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FMF(AILEVI AKDENIZ ATESI) HASTALARINDA iLAC DIRENCLILIGINDEN
SORUMLU MDR1 (MULTI DRUG RESISTANCE 1) GENINDE GERCEKLESEN
GEN POLIMORFiZIMLERININ INCELENMESI

(YUKSEK LiSANS TEZI)
ISMAIL CAGDAS CIMENLER

OZET

Ailevi Akdeniz atesi (AAA); Familial Mediterranean Fever (FMF) Akdeniz kokenli
bireylerin olusturdugu g¢ogunluklarda; Askenazi olmayan Yahudiler, Araplar, Tiirkler,
Ermeniler arasinda yaygindir. Hastalikdan sorumlu gen MEFV ilk olarak 1997 de
tanimlanmistir ve hastaligin tanimi de§ismistir. Bu tanimlama ile ailesel akdeniz atesi
MEFV geninde meydana gelen mutasyonlar sonucu organizmanin enflamasyona verdigi
yanitin bozulmasidir. FMF ile iligkili olan MEFV geni, kromozom iizerinde 16p13.3°de yer
almaktadir, 60 kilobazlik bir genomik DNA’s1 olan ve 781 aminoasitli bir proteini (pyrin)
kodlamaktadir. Toplamda 10 ekzondan olusur. Ozellikle 2. ve 10. ekzon mutasyonlarin
cogunu barindirmaktadir. Bu mutasyonlardan arasinda en ¢ok goriileni M694V (MEFV
geninde 2080. niikleotitte (694. aminoasit) valinin proteini yerine metionin proteinin
gelmesi neden olmaktadir.) E148Q, M680I (G/C), M680I (G/A), 1692DEL, M694V,
M6941,V726A, R761H ‘dir.

P-glikoproteini (P-gp) kodlayan insan MDRI1 geni, degisik bireyler toplulugunda
ilaglarin biyo faydasini ve ila¢ yanit diizeyinin tespit edilmesinde kilit bir konumda
bulunmaktadir. Akademik ¢alismalarda giiniimiize dek MDR1 genine ait 50’den fazla SNP
(Single Nucleotide Polymorphism) belirlenmistir. ABCB1 geni olarak da bildigimiz insan
MDRI1 (Multidrug Resistance) geni 7p21°de yer almaktadir, 28 ekzonu kapsamaktadir.
P-glikoprotein (P-gp) adiylada daha c¢ok bilinen 170 kDa biiytikliigiinde bir transmembran
tastyic1 protein kodlamaktadir. P-gp, yiiksek ATP ihtiyaci ksenobiyotiklerin, metabolik
artik iirtinlerin ve daha pek ¢ok ilacin hiicre metabolizmas1 digina taginmasinda aktif olarak
rol tistlenmektedir. MDR1 geni lizerinde gerceklesen polimorfizmlerin P-gp hareketliligini
ve ifade diizeyini degistirerek c¢alisma fonksiyonlar1 {izerinde 6nemli fonksiyonlarinin

oldugu yoniinde bilgiler artmaktadir.

Calismamiz da toplam 50 FMF mutasyonu tasiyan birey ile 50 adet FMF

mutasyonu tagimayan birey olmak tlizere toplam 100 bireyin kan 6rneklerinden MDR1 gen



polimorfizmine ait ii¢ adet SNP noktasini inceledik.Bu SNP noktalar1 rs201298259 C/T;
rs150114592 C/T ve rs199509670 A/G‘ydi. Sonug¢ olarak bu bdlgelerin genotipik
varyantlarinda ¢alismis oldugumuz hasta grubuna ait sonuglar ve kontrol grubuna ait

sonuglar arasinda anlamli bir iligki bulunamadi.
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INVESTIGATION OF GENE POLYMORPHYSIS IN MDR1 (MULTI DRUG
RESISTANCE 1) GENE RESPONSIBLE FOR DRUG RESISTANCE IN FMF
(FAMILY MEDITERRANEAN FEVER) PATIENTS

(MASTER THESIS)
ISMAIL CAGDAS CIMENLER

ABSTRACT

Familial Mediterranean fever (FMF) In Mediterranean-based communities; Are
widespread among Jews without Ashkenazi, Arabs, Turks, and Armenians. The gene
responsible for the disease MEFV was first described in 1997 and the definition of the
disease has changed. With this definition, the resulting of the mutations in the familial
Mediterranean fever MEFV gene disrupt the response of organism to inflammation. The
MEFV gene responsible for FMF is localized on chromosome 16p13.3, has a genomic
DNA of 60 kb, and encodes a protein which includes 781 amino acid (Pyrine).Totally it is
composed of 10 exons. The second and tenth exons contain most of the mutations. The
most common mutations are M694V (2080. nucleotide in the MEFV gene (694. amino
acid) causing the valine to substitute methionine.) E148Q, M680I (G/C), M680I (G/A),
1692DEL, M694V, M6941, V726A, R761H .

The human MDRI1 gene encoding P-glycoprotein (P-gp) plays a key role in
determining drug bioavailability and drug response in different populations. More than 50
SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) have been identified in the MDRI1 gene to date.
The human MDRI1 (Multidrug Resistance) gene, also known as ABCBI, is localized in
7p21 and contains 28 exons. This gene encodes a 170 kDa transmembrane carrier protein
known as P-glycoprotein (P-gp). P-gp functions as an ATP-dependent pumping of
xenobiotics, metabolic residues, and many drugs out of the cell. There is increasing
evidence that existing polymorphisms in the MDRI1 gene play an important role in

functioning by affecting P-gp activity and expression level of the gene.

We studied three SNP points of MDR1 gene polymorphism from blood samples of
a total of 100 individuals, 50 FMF mutation-bearing individuals and 50 FMF mutation-
bearing individuals. These SNP points were rs201298259 C / T; rs150114592 C / T and
rs199509670 A / G. Consequently no significant relationship was found between patient

and control group in genotypic variants of these regions.
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1. GIRIS

Popiilasyonlarda; her bir bireyin veya topluluklarin belirli bir ilaca gostermis
oldugu tepkilerin farkliliklar gosterdigi bilinmektedir. Bu farkliliklar her bir bireyin veya
toplulugun genetik yapisinda ki degiskenlere bagli olarak kisiye 0zel tedavi
mekanizmasinin  gelistirilmesini mecbur kilmaktadir. Hasta bireylere verilen ilag
tedavilerinin ve molekiiler genetik arastirmalarin bir arada yiiriitiildiigii bilim dali olarak
Farmakogenetik, kisinin genetik diizeninde varyasyonlara bagli olarak ilaclara gdstermis
oldugu tepkileri 6lger. Hastanin genetik olusumunu temel aldig1 i¢in, uygulanan tedaviyi

kisisellestirir en dogru dozda, en az yan etkiyle uygun ilaclarin kullanilmasini amagclar.

Ailevi Akdeniz Atesi, ataklar seklinde karin agris1 ve ates sikayetleriyle kendini
belli eden c¢ekinik gegisli bir genetik rahatsizliktir.Bu rahatsizligin en yaygin olarak
goriildiigl yerler Akdeniz’e kiyis1 olan iilkeler olup Tiirkler, Araplar, Yahudiler, Ermeniler

ve Kuzey Afrikalilarda 6zellikle yaygindir.

Molekiiler diizeyde bir yontem olan gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
yontemi ile Orneklerden elde edilen DNA larin hassas isaretli primerler vasitasiyla
cogaltilmasini saglamak ,bu ¢ogalan PCR lar iizerinden elde edilecek bilgiler 151ginda da
belirledigimiz gene ait anne ve babadan gelen allellerin durumlarini inceleyerek

polimorfizimleri arastilacaktir.

Arastirmamizda Ailevi akdeniz atesi (AAA) hastasi olan bireylerin, MDRI1 gen
polimorfizmlerini inceleyerek gilinliik kullanim zorunlulugu olan kolsisinin hastalar
iizerinde gercekten etki mekanizmasina sahip olup olmadiklarmi ve MDRI gen
bolgesinde ki polimorfizmlerin dagilimma gore uygun kolsisin dozuyla tedavi
olabilmelerine yardimci olmayi, ve bodylece kolsisin tedavisi swrasinda hastanin

karsilagmas1 muhtemel yan etkileri minimuma indirgemeyi amagladik .

1.1 Ailesel Akdeniz Atesi

Ailesel Akdeniz Atesi (Familial Mediterianian Fever, FMF, AAA ), belirli
periyotlarda gosterdigi atak seklinde gelen ates ve bununla birlikte serdz zarlarinin
inflamasyonu ile belirgin ,otozomal resesif gegisli, otoinflamatuar bir hastalik tiiriidiir.
FMF; dagilim olarak 6zellikle Akdeniz ¢evresinde yerlesim gosteren Tiirk, Arap ,Yahudi

ve Ermeni etnik kokenli insanlarda goriilmekte olup; ¢ok nadir olarak da Akdeniz bolgesi



disinda rastlanmaktadir (El-Shanti ve ark.,2006; Ergiiven ve ark.,2006). Hastaligin klinik
belirtileri baslica, tekrarlayan kendini sinirlayan ates ve bununla beraber karin agris1 ,artrit
ve deri lezyonlar1 seklinde gozlenir. Hastaligin semptomlart % 60-70 olarak 10 yasindan
once, % 80-90 olarak 20 yasindan 6nce ge¢ ¢ocukluk doneminde goriildiigii ve ortalama
4,5 yasinda bagladigi tespit edilmistir (Gok ve ark.,2006 ; Majeed ve ark. 1989). FMF ¢ in
Tirkiye de goriilme frekansi her bin kiside bir seklinde olup; hastaligin kisi iizerinde etkisi
1-4 giin siiresince, tekrarlanma siklig1 ise haftada bir ile yilda bir gibi degiskenlik
gostermektedir. Yapilan farkli arastirmalara gore de yaklasik olarak tlilkemizde ki her bes
kisiden bir tanesi tasiyicilik gostermektedir. Ailevi akdeniz atesinin en korkulan yani ise

amiloidoz olusumuna bagl olarak bobrek yetmezligidir (Bakkaloglu ve ark.; 2003 ).

FMF hastaliginin sorumlu MEFV (MEditerranean FeVer ) gen bdlgesi, 16.
Kromozoma ait kisa kolunda (16p13.3) yer almis olup 781 aminoasit uzunlugundadir.
MEFV geni 10 ekzon bolgesinden olusmus olup giiniimiize kadar yaklasik olarak 198
mutasyon tespit edilmistir(Grimaldi ve ark., 2006; Kavak ve ark.2003). Yapilan ¢alismalar
gostermistir ki mutasyonlarin biliyiik cogunlugu ekzon 2 ve ekzon 10 igerisinde yer almis
ve Tiirk toplumunda goriilme siklig1 en fazla olanlar1 ekzon 2 de E148Q ,G138A, T2671,
E167D, E230K; ekzon 10 da ise M680L, 692delATA, V726A , K695R, G678E,
691delAAT ,V7041, M680I(G M680I(G >C), M694V, R761H, T6811, M6941 693delTGA,
A744S, M680I(G M680I(G >A), mutasyonlaridir (Tekin ve ark., 1999).
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Sekil 2.1. MEFV geninin 16. Kromozomun kisa kolu iizerinde ki pozisyonu
1.2 Kolsisin

Tip diinyasinda daha ¢ok bilinen adi “Colchium Autumnale” olan giiz ¢igdemi
ciceklerinden elde edilen kolsisin ile bir ¢cok hastalik tedavisinde basarili sonuglar elde
eedilmektedir. Dogada farkinda olmadan kolsisin i¢eren bitkilerin tiiketilmesi 6limciil

olabilecek diizeylerde zehirlenme tehlikesi barindirmaktadir..

Kolsisin (“colchicine”), admi Karadeniz bolgesi’nin dogu kiyilarinda eski

donemlerde yerlesim yeri olarak kullanilan ve kdkeni Yunanca ‘ya uzanan “Colchis” isimli



yerden almaktadir. Zambakgiller familyasindan olan Colchicum autumnale (meadow
saffron) ve Gloriosa superba (glory lily) adl1 iki farkl tiir bitkiden elde edilmektedir (Ben-
Chetrit ve ark. ,1998).

Colchicum autumnale

Colchicine

Sekil 2.3. “Gloriosa superba”

Ik kez 6. yiizyllda gut tedavisi i¢in kullanilmis olan kolsisin 1972 yilinda
Goldfinger tarafindan AAA™ nin tedavisinde kullanilmaya ilk kez baslanmistir.Ayrica
modern tipta da gut, behget hastaligi, sweets™s sendromu, skleroderma, sarkoidoz,
amiloidoz, vaskiilit, immiin trombositopenik purpura ve kistik fibrozis gibi bir¢ok
hastaligin tedavi siirecinde kullanilmaktadir(Ben-Chetrit ve ark.,1998; Cerquaglia ve ark.

2005).



1.3 MDR1 Geni

Bir popiilasyon icerisinde ilaglara gosterilen bireysel tepkilerin genis aralikta
olmas1 ve benzer sekilde toplumlardan toplumlara da ilag tepki diizeylerinde farkliliklar
oldugu bilinmektedir. Ilag kinetiginin ve her bir bireyin farkli ilaglara kars: verdigi tepkinin
kalitsal Ozelliklere gore bireyden bireye ve toplumlar lizerinde cesitlilik gdstermesi,
kullanilan yontemlere baglh kalarak toplumlarin genetik 6zelleklerindenn otiirii “bireye
0zel tedavi” yaklasimlarinin uygulanmasini ve gelistirilmesini saglamistir (Schwab ve ark.,

2003).

ABCBI geni olarakda bildigimiz insan MDR1 (Multidrug Resistance) geni 7p21°de
yer almaktadir, 28 ekzonu kapsamaktadir. P-glikoprotein (P-gp) olarakda daha ¢ok bilinen
170 kDa biiyiikliiglinde transmembran tasiyict bir protein kodlamaktadir. P-gp, yiiksek
ATP ihtiyact ksenobiyotiklerin, metabolizma sonucu olusan artik iiriinlerin ve ¢ogu ilacin
hiicre disma tasinmasinda aktif olarak rol tistlenmektedir (Schwab ve ark., 2003; Sakaeda

ve ark., 2005).

P-gp’nin klinik olarak 6nem tasidigi oncelikle bu proteinin kanser hiicrelerinde gen
ifadesinin yiikselmesi ve aktivitesiyle alakali olarak kansere kars1 miicadele eden ilaglara
kars1 gelisen kemoterapotik direng fenotipinin bir iirlinii olarak bulunmustur.Fakat bu
protein iizerine daha detayli yapilan calismalar incelendiginde goriildii ki ince ve kalin
bagirsakta bulunan epitel hiicrelerinde, lokositler de, normal hiicrelerde olarak
degerlendirilen beyin ve testislerdeki endotel hiicreleri gibi hiicrelerde bu genin ifade
diizeylerine rastlanmistir(Schwab ve ark., 2003). Giiniimiizde P-gp’nin gastrointestinal
sistem boyunca ila¢ emilimini etkiledigi, ilaglarm idrar ve safra yoluyla atilimini
gerceklestirdigi ve ilaglarin kan beyin bariyerine giris ¢ikislarda engel olusturdugu
bilinmektedir. Ozetle P-gp, sadece kanserli hiicrelerde gériilen ¢ogul ilag direncine sebep
vermekle yetinmeyip, bir ¢ok ilacim normal oldugu bilinen dokulardaki

farmakokinetiklerini de etkilemektedir (Schwab ve ark., 2003).

MDRI1 gen bolgesinde polimorfizm ilk olarak kanserli hiicrelerde yapilan
calismalarla tespit edilmis ve daha sonra, tim MDRI1 kodlama bdlgesi detayli olarak
belirlenmistir (Marzolini ve ark.; 2011).Yapilan bilimsel ¢alismalarda MDRI gen
bolgesinde 50‘den cok SNP belirlenmistir. MDR1 gen bolgesinde yer alan polimorfizmler
P-gp aktivitesini ve gen regiilasyonunu diizenleyerek yapisal diizenlemeleri lizerinde etkin

olmaktadir (Tang ve ark., 2002).



1.4 Genetik Polimorfizm

Deoksiribontikleik asit yapisinda yeralan ve rastgele bir proteinin sentezi i¢in
gerekli reaksiyonlarinda kullanilacak gizli bilgiyi barindiran 6zel niikleotid bolgesine gen
denilir. Insan DNA‘s1 yaklasik olarak 3.000.000.000 baz ¢iftinden meydana gelen, 23
kromozom cifti igerisinde 35,000‘den fazla gen barindiran, goriiniimii heliks yapisindadir.
Iki farkli1 insan arasmmdaki DNA‘nin sadece %99,9‘u benzemektedir ve bu cok kiiciik
farkliliklar DNA dizilimdeki kiiciik degisikliklerden beslenmektedir (Gonzalez, ve ark.
,1997).

Yeryliziinde pek¢ok kisinin kromozomlarinda lokasyonu ayni DNA pargalari
birbirine yakinlik gosterir.Populasyon icerisinde yer alan iki farkli bireye ait DNA‘nin
hemen hemen 1000 b¢ boyutundaki kismi yalnizca bir baz ¢ifti mutasyonu igerir. Genin
iizerinde belirli lokusunda alternatif kopyalarm her birine allel denir. Intronlarda ve gen
aralarinda smirlandirilmig DNA dizilerinde degisim gosteren bazi alleller vardir. Protein
kodlayan dizi farklari, protein ¢esitliligine ve farkli disa vurumlarin fenotipleri
etkilemesine neden olur (Strachan ve ark., 1999). Saglikli bir popiilasyon da belirli bir
karakteri birden fazla fenotip temsil ediyorsa ve bu fenotiplerin populayon igerisinde
temsil oran1 % 1°den fazla oranda ise buna ‘genetik polimorfizm’, ayni sekilde temsil
oranm1 % 1‘den diisiik ise ‘genetik mutasyon’ olarak adlandirilir. Polimorfizmler sessiz

veya zararsiz mutasyonlar olarak da isimlendirilebilirler (Gonzalez, ve ark. ,1997).

1.5 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Henry A. Erlich, Randall K. Saiki ve Kary Mullis isimli Bilim insanlar1 1985
yilinda Amerika da ¢alismis olduklar1 Cetus firmasi tarafindan desteklenen bilimsel
calismalarinda hiicre dis1 kosullarda niikleik asitlerin ¢ogaltilmasi prensibine dayanarak bu
yontemi kesfetmislerdir. Klinik diagnostikte Ozellikle tanilamada kullanim alanlarinin
bliylik onem arz etmesi ve ayrica bilimsel calismalarda da 6nemli kullanim alanlari
gostermesi Kary Mullis’a, 1993 yilinda Nobel Kimya Odiiliinii almasmi saglamustir.
Polimeraz Zincir Reaksiyonu laboratuvar sartlarinda gergeklestirilen hiicre dis1

kopyalamadir. (Birben , 2006).

1.5.1. PCR isleminin Uygulama Asamalan

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR); DNA’ nin birbirine baglh iki ipliginin yiiksek



dereceli sicakliklarla koparilmasi (denatiirasyon), ardindan yapay oligoniikleotidlerin hedef
DNA’ya birlesmesini (hibridizasyon), DNA zincirinin uzatilmasmi (polimerizasyon, iki
iplikli DNA’larin olusturulmasi), ve bu dongiilerin belirli sayilarda yeniden uygulanmasimni
icermektedir. (Sekil 2.4) PCR uygulanirken, her bir dongii basamaginda 1sinma ve soguma
islemlerini dijital programlar1 ekseninde uygulayan termal 1sitic1 ad1 verilen PCR cihazlar1
(Sekil 2.5) vasttasiyla yapilmaktadir.Cesitli firmalar tarafindan sicaklik degerleri farkl
girilebilen, blok kalitelerinin farkli oldugu ve dongii sayisinin programlanabildigi termal
wisitict cihazlart satilmaktadir. Termal 1sitici cihazlari, farkli hacim ve sayida eppendorf
tiipleri ile caligabilmektedir. Referans araligi bu cihazlarda 0 ile 100°C’ler deger araliginda
uygulanabilmektedir ve programin sonlanmasiyla cihaz 4 °C’ ye sabitlenerek istenilen

siireler kadar bu sicaklikta tutulabilmektedir (Arda , 1980 ).

Primer il
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Sekil 2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Basamaklar1



Sekil 2.5. Termal Isitict Cihazi (PCR Cihazi)
1.5.2. DNA’nin Denatiirasyonu Basamag

PCR da ilk adim olarak iki zincirli hedef DNA’ nin birbirinden ayrilip koparilmasi
gerceklstirilmektedir. Iki iplikli DNA ya ait hidrojen baglarmin par¢alanmasiyla DNA tek
iplikli hale gelmektedir. Denatlirasyon basamaginda, yiiksek sicaklik dereceleri Guanin-
Sitozin bakimindan yiiksek igerigi olan hedef zincirlere daha uygun goriinse de, siklikla
denatiirasyon i¢in kullanilan sicakliklar 95 °C’ de 30 saniye ve 97 °C’ de uygulanan 15
saniyedir. Termal 1sitict cihazlarinda, bu sekilde sicaklik uygulamalariyla DNA’nin
birbirinden ayrilmasi yani tek iplikli hale gelmesi saglanmaktadir. Ayrica denatiirasyon
sicakligmin fazla yiiksek uygulanmasi veya uygulama siiresinin fazla uzamasi enzim

aktivitesinin olumsuz etkilenmesine neden olmaktadir (Erlich ve ark. , 1991 )

1.5.3. Primerlerin Baglanmasi (Annealing) Basamag

Polimeraz zincir reaksiyonunun bu basamaginda, primer adi verilen ve ¢ogalmasi
istenen DNA bdlgesi i¢in 6zel olan oligoniikleotidler, ¢ift ipligin ayrilmasi asamasinda
elde edilen DNA tek ipligi Tlzerinde kendisine es olan bolgeye baglanmaktadir.
Reaksiyonda bulunan diiz ve ters olmak {izere iki tiir primerin her birinin eslenigi oldugu

tek iplikli hedef DNA fiistiindeki 6zel dizilere yapismasi icin, ayarlanan termal 1sitici



sicaklig1r 38-68 °C’ye diisiirmektedir. Diliz primere ait olan 5’ ucu, hedef DNA’ lardan
birinin 3’ ucuyla, ters primer de ikinci tek iplik¢cik DNA’nin diger u¢ kisminda yer alan 3’
ucuna DNA polimerazin aktif yoniine uygun sekilde (5 — 3 ° ) baglanirlar. Bu
basamaklarin sonlanmasi takribi bir dakika stirmektedir. Primerlerin baglanmasi sirasinda
optimum sicaklik ve zamanin uzunlugu; primerlerin niikleotid tiiriine, uzunluguna ve PCR
karigimindaki yogunluklarma gore degismektedir. Baglanma sicakligi, primerlerden farkl
olarak erime sicakliklarinin 5 °C diisiigiinde olup 55-65 °C’ lerde en etkili sonucu
vermektedir. En uygun baglanma sicaklifi; G-C, A-T niikleotitlerinin bulunma
miktarlarina gore hesaplanir. Guanin ve Sitozin bazlar1 arasinda {i¢ hidrojen bagi yer
alirken, Adenin ve Timin niikleotitlerinin arasinda iki hidrojen bag1 yer almaktadir. Guanin
ve Sitozin bazlarini ayirmak icin 4 °C, Adenin ve Timin bazlarimi ayirmak icin de gerekli
olan sicaklik 2 °C dir. Bu degerler hesaplanarak en optimal baglanma sicakliklar1 bulunur

ve termal 1sitic1 dongiileri olusturulur (Aldemir ve ark. 2001).

1.5.4. Primerlerin Uzatilmasi (Extention, Elongation) Basamag

Primerlerin uzamasi genelde 72 °C’ de uygulanan bir basamaktir. Primerlerin
baglanmas1 adimi gerceklestikten sonra, primerlerin elestigi tek ipliklerin eslenigi DNA
polimeraz enzimi tarafindan sentezlenir. PCR yapilirken, genelde her bir dongii i¢in iki
dakika siliren bir uzama basamagi zamani yeterli olmakla beraber, kullanilan siire
cogaltilacak DNA  bolgesinin  daha  fazla  aminoasit  igermesi  halinde
uzatilabilmektedir.Biiyilk DNA parcalarmin ¢ogaltilabilmesi i¢in yaklasik her kilo baz i¢in
60 saniye eklenmesi tavsiye edilmektedir. Bu sirada Taq polimeraz enzimi 5° — 3 °
dogrultusunda aktif olarak, primerlerin 3’ u¢ kisimlrindan baglayarak reaksiyondaki
niikleotidler1 kullanip Hedef DNA dizisinin aynisini olusturmaktadir. Reaksiyonun
sicaklig1 yiikseltilerek uzama sicakligini 95 °C’ ye ¢ikartmaktadir. Sonug olarak PCR’ nin
ii¢c basamaktan olugsan ve tahmini 10-15 dakika siliren birinci ¢ogaltma basamag: ,
sicakligm 95 ‘C’ ye yiikseltilmesi ve benzer asamalarin 30-50 kez tekrarlanmasiyla
sonlandirilir. Boylece tek bir hedef DNA ipligi, her bir dongii sonunda iki katina
cikartilarak milyonlarca kopya elde edilmis olur. Her bir dongii de degisik birim faktor
etkin olarak performansmi etkilemekte ve sonraki PCR dongiilerinde daha net ortaya
ctkmaktadir. 30-50 dongii sonrasinda DNA yogunlugunun artmasi ve enzim miktarmnin
azalmasi arasinda gerceklesen ters oran reaksiyonun devamliligini sinirlamaktadir. Bu siire
zarfin da enzimin aktivasyonu da giderek azalmaktadir (Birben, 2006 ; Caner ve ark.

2001).



2.ONCEKIi CALISMALAR

Degisik insan gruplarina ait etnik gruplarda MDR1 geni polimorfizmlerinin allel
frekanslar1  sikliklar1  olduk¢a degiskenlik gostermektedir. G2677T/A, C3435T
polimorfizmleri diger polimorfizmlere oranla ¢ok daha sik goriilmektedir. G2677T
mutasyonuna ait polimorfizim ile yapilan bir ¢alismada Timin alleli frekansinin Afrika
kokenli Amerika’ lillarda %10, beyaz irkta %42-46, Meksika orijinli Amerika’ lilarda %40,
Asya orijinli Amerika’ lilarda %45 degerlerine sahip oldugu belirlenmistir. (Chinn ve

Kroetz ,2007 )

Slovakya da yasayan insanlar iizerinde yapilan bir aragtrmada C1236T, G2677T,
G2677A ve C3435T polimorfizm frekanslari; %42,5, %43,5, %2, %44,5 degerlerinde
tespit edilmis ve en ¢ok goriilen haplotipin %42,2 ile 1236C — 2677G — 3435C haplotipi
oldugu belitilmistir (Krivulcik ve ark., 2009 ).

Cin topluluklarinda ve alt gruplar1 i¢erisinde C3435T mutasyonuna ait frekanslarin
arastirildigi calismada C allel frekans1t Hong Kong’ daki Han Cin’ lilerde % 66,8, Lahu’ da
% 45,7, Wa’ da ise % 54,5 siklikta tespit edilmistir (Dong ve ark., 2008 ).

Sibiryada yasayan bireylerde ve Asya topluluklarinda gerceklestirilen
arastrmalarda Rus 1kiyla Tuvinian’lar arasmda MDRI1 geni varyantlarinin ciddi

farkliliklar tasidigi belirlenmistir (Sinués ve ark., 2008 ).

Yapilan ¢alismada Tiirk toplumunun T1236C polimorfizmi arastirildiginda C allel
frekans1 % 45,5, T allel frekans1 ise % 54,5 olarak belirlenmistir ve bu dagilimm diger
topluluklarda Cekoslavak, Polonyali, Portekizli, Rus, Malezyali ve Japonlar ile benzer
ozellikler tasidigmi gosterirken, Fransiz, Alman, Cin ve Hint toplumlar1 ile farkliliklar

oldugu tespit edilmistir (Glimiis-Akay, 2008 ).



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Tezime ait calismada kullanilmak tizere 2015-2016 yillar1 arasinda K.Maras Siitcii
Imam Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Ana Bilim Dali’na gelen ve yapilan sekans
analizleri sonucunda Ailevi Akdeniz Atesi hastaligt mutasyonlar1 tagsiyan 50 hastaya ait
kan 6rnegi, ve sekans analizleri sonucunda herhangi bir mutasyon saptanmayan 50 hastaya
ait kan 0rnegi olmak 6zere toplam 100 6rnek kullanilmistir. Hastalara ait kan ornekleri K3

EDTA’l1 tiiplere alimmistir. Calisma yapilana kadar -20 °C ¢ de muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.1. Ornek secilimi

Toplam Ornek
Erkek| Kadin Sayisi
FMF Hastasi Birey 25 25 50
Normal Birey 25 25 50

3.2. Metod

3.2.1. Kandan DNA izolasyonu

Kandan DNA izolasyonu yapmak i¢in Genomic DNA from blood (Macherey Nagel
; Katalog Numarast: 740951.50 ) kiti kullanilmistir. Calismaya baslamadan 6nce 12 ml
Yikama Soliisyonu B5 igerisine 48 ml ethanol eklendi ; yine 30 mg. Proteinase K igerisine
1,35 ml. Proteinase Soliisyonu eklenmistir. 2 ml. ependorf tiipii igerisine 200 ul. kan , 25
puL. Proteinase K ve 200 uL Buffer B3 eklenerek 1 dk. vorteks cihazinda karistirildi.
Karisim 70 °C ¢ de 15 dk. kuru 1s1 blogu tistiinde inkiibasyona birakildi. Daha sonra
ependorf tiiplin igerisine 210 pL ethanol eklenerek vorteks cihazinda 1 dk. karistirild.
Olusan karigimin tamami NucleoSpin® Blood baglanma kolon tiiplerine aktarildi. 11,000 x
g de 1 dk. santrifiij yapildi. Baglanma kolunu iizerinde filtrede baglanan DNA yikama
basamaklar1 i¢in yeni bir 2 ml. lik toplama tiipline alinarak iizerine 500 uL. Soliisyon BW
eklenerek 11,000 x g de 1 dk. santrifiij yapildi. Baglanma kolunu yeni bir 2 ml. lik
toplama tiiptine alinarak tizerine 600 pL Soliisyon BS 11,000 x g de 1 dk. santrifiij yapildi.
Ayni toplama tiipiiniin alt kismini bosalttiktan sonra bos olarak 11,000 x g de 1 dk.
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santrifiij yapildi. Son basamaktan once eliisyon buffer1 70 °C ye kadar 1sitildi. 1,5 ml
ependorf tiipline aldigimiz kolonun {izerine 100 pL. Buffer BE ekleyerek 1 dk. oda
sicakliginda bekletildi. 11,000 x g de 1 dk. santrifiij yapildi ve boylelikle DNA eldesi

saglandu.

Cizelge 3.2. MN kandan DNA izolasyon kiti igerigi

NucleoSpin® Blood Kit Icerigi ( 50

Testlik )
Icerik Miktar
Soliisyon B3 15 mL
Yikama Soliisyonu BW 30 mL
Yikama Soliisyonu B5 12 mL
Eliisyon Soliisyonu BE 13 mL
Proteinase K 30 mg
Proteinase Soliisyonu
- 1.8 mL
NucleoSpin® Blood
Baglanma Kolonlar1 >0
Toplama Tiipleri (2 mL) 100

3.2.2. Kullanilan Laboratuvar Cihazlari

e Mikro Santrifiij Cihazi ( HETTICH 120 ,Almanya )

e Kuru Is1 Blogu (BIOSAN, Letonya )

e Santrifiij Cihaz1 ( HETTICH Rotina 420 , Almanya )

e Real-time PCR Cihazi ( THERMO FISHER ; Amerika Birlesik Devletleri )

e Nanodrop Spektrofotometre ( THERMO FISHER, Amerika Birlesik Devletleri )
e Vorteks Cihaz1 ( SCILOGEX , Amerika Birlesik Devletleri )

3.2.3. Kullanmilan Diger Ekipmanlar

e Pipet Seti ( BRAND ,Almanya )

e Buzdolabi ( BEKO, Tiirkiye )

e 0,2 ul PCR Tiipleri ( AXYGEN , Amerika Birlesik Devletleri )

e 1,5 ml Ependorf Tiipler ( AXYGEN , Amerika Birlesik Devletleri )
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e Steril Nitril Pudrasiz Eldiven (BIMEL , Tiirkiye )
e DNAse/RNAse icermeyen filtreli pipet ucu (Capp ExPell Plus ,

Danimarka)

3.2.4. DNA Miktarlarimin Olgiilmesi

DNA o6rneklerinin miktari ve kalitesi Thermo Fisher Nanodrop cihazi ile dlgiilerek
calisma i¢in gerekli olan 50-100 ng DNA yogunlugu ve 1,8-2.0 DNA kalitesi araligi 260
nm dalga boyunda &lgiildii. Olgiim degerleri baz almarak gerekli diliisyonlar1 yapip
orneklerin optimal degerlerde olmasi saglandi.Ornekler ¢alismanin devami igin -20 °C

de saklanmistir.

3.2.5. Real Time PCR

Sekil 3.1. Applied Biosystems 7500 Real Time PCR Cihazi

Cizelge 3.3. PCR reaksiyon karigimi

Bilesen Hacim
Ornek DNA's1 4 ul
qPCR Master mix 4 ul
Tagman Prob mix 2 ul
Niikleaz igcermeyen Su 10 ul
Toplam 20 ul

Real Time PCR asamasinda her bir reaksiyon i¢in Cizelge 3.3’deki karisim

hazirlanmistir. Her bir SNP bdlgesi i¢cin kendi primer-probe tasarimina ait karigim
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kullanilmistir. Bir kuyucukda 4 ul DNA 6rnegi , 4 ul gPCR Master mix karigimi ( Promega
GoTaq qPCR Master Mix,Katalog Numarasi: A6101 , ABD ), 2 ul Tagman probe karisimi

(Thermo ,Tagman Assay Katalog Numarasi: 4351379 ,ABD ) ve toplam hacimi 20 ul

yapmak i¢in niikleaz icermeyen su 10 ul eklenmistir.

Cizelge 3.4. Real Time PCR cihazinda allellerin isaretli oldugu boyalar

Kaynak Sekans Dizisi SNP VIC ile FAM ile
Allelleri | iliskilendirien | Iliskilendirien
Allel Allel

TGATCCACGGACACTC [C/T] C/T C T
TACGAGTTGATCTTTTT

ATGTGACATTTCCTTC [C/T] C/T C T
AATGTGTTCTGCAATGA

GCTCCCCAACATCGT [A/G] A/G A G

CACATCAAACCAGCCTA

Her bir 6rnek i¢in olusturulan 20 ul toplam hacim 50 6rnek olarak 96 kuyucuklu

platede yiiklendi. Plate yiliksek sicakliklarda buharlagmanin engellenmesi ve 6rnekler arasi

capraz kontaminasyonun engellenmesi i¢in koruyucu optik film ile ortiildii. Hazirlanmis

olan plate sicaklik dongiileri girilen Real Time PCR cihazina yiiklenerek ¢aligsma protokolii

Cizelge 3.5°deki gibi yliklenmis ve yiiriitme tamamlanmistir. Yaklasik olarak 90 dk stiren

calismamizin sonucunda her bir Ornek i¢cin ¢ogalma degerlerine bakilarak analizler

yapilmistir.

Cizelge 3.5. Real Time PCR yiiriitme sartlari

Basamak Sicakhik Siire Dongii
Polimeraz
) 95°C 10 dk 1
Aktivasyonu
Denatiirasyon 95°C 10 sn
Baglanma ve 40
60 °C 1 dk
Uzama
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Yapilan ¢alisma da toplam 50 Saglikli ve 50 FMF olmak {iizere toplan 100 Hasta
iizerinden elde edilen datalar ve sonuglar cihaz iizerinden alinan gorseller seklinde

paylasildu.

Real Time PCR cihazindan elde edilen sonuglar, biitiin Orneklerde tek nokta
mutasyonu heterozigot allel olarak bulunmustur.Bu grafiklerde heterozigot allellere ait

cogalma egrileri, coklu prob egrileri ve ayrilma tablolar1 gosterilmistir.

4.1. Tek Nokta Mutasyonu C/T (rs150114592)

Sekil 4.1°de analizleri yapilan biitiin 6rneklerde sol tarafta C/T olarak tek nokta
mutasyonu heterozigot allel olarak Pembe ve yesil renklerin ¢ogalma egrilerini gosterdigi

ve her iki allelinde c¢ogaldigi goriilmektedir.Yine sag tarafta ki gorselde mor ve mavi

renklerin ¢cogalma egrilerini gosterdigi ve her iki allelinde ¢ogaldig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.1. Saglam ve hasta 6rneklerine ait gogalma egrileri

Sekil 4.2°de orneklere ait coklu prob egrileri verilmistir.Bu egrilerde cihazin tespit
ettigi problarin artan miktarlar1 verilmistir.
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Sekil 4.2. Saglam ve hasta 6rneklerine ait ¢ok bilesenli prob ¢ogalmalar1

Sekil 4.3°de calisilan 6rneklerin ayrilma tablolar1 verilmistir.Yesil renk ile
gosterilen biitlin 6rnekler heterozigot olarak goriilmektedir.
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Sekil 4.3. Saglam ve hasta 6rneklerine ait rs150114592 i¢in Allel Ayrilma Tablolar1

4.2. Tek Nokta Mutasyonu A/G (rs199509670)

Sekil 4.4°de analizleri yapilan biitiin 6rneklerde A/G olarak tek nokta mutasyonu

heterozigot allel olarak sar1 ve kahverengi renklerin ¢ogalma egrilerini gosterdigi ve her iki

allelinde ¢ogaldig1 goriilmektedir.

15



1500 Software v2

[i] Mew Experiment = 5 Open.. (o Save - [ Close S8 Ewport. - Print Report

Amplification Plot £

Plot Settings >
Plot Type: &Rnvs Cycle » | Graph Type ~ | Plot Color: | Allele v

Save current settings as the default

2 P el E

Allelic Discrimination Plot

Amplification Plot
Alnplil'lcalionF'Ir:t D ... ;.o

Multicomponent Plot o
Raw Data Plot i

QcC Summ:

c
ot " =
Multiple Plots View =1
0.001
I
0.0001
0.00001
!
0.000001
2 4 8 B 0 12 MW MW @ A 2 A ¥ W N WM ¥ ¥
Cycle
Logend

. rs189509670-Allele 1 rs189509670-Allele 2

Options |

Show: [] Threshold — [] Baseline Start: el M Target 4 Baseline End: el (l” =

Sawe curent settings a3 the default ~
& ik | al

Experiment Menu < | Experiment: cagdas2 Type: Genotyping Reagents: TagMan® Reagents

View Plate Layout T View el Table W

Analysis Sef @

Select'Wellsith: - Selectltem - | - Sz

Show in Wells ¥ l & View Legand |

1 g 17 25 33 a 1 9

G [ 2 PR O S o B o S o B

2 10 18 27 34 42 7 10

G [ B o B o B o B o B o £ O B

3 1 18 27 35 43 el 11

A [ B P P R P o P o P

4 12 20 28 a6 44 4 12

A [ o P P B P o S o P P

5 13 21 28 37 a5 5 i3

[ 0 P P B P o PSR o P P

6 14 22 30 383 a8 B 14

% 155 23 31 39 a1 7 15

@
=
ik

P\t @ st @ st et [ st L vt [ v O .

st @ st [ st [t [ st @ st [ st

17 25

u 2 B

18 26

U o P

18 27

v 5o IS

20 5

[ @

21 29

@ @

28, 30

M=t [t

23 31

st [t

5 ag ¥ oza ¥ os2 ¥ a0 ¥ e 2 e ¥ 2z ¥ = M

e st @t @ st [t @ st [ st @ st [ es. @ st mrs1.r
< | 3

wells: [1] 96 Unknown [1] 0 Megative Contral [l 0 Positive Control 0 Empty

&« Analysis Summary:  Total Wells in Plate: 96 Wells SetUp:96  Wiells Omitted Manually. 0

Wells Flagged: 0 Wells Omitted by Analysis:0  Samples Used: 48

SNP Assays Used: 1

7‘Hume \ cagdas2.eds x Hj Cagdas3.eds X \

Disconnected

Sekil 4.4. Saglam ve hasta 6rneklerine ait gogalma egrileri

16



Sekil 4.5 de 6rneklere ait ¢oklu prob egrileri verilmistir.Bu egrilerde cihazin tespit
ettigi problarin artan miktarlar1 verilmistir.
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Sekil 4.5. Saglam ve hasta 6rneklerine ait ¢ok bilesenli prob ¢ogalmalar1

Sekil 4.6°de c¢alisilan 6rneklerin ayrilma tablolar1 verilmistir. Yesil renk ile gosterilen biitiin
ornekler heterozigot olarak goriilmektedir.
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4.3.Tek Nokta Mutasyonu C /T (rs201298259)

Sekil 4.7° de analizleri yapilan biitiin 6rneklerde sol tarafta C/T olarak tek nokta

mutasyonu heterozigot allel olarak sar1 kahverengi renklerin ¢ogalma egrilerini gdsterdigi

ve her iki allelinde ¢ogaldigi goriilmektedir.Yine sag tarafta ki gorselde sar1 ve yesil

renklerin gogalma egrilerini gosterdigi ve her iki allelinde ¢ogaldig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.7 Saglam ve hasta orneklerine ait gogalma egrileri
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Sekil 4.8 de orneklere ait ¢oklu prob egrileri verilmistir.Bu egrilerde cihazin tespit
ettigi problarin artan miktarlar1 verilmistir.
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Sekil 4.8 Saglam ve hasta 6rneklerine ait ¢ok bilesenli prob ¢ogalmalar1

Sekil 4.9°da cgalisilan 6rneklerin ayrilma tablolar1 verilmistir.Yesil renk ile gosterilen biitiin
ornekler heterozigot olarak goriilmektedir.

Experiment Menu «

Experiment, Cagdasd

Type: Genofyping Reagents: TaqHané Reagents. . ‘ Andpss St 9}

Pl Seltigs | - P
GNP Assap 13201288260 JephCal. Undeirmind )
PolTige Carksian ¥ 4, 164P Assa Flo Frand

AREE

B

M Dt el

ol 2 M)
it

ot v Semter- ] St ]

e

|z o % 2 » 2 3

x 0wz om o
O~ O+ @ @ 0~ §- O~ @+ 0~ 0= 0

LA

fu B Y R A

LR
M= @ @+ T D Mo

[ A

. A
0+ @ 0= 0

|
| AR
0~ 0~ - 0=

4 08 ¥ o @ oM F % N T e

O+ @ @« @ @» @+ @ D= O 0+ T[T

it e e

s O+ s 0= O O+ 0-{0-

% 8 n &

e [«
s @= 0= 0= 0+ 0=/0=

@
-

@

Wik [I]96 Lisnonm [0 N Cortrl 0 Posive Contnd

0 Ematy

Vil S L 66

Wl Flgged §

8 Sanples Uses 08 S0F Assas Used 1

Distrneed

] Newemanmen » (3 Open i Bavee O close G Emon - £} FintRepod.

Exporiment Menu &

Experiment. cagdas_24102017

PtTpe: Catsan v

)

Fopty ok

1SN sy P Found ‘

Type: Genolyping  Reagents: TagMan@ Reagents . oy Setts t_)}
Cr T

( Pl Seltings

SHF Assay ps101 206350

Elzisine

Q"‘QE‘F [1TaJafe]sslr[a[a[mwlnn
Allelic Discrimination Plot i g A mow 4w ow A W
A s @ ms @ Os 0 Os O Os 0 0= 0

Qt. ?

4

2 mow o ow e
G P P O T

v oW oA N e

2
0= 0= 0= 0= 0= 0=

3w w7 =8 s w oy %o
0= 0= D= 0= 0= 0= 0= D= 0= 0= 0= 0=

0"
l.'
: 4 2 B B B M4 4 0N B H M
§ . + " s @s @ @ @s @ s D O 0 0= 0
; E
s n o w g % s owom oA w s
f 0= 0= 0~ - 0- 0 0- 0~ 0~ 0- 0- -
u .
" L]
(2 w2 e384 w0
D= 0= 0= 0= 0= 0= 0= 0= 0= 0= 0= 0=
L]
n
i ; 3w %8 1 8 E %«
. e 0= @ 0= 0= 0= O B 0 Os 0= 0=
s w onm ou a
Ade1
r P % ¥ R & & ¥ M R 4 %
e s '@ @ M s @s @e O O O O 0= 0s
e 12
| wells: [T 96 Ui ] {r] aEmpy
« “Welks Set Up. %6 Wiz Flaggent 0 8NP Assays Used 2
R = caples 01Tl ¢

Discornected

Sekil 4.9 Saglam ve hasta 6rneklerine ait 1s201298259 i¢in Allel Ayrilma Tablolar1
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5. SONUC VE ONERILER

Yapmis oldugumuz calismada sonu¢ olarak FMF mutasyonlarma sahip olan 50
orneklik hasta grubu ve mutasyona sahip olmayan 50 6rneklik saglikli bireylerden olusan
kontrol grubunda 1s201298259 C/T; 1s150114592 C/T ve 15199509670 A/G
polimorfizmleri acisindan anlamli bir farklilik gozlenmezken, elde edilen sonuglarin
tamam1 heterozigot allel seklinde bulunmustur. Bu SNP noktalarinin daha o6nce
calisilmadigint goz oniine alirsak farkli bir popiilasyonla veya etnik grupla karsilastirma
sanstimiz bulunmamaktadir. Gelecek calismalara veri saglamak daha giivenilir sonuglar
elde edebilmek adina olgu ve kontrol gruplarinin 6érneklem sayisinin attirildigi ¢calismalara

gereksinim vardir.

Yapmis oldugumuz c¢alismada MDRI genine ait ii¢ farkli polimorfizm
incelenmistir. Se¢mis oldugumuz tek nokta mutasyonlarma ait yapmis oldugumuz
arastrmalar ve literatlir taramalarinda, makale ve yayinlarda daha 6nce yapilmis bir

calismaya rastlanmamistir.

MDRI1 geni 26. Ekzonda 3435. amino asite ait gergeklesen tek nokta mutasyonu
Sitozin/Timin (C-T ) sessiz bir mutasyon olup herhangi bir protein degisimine sebep
olmamaktadir. Bu gene ait en sik goriilen mutasyonlardan bir tanesidir. Cascorbi ve
ekibinin yapmis oldugu calismada beyaz irka ait gen polimorfizm siklig1 Sitozinde %
46,1; Timin de % 53,9 olarak kayda ge¢mistir.Bir baska arastirmaci Ameyaw ve ekibinin
yapmis oldugu c¢alismada yine beyaz wka ait bireylerde C/T allellerinin frekanslar1 esit

oranlarda % 50 olarak tespit edilmistir(Cascorbi ve ark., 2001 ; Ameyaw ve ark., 2001 ).

Hoftmeyer ve arkadaslari; P-gp ekspresyonunun MDR1 geni ile olan iliskisinin
incelendigi bir arastirma yapmis olup bu ¢aligma sonucunda TT varyantma ait allellere
sahip bireylerin CC varyantina sahip bireylere gore ince bagirsaklarinda iki kat diisiik
ekspresyon oldugunu gozlemlemislerdir. Benzer bir ¢alismada Siegsmund ve ekibinin
insana ait bobrek dokular1 lizerinde yapmis oldugu arastrmada CC genotipine sahip
bireylerin; TT genotipine sahip bireylere oranla bir bucuk kat daha fazla P-gp ekspresyonu
oldugunu tespit etmislerdir (Johne ve ark., 2001 ).

MDRI1 geni 21. Ekzonda 2677. amino asite ait ger¢eklesen tek nokta mutasyonu iki
farkli mutasyona sahip olup Guanin bazi Timine ve Guanin baz1 Adenin e doniismektedir.
Bu degisimlerde yine sirasiyla Alanin proteini Serine veya Treonin proteinine

dontismektedir. Cascorbi ve ekibinin yapmis oldugu arastirmada bu ii¢ allele ait frekanslar
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guanin,timin ve adenin swrasiyla % 56.5, % 41.6 ve % 1.9 seklinde tespit

edilmistir(Cascorbi ve ark.; 2001 )

Calisma da toplam 50 FMF mutasyonu tastyan birey ile 50 adet FMF mutasyonu
tasimayan birey olmak {tizere toplam 100 bireyin kan orneklerinden MDRI1 gen
polimorfizmine ait ii¢ adet SNP noktasi incelenmistir. Bu SNP noktalar1 rs201298259 C/T;
rs150114592 C/T ve rs199509670 A/G * ydi. %100 oraninda biitiin 6rnekler heterozigot
allel olarak tespit edilmistir. Kontrol grubu ve hasta grubu arasinda korelasyon baglamimda

bir yakinlik veya uzaklik belirlenememistir.
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