi

Klinik 21896C>T 15713T>C* -392A>G 15615T>C* 23171T>C
bulgular
=4y C/IC CT TT TT TC CC ANA AG GG TT TC CC TT TC CIC
86,6 - - 84,7 13,0 2,1 80,4 6,5 - 90 75 - 86,9 - -
- Var n=39 n=0 n=0 n=39 n=6 n=1 n=37 n=3 n=0 n=36 n=3 n=0 n=40 n=0 n=0
% 13,3 - - 2,1 4,3 - 13,0 - - - 2,5 - 15 - -
Yok n=6 n=0 n=0 n=1 n=2 n=0 n=6 n=0 n=0 n=0 n=1 n=0 n=6 n=0 n=0
97,7 - - 97,8 17,3 2,1 91,3 6,5 - 87,5 10 - 97,8 - -
E Var n=44 n=0 n=0 n=45 n=38 n=1 n=42 n=3 n=0 n=35 n=4 n=0 n=45 n=0 n=0
'g 2,2 - - 2,1 - - 2,1 - - 2,5 - - 2,1 - -
Q
Yok n=1 n=0 n=0 n=1 n=0 n=0 n=1 n=0 n=0 n=1 n=0 n=0 n=1 n=0 n=0
13,3 - - - 2,1 - 13,0 - - 12,5 - - 13,0 - -
e Var n=6 n=0 n=0 n=0 n=1 n=0 n=6 n=0 n=0 n=5 n=0 n=0 n=6 n=0 n=0
'§ 86,6 - - 23,9 15,2 2,1 80,4 6,5 - 77,5 10 - 86,9 - -
Yok n=39 n=0 n=0 n=11 n=7 n=1 n=37 n=3 n=0 n=31 n=4 n=0 n=40 n=0 n=0
15,5 - - 8,6 8,6 - 17,3 - - 12,5 5 - 17,3 - -
X Var n=7 n=0 n=0 n=4 n= n=0 n=8 n=0 n=0 n=5 n=2 n=0 n=38 n=0 n=0
‘E 84,4 - - 80,4 8,6 2,1 76,0 6,5 - 77,5 5 - 82,6 - -
Yok n=38 n=0 n=0 n=37 n=4 n=1 n=35 n=3 n=0 n=31 n=2 n=0 n=38 n=0 n=0
o 422 - - 347 43 2,1 39,1 21 - 40 2,5 - 475 - -
2 Var n=19 n=0 n=0 n=16 n=2 n=1 n=18 n=1 n=0 n=16 n=1 n=0 n=19 n=0 n=0
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57,7 - - 80,4 13,0 - 54,3 4,3 - 50 7,5 - 58,6 - -

Yok n=26 n=0 n=0 n=37 n=6 n=0 n=25 n=2 n=0 n=20 n=3 n=0 n=27 n=0 n=0

— 333 - - - 43 - 32,6 - - 30 25 - 32,6 - -
é Var n=15 n=0 n=0 n=0 n=2 n=0 n=15 n=0 n=0 n=12 n=1 n=0 n=15 n=0 n=0
§ 66,6 - - 52,1 13,0 2,1 60,8 6,5 - 60 75 - 67,3 - -
§' Yok n=30 n=0 n=0 n=24 n=6 n=1 n=28 n=3 n=0 n=24 n=3 n=0 n=31 n=0 n=0
= 838 i} - - - - 8,6 - - 10 - - 8,6 - _
:,g;’ Var n=4 n=0 n=0 n=0 n=0 n=0 n=4 n=0 n=0 n=4 n=0 n=0 n=4 n=0 n=0
é 91,1 - - 91,3 17,3 2,1 84,7 6,5 - 80 10 - 91,3 - -
g— Yok n=41 n=0 n=0 n=42 n=8 n=1 n=39 n=3 n=0 n=32 n=4 n=0 n=42 n=0 n=0
11,1 - - 8,6 2,1 - 8,6 2,1 - 7,5 - - 10,8 - -
E Var n=5 n=0 n=0 n=4 n=1 n=0 n=4 n=1 n=0 n=3 n=0 n=0 n=5 n=0 n=0
.*g 88,8 - - 71,7 15,2 2,1 84,7 4,3 - 82,5 10 - 89,1 - -
E Yok n=40 n=0 n=0 n=33 n=7 n=1 n=39 n=2 n=0 n=33 n=4 n=0 n=41 n=0 n=0

Calisma grubumuzda plorit eslik eden hastalarda 15713T>C (p=0,02) ve 15615T>C (p=0,02) polimorfizmleri arasinda istatistiksel olarak

anlaml farklilik mevcuttu.
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5. TARTISMA

Mendelyen kalitim modellerinden otozomal resesif olarak gecis gosteren
AAA’ nin, ililkemizdeki goriilme siklig1 1/1000, tasiyici sikligi ise 1/5 - 1/10 oldugu
bilinmektedir (30, 31).

Hastaligin klinik prezentasyonunun kromozom 16p13.3 bdlgesinde lokalize
olan MEFV genindeki mutasyonlar ile iliskili oldugu bilinmektedir. Hastalarin biiyiik
cogunlugu, homozigot ya da birlesik heterozigot olmak iizere, MEFV geninde iki
mutasyona sahiptir. MEFV gen bolgesindeki mutasyonlarin, hastaligin olusumunun
yani sira, prognozu Ve Klinik ciddiyeti tizerinde de oOnemli etkileri oldugu
diistiniilmektedir (5).

Molekiiler genetik tani tekniklerinin uygulandigi giinlimiize kadar, AAA
tanist yalnizca klinik bulgulara, ailesel kokene ve ilaca verilen yanita bakilarak
konulmaktaydi. Bu nedenle, klinik bulgularin hafif oldugu hastalarda ve fenotip II’
de AAA tanisinin ge¢ konulmasi amiloidoz gibi ciddi komplikasyonlarin ortaya
¢ikmasina yol acabilmektedir. Hastalarin atak dénemlerinde gozlenen siddetli karin
agris1 ve yliksek ates gibi semptomlar apandisit sliphesiyle operasyon gecirmelerine
ve gereksiz tetkiklerin yapilmasina neden olabilmektedir. Hastaligin klinik agidan
karmasik olmast hem hekimin tani koymasini giiclestirmekte, hem de gec tani
konulmasi nedeniyle ¢ok ciddi komplikasyonlarin fark edilmeden olugsmasina zemin
hazirlamaktadir. Bu durum 6nemli mortalite ve morbidite nedeni olmakla birlikte,
ayni1 zamanda ciddi sosyal ve ekonomik kayiplara da yol agmaktadir (53, 81).

MEFV gen mutasyon analizlerinin yayginlagmasi, semptomlarin hafif oldugu
AAA hastalarinda dahi tan1 sans1 saglamistir. Hastalara erken yasta AAA teshisi

konularak olas1 komplikasyonlarin gelisiminin 6niine gegilebilir (5, 22).

Bu c¢aligmada kolsisin tedavisi uygulanan AAA hastalarinda MEFV gen

mutasyonlari, MDR1 ve CYP3A4 genotiplerinin dagilimlarini, ayrica tedavi amaciyla

farkli dozlarda uygulanan kolsisin ile tedaviye alinan cevabin, kolsisinin emiliminde ve

biyotransformasyonunda gorevli genler olan MDR1 ve CYP3A4 genleri ile iliskisini

arastirdik. Ayrica hastaligin klinik bulgularmin ve MDR1 ile CYP3A4 genlerinin

genotipik dagilimlariin kadin ve erkek cinsiyetteki dagilimlarini ve cinsiyete gore

farkliliklarini degerlendirdik.
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Giintimiizde AAA’ nin tedavisinde, enflamatuar ataklarin sikligini en etkin
bicimde kontrol eden ve renal amiloidoz gelisimini engelleyen tek farmasotik ajanin
kolsisin oldugu bilinmektedir. Kolsisin ile yapilan profilaktik tedavi genellikle ates ile
seyreden akut ataklar1 onlemekle birlikte, amiloidoz gelisimini engellemekte ve/veya
protetliniri siddetini azaltmaktadir (77). Hastalarimiza uygulanan kolsisin dozu ile
MEFV gen mutasyonlarinin dagilimlari arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki
bulunmamaktadir (Tablo 4.7). Boylece, MEFV gen mutasyonlar1 hastaligin klinik
ciddiyeti ilizerinde onemli bir parametre olmakla birlikte, tek basina etkili olmadigi,
semptomlarin ciddiyeti ile iligkili bagka faktorlerin de bulunabilecegi sdylenebilir.
Ayrica, MEFV gen mutasyonlari, cinsiyete bagli anlamli bir dagilim gostermemektedir.

Klinik olarak eritem varlig1 cinsiyetler arasinda anlamli farklilik géstermekteydi
(p=0,02). AAA’ ne eslik eden klinik bulgu olarak kadin cinsiyette eritemin daha fazla
goriilmesinin  nedeni  otoimmiinite kaynakli olabilir. Ayrica, MDR1 gen
polimorfizmlerinden; 1199G>A" nin peritonit gelisimi tizerine (p=0,01), 2677G>A" nin
da plorit gelisimi tizerine etkin olabilecegi (p=0,02) goriilmistiir. Peritonit AAA’ nin
klinik teshisinde temel bir parametre olup, karin agris1 sikayeti ile klinige basvuran
hastalarda AAA’ ne yonelik mutasyon analizlerinin yani sira bu polimorfizm peritonit
riskini  belirlemek agisindan yardimci bir molekiiler analiz olabilir. 2677G>A
polimorfizmi ¢aligmamizda, 2677G>T varyantina oranla nadir goriilen bir degisiklik
olup (n=1), bu polimorfizm yoniinden incelenen hasta sayisinin artirilmasi ile bu
istatistiksel iligkinin daha objektif sonuglarina ulagilmasi saglanabilir. Bunun yani sira
CYP3A4 gen bolgesi polimorfizmlerinden, 15713T>C (p=0,02) ve 15615T>C
(p=0,02)’ nin plorit gelisimini tetikleyebilecegi bu ¢alismada istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur.

Bazen presemptomatik hastalarda mutasyonlarin tespit edilmesi sonrasinda
kolsisin tedavisinin baslanmasi ciddi fenotiplerin 6nlenmesi agisindan 6nemlidir (77,
81). Genellikle genotip ve AAA’ nin klinik prezentasyonu arasinda giiclii bir birliktelik
yoktur ve spesifik genotipleri hastalik prezentasyonlar ile iliskilendirmek zordur.
Genotipik ve fenotipik AAA varyantlar1 arasindaki iliskiyi anlamak i¢in, kompleks
allelleri, modifiye bolgeleri, genetik heterojeniteyi ve olasi epigenetik faktorleri biiyiik

ailelerde ekspresyon profillerine bakarak analiz etmek gerekmektedir.
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AAA zamaninda ve uygun sekilde tedavi edilirse kendini sinirlayan bir hastalik
iken, uygun tedavi edilmezse amiloid depolanmasi ile kronik bobrek yetmezligine ve
fatal gidise yol agmaktadir. Kolsisin kullanimi1 ile AAA ataklarinin siklig1 azalmaktadir
veya tamamen kesilmektedir. Bu nedenle, AAA tanisi konulan hastalara
kontrendikasyon yoksa kolsisin tedavisi baslanmasi Onerilmektedir (14, 23, 24, 53).
Bundan dolay1 atipik bir prezentasyonda da, MEFV gen analizi yoniinden heterozigot
olan ancak hastalikla iligkili fenotip gosteren hastalarda tipik olarak kolsisin ile
tedavinin baglanmasi1 gerektigi disliniilmektedir. Kolsisin terapisi, atak sikligi ile
siddetini azaltmak ve sekonder amiloidoz gelisimini dnlemek agisindan ¢ift yonlii bir
tedavidir. Ancak, bazi AAA hastalarinda tedavi sirasinda yiliksek dozlarda kolsisin
kullanimina karsin, tedaviye smirli cevap alindigi veya %5-10 hastada hi¢ cevap
alinamadigi da gézlemlenmistir (91).

Kolsisin emiliminde ve tedaviye verilen cevapta bireyler arasi farkliliklar
olmasimin birincil nedeni kolsisinin farmakokinetiginden kaynaklanmaktadir ve genel
olarak ila¢ direnci, tedavide karsilasilan ciddi bir problem olmakla birlikte, olusan
direncin tedaviden 6nce mi, tedavi siiresinde mi gelistigi bilinmesi gereken primer bir
durumdur. Kolsisin farmakokinetigindeki farkliliklar, metabolizmasinda goérev alan
CYP3A4 ve MDR1/P-gp genleri ile iliski gostermektedir (77). MDR1/P-gp, hiicre
membraninda lokalize olan ve birgok ilag ile etkilesime giren, ATP bagiml bir fosfo-
glikoproteindir. Ilacin hiicre icine alinmasimi engelleyerek, tedaviye direng
gelistirilmesine neden olur (5). Ayrica, ilaglar tarafindan da P-gp’ nin indiiklenmesi,
ilgili genin genotipine ve ilacin dozuna baglh degisiklik de gosterebilir.

Hastalarimizda 2x1/giin ve 3x1/glin dozunda kolsisin tedavisi uygulanan bireyler
arasinda, MDR1 gen polimorfizmlerinden 2677G>T polimorfizminde istatistiksel
olarak anlaml farklilik bulunmaktadir (p=0,03). 2x1/giin dozunda kolsisin tedavisi alan
hastalarda G alleli %14,5; T alleli %31,2 iken, 3x1/giin dozunda kolsisin tedavisi
alanlarda G alleli %8,3; T alleli %29,1” idi. Dolayisiyla, 2677T alleli bireylerde tedavi
dozunun artirilmasina neden olmaktaydi. Bu sonuca gore hastalarin tedavi dozlarinin,
MDR1 gen bolgesi 2677G>T polimorfizmine gore diizenlenmesi ile hastalarin
tedaviden daha fazla yararlanmasinin saglanabilecegi diisiiniilebilir. Calisma
grubumuzda 2x1/giin ve 3x1/giin kolsisin uygulama dozu ile 3435C>T genotipik

varyantlar1 arasinda anlamli bir iliski bulunmamaktaydi. Bu nedenle, 3435C>T
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polimorfizminin kolsisin metabolizmasint ve dolayisiyla direncini belirleyebilen bir
polimorfizm olmadig diigiiniilmektedir. Farkli bir deyisle, C allelinin AAA hastalarinda
ilaca direngten tek basina sorumlu olmadigi sdylenebilir. Calisma stiresinde tedavi olan
hastalarda uygulanan giinliik kolsisin dozu, 2677G>T polimorfizminin ekspresyon
seviyesini artirabilir ve kolsisine karsi direng gelisimine neden olabilecegini
sOyleyebiliriz. Spesifik olarak artan direncin, hastalara uygulanan tedaviden mi
kaynaklandig1, yoksa daha onceden var olan bir direng mi oldugunu anlamak igin,
AAA’ 1i hasta gruplarinda, hastalarin belirli zamanlardaki periferik kanlar1 alinarak
MDR1 gen polimorfizmlerine ait mRNA ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi ile
hastanin tedaviye nasil yanit verdigine bakilarak direng gelisimi ile ilgili daha net bir
tablo ¢izilebilir.

Literatirde, MDR1 gen polimorfizmlerinden 3435C>T’ nin, P-gp’ nin
ekspresyonunu ve ilag transport edebilme fonksiyonunu degistirdigi bildirilmistir (30).
Homozigot C/C genotipinde P-gp aktivitesi artmis iken, heterozigot C/T genotipinde
orta diizeyde bir artis, ve homozigot T/T genotipinde ise P-gp aktivitesi azalmistir (31).
Calisma grubumuzda 3435C>T polimorfizmi ile kolsisin uygulama dozu arasinda bir
iligki bulunmamaktaydi. 3435C>T polimorfizminin C/C, T/T ve C/T genotipleri
sirastyla, %1,4, %43,8 ve %54,8 oranlarinda bulundu. Cinsiyetler arasinda 3435C>T
genotiplerinin dagilimlarinda farklilik bulunmamaktaydi. Bu konuda ¢ok kisitli sayida
caligma mevcut olmakla birlikte, bunlardan Tiirk populasyonunda yapilan onceki bir
caligmada, C allel sikligi %40, T allel sikligi %60 olarak bildirilmisti (26). Bizim
sonuclarimiza gore, C allel sikligin1 %28,8 ve T allel sikligt %71,2 idi. C ve T
allellerinin Tiirk populasyonunda yapilmis olan onceki oranlardan farkli olmasinin
bolgesel farkliliklardan kaynaklanabilecegini diistinmekteyiz.

Cinsiyetler arasinda 3435C>T, 1A>G, 61A>G, 1199G>A, 1236C>T, 2677G>A,
ve 2677G>T genotiplerinin dagilimlarinda farklilik bulunmamaktaydi. Bu durum
kolsisin direncinin cinsiyet ile paralel bir degisken olmadigini gosterebilir. Ayrica,
MDRI1 genindeki baska polimorfizmlerin etkisi ile de, ilaglarin emilimlerinin
ayarlanabildigi ve tedaviye olumlu yanit veya direng gosterilebildigi sdylenebilir.

Sonuglarimiza gére, CYP3A4 geninin 15713T>C ve 15615T>C polimorfizmleri
cinsiyetler arasinda anlamli farkliliklar gostermekteydi (sirasiyla; p=0,03 ve p=0,01).

Sonuglarin oransal degerleri irdelendiginde, genetik heterojenitenin erkek bireylerde
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kadinlara oranla daha fazla goriildiigiinii ve ilaca karst verilen yanitin direng veya
toksisite egiliminde olmasinin erkeklerde daha belirgin oldugu sdylenebilir.

Normal dokularda homozigot T/T genotipinin diisiik P-gp ekspresyon seviyesi
ile ilgili oldugu onceki ¢alismalarda belirtilmistir (23, 24, 25). Bizim sonuglarimizda
da, Kaya ve arkadaslarinin sonuglari ile ayni paralelde, T allel sikliginin fazla olmasi
nedeniyle genel olarak Tiirk populasyonunun sitotoksik ajanlara karsi daha hassas
olabilecegini diisiinmekteyiz.

T/T genotipinin azalmig P-gp aktivitesi ile iliskili oldugu g6z Onilinde
bulundurularak, kadinlardaki C/T genotip oram1 T/T genotipten daha yiiksek iken,
erkeklerde C/T ve T/T genotipleri esit oranlarda bulunmaktaydi. Bu durum, kadin
hastalarda ilag emiliminin daha az gergeklestigi seklinde yorumlanabilir.

Calisma grubumuzda apendektomi Oykiisii, peritonit, plorit, artrit, eritem,
amiloidozis ve yan etki varligi ile MEFV gen mutasyonlarinin dagilimlari arasinda iligki
bulunmazken, ates ile M680I mutasyonu arasinda (p=0,03) ve splenomegali ile M694V
mutasyonu (p=0,04) arasinda anlamli bir iliski belirlendi. Bu durum, AAA tanisinda
atesin ¢ogu zaman temel bir klinik bulgu olmasi ve hastalarin ortalama %85’ inde
goriilmesi ve M680I mutasyonunun da MEFV geninde goriilen mutasyonlar arasinda
bizim sonuglarimiza goére ikinci siklikla goriilen bir mutasyon olmasi ile agiklanabilir.
Dolayisiyla, AAA hastalarinda en sik goriilen klinik bulgu ile ikinci siklikta goriilen
M680I mutasyonlart arasindaki anlamli iligkinin olmasi beklenen bir durumdur.

M694V mutasyonu hastalarimizda en sik goriilen MEFV gen mutasyonuydu.
Hastalarimizin %6,4” iinde splenomegali bulunmaktaydi. Ilging olarak splenomegali
bulunan hastalarin 3’ iinde homozigot, 2’ sinde M694V mutasyonu heterozigot olarak, 2
hastada ise M680I mutasyonu heterozigot olarak bulunmaktaydi. Dolayisiyla, M694V
mutasyonu bulunan AAA hastalarinda splenomegali gelisme riskinin bulundugu da
sOylenebilir. Bu nedenle de, AAA hastalarinda MEFV gen mutasyonlarinin molekiiler
analizlerinin yapilmas1 ve prognozun mutasyonlarla iliskilendirilerek takip edilmesi
uygun olur.

Calisma grubumuzda ani iislime titreme, peritonit, plorit, eritem, amiloidoz,
apendektomi semptomlar1 ile 3435C>T ve MEFV gen mutasyonlarmin dagilimlar
arasinda anlamli farklilblk bulunmamaktaydi. Ancak, artritin eslik ettigi AAA

hastalarinda 3435C>T polimorfizminin genotipleri arasinda anlamli farklilik mevcuttu

67



(p=0,04). Bu durum, T allel sikliginin yiiksek olmasina bagli ilaca hassasiyetin artmasi
ile agiklanabilir. Ayrica, bu durumun 3435C>T’ nin genotiplerine ilave baska gen
bolgelerinin etkisi ile de gergeklesebilecegi sGylenebilir.

Aile Oykiisliniin varligl, AAA tanisinda 6nemli kriterlerden birisidir. Hangi
mutasyon ya da mutasyonlarin varliginda ailesel gecisin daha belirgin oldugunun
onemi, hastaligin genotip-fenotip agisindan degerlendirilmesinde de bilgi saglayabilir.
Hastalarimizda aile Oykiisiiniin varligi ile 3435C>T, (-)1A>G, 61A>G, 1199G>A,
1236C>T, 2677G>A, 2677G>T, 21896C>T, 15713T>C, -392A>G, 15615T>C,
23171T>C genotipleri arasinda bir iliski bulunmazken, M680I mutasyonu arasinda
anlamli bir iliski mevcuttu (p=0,01). Dolayisiyla, bu ¢alisma kapsaminda bakmis
oldugumuz MDR1 ve CYP3A4 genotiplerinin ailesel gecislerde bir kriter olmadigi
sOylenebilir. Ancak, molekiiler olarak M680I mutasyonu belirlenen AAA hastalarinda
aile Oykiisiiniin 6zellikle sorgulanmasi gerektigi diistinlilmektedir. Ayrica, tek basina
ates semptomu goriilen ailelerde M680I mutasyonunun varligi da taniy1 giiglestirebilir.

Tiirk populasyonunda 900 AAA hastast {lizerinde yapilan bir arastirmada en sik
goriilen bes mutasyonun; M694V, M6941, M680I, V726A, ve E148Q oldugu ve
strastyla % 51.55, %0.44, %9.22, %2.88 ve %3.55 oranlarinda goriildigl bildirilmigtir
(77). Biz de ¢alismamizda M694V, M6941, M680I, V726A ve E148Q mutasyonlarini
sirastyla  %62.8, %2.6, %24.4, %21.8 ve %15.4 oranlarinda bulduk. Onceki
caligmalarda oldugu gibi bizim ¢alismamizda da M694V mutasyonu Tiirk toplumunda
en sik, M6941 ise en az gorillen MEFV gen mutasyonudur. Tasiyici sikligi %20 olup,
Askenazi ve Kuzey Afrika kokenli Yahudilerdeki tasiyict sikligina esittir (77). Biz de
calismamizdaki AAA hastalarinin, %19,2’ sinin heterozigot, %29,5’ inin homozigot ve
%39,7’ sinin birlesik heterozigot genotipe sahip oldugunu tespit ettik.

Onceki galismalarda M694V genotipi amiloidoz gelisimi ile birgok defa
iliskilendirilmistir (35, 39, 40). Fakat c¢alismamizda, amiloidoz ile MEFV gen
mutasyonlar1 arasinda bir iliski belirlenemedi. Sadace bir hastada amiloidoz gelisimi
mevcuttu. Bu durum, hasta sayimizin az olmast ile iligkilendirilebilecegi gibi
amiloiodoz gelisiminin MEFV gen mutasyonlarindan bagimsiz bir durum olmasi
seklinde acgiklanabilir veya hastalara erken tan1 konulmasi ve erken tedavi programina

alinmas1 nedeniyle amiloidoz gelisme oraninin daha diisiik olmasit seklinde de
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diisiiniilebilir. Ayrica bu durum, erken tedavi ile amiloidoz gelisme oraninin daha diisiik
olabilecegi hipotezini de giiclendirebilir.

Hastaligin ciddiyetini belirlemek {lizere her hastaya Pras skorlamasi yapilmustir.
Pras skorunda her bir parametre puanlandirilmis ve toplam puan ile AAA’ nin Klinik
ciddiyeti belirlenmistir. 3-5 arasinda yer alan puanlar hafif, 6-8 arasinda olan
puanlamalar orta ve >9 olan puanlar ise hastalik tablosunun seyrinin agir oldugu
yoniinde degerlendirilmektedir (72, 73). Bu skorlamalaya gore hastalarimizin %44,9’ u
AAA yoniinden hafif, %32,1° i orta ve %15.4° i ise agir seyirli AAA hastas1 olarak
belirlendi. Hastalarimizda klinik olarak Pras skorlar ile 3435C>T genotipleri arasinda
anlamli bir iligki bulunmazken, E148Q mutasyonu ile klinik skorlama arasinda anlamli
bir iliski mevcuttu. Bu durumda AAA hastalarinda E148Q mutasyonunun varlifinda
klinik seyrin daha agir oldugu da soylenebilir. Hastaligin fenotipi, C/T genotipine sahip
olan hastalarin %13,4” iinde agir, %21,9” unda orta ve %17,8” inde hafif ciddiyetteydi.
T/T genotipi bulunan hastalarin ise %2,7° sinde hastalik agir, %10,9° unda orta ve
%27,4° tinde hafif seyirliydi. Bu duruma gore, C/T genotipinin hastaligin prognozunu
daha ciddilestirdigi sylenebilir. C/C genotipine sahip olan 1 hasta, istatistiki agidan
anlamli olmamakla birlikte, pras skoruna gore orta ciddiyetli hastalik seyrine sahipti.

48 hasta tizerinden degerlendirme yaptigimiz diger MDR1 gen polimorfizmleri
ile Pras ciddiyet skorlamasi arasinda hastalarin %56,3 tinde hastalik seyri hafif, %27,1’
inde hastalik seyri orta, ve %16,6” sinda da hastalik seyri agir idi. Hafif siddette hastalik
seyrine sahip hastalarda 61A>G, 1236C>T, 2677G>T, 1199G>A polimorfizmlerinin
oransal yiizdeleri sirasiyla; %8.3, %43.7, %45.8, %4.1° dir. Orta siddette hastalik
seyrine sahip hastalarda 61A>G, 1236C>T, 2677G>T, 1199G>A polimorfizmlerinin
oransal yiizdeleri sirasiyla; %2.0, %22.91, %22.91, %4.1° dir. Agir siddette hastalik
seyrine sahip hastalarda ise; 61A>G, 1236C>T, 2677G>T, 1199G>A
polimorfizmlerinin oransal yiizdeleri sirasiyla; %0, %12.5, %10.4, %2.0* dir. Bu oransal
dagilimlara gore, 1236C>T polimorfizminin AAA’ nin klinik seyrinin agir olmasinda
etkili olabilecegi, ve ayn1 sekilde 61 A>G polimorfizmine sahip hastalarda ise AAA’ nin
klinik yansimasindaki etkilerine koruyucu yonde eslik ettigi sdylenebilir.

46 hasta tizerinden degerlendirme yaptigimiz CYP3A4 gen polimorfizmleri ile
Pras ciddiyet skorlamasi arasinda hastalarin %56.5” inde hastalik seyrinin hafif siddette,

%26’ sinda hastalik seyrinin orta siddette ve %17.3” {inde de hastalik seyrinin agir
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siddette oldugu tespit edilmistir. Arastirdigimiz polimorfizmlerden 21896C>T,
15713T>C, -392A>G, 15615T>C, 23171T>C’ nin hafif hastalik seyrine sahip olan
hastalarda sahip olduklar1 oransal yiizdeleri sirasiyla; %0, %10.8, %2.1, %7.5, %0’ dir.
Orta hastalik seyrine sahip hastalarda bu ylizdeler yine sirasi ile %0, %2.1, %2.1, %0 ve
%0’ dir. Aym sekilde agir hastalik seyrine sahip hastalarda ise ayni CYP3A4 gen
polimorfizmleri sirasiyla; %0, %6.5, %2.1, %2.1, %2.5’ dur. Bu sonuglara gore,
CYP3A4 gen polimorfizmlerinden 21896C>T polimorfizminin hastaligin higbir klinik
formu ile artan veya azalan bir paralellik i¢inde yer almadigmmi, 23171T>C
polimorfizminin agir hastalik seyri ile iliskili olabilecegini, 15713T>C polimorfizminin
klinik seyrin lizerine koruyucu etkiye sahip olmasi ile birlikte, bagka diger CYP3A4 gen
polimorfizmleri ile agir fenotiplerde karsilasilabilinmesi miimkiin bir degisiklik

olabilecegi diisiiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

AAA hasta grubuna ait MDR1; 3435C>T, (-)1A>G, 61A>G, 1199G>A,
1236C>T, 2677G>A, 2677G>T, CYP3A4; 21896C>T, 15713T>C, -392A>G,
15615T>C, 23171T>C, MEFV gen mutasyonlar;; M694V, M6941, M680I, V726A,
E148Q, kullanilan kolsisin dozlar1 (2x1/giin, 3x1/giin,4x1/giin) ve hastalarin klinik

Ozellikleri birbirleri ile karsilastirildi.

Cinsiyet ayrimi yapilmaksizin 73 hastanin 3435C>T genotipik dagilimlari, C/C,
T/T ve C/T, sirastyla %1.,4, %43,8 ve %54,8 oranlarinda bulundu. C allel sikligimni
%28,8 ve T allel siklig1 %71,2 idi.

Cinsiyetler arasinda 3435C>T genotipleri ile MEFV gen mutasyonlar1 ve aile
hikayesi arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamaktaydi. Ancak M680I
mutasyonuna sahip hastalarda aile hikayesi istatistiksel olarak anlamli idi (p=0,01).

Calisma grubumuzdaki hastalarda 2x1/giin, 3x1/giin ve 4x1/giin dozunda
kolsisin uygulanan hastalar ile 3435C>T genotipik varyantlar1 ve MEFV gen
mutasyonlarinin  dagilimlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli  bir iliski
bulunmamaktaydi.

48 hastalik ¢alisma grubumuzda ise, giinliik 2x1 ve 3x1 dozunda kolsisin
kullanan bireyler arasinda 2677G>T polimorfizmi i¢in anlamli bir iligki bulunmaktaydi
(p=0,03). 2x1/giin dozunda tedavi alan hastalarda G alleli %14,5; T alleli %31,2 iken,
3x1/giin dozunda tedavi alanlarda G alleli %38,3; T alleli %29,1° idi. Bu durumda 2677T
alleli, bireylerde tedavi dozunun artiritlmasina neden olmaktaydi.

Kilinik bulgulardan artrit ile 3435C>T polimorfizmi (p=0,04); ates ile M680I
mutasyonu (p=0,03), splenomegali ile M694V mutasyonu (p=0,04), peritonit ile
1199G>A polimorfizmi (p=0,01), plorit ile 2677G>A (p=0,02), 15713T>C (p=0,02),
15615T>C polimorfizmleri (p=0,02) arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki
bulunmaktaydi.

Hastalarimizda goriilen klinik bulgularin ciddiyetine gore yapilan skorlama ile
3435C>T genotipleri arasinda istatistiksel bir iligki bulunmazken, E148Q mutasyonu ile
ciddiyet skorlamas1 arasinda anlamli bir iliski mevcuttu (p=0,006). Bu durumda AAA
hastalarinda E148Q mutasyonunun varliginda klinik seyrin daha agir oldugu

sOylenebilir.
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Sonug olarak, eger T/T genotipinin azalmis P-gp aktivitesi ile iligkili oldugunu
varsayarsak, bu calisma dogrultusunda kadinlardaki C/T genotip yiizdesinin ve
erkeklerde de T/T genotip yiizdesinin yiiksek olmasi, kadin hastalarda erkek hastalara
gore ilag emiliminin daha az gergeklestigini gosterebilir. Fakat gerek uygun kolsisin
dozu, gerekse ayr1 ayri klinik bulgulara 11k tutabilen istatistiki anlamlilik 3435C>T
genotiplerinde yakalanamamustir.

Bu sonuglar dogrultusunda, MDR1 gen polimorfizmlerinden 2677G>T disinda,
MDR1 ve CYP3A4 genlerine ait diger varyasyonlarin spesifik bir sekilde kolsisine karsi
gosterilen direng veya affiniteden sorumlu olabilecegini sdyleyemeyiz. Fakat bagka
ilgili gen bolgelerinin de yer aldigi ve calistigitmiz bu polimorfizmlerin diger hangi
polimorfizmler ile birlikte fonksiyon kazandiginin veya kaybettiginin arastirildigi
kapsamli calismalarda kolsisinin farmakokinetik ve farmakodinamik mekanizmalarinin
isleyisi hakkinda daha fazla fikir sahibi olabiliriz. Boylece 3435C>T, (-)1A>G, 61A>G,
1199G>A, 1236C>T, 2677G>A, 2677G>T, 21896C>T, 15713T>C, -392A>G,
15615T>C, 23171T>C polimorfizmlerinin AAA tedavisine karsi yanitta Onemli
olabilecegini ve kisiye Ozgii tedavi yontemlerinin gelistirilmesine iliskin yapilan
aragtirmalara yol gosterebilecegini diisiinmekteyiz. Ayrica MDR1 polimorfizmlerine ek
olarak, ilgili bagka polimorfik bdlgelerin ¢alisilmasi ve/veya MDR1 gen haplotip
analizinin yapilmasi ile basta CYP3A4 gen bolgesi olmakla birlikte, diger CYP450
enzim ailesi lyelerinin ekspresyon profillerinin kapsamli incelendigi ¢aligmalarin,
gelecekte bireysellestirilmis tedavi yontemlerinin uygulanmasina daha fazla katki

saglayacagini bizlere diisiindiirmektedir.
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