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OZET
ROMATOID ARTRITTE POTANSIYEL BiYOMARKER OLABILECEK
EPIGENETIK DEGIiSIKLIKLERIN iNCELENMESI

Amagc: Romatoid artrit (RA)cok sayida genetik ve epigenetik faktoriin etkili oldugu
kronik bir inflamatuvar hastaliktir. Bu ¢alisma, RA hastalarinda interlokin-16 (IL-16)
ve matriks metalloproteinaz-3 (MMP-3) genlerinin promotér metilasyon durumlarinin
ve bu genleri hedeflemesi muhtemel mikro-RNA’lardan olan hsa-miR-93-5p ile hsa-
mMiR-4668-5p’nin ekspresyon diizeylerinin RA ile iligkisini tespit etmek amaciyla
yapildi.

Materyal ve Metot: RA teshisi konulmus 49 hasta ve 38 saglikli kontrol ile galisma
grubu olusturuldu. Goniillii bireylere ait periferal kan numunelerinden DNA i1zolasyonu
ile elde edilen genomik DNA’lardaki IL-16 ve MMP-3 genlerinin promotdr metilasyon
profilleri, metilasyon spesifik PZR metodu ile analiz edildi. Toplam 41 RA
hastasindahsa-miR-93-5p ve hsa-miR-4668-5p’ninifade dizeylerini belirlemek igin
kantitatifreal-time PZR metodu kullanildi.

Bulgular: RA hastalarmmda metilasyon sikligi; MMP-3 geni icin %75.5 (37/49) ve IL-
16geni icin %93.9 (46/49)’du. Kontrol grubunda metilasyon sikligi; hem MMP-3,hem
de IL-16geni icin %97.4 (37/38)’di. Hasta ve kontrol grubuna aitDNA
orneklerininMMP-3 promot6r bolge metilasyonlar1 karsilastirildiginda, metilasyon
sikliklariagisindan anlamli fark bulundu (p=0.004). Ancak, IL-16promotdr metilasyon
sikliklar1 agisindan bir fark bulunmad: (p>0.05). RA grubunda hem hsa-miR-93-5p,
hem de hsa-miR-4668-5p’ninekspresyon dizeylerinde kontrole goére anlamli fark
bulundu (p<0.001).

Sonu¢: MMP-3 geninin atipik promotoér metilasyonu ve hsa-miR-93-5p ile hsa-miR-
4668-5p’nin ekspresyon seviyelerindeki degisimler, RA’nin tanisi1 ve tedavi etkinliginin
degerlendirilmesinde  kullanilabilecek birer biyobelirte¢ olabilir.  Ayrica, bu
biyobelirteclerin kan érneklerinden analizi kolay uygulanabilir bir yontem olabilir.

Anahtar Kelimeler: Romatoid artrit; epigenetik; metilasyon; miRNA; MMP-3
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ABSTRACT
INVESTIGATION OF EPIGENETIC CHANGES WOULD BE POTENTIAL
BIOMARKERS IN RHEUMATOID ARTHRITIS

Aim: Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic inflammatory disease, and it is known that
genetic factors and the environment are involved in the disease process. We aimed to
determine the relationship between promoter methylation status of interleukin-16 (IL-
16) and matrix metalloproteinase-3 (MMP-3) genes and RA.Then we aimed to analyze
the expression levels of hsa-miR-93-5p and hsa-miR-4668-5p which is possible micro-
RNAs targeting these genes in RA.

Material ve Method: The study group consisted of 49 patients diagnosed with RA and
38 healthy controls. Promoter methylation of IL-16 and MMP-3was analyzed by
methylation-specific PCR. Expression levels of hsa-miR-93-5p and hsa-miR-4668-5p in
41 RA patients and healthy control were determined by quantitative Real Time PCR.
Results: The frequency of methylation in RA patients; 75.5% (37/49) for the MMP-3
gene and 93.9% (46/49) for the IL-16 gene.Methylation frequency in the control group;
97.4% (37/38) for both the MMP-3 and IL-16 gene.When patient and control groups
were compared, a significant difference was found in terms of MMP-3 promoter
methylation frequency (p = 0.004). However, there was no difference in IL-16 promoter
methylation frequencies (p> 0.05).In the RA group, expression levels of both hsa-miR-
93-5p and hsa-miR-4668-5p were significantly different compared to the control group
(p <0.001).

Conclusion: Atypical promoter methylation of the MMP-3 gene and changes in
expression levels of hsa-miR-93-5p and hsa-miR-4668-5p may be biomarkers that can
be used to diagnose RA and evaluate treatment efficacy. Furthermore, the analysis of
these biomarkers from blood samples can be an easily applicable method.

Key Words: Rheumatoid arthritis; epigenetics; metylation; miRNA; MMP-3.
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1. GIRIS

Romatoid artrit (RA) kronik, inflamatuvar bir otoimmiin hastaliktir (Zhang ve
ark., 2015). RA, sinoviyal inflamasyon, kemik ve kikirdak dokusunun yikimi,
fonksiyon bozuklugu, kronik agri ve mortalitenin artmasiyla karakterizedir (Fadda ve
ark.,2016).Populasyon temelli ¢aligmalara goére, en sik goriilen inflamatuvar artrit olan
RA’nin toplumda goriilme siklig1 yaklasik olarak %1°dir ve prevalansi ilerleyen yasla
birlikte artar(Lozano ve ark.,2010). Romatoid artrit hem genetik hem de cevresel
etkenler nedeniyle meydana gelen multifaktoriyel bir hastaliktir (Fadda ve ark.,2016).

Hastaligin tedavi siirecinde erken tani olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle heniiz
hastalik belirtileri ortaya c¢ikmadan Once, hastalik hakkinda bilgi veren o6zgiil
biyobelirteglere ihtiyac vardir. Ozellikle genetik ve epigenetik biyobelirtegler bu konuda
blyiik 6neme sahiptir (Jutley ve ark., 2013).

Sitokin genleri ve matriks metalloproteinazlarin RA patogenezinde dnemli bir
rol oynadigi ve hastaligin aktivitesiyle 6nemli bir iliskisi oldugu bulunmustur. RA’da
serum ve sinoviyal sivida IL-16 ve MMP-3 seviyelerinde artis oldugu tespit edilmistir
(Murota ve ark., 2016). IL-16, proinflamatuvar bir sitokin olup, CD4+ ve CD8+ T
lenfositleri, monositler, epitelyal hiicreler ile fibroblastlar tarafindan salgilanan bir
lenfosit kemoatraktan faktorudir (Mclnnes ve Schett, 2011). IL-16, yardimci T
lenfositleri (Th), makrofajlar, dendritik hiicreler ve eozinofiller tizerindeki CD4’e
baglanarak bu hicrelerin proliferasyonuna ve inflamasyonlu bdlgelere gdcine neden
olur. Boylece, bu sitokin, hem artrit olusumunda, hem de romatoid artritteki sistemik
bulgularda 6nemli bir rol alir (Skundric ve ark., 2005). Proteolitik bir enzim olan MMP-
3 ise, kollajenler, matriks proteinleri ve proteoglikanlar gibi ekstraseltlar matriks
bilesenlerinin yikimma neden olur. Boylece, MMP-3, romatoid artritte eklemlerde
meydana gelen inflamasyon ve erozyonda 6nemli rol alir. MMP-3, RA’da esas olarak
inflamasyonlu eklemlerde iiretilir ve kana salinir (Fadda ve ark., 2016).

Bu tezde, RA hastalarinda, interlokin-16 (IL-16) ve matriks metalloproteinaz-
3 (MMP-3) genlerinin promotér metilasyon durumlarinin analizini yaparak ve bu
genleri hedefledigi Ongoriilen mikro-RNA’lardan olan hsa-miR-93-5p ile hsa-miR-
4668-5p’nin ekspresyon diizeylerini tespit ederek, RA’nin erken tanisinda ve tedavi
etkinliginin degerlendirilmesinde yol gosterici olabilecek biyobelirteglerin arastiriimasi

amagclandu.



2. GENEL BILGILER

2.1. Romatoid Artrit

2.1.1. Tamim ve Tarihge

Romatoid artrit; eklemlerde agri, sislik, tutukluk ve fonksiyon kaybina neden
olan kronik ve sistemik bir otoimmiin hastaliktir. Otoimmiin hastaliklar, kompleks
multifaktoriyel hastaliklar olup, bireyin kendi saglkli hiicrelerine karsi tanima
yetersizligi ve immiinolojik t6leransin kaybi nedeniyle saglikli doku ve hiicrelere karsi
immiinolojik yanit olusmasiyla karakterizedir. Bu nedenle otoimmiin hastaliklarda
otoreaktif bagisiklik hiicrelerinin varhigi ve spesifik otoantikorlarin gelisimi s6z
konusudur (Zhang ve ark., 2015).

Romatoid artrit ismindeki romatoid; Yunanca ‘akan’ anlamindaki rheumatos
ve ‘sekilde’ anlamindaki —oid ekinden olusur. Artrit ise; Yunanca ‘eklem’ anlamma
gelen ‘arthr’ ve ‘inflamasyon igeren durum’ anlamma gelen —itis ekinden olusur.
Bdylece romatoid artrit eklem inflamasyonu anlamma gelmektedir (Paget ve ark.,
2002).

Artritin tarihcesi MO 4500’¢ kadar uzanmaktadir. ABD’de Tennessee’de
bulunan yerlilerin iskelet kalintilarinda artrit bulgular1 tespit edilmistir. Yine MS 123
tarihli bir metinde de RA semptomlarma benzer belirtiler anlatilmistir (Rothschild,
2011). Hastaligin tamimlanmasi ilk olarak Dr. LandréBeauvais Augustin Jacob
tarafindan 1800 yilinda yapilmustir (Landré-Beauvais, 2001). Hastaligin bugiin
kullanilan ‘Romatoid artrit’ ismi ise 1859 yilinda Ingiliz Romatolog Dr. Alfred Baring
Garrod tarafindan verilmistir (Garrod, 1859).

2.1.2. Epidemiyolojisi

RA en yaygin inflamatuvar artrit tipi olup, diinya genelinde popiilasyonun
yaklasik %1’ini etkilemektedir. RA, kadinlarda erkeklerden yaklagik 3 kat daha yiiksek
siklikta goriiliir (Gibofsky, 2014). RA, hemen her yasta goriilebilmektedir. Ancak,
cogunlukla 20-50 yaglar arasinda baslar. Prevalansi ilerleyen yasla birlikte artar ve 65
yasin Ustiindeki kadinlarda prevalansi en yiiksek degere ulagir.Bu durum,dstrojen gibi
bazi hormonlarin eksikliginin patojeniteye yol agabilecegini gdstermektedir (Scott ve
ark., 2010).



RA prevalansi 1rk, etnik koken ve cografik dagilima gore degisiklik gdsterir.
Bu hastaligin sikligi, Kuzey Afrika’nin kirsal kesimleri gibi gelismekte olan iilkelerle
kiyaslandiginda, Avrupa’nin kuzeyi ve Kuzey Amerika’da daha fazladwr. Hastaligin
sikhigmmin farkli cografik bolgelerde gosterdigi bu degiskenlik, farkli genetik risk
faktorlerinin ve cevresel faktorlerin hastalik lizerine etkisinin bir gostergesidir (Silman
ve ark., 1993). Ulkemizde ise Ege, Akdeniz ve Dogu Karadeniz bdlgelerinde yapilan
epidemiyolojik ¢alismalarda oldukga farkli sonuglar elde edilmistir. Ancak, 6rnekleme
yontemleri tam olarak belirtilmedigi i¢in bu sonuglar kesin veriler olarak kabul
edilmemistir. Ulkemizde tamimlanmis RA prevalansi %0.36 olup, diger Akdeniz
ulkeleri ile benzerlik gostermektedir (Akar ve Akkog, 2006).

2.1.3. Etiyolojisi ve Risk Faktorleri

RA patogenezi multifaktoriyeldir (Mclnnes ve Schett, 2011). Son gelismeler,
genetik yatkinlhigi olan bireylerde cevresel faktorlerin RA’y1 tetikledigini gdstermistir.
Monozigotik ikizlerde RA konkordansinin ikiz olmayan ve dizigotik ikiz bireylere gore
daha fazla olmasi, ortak epitop iceren insan lokosit antijeni (HLA-DRB1) allellerine
sahip olanlarin RA’ya yatkinligi ve genom c¢aph iliskilendirme ¢alismalar1 ile
tanimlanmis ¢ok sayida RA risk geninin (PTPN22, STAT4, CCR6, PADI4, TNFAIP3,
CD40 ve FCRL3 gibi) varhigi bunu destekleyen kanitlar olarak gosterilmektedir (Araki
ve Mimura, 2017).

Genetik yatkinligin yani sira, sigara kullanimi, Epstein-Barr viris (EBV)
enfeksiyonu, Porphyromonas gingivalis nedeniyle olusan periodonditis, esey
hormonlar1 ve D vitamini eksikligi gibi belli ¢evresel faktorlerin de RA patogeneziyle
iliskili oldugu gosterilmistir. Ayrica son gelismeler epigenetik mekanizmalarin da RA
etiyolojisiyle onemli derecede iligkili oldugunu gostermistir (Araki ve Mimura,
2016).Romatoid artritte rol alan faktorler ve kaskadlarin 6zetlenmis hali Sekil 1°de
gosterilmistir.

T-hiicre aktivasyonunu etkileyen genetik yatkinliklar (HLA-DRB1, PTPN22,
CTLA4 ve STAT4’i kodlayan genlerdeki polimorfizmler gibi) ve plazma hiicreleri
tarafindan {retilen romatoid faktor (RF) ve anti-sitriillinlenmis protein antikorlari
(ACPA) gibi otoantikorlarin varligi, dogal bagisiklik sisteminin yani sira T ve B
lenfositleri gibi kazanilmis bagisiklik sistemi hiicrelerinin de hastalik patogenezine

katkida bulunan etkenlerden oldugunu gostermektedir (Koenders ve ark., 2015).



Inflamasyonda etkili olan temel inflamatuvar kaskadlardan biri TNF nin asir1
ekspresyonu ve sonug olarak asir1 iiretimidir. Bu yolak, hem sinoviyal inflamasyona
hem de eklem hasarma neden olmaktadir. TNF’nin asir1 iiretiminin nedenleri arasinda;
T ve B lenfositleri arasindaki etkilesimler, fibroblast-like sinoviyositler (FLS) ve
makrofajlar vardir. Bu olaylar, IL-6 ve daha pek cok sitokinin asir1 tiretimine neden
olur. IL-6 ise, inflamasyonun devamliliginda ve eklem hasarinda itici bir faktor olarak
onemlidir (Scott ve ark., 2010).
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Kemik Hasari

EKLEM HASARI

Tekrarlayan octoimmiin yanit

Sekil 1. Romatoid artritte rol alan faktorler ve kaskadlar (Boissier ve ark., 2012°den uyarlanmistir)

Genom capli iliskilendirme ¢alismalar1 sonucunda, RA i¢in riskli olan yaklasik
60 allel tanimlanmistir. Bunlarin, RA’ya neden olan tiim etkenlerin sadece %16’sin1
olusturdugu diistiniilmiistiir (Viatte ve ark., 2013). Monozigotik ikizlerde yapilan RA
caligmalar1 ise, konkordansin yaklasik %12 oldugunu ve bu nedenle RA’daki genetik

katkinin az oldugunu, ¢evresel faktorlerin ve epigenetik degisikliklerin daha fazla etkili



olabilecegini gdstermistir. Monozigotik ikizlerde gozlenen klinik farkliliklar, genetik
disindaki faktorlerin hastaligin olusumunda etkili oldugunu gostermistir (Petronis,
2010).

Genetik olmayan risk faktorleri iginde cinsiyet 6nemli bir etkendir. Kadinlarda,
erkeklere gore 2-3 kat daha fazla RA gelismesi progesteron ve Ostrojenin etkisi ile
aciklanmaya c¢alisilmistir. Ostrojen, B hiicrelerinin apoptozunu azaltarak, otoreaktif
Klonlarin olusumuna izin verir. Ayrica hormonlar, T hicre tiplerinin dengesini de
etkiler. Ornegin, hayvan modellerinde 6strojen kullanimi, TH1 yamitin1 baskilar.
Gebelik sirasinda, kadinlarin %75’inde RA spontan remisyona girer (Gibofsky, 2014).

Sigara kullanimi, ortak epitop varhiginda RA hastalarimda ACPA olusumunu
artirir. Muhtemelen sigara ile hava yolunda inflamasyon gelismesi ve dogal immiin
yanitin aktive olmasi ile peptidlerin sitrullinasyonu uyarilmaktadir. Ortak epitop
tastyicilari, genetik olarak immiin hiper-reaktivite 0zelligine sahiptirler. Bu kisilerin
sitriiline olmus peptidlere kronik olarak maruz kalmasi sonucunda da ACPA antikoru

sentezlenmektedir (Paira ve ark., 2005).

2.1.4. Patolojisi

Romatoid artrit; sinoviyal bir inflamatuvar hastalik olup, bagisiklik sistemi
hicrelerinin eklemlere infiltrasyonu ve ekstraseliler matrikse zarar vermesiyle
karakterizedir (Gary, 2018).

Romatoid artrit hastalarinda kontrol edilemeyen eklem iltihabi, eklem
erozyonuna, eklemlerde giicsiizliige, hareket kaybima, kronik agriya, viicudun ilgili
birgok parcasinda eklem hasarma, yasam standardinin diismesine, kardiovaskiiler
hastaliklara ve diger komorbiditelere neden olabilmektedir. Bu durumdaki hastalar
uygun sekilde tedavi edilmezse, eklemlerdeki agr1 ve hasar daha da siddetlenir. Ayrica,
RA hastalarinda ateroskleroz riski ve lenfoma gelisme siklig1 da artmistir.Bu nedenle,
hastalik kontrol altina alinamazsa, yasam beklentisinde de azalma goriilebilir (Koenders
ve ark., 2015).

Vicutta bulunan  kemiklerin  uglari, hareketler smrasinda eklemlerin
korunmasina yardimci olan ve kikirdak adi verilen elastik doku ile kaphidir. Bu kikirdak
dokunun yaninda da sinoviyum veya sinoviyal membran olarak adlandirilan bir doku
bulunur. Sinoviyum, kayganlastirici olarak islev goren ve kikirdagin beslenmesini

saglayan sinoviyal siviy1 iretir. RA hastalarinda, otoimmiin yanit nedeniyle, bazi



eklemlerdeki sinoviyumda iltihaplanma yani inflamasyon meydana gelir. Bunun
sonucunda da etkilenen eklemlerin her hareketi ile sinoviyal doku siser ve agrili bir hal
alir (Bresnihan, 2002). Normal ve sinoviyal inflamasyonlu bir eklemin sematik olarak

gosterimi Sekil 2°de verilmistir.

Normal Eklem Romatoid Artrit

Y Kemik erozyonu

1 Enflamasyonlu

N // Ill sinoviyal membran

Sinoviyal s

J
Sinoviyal membran J ".( “—_:A\?,"." / ot
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Sekil 2. Normal eklem ve sinoviyal inflamasyonlu RA eklem morfolojisinin semasit (Barhum,

Sinoviyal siv1

2019’danuyarlanmistir).

RA’da goriilen agrinin, eklemlerde siskinlik ve hassasiyeti takiben olusan
kikirdak yikiminin, kemik erozyonunun ve eklem deformasyonlarinin (Sekil 3 ve Sekil
4) temel sebebi sinoviyal inflamasyondur (Ozsoy ve ark., 2006). Iltihaplanan sinoviyum
zamanla yanmdaki kikirdak ve kemikle birlikte asmir. Eklemleri desteklemek icin
sinoviyumun etrafinda bulunan kas, ligament ve tendonlar gibi tiim yapilar gittikce
zayiflar. RA ile iligkili agrilarin ¢ogunun nedeni de, bu yapilardaki bozukluklar ve
sinoviyal sivinin artik daha az islev gormesi sonucunda eklemlerde meydana gelen
strtiinmedir. RA’da eklemlerin etkilenme durumu tipik olarak simetriktir ve bu da diger

artrit formlarinda goriilmeyen bir 6zelliktir (Fadda ve ark.,2016).



Romatoid artrit

Normal el hasta eli

Kemik
erozyonu_

Sekil 3. Normal ve Romatoid artritli eklemlerin réntgen goérunttst (My Health, 2019°dan uyarlanmustir).

Erken Evre RA Ileri Evre RA

Sekil 4. Romatoid artritevreleri (Hall, 2018’den uyarlanmustir).

2.1.5.Tan1 ve Smiflandirma

RA’nin etkileri ilk 6nce el parmaklar1 ve ayak parmaklari gibi en kiguk
eklemlerde hissedilir. RA’nin erken belirtileri arasinda kiigiik eklemlerde agri, sertlik,
halsizlik ve istemsiz kilo kayb1 yer alir (Fadda ve ark.,2016).

RA semptomlari, 6zellikle de erken evrelerde diger romatizmal veya otoimmin
hastaliklarla karistirilabilir. Bu durumda, arastirmacilar, hastalik belirtileri ile hastalarin

genetigi ve tibbi Oykiileri arasinda bir iligki aramaktadirlar. RA semptomlarini erken



tespit etmek ve mumkin olan en kisa siirede tedaviye baglamak ¢ok onemlidir (Plenge
ve ark., 2007).

RA’nin olusumuna genetik yatkinligm etkisi oldugundan aile oykiisii tanida
onemli rol oynar. Bu nedenle, RA tanisinda 6ncelikle aile 6ykiisiine bagvurulur.Ailede
RA, diger artrit tlrleri veya diger otoimmiin hastaliklar olup olmadig1 belirlenir (Plenge
ve ark., 2007).

Agr1 oOykiisi ve fiziksel eklem muayenesi de hastalik progresyonunun
anlagilmasinda ve viicutta hangi bdlgelerin hastaliktan etkilendiginin belirlenmesinde
onemli bir degerlendirme Ol¢iitiidiir. Eger, eklemlerde RA gelismeye baslamissa, hasta
genellikle sisme, sicaklik ve agri ve sinirli harekete karsi belirti ve hassasiyet gosterir
(Smolen ve ark., 2010).

Kan testleri de inflamasyonun bir gostergesi olarak tanida olduk¢a 6nemli yer
tutmaktadir. RF ve ACPA gibi otoantikorlarin kanda tespit edilmesi, RA ihtimalini
guclendirir. Bu nedenle, kan testinde RF mevcutsa, hastada RA veya baska bir
inflamatuar hastalik gelisme olasilig1 yiiksek olacaktir. Bunun yani sira,eritrosit
sedimantasyon hizi1 (ESR) veya c-reaktif protein (CRP) gibi akut faz reaktanlarmnin
seviyesi de hastaligin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (Jutley ve ark., 2013).

RA’nin neden oldugu eklem hasari, rontgen, ultrason ve manyetik rezonans
gibi goruntuleme teknikleri kullanilarak da tespit edilebilir. Eklemleri incelemek ve
eklemlerde erozyonun olup olmadigimi belirlemek igin bu goérintileme yontemleri
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, RA tanisipozitifolanlarda hastalik erken bir
asamadaysa, bu tekniklerde hasar her zaman goruntiilenemeyebilir (Smolen ve ark.,
2010).

Erken RA tanist1 konulmasinda kullanilan ACR (American College of
Rheumatology) /EULAR (The European League Against Rheumatism) tarafindan
tavsiye edilen smiflama kriterleri Tablo 1°de verilmistir. Hastaya kesin RA tanisi
konmas1 i¢in, Tablo 1’deki kategorilerden alinacak toplam puanin >6 olmasi
gerekmektedir (Aletaha ve ark., 2010). Bu kriterlere gore tan1 konulabilmesi igin 6nemli
iki zorunluluk bulunmaktadir. Oncelikle en az bir eklemde uzman hekim tarafindan
tespit edilen ve sinovitisi gdsteren sislik olmasi, semptom ve bulgularin bagka bir teshis

ile agiklanamamasi gerekmektedir (Aletaha ve ark., 2010).



Tablo 1. Romatoid Artrit 2010 ACR/EULAR Siniflandirma Kcriterleri (Aletaha ve ark., 2010°dan

uyarlanmistir).
Kategori Kriter Puan
1 blyuk eklem 0
2-10 biyik eklem 1
Eklem Tutulumu 1-3 kicik eklem 2
4-10 kigik eklem 3
>10 eklem (en az biri kiiglik eklem) 5
RF ve ACPA negatif 0
Seroloji RF ve ACPA disiik pozitif 2
RF ve ACPA yiksek pozitif 3
Akut Faz Normal CRP ve ESR 0
Reaktanlari Yuksek CRP ve ESR 1
Semptom Suresi <6 hafta 0
>6 hafta 1

Hastalik aktivitesinin ve tedavi yanitinin degerlendirilmesinde kullanilmak
Uzere, baz1 kompozit skorlar gelistirilmistir. Bu skorlar ve degerlendirme esaslar1 Tablo
2’de verilmistir. Bu skorlar fiziksel fonksiyon ve erozyon gelisiminin gosterilmesinde
yarar saglamaktadir. Ancak, bu degerlendirmeler, bazen gercek remisyonu

yansitmayabilir (Smolen ve ark., 2016).



Tablo 2. RA hastalik aktivitesini degerlendirmede kullanilan skorlar

Skor

Skor Bilesenleri

Remisyon

Diisiik
Hastahk
Aktivitesi

Orta
Hastahk
Aktivitesi

Y iksek
Hastahk
Aktivitesi

DAS28-
ESR

Duyarli eklem sayis1 (28 eklem
icin),

Sis eklem sayist (28 eklem igin),
ESR (mm), Genel saglik durumu

<2.6

2.6-3.2

>3.2<5.1

>5.1

DAS28-
CRP

Duyarli eklem sayis1 (28 eklem
icin), Sis eklem sayis1 (28 eklem
icin), CRP (mg/dL), Genel saglik

durumu

<2.6

2.6-3.2

>3.2<5.1

>5.1

SDAI

Duyarli eklem sayis1 (28 eklem
icin),

Sis eklem sayis1 (28 eklem igin),
Hastanin

genel saglik

degerlendirmesi, Hekimin genel
saglik CRP

(mg/dL)

degerlendirmesi,

<3.3

>3.3-11

>11<26

>26

CDAI

Duyarl eklem sayis1 (28 eklem
icin),

Sis eklem sayis1 (28 eklem igin),
Hastanin

genel saglik

degerlendirmesi, Hekimin genel

saglik degerlendirmesi

<2.8

>2.8-10

>10<22

>22

(DAS28: Disease Activity Score 28, ESR: Eritrosit Sedimentasyon Hizi, CRP: c- Reaktif Protein, SDAI:
Simplified Disease Activity Index, CDAI: Clinical Disease Activity Index)

2.2. Epigenetik ve Romatoid Artrit
Epigenetik; ilk defa Waddington tarafindan gelisim asamalarinin, gen
ifadesindeki degisikliklerle diizenlenmesi ile ilgisi vurgulanarak 6ne siiriilmiistiir. Diger
yandan, epigenetik; DNA dizisinde herhangi bir degisim olmaksizin kromozomda
meydana gelen ve farkli fenotiplere neden olan, kalitimsal bir 06zellik olarak
tammlanmustir (Berger ve ark., 2009). Genomun aksine, epigenom ve epigenetik

isaretler oldukca dinamik olup, doku ve hiicre tiplerine 6zgul kaliplar sergilerler. Bir
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insanin viicudunda bulunan her hiicre ayni genetik bilgiye sahiptir. Ancak, her bir
hicreyi 0zgul yapan, ontogenez sirasinda farkli gen setlerinin ifade edilmesi yada
susturulmasidir (Glant ve ark., 2014). Epigenetik degisiklikler, mitoz veya mayoz
bolinmeler esnasinda yeni hiicrelere aktarilabilir. GUnumuze kadar pek ¢ok onemli
epigenetik mekanizma tanimlanmistir. Bunlar; DNA metilasyonu, post-translasyonel
histon modifikasyonlart ve mikroRNA (miRNA) gibi kodlanmayan RNA’larin
(ncRNA) ekspresyonudur. Bu mekanizmalar spesifik kromatin yapisini belirler ve
nihayetinde DNA dizisinden bagimsiz olarak gen ifadesini etkileyerek farkli fenotiplere
yol acar (Golbabapour ve ark., 2011).

2.2.1. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, sitozinin 5. pozisyonundaki karbonuna (5mC) bir metil
grubunun eklendigi islemdir. Memelilerde DNA metilasyonu genellikle genlerin
promotor bolgelerinde kiimelenmis olan CpG adaciklar1 adi  verilen CpG
dinukleotitlerinde meydana gelir. Yiksek derece DNA metilasyonu, transkripsiyon
faktorlerinin (TF) DNA’ya baglanmasini engelleyerek gen ifadesinin susturulmasma
neden olurken, metile olmayan DNA’da transkripsiyon faktorleri DNA’ya baglanabilir
ve gen ekspresyonu gergeklesebilir. Ayrica DNA metilasyonu, genomda potansiyel
olarak zararli olan transpozonlar ve viral elementlerin ifadesinin baskilanmasinda da
onemli bir rol oynar (Araki ve Mimura, 2017).

Prokaryotlarda DNA  metilasyonu, yabancti DNA  molekiillerinin
parcalanmasinda gorev yapan restriksiyon endoniikleazlara karsi kendi genomik
DNA’larin1 korumada goérev yapmaktadir. Yiiksek okaryotlarda ise DNA metilasyonu
gen ekspresyonunun dizenlenmesinde ve kontroliinde gorev yapmaktadir (Costello ve
Plass, 2001).

Memeli genomlarindaki DNA metilasyonunun biiyiikk ¢ogunlugu, metilasyon
olaylarmin %80’inin 5'-CpG-3' diniikleotitlerinde meydana gelmesinden dolayi, CpG
bolgelerinde incelenmistir. Memeli genomlarmdaki CpG’lerin biiylik ¢ogunlugu metile
olarak bulunmustur. Geri kalan metile olmayan bdlgelerin blyik kismi genlerin
promotor bélgelerinde veya ilk ekzonlarinda bulunmaktadir (Tirado-Magallanes ve ark.,
2017).

DNA metilasyonu DNA metil transferazlar (DNMT) tarafindan katalizlenir.
Bunlardan DNMT3A ve DNMT3B de novo metilasyondan sorumluyken, DNMT1
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metilasyonun devamliligini saglar. DNMT3A ve DNMT3B enzimleri metile olmayan
ya da hemimetile olan CpG bolgelerine bir metil grubu ekler ve metilenmis yeni DNA
bolgelerinin olusumuna neden olur. DNMT]1 ise hiicre boliinmesi sirasinda yeni olusan
DNA zincirlerindeki hemimetile CpG bdlgelerine bir metil grubu ekler ve hiicrelerde
replikasyon esnasinda metilasyon kalibinin devamliligini saglar (Araki ve Mimura,
2017).

RA hastalarinin, saglikli kontroller ile kiyaslandiginda, global DNA
hipometilasyonuna sahip olduklar1 bilinmektedir. RA sinoviyal fibroblastlarinda da
DNA hipometilasyonu tespit edilmistir. ~ Sinoviyal fibroblastlardaki DNA
hipometilasyonunun, poliaminlerin asirt kullanimi nedeniyle, insanda temel hiicresel
metil dondri olan S-adenozil metiyoninin azalmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir
(Karouzaki ve ark., 2012).

DNA metilasyonunun otoimmiinite ve yaslanmada 6nemli bir rolii oldugunu
ileri stiren ilk kanitlar, otoimmiinite ile iliskili semptomlar1 indiikleyebilen bir DNA
metiltransferaz inhibitéri olan 5-azacytidine’in etkisinin arastirildigi ¢alismalardan
gelmektedir (Richardson, 1986). Ozellikle RA icin, diferansiyel DNA metilasyonu IL-6
promotdrinde gosterilmistir. Bu ¢alisma da Nile ve arkadaslar1 (2008), periferik kan
mononiiklear hicrelerinden (PBMC) genomik DNA’lar1 izole etmis ve IL-6
promotorinin metilasyon durumunu belirlemislerdir. Calisma sonucunda, IL-6
promotdr metilasyonunun transkripsiyonu azalttigi tespit edilmis ve IL-6 gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde anahtar rolii olan tek bir CpG tanimlanmistir. 1L17A
ile ilgili bir ¢alisma, RA hastalarinin inflamasyonlu eklemlerinde promotor metilasyon
durumunun degismis oldugunu gostermistir (Janson ve ark., 2011).

RA sinoviyal fibroblastlarinin degerlendirildigi genom-gapli bir ¢aligma
sonucunda, ¢ogunlukla immiin yanit, inflamasyonve l6kositlerin toplanmasinda etkili
olan genlerin metilasyon durumlarinda hipometilasyon veya hipermetilasyon seklinde
farkliliklar oldugu gosterilmistir (Nakano ve ark.,2013).RA sinoviyal fibroblastlarinda
ve PBMC’lerde yapilan genis caplit DNA metilasyon arastirmalarinda CXCL12, DRS,
IL-6, IL-10 ve IL1-R2 gibi tek gen promotorlerinde metilasyon profilinin anormal
oldugu gosterilmistir (Picascia ve ark., 2015).

Matriks metalloproteinaz ve sitokin genleri gibi genlerde DNA metilasyonunda
meydana gelen dilizensizlikler, periapikal inflamasyon ve diyabet gibi bir¢ok hastalikta

bildirilmistir (Campos ve ark., 2016). Ayrica, hem RA sinoviyal dokularinda, hem de
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RA sinoviyal fibroblastlarinda (RASF), global DNA metilasyon seviyesinin diisiik
oldugu da gosterilmistir. Bu sonug, DNA metilasyonunun inflamasyonda énemli rol
aldigimi gostermistir (Karouzakis ve ark., 2009).

Liu ve arkadaglar1 (2011) tarafindan yapilan calisma ile, RA hastalarinin
periferik kan lenfositlerinde global DNA hipometilasyonu oldugu, DNMT1 ve MBD2
mRNA ifade diizeylerinin yiiksek oldugu tespit edilmistir. Yapilan diger ¢alismalarda
ise DNA hipometilasyonunun, RA’nin olusumuna katkida bulunan otoimmiinite ile
iligkili genlerin asir1 ifadesine neden oldugu gosterilmistir. IL17A geni ifadesinin
promotdr metilasyonu sonucu diizenlendigi ve RA hastalarmm inflamasyonlu
eklemlerinde Th17 fenotipinin degistigi tespit edilmistir (Janson ve ark., 2011).

CD40L bir X kromozom genidir. Bu genin demetilasyonu, genin X kromozom
inaktivasyonundan kagmasima ve 6zellikle kadin RA hastalarinda bu genin asir1 diizeyde
ifade edilmesine neden oldugu goriilmistiir. Bu durum, RA hastaliginin kadinlarda
neden erkeklere gére daha baskin goriildiiglinii de agiklamaktadir (Liao ve ark., 2012).

Kennedy ve arkadaslar1 (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada, saglikli
kontroller ile kiyaslandiginda, RA Treg hiicrelerinde Foxp3 promotorinin DNA
metilasyonunda Onemli derecede azalma oldugu ve daha diisik seviyede DNA
metiltransferaz DNMT1/3A ifadesi oldugu bulunmustur.

Glossop ve arkadaslarinin (2014) RA ile iliskili metilasyon degisikliklerini
tanimlamak i¢in yaptiklar1 genom ¢apli metilasyon analizinde, seropozitif RA hastalar1
ve saglikli kontrollere ait PBMC’ler kullanilmistir. Calisma sonucunda, saglikli
kontrollerle karsilastirildiginda, RA hastalarinda T hiicrelerinde 32 CpG’de ve B
hicrelerinde 20 CpG’de 6nemli DNA metilasyon degisimleri tanimlanmistir. Bu
degisimlerin goriildiigii genler ise RA’da T ve B hiicrelerinin fonksiyonlarindaki
bozukluklar ile yakindan iligkili genlerdir.

Onemli ii¢ otoimmiin hastalik olan RA, SLE ve pSS ile yapilan genom ¢apli bir
sitokin metilasyon analizi ¢alismasinda, sitokin genlerinin promotdr bolgelerinde ya da
promotor dis1 bolgelerindeki metilasyon durumlari agisindan farkliliklara sahip olan
genler bulunmustur. Calismada elden edilen verilere gore, immiin toleransin
olusumunda gorev alan bir sitokin olan PIBF1’in bu ii¢ hastalikta da hipermetile oldugu
tespit edilmistir. AZU1, LTBR ve RTEL1’in ise ii¢c hastalikta da Onemli derecede
hipometile oldugu bulunmustur. CCR6, CMTMS5, IL10RA, IL21R ve IL32’nin SLE ve
pSS’°de hipermetile, ancak RA’da hipometile oldugu goriilmiistiir (Wang ve ark., 2018).
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RA hastalarmin DNA’sindaki anormal metilasyon durumu ile ilgili 6nemli
nokta, metilasyon degisikliginin ne zaman ve hangi asamada olusudur. Bir ¢alisma ile
cok erken evre RA hastalarindan elde edilen sinoviyal biyopsilerdeki fibroblast benzeri
sinoviyositler degerlendirilmis ve yapilan genom-gapli metilasyon analizi sonucunda,
erken RA sinoviyositlerinin osteoartrit hiicrelerinden ayirt edilebilir derecede farkli
oldugu gorilmiistiir. Metilasyondaki kiimelenmelere bakildiginda, bazi farkl alt gruplar
olusmasma ragmen, erken evre RA sinoviyositleriyle ileri evre RA sinoviyositleri
arasinda benzerlik oldugu bulunmustur. Erken ve ileri evre RA arasindaki 6nemli
farkhiliklara,  integrin  ve  PDGF  proteinleri ile  Wnt/pB-katenin  sinyal
yolagindarastlanmigtir. RA’daki imprinting, hastaligin erken evrelerinde meydana gelir,
ancak, sabit degildir. Metilasyon kalib1 zamanla hastaligin progresyonuna gore degisim
gosterir (Ai ve ark., 2015).

DNA metilasyonunun belirlenmesinde birka¢ yontem gelistirilmesine ragmen,
bugiin en yaygin kullanilan teknikler bisiilfit modifikasyonuna dayanmaktadir
(Frommer ve ark., 1992). Bisiilfit modifikasyonu sonrasinda, metilasyon spesifik PZR
(MSP), bisilfit sekanslama veya ¢ip teknolojileri ile metilasyon pozisyonu ve miktari
belirlenebilmektedir (Giiler ve Peynircioglu, 2016).

DNA’nm bisiilfit ile muamelesi, kimyasal olarak metile olmayan sitozinleri
urasile dontistiirtirken, metile olan sitozinler degismeden kalirlar (Sekil 5). Bu nedenle,
bisiilfit muamelesi yapildiktan sonra, artik orijinal baz eslesmesi ortadan kalkar ve DNA
genellikle AT igerigi bakimindan zengin ve GC miktar1 bakimindan ise diisiik olur.
Bisiilfit modifikasyonu sonrasinda DNA tipik olarak A, U ve T agisindan zengin ve tek
iplikli yapiya doniisiir. Bistlfit dontistimii yapildiktan sonra, DNA’nin metilasyon
profili, metilasyon spesifik PCR yontemi gibi istenilen bir sonraki yolak ile tespit
edilebilir (Rakyan ve ark., 2011).
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Me Me Me

GTACGTCGTACGGGACGTAGGATCGTCGAA

Me Me Sodyum Bis(Hit Muamelesi Me

GTACGTUGTACGGGAUGTAGGATUGTCGAA

Me Me PZR Me
v

GTACGTIGTACGGGATGTAGGATIGTCGAA

Sekil 5. Bisiilfit modifikasyonu ve PZR sonrasinda DNA dizisinde meydana gelen degisiklikler (Me:

metil)

2.2.2. Histon Modifikasyonlar

Genomik DNA ile iliskili 6zel niiklear histon proteinleri, 6karyotik kromatinin
temelini olusturan niikleozomlar1 olustururlar. Epigenetik modifikasyonlarin temel
hedeflerinden birisi de bu niikleozomlardir. Bir nikleozom; H2A, H2B, H3 ve H4’iin
olusturdugu histon oktamerinin etrafinda c¢ift heliks yaparak sarilan 146b¢’lik DNA
icerir. Herbir histon alt tipinin asetilasyon, metilasyon, ubikutinasyon, fosforilasyon,
sumoylasyon, sitrillinasyon, ADP ribozilasyonu ve prolin izomerizasyonu gibi post-
translasyonel islemlerle modifiye edilebildigi gosterilmistir. Bunlar arasinda en ¢ok
histon asetilasyonu ve metilasyonu ¢alisilmis olup, bunlarin, transkripsiyon faktorlerinin
DNA’ya erisilebilirligini etkileyerekgen ekspresyonunu duzenledikleri anlasilmigtir
(Zhao ve ark., 2015). Histon modifikasyonlarmm RA ile iliskisini tespit etmek lzere
yapilan ¢aligmalar, DNA metilasyonu ile miRNA’lar i¢in yapilan ¢alismalara gore daha
azdir. Histon deasetilaz (HDAC) aktivitesinin azalmasi, RA’da proinflamatuar genlerin
transkripsiyonel regulasyonunda 6nemli rol oynamakta ve histonlarin kronik
hiperasetilasyonuna neden olmaktadir (Picascia ve ark., 2015).

Lee ve arkadaglari (2013) tarafindan yapilan c¢alisma, sigara i¢cmenin
eklemlerdeki gen ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler {izerine dogrudan etkili
oldugunu gostermistir. Bu ¢alismada, bir histon deasetilaz olan SIRT6, romatoid artrit
sinoviyal fibroblastlarinda sigara dumani ile indiiklenen degisikliklerin aracilarindan

biri olarak tanimlanmustir. Sigara igen RA hastalarinin sinoviyal dokularmda SIRT6
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seviyelerinin arttig1 ve hastaligin ilerlemesiyle SIRT6 seviyesinin iliskili oldugu, ancak
sigara icmeyenlerde boyle bir etkinin olmadig1 goriilmistiir.

RA hastalarinin sinoviyal dokularinda hem HDAC aktivitesinin, hem de
ekspresyonunun saglikli  bireylerle kiyaslandiginda, ©nemli derecede azaldigi
goriilmiistiir. Bunun nedeni ise muhtemelen, HDAC-1 ve HDAC-2 ekspresyonundaki
azalmadir. RA hastalarinda histon asetilazZHDAC dengesi histonlarin hiperasetilasyonu
yoniinde ¢ok giiglii sekilde kayma gostermistir (Picascia ve ark., 2015).

Asetilasyon disinda  RA’da  roli  olan  post-translasyonel  histon
modifikasyonlarini analiz eden yalnizca birkag ¢alisma vardir. Artritlerdeki histon
fosforilasyonu Uzerine yapilan bir ¢alismada, kromatin modifiye edici 84 enzimin
taramasi yapilarak, PGIA’li (proteoglikan indiiklii artrit) fareler ve RA hastalarinin
PBMC’lerinden elde edilen mononiiklear hicrelerde Aurora Kinaz A (AURKA) ve
AURKB’nin ekspresyonunda asir1 seviyede artis gorilmistiir. PGIA farelerin B
hicrelerinde  AURKA ve AURKBseviyelerindeki artis, fosforillenmis histon 3
diizeyinin yiikselmesiyle iliskilendirilmistir. Artritik farelerde, bir pan-aurora kinaz
inhibitdrd verilmesi sonucunda B hicrelerinin apoptozu saglanmis ve inflamatuvar

reaksiyonlar azaltilmistir (Glant ve ark., 2013).

2.2.3. MikroRNA’lar

Olgun miRNA’lar, kisa tek zincirli protein kodlamayan RNA’lar (19-25
niikleotit) olup, bir ya da daha fazla mRNA ile iliskisi sonucunda mRNA’larin yikimi
veya mRNA translasyonunun baskilanmasi ile gen ifadesinin susturulmasma neden
olurlar (Hausser ve Zavolan, 2014). Bu seckilde insan transkriptomunun yarisi
mMiRNA’larin diizenlenmesi altindadir. MikroRNA’lar hemen her biyolojik islevde
transkripsiyon sonrasi kontrol yolaklarinda gorev alirlar (Raisch ve ark., 2013).
MikroRNA’larin bu biyolojik islevlerine Ornek olarak hiicre buyumesi, hicre
bolinmesi, hiicre farklilagsmasi, programli hiicre 6limii (apoptoz) ve otofaji 6rnek
verilebilir (Xu ve ark., 2012).

MikroRNA’lar hedef gen ifadesinin dizenlenmesini transkripsiyon sonrasinda
yapmaktadir. MikroRNA’lar genellikle hedef mRNA’nin 3’ translasyonu olmayan
bdlgesine (3'UTR) baglanarak mRNA’nin yikimina ve translasyonun engellenmesine

neden olur, bdylece gen ifadesinin dizenlenmesinde rol oynarlar. Ancak miRNA’larin
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mRNA’lardaki farkli bolgelere baglanarak gen ifadesini arttirdigina dair sonuglar da
bulunmaktadir (Pasquinelli, 2012).

miRNA’lar genomda kodlanir ve RNA polimeraz II tarafindan birka¢ kb
uzunluktaki uzun birincil miRNA’lar  (pri-miRNA’lar) olarak sentezlenir.
MikroRNA’lar genler arasi1 bolgelerden, intronlardan (mirtronlar) veya ekzonlardan
(protein kodlayan bdlge) sentezlenebilirler (Xu ve ark., 2012). Birkag miRNA geni ise
kiimelenmis olarak bulunur ve ortak pri-miRNA’lardan iretilir. Cekirdekte bu pri-
miRNA’lar RNaz III enzim ailesinden Drosha adi1 verilen enzim tarafindan islenir ve bir
sac tokasi yapisma sahip 60-80 niikleotitlik kisa onciil miRNA’lar (pre-miRNA’lar)
meydana gelir. Cekirdekte tasima yapmakta gorevli proteinlerden eksportin-5 (EXP-5)
pre-miRNA’lar1 sitoplazmaya tasir. Sitoplazmada, RNaz III enzim ailesinden Dicer
(DCR-1) enzimi pre-miRNA’lar1 keser ve sonug olarak iki rehber (miRNA) ve islevsel
olmayan (miRNA¥*) iplikten olusan ¢ift sarmal yap1 meydana gelir. Bu c¢ift iplikli
miRNA olusumu, yapisinda giiclii bir endoniikleaz aktivitesine sahip olan Argonat
(Agol) igeren RNA aracili susturma kompleksi (RISC)’ne baglanir. RISC kompleksi
tarafindan tamamlayici iplikleri uzaklastirilan olgun miRNA’lar fonksiyonel hale gelir
(Sekil 6). Bazi miRNA’lar rehber iplikten, digerleri ise yolcu iplikten kdken alir.
miRNA’lar ve hedefleri olan mRNA’lar arasinda tam bir tamamlayicilik olusursa hedef
mRNA ipligi yikilir, ancak tam bir tamamlayicilik olugsmazsa translasyonun
baskilanmasia neden olur. Her iki durumda da gen ifadesi susturulmus olur (Araki ve

Mimura, 2017).
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(Araki ve Mimura, 2017’den uyarlanmistir).

Kanser, inflamatuar hastaliklar ve metabolik hastaliklar iizerine yapilan
calismalarda, epigenetik mekanizmalarda, olmamasi gereken epigenetik isaretlerin
eklenmesi ve mevcut epigenetik isaretlerin ortadan kalkmasi gibi hatalara ¢ok sik
rastlandig1 bildirilmistir (Glant ve ark., 2014).

miRNA’larin diizensiz ifade edilmesi sonucunda birka¢ hastalikta MMP gen
ifadesinin anormal oldugu gosterilmistir (Stanczyk ve ark., 2008). Mikroc¢ip analizleri
sonucunda hem miR-155 hem de miR-146a ekspresyonunun RA sinoviyal
fibroblastlarinda olduk¢a yiiksek oldugu tespit edilmistir. miR-155’in yliksek
ekspresyonu, MMP-3 ekspresyonunu baskilar ve RASF’lerde Tool-like reseptér (TLR)
ligandlar1 ve sitokinler tarafindan MMP-1 ve MMP-3 indiiklenmesini azaltir. miR-155,
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RA’da eklem hasarinda muhtemelen diizenleyici bir role sahiptir. miR-155, lokal MMP
ekspresyonunu baskilayarak ve boylece inflamasyon nedeniyle meydana gelen asiri
doku hasarini1 engelleyerek koruyucu bir miRNA olarak islev yapabilir (Stanczyk ve
ark., 2011). miR-203iin asir1 ekspresyonu ise MMP-1 Uretimini 0nemli derecede
artrmaktadir. Ayrica baska bir mikrogip ¢aligmasinda, RASF’lerde miR-155
ekspresyonunun artmis oldugu ve bu ekspresyonun TNF-a tarafindan indiiklenebilecegi
gosterilmistir (Long ve ark., 2013).

Murata ve arkadaglar1 (2010), plazma ve sinoviyal sividaki miRNA’larin, RA
icin diagnostik biyobelirtecler olabilecegini gostermistir. miR-132 seviyelerinin, saglkli
kontrollerle kiyaslandiginda, RA hastalarinda daha diisiik oldugu bulunmustur.

Stanczyk ve arkadaslar1 (2011) tarafindan yapilan caligma, RA sinoviyal
fibroblastlarindaki miR-203 ekspresyonunun metilasyona bagimli olarak diizenlendigini
gostermistir. Ayrica, miR-203 ekspresyondaki artis, NF-xB yolagi araciligiyla MMP-1
ve IL-6 saliniminin artmasina da neden olmustur. Bu iki molekiil de RA patogeneziyle
oldukca iligkili olup, RA’daki kronik inflamasyona ve eklem hasarma katkida
bulunmaktadir. Bu sonuglara gore, miR-203 ekspresyonundaki artisin, RA hastaliginin
aktif fenotipinin bir gostergesi olabilecegi ileri siiriilmiistiir.

Murata ve arkadaslarmin (2013) yaptiklar1 c¢aligmada, RA hastalarmin
plazmalarindaki miRNA’lar ¢ip yaklasimi ile belirlenmistir. Caligma sonucunda, miR-
24 ve miR-125a-5p plazma konsantrasyonlarindaki artisin, RA igin diagnostik bir
biyobelirteg olabilecegini gostermislerdir.

Liu ve arkadaglarinin (2017) RA sinoviyal fibroblastlarinda yaptiklari
calismada, miR-29a ekspresyon diizeyinin ¢ok yiiksek oldugu ve STAT3’l
hedefleyerek, apoptozu tesvik etmede, proliferasyonu inhibe etmede ve inflamatuvar
sitokin ekspresyonunu baskilamada 6nemli derecede etkili oldugu tespit edilmistir.

Zhang ve arkadaslar1 (2018), RA ile baz1 ortak 6zelliklere sahip otoimmiin bir
hastalik olan sistemik lupus eritematozusta (SLE) dolasimda bulunan ve potansiyel
biyobelirteg olabilecek miRNA’lar1 belirlemek {iizere, miRNA ¢iplerinde analizler
yapmustir. Calismalarinda plazma miRNA’lar1 icin endojen kontrol olarak tez
calismamizda da kullanilan snoRNA U6 kullanilmistir. Calismalar1 sonucunda, saglikl
kontroller ile karsilastirildiginda, SLE hastalarinda miR-103, miR-150, miR-20a, miR-
223, miR-15b ve miR-93’iin de arasinda oldugu bazi miRNA’larin plazma

ekspresyonlarinin  6nemli derecede azaldigi bulunmustur. Ancak, yapilan ileri
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analizlerde, miR-15b’nin SLE’ nin aktivitesi ile en ¢ok iligkili olan miRNA oldugu tespit
edilmistir ve miR-15b’nin SLE i¢in biyobelirte¢ olabilecek bir miRNA oldugu ileri
strilmiistiir.

Son zamanlarda, RA’nin patogenezinde epigenetik duzensizliklerin etkileri ve
Oonemi {izerine yapilan ¢alismalarla 6nemli derecede ilerlemeler saglanmistir. DNA
metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve miRNA gibi protein kodlamayan RNA
mekanizmalarindaki anomalileri iceren epigenetik degisim diizensizlikleri, RA’da
ozellikle MMP’ler ve inflamatuar sitokinlerin ekspresyonunda artiglara neden olarak
sinoviyal inflamasyona, bunun sonucunda da RA’nim siddeti ve seyrine etki etmektedir.

Gilintimiizde miRNA’larm hastaliklarla ve 6zellikle RA ile iligskilendirilmesi ve
prognostik bir faktdér olarak aranmast ve kullanilmasit siklikla gdoriilmektedir.
MikroRNA’larin, RA gibi pek ¢ok hastaligm tanimlanmasi ve ilerleyisi hakkinda bilgi
verebilecegi tizerine ¢aligmalar yuritilmektedir. Ayrica, RA’nin tedavisi veya RA’ya

yatkiligin belirlenmesi i¢in miRNA’lardan yararlanilacagmdan kusku yoktur.

2.2.4. Long-noncoding RNA’lar (IncRNA)

Tanmim olarak, 200b¢’den uzun olan her protein kodlamayan RNA IncRNA
olarak adlandirilir. LncRNA’larin protein kodlamafonksiyonu yoktur. Yaygin olarak
transkribe edildikleri, ancak sekans, yapi1 ve fonksiyon agisindan oldukga ¢esitlilik
gosterdikleri bulunmustur. Ik kesfedilen IncRNA H19 olup, imprinting olan genlerden
biridir. H19 IncRNA’nin, RA hastalarmin sinoviyal dokularinda, osteoartrit hastalar1 ve
saglikli kontroller ile kiyaslandiginda asir1 diizeyde ifade edildikleri debilinmektedir
(StuhImaller ve ark., 2003).

LncRNA genleri 6zel olarak yalnizca bir allelden eksprese edilirken (6rnegin
H19 maternal olandir), diger allel DNA metilasyonu ile susturulur. Damgalanmis
genlerin monoallelik ekspresyonu diizenli DNA metilasyonuna ¢ok gii¢lii bir sekilde
bagli oldugundan, hastalikla iligskili hipermetilasyon veya hipometilasyon sonucu bu
durum bozulabilir (Rachmilewitz ve ark., 1995).

Molekuler seviyede H19, histon metiltransferaz EZH2 ile iliskilidir ve bu
nedenle histon metilasyonu ve dolayisiyla gen ekspresyonundaki degisikliklerde bir roli
olabilir (Luo ve ark., 2013). Ayrica, H19’un ilk ekzonu miR-675 dizisini icermektedir,
ancak bunun H19’un fonksiyonuna nasil bir etkisi oldugu bilinmemektedir (Kyburz ve
ark., 2014).
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2.3. Tedavi

Son 25 yilda RA hastaligi ve tedavisi ile ilgili 6nemli veriler elde edilmistir
(Brown ve ark., 2016). EULAR’1n 6nerilerine gore RA tanis1 konuldugunda ilk olarak
hastalik modifiye edici antiromatizmal ilaglar (DMARD) ile tedaviye baslanilmalidir.
DMARD’ler hastaligin ilerlemesinin ve kotiilesmesinin engellenmesinde kullanilir.
Gerektiginde agr1 kesici olarak nonsteroid anti-inflamatuvar ilaglar (NSAII) ve atak
donemlerinde ise kortikosteroidler ile semptomlar hafifletilir. Dengeli egzersiz ve
dinlenme ile de tedaviler desteklenebilir (Majithia ve Geraci, 2007).

Tedavideki esas hedef; agriy1r hafifletmek, inflamasyonu azaltmak, hastalik
aktivitesini disirmek ve hastanin genel fiziksel iglevlerini iyilestirmektir. DMARD
baslangici sonrasinda 3-6 aylik periyotlarla hasta takibe alinir ve eger herhangi bir
iyilesme gozlenmezse tedavi yeniden diizenlenir. Bu durumda DMARD ve steroid
kombine tedaviler uygulanir. Ve bu tedavilerin de hastalik seyrinde etkili olmamasi
durumunda, DMARD’ler ile birlikte biyolojik ajan tedavisine baglanir. RA tedavisinde
kullanilan ilag gruplar1 Sekil 7°de gosterilmistir (Smolen ve ark., 2010).

Genellikle aktif RA’l1 hastalarda DMARD olarak metotreksat baglanmasi ilk
basamak tedavi stratejilerindendir. MTX kontrendikasyonunda sulfasalazin veya
leflunomid ilk basamak tedavide diisiiniiliir. Son zamanlarda anti-romatizmal biyolojik
ajanlar ve Janus kinaz (JAK) inhibitorleri gibi hedefe &zgun yeni tedaviler de
gelistirilmis ve RA tedavisinde 6nemli ilerlemeler saglanmistir. Ancak randomize klinik
denemeler, bu biyolojik ilaglarin RA hastalarinin ortalama %50’sini basaril1 bir sekilde
tedavi edebildigini gostermistir. Bu biyolojik ilaglar ve etki mekanizmalar1 ise asagidaKki

gibidir (Araki ve Mimura, 2017):

. TNF-a inhibisyonu (infliximab, etanercept, adalimumab, golimumab)
. Dolasimdaki B hiicrelerinin tiiketilmesi (rituximab)
. T hucre ko-stimulasyonunun bozulmasi (abatacept)

. Interlokin-1 (IL-1) inhibisyonu (anakinra)

o Interlokin-6 (I1L-6) inhibisyonu (tocilizumab)
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Sekil 7. RA tedavisinde kullanilan ila¢ gruplar1

RA hastalig1 ve tedavisi ile ilgili 6nemli veriler ve gelismelerle birlikte yeni
tedavi ajanlarinin bulunmasina ragmen, RA tedavisi baslangicinda metoreksat (MTX)
tercih edilen temel ilag olarak yerini korumaktadir (Brown ve ark., 2016). Metoreksat
1940’11 yillarda, dihidrofolat rediizktaz (DHFR) enzimini inhibe eden bir antifolat ajan
olarak gelistirilmistir (Gubner ve ark., 1951). Metotreksat (4-amino-10-metilfolik asit),
DHFR’ye baglanma afinitesini artirmak i¢in tasarlanmis modifiye bir folat formudur
(Hazlewood ve ark., 2016).

Yapilan ¢ok sayida c¢alismada, RA tedavisinde MTX’in etkinligi
dogrulanmustir. RA hastalarinin tedavisinde %50 iyilesme saglanmistir (Lopez-Olivo ve
ark., 2014). MTX esas olarak 16semi tedavisi i¢in gelistirilmis olup, l6semide yuksek
dozlarda kullanilir. Diisiik dozlarda ise RA tedavisinde kullanilir. Kanser tedavisinde
yiksek dozda kullaniminda MTX, pirinlerin ve dolayisiyla DNA’nin sentezini
antagonize eder ve S fazinda hiicre dongiisiiniin durmasma ve malign hiicrelerin
apoptozuna neden olur. Ancak RA’da MTX’in etkisi tam olarak aydnlatilmamistir
(Visentin ve ark., 2012).

Wu ve arkadaslar1 (2018), miR-708-5p’nin RA’daki roliinii arastirmustir. Bu
calismada, RA hastalarmin sinoviyal dokularinda miR-708-5p ekspresyonunun, saglikli
kontrollere gore, ¢ok diisik oldugu bulunmustur. Ayrica, miR-708-5p’nin in vivo
etkisini arastirmak i¢in, intradermal olarak serum kollajen tip II enjeksiyonu ile

Olusturulan RA rat modelinde miR-708-5p gen tedavisi ¢aligmasi da yapilmistir. RA
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modeli olusturulduktan sonra ratlara, kimyasal olarak sentezlenen miR-708-5p
mimic’ler verilerek gen tedavisi yapilmistir. Gen tedavisi uygulamasi sonucunda, miR-
708-5p’nin, Wnt3a/B-katenin yolak aktivitesini hem transkripsiyonel seviyede, hem de
protein seviyesinde 6nemli derecede inhibe ettigi tespit edilmistir. Sonug olarak, hem in
vivo hem in vitro ¢alismalarla miR-708-5p’nin Wnt3a/B-katenin yolaginin inhibisyonu
ile RA’da etkili oldugu ve miR-708-5p mimic’leri ile tedavinin RA seyrini
azaltabilecegi ileri siirtilmiistiir.

Li ve arkadaslarmin (2019) yaptiklar1 bir ¢alismada, RA hastalarmin sinoviyal
dokularinda ve FLS’lerinde, saglikli kontrole gore, miR-506 ekspresyonunda onemli
Olgiide azalma oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alismada, miR-506’nin hiicre gogalmasini ve
apoptozunu nasil etkiledigi de arastirilmistir. Calisma sonucunda, miR-506’nin asir1
ekspresyonunun hiicre dongusini durdurarak, hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi,
kaspaz-3 ve kaspaz-8 aktiviteleri ile apoptozu tesvik ettigi, bunun yani sira TLR4’i
hedefleyerek, RA FLS’lerinde inflamatuvar sitokin salinimini azalttig1 gézlenmistir. Bu
sonuclar, miR-506’nin RA progresyonunu engellemeyi amaglayan tedavi uygulamalari

icin 6nemli bir aday olabilecegini diisiindiirmiistiir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Gonullu Segimi

Calismamiza, Samsun ve gevre illerde yasayan, Ondokuz Mayis Universitesi
(OMU) Tip Fakiiltesi, Fiziksel T1p ve Rehabilitasyon Anabilim Dali, Romatoloji Bilim
Dal1 Polikliniginde yapilan klinik degerlendirmeler sonucunda RA tanis1 konan 49 RA
hastas1 (henliz tedavi uygulanmamis 11 hasta ve tedavi géormekte olan 38 hasta) dahil
edildi. Kontrol grubu ise Samsun ve gevre illerde yasayan, aralarinda akrabalik olmayan
ve ailesinde ya da kendisinde RA olmayan 38 saglikli bireyden olusturuldu.

Bu arastirma, OMU Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun (KAEK) 15.11.2016
tarihli ve OMU KAEK 2016/300 nolu etik kurul karariyla onaylandi. Ayrica, OMU
Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu Baskanligi tarafindan PYO.TIP.1904.18.004

proje numarasi ile Doktora Tez Projesi olarak desteklendi.

3.2. Kan Orneklerinin Toplanmasi

Calismada biyolojik materyal olarak hasta ve kontrol grubundaki gonillilere
ait periferik kan 6rnekleri kullanildi. Goniillii bireylerden, EDTA’l1 tiipler igerisine 2ml
periferik kan numuneleri alindi. Aliman kan numunelerinden metilasyon analizinde
kullanllacak olanlar OMU Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
laboratuvarinda—20°C’de, mikroRNA ekspresyonu ¢alismasinda kullanilacak olanlar ise
calismada kullanilana kadar —80°C’de muhafaza edildi. Daha sonra bu numuneler DNA

ve RNA izolasyonunda kullanildi.

3.3. Kullanilan Cihazlar
e Otoklav (Nuve OT 4060, Turkiye)
e Isiblogu (VWR, ABD)
e Vorteks (Clifton Cyclone, Ingiltere)
e Santrifuj (NlUve NF048, Turkiye)
e DNA sayact: Nano-drop (Jenway Genova Nano, Ingiltere)
e Is1dongii cihazi: Thermal Cyler GeneAmp® PCR System 9700 (Applied
Biosystems, ABD)
e Hassas terazi (Shimadzu, Japonya)
e Mikrodalga firin (Argelik MD 674, Tlrkiye)
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Yatay elektroforez tanki (Junyi JY300C, Cin)

UV transilliminatort (Daihan Scientific, Glney Kore)

Kantitatif es zamanli PZR cihaz1: Bio-Rad CFX96™ Real-Time System
(Bio-Rad, ABD)

3.4. Kullanilan Kimyasallar

%100’liik etanol (Sigma-Aldrich, Almanya)

Agaroz (Prona, Nu micropor)

Etidyum bromir (SERVA, Almanya)

6X yiikleme boyasi (Thermo Fisher Scientific, Litvanya)
Kloroform (MERCK, Almanya)

Borik asit (Amresco, ABD)

Tris (Hydroxymethyl aminomethane) (MERCK, Almanya)
EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit) (Sigma, ABD)

. Kullanilan Kitler

DNA izolasyon Kiti: Pure Link® Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen,
ABD)

Bistlfit modifikasyon kiti: EpiJET Bisulfite Conversion Kit (Thermo
Fisher Scientific, Litvanya)

DNA amplifikasyon kiti: DreamTaqg~Hot Start DNA polimeraz enzimi
(Thermo Fisher Scientific, Litvanya)

Pozitif metile ve pozitif unmetile kontrol: Cells-to-CpG™Methylated and
Unmethylated gDNA Controls (Applied Biosystems, USA)

Agaroz jel elektroforezinde Urlin boyutu belirleyicisi: 50bp DNA Ladder
(1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 250, 200, 150, 100 ve 50bp
DNA fragmentleri icerir) (Thermo Fisher Scientific, Litvanya)

miRNA izolasyon kiti: miRNeasy® Mini Kit (Qiagen, Almanya)

cDNA sentez kiti: TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems, Litvanya)

Revers transkripsiyon primerleri: TagMan™MicroRNA Assays (Applied
Biosystems, ABD)
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e (QRT-PZR Master Mix: TagMan® Universal Master Mix Il, no UNG
(Applied Biosystems, ABD)

e (QRT-PZR primer-problar: TagMan® MicroRNA Assay hsa-miR-93-5p
ve TagMan® MicroRNA Assay hsa-miR-4668-5p (Applied Biosystems,
ABD)

e (QRT-PZR igin endojen kontrol primer-prob: TagMan® MicroRNA Assay
RNUG6B (Applied Biosystems, ABD)

3.6. Kandan DNA izolasyonu
Kan orneklerinden genomik DNA’nm izolasyonu igin, genomik DNA

izolasyon kiti kullanildi. Calisma Oncesinde, kullanilacak pipet uclart ve 1.5ml’lik

ependorf tiipler otoklavda steril edildi. Lizis isleminde kullanilacak kuru 1s1 blogu

55°C’ye ayarlandi. —20°C’de muhafaza edilen kan numuneleri ¢alismadan 6nce oda

sicakliginda tutularak ¢ozduraldi.

Kan orneklerinden genomik DNA’nin izolasyonu asagidaki sekilde

gergeklestirildi:

1.

flk kullanimda, DNA izolayon kiti igerisindeki ‘Pure Link® Genomic Wash
Buffer 1° ve ‘Pure Link® Genomic Wash Buffer 2’ ye, iizerinde yazan
miktarlarda %100’liik etanol eklendi.

Steril 1.5ml’lik bir mikro santrifiij tiipii igine 200u1 tam kan 6rnegi alindi.
Tipteki kan ornegine, kitin iginde mevcut olan 20ul Proteinaz K ve 20ul RNase
A eklendi. Vorteks ile kisaca karistirildiktan sonra oda sicakliginda 2 dakika
inkiibasyon yapild1.

200ul ‘Pure Link® Genomic Lysis/Binding Buffer’ eklendi ve homojen bir
soliisyon elde edene kadar vorteks ile karistirildi.

Kuru 1s1 blogunda 55°C’de 15 dakika inkiibasyon yapildi, bOylece proteinlerin
parcalanmasi saglandu.

Olusan lizat igerisine 200ul %100’liik etanol eklendi ve vorteks ile 5 saniye
karistirilarak homojen bir soliisyon elde edildi.

Elde edilen ~640ul’lik lizat, ‘Pure Link® Spin Column’ mini kolonuna aktarild1
ve oda sicakliginda 10.000xg’de 1 dakika santrifiij yapild.

Toplama tiipii atildi ve mini kolon, temiz bir ‘Pure Link® Collection Tube’

toplama tiipline yerlestirildi.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.
17.

yapild.

Mini kolona 500l ‘Pure Link® Genomic Wash Buffer 1° eklendi.

Oda sicakliginda 10.000xg’de 1 dakika santrifiij yapildi.

Toplama tiipii atild1 ve mini kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.

Mini kolona 500l ‘Pure Link® Genomic Wash Buffer 2 eklendi.

Oda sicakliginda maksimum hizda 3 dakika santriflij yapild1 ve toplama tiipii
atild

Mini kolon, steril 1.5 mI’lik bir mikro santrifiij tiipli i¢ine yerlestirildi ve mini
kolona 50ul ‘Pure Link® Genomic Elution Buffer’ eklendi.

Oda sicakliginda 1 dakika inkiibasyon yapildi. Sonra mini kolon, oda
sicakliginda maksimum hizda 1 dakika santriflij yapilarak elde edilen genomik
DNA, 1.5mI’lik bir mikro santriflij tiipiinde toplandi. Mini kolon atildi.

Elde edilen DNA 6rneginin miktar1 ve safligi DNA sayaci ile 6l¢tildii.

Genomik DNA 06rnegi, sonraki islemlere kadar, —20°C’de muhafaza edildi.

3.7. Bisulfit Modifikasyon Yontemi
DNA’nm bisiilfit ile modifikasyonu, bisiilfit modifikasyon kiti kullanilarak

Bisiilfit modifikasyon yontemi, DNA’nin bisiilfitle muamele edilmesi

sonucunda metillenmemis sitozinlerin deaminasyon ile urasile doniistiiriilmesi (Sekil 8)

esasina dayanmaktadir. Metillenmis sitozinlerde (Sekil 9) boyle bir doniisiim meydana

gelmemektedir.

NH, @)
| XN Deaminasyon | /f\i
—
N/&O N~ "0
H H
Sitozin Urasil

Sekil 8. Metillenmemis Sitozinin bisiilfit modifikasyonu sonrasi urasile doniistimii
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Sekil 9. Sitozinin metilasyonu

Genomik DNA o6rneklerine bistlfit modifikasyonu islemi asagidaki sekilde

gergeklestirildi:

On hazirlik asamast

Bisiilfit modifikasyon kitini kullanmaya baslamadan 6nce, 9ml ‘Wash Buffer’

icine 25ml %100 etanol eklendi ve 3.5ml ‘Desulfonation Buffer’ igine 10ml %100

etanol eklendi. Wash Buffer ve Desulfonation Buffer oda sicakliginda muhafaza edildi.

Bisiilfit konversiyonunda kullanilacak ‘Modification Reagent’ soliisyonunu

hazirlama:

1.

Kuru bir karisim olan ve her biri 10 reaksiyon i¢in kullanilacak ‘Modification
Reagent’ i¢ine 0.9ml steril su, 200ul ‘Modification Solution I’ ve 60ul
‘Modification Solution II” ilave edildi.

Oda sicakhiginda 10 dakika siire ile tiip elde cevrilerek karistirildi, boylece

bistlfit kristalleri ¢oziilerek homojen bir sollisyon elde edildi.

Bisulfit modifikasyonu
Steril bir PZR tiipine 500ng genomik DNA igeren 20ul DNA 6rnegi konuldu.
20ul’den az olan DNA orneklerinin hacmi ise, steril bidistile su ilave edilerek
son hacmi 20ul’ye tamamlandi.
500ng/20ul DNA igeren PZR tiipiine, Onceden hazirlanmis olan 120ul
‘Modification Reagent’ soliisyonu eklendi, pipetaj yapilarak karistirildi.
PZR tiipii kuru 1s1 blogunda 98°C’de 10 dakika ve hemen ardindan 60°C’de 150
dakika bekletildi.
Bir toplama tiipii igerisindeki ‘DNA Purification Micro Column’ mini kolonuna

400ul ‘Binding Buffer’ eklendi. Sonra igerisine, 3. Asamadaki bisiilfit
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10.

11.
12.

13.
14.

15.

16.

modifikasyonu yapilmis DNA 6rnegi ‘Binding Buffer’ icerisine ilave edildi ve
pipetaj yapilarak iyice karistirildi.

Toplama tlpd icindeki mini kolon, oda sicakliginda 12,000rpm’de 30 saniye
santriflij yapildi

Toplama tpundeki sivi atildi ve mini kolon ayni1 toplama tiipiine yerlestirildi.
Mini kolona 200ul ‘Wash Buffer’ eklendi ve oda sicakliginda 12,000rpm’de 30
saniye santriflij yapildi.

Toplama tiipiindeki s1vi atildi ve mini kolon ayni toplama tiipiine yerlestirildi.
Mini kolona 200ul ‘Desulfonation Buffer’ eklendi ve oda sicakliginda 20 dakika
bekletildi.

Toplama tlpd icindeki mini kolon, oda sicakliginda 12,000rpm’de 30 saniye
santrifiij yapildi.

Toplama tiiptindeki siv1 atildi ve mini kolon ayn1 toplama tiipiine yerlestirildi.
Mini kolona 200ul ‘Wash Buffer’ eklendi ve oda sicakliginda 12,000rpm’de 30
saniye santrifiij yapild1.

Toplama tiipiindeki s1vi atildi ve mini kolon ayni toplama tiipiine yerlestirildi.
Mini kolona tekrar 200ul ‘Wash Buffer’ eklendi ve oda sicakliginda
12,000rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi. Toplama tiipii ve icindeki sivi1 atildi.
Mini kolon, steril 1.5ml’lik bir mikro santrifiij tiipline yerlestirildi. Mini kolona
10ul ‘Elution Buffer’ eklendi ve oda sicakliginda 12,000rpm’de 1 dakika
santrifiij yapildi. Mini kolon atild1.

Elde edilen bisiilfit modifikasyonu yapilmig DNA 6rnegi, Metilasyon Spesifik
PZR (MSP)’da kullanildi. Hemen kullanilmayan ornekler —20°C’de muhafaza
edildi.

3.8. Metilasyon Spesifik PZR (MS-PZR)
Metilasyon Spesifik PZR yontemi, bisiilfit doniisimii yapilmis DNA

orneklerinde, CpG adaciklarindaki metilasyon durumunun belirlenmesinde kullanildi.
DNA’nn bisiilfit ile muamelesi, kimyasal olarak metile olmayan sitozinleri urasile
doniistiiriirken, metile olan sitozinler degismeden kalirlar. Bunun sonucunda, bisiilfit
muamelesi yapilmig DNA’da artik orijinal baz eslesmesi ortadan kalkar. Bu nedenle
MSP yonteminde IL-16 ve MMP-3 genlerinin promotor bdlgelerini ¢ogaltmak igin,

metilasyona 6zgul olan primerler (MSP) ve metilasyona 6¢zgul olmayan primerler (USP)
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tasarland1i. Metilasyona 6zgiil PZR primerlerini tasarlamak i¢in, ‘www.ensembl.org’

sitesinden elde edilen

gen

promotdr  dizileri

‘http://www.urogene.org/cgi-

bin/methprimer/methprimer.cgi’ adresindeki veri tabanmna girilerek MSP ve USP

primerler tasarlandi.

uzunluklar1 Tablo 3’te verilmistir.

MSP yonteminde kullanilan primer dizileri ve amplikon

Tablo 3. MSP primer dizileri, hibridizasyon sicakliklar1 (Tm) ve beklenen amplikon uzunluklari

Primer Adi Baz Dizisi 5'—3’' Baz Tm Amplikon
Sayim (°C) uzunlugu
(bp)
IL-16 MSP-F  TGATTATTTAAGGATTGAGGAGTGTC 26 58 150
IL-16 MSP-R AAACTAAACATAAAAATTCTCCACGTC 27 57 150
IL-16 USP-F TTATTTAAGGATTGAGAGTGTTGG 25 58 150
IL-16 USP-R AAACTAAACATAAAAATTCTCCACATC 27 56 150
MMP-3 MSP-F TAAGGATAGAGAGAATTTTAGTTCGG 26 58 100
MMP-3 MSP-R  ATTTATTAATAAATAATAAACCCACGTA 28 53 100
MMP-3 USP-F  GATAAGGATAGAGAGAATTTTAGTTTGG 28 59 100
MMP-3 USP-R  TTATTAATAAATAATAAACCCACATA 26 51 100

(MSP-F: metilasyona 06zgul forward primer, MSP-R: metilasyona 06zgul reverse primer USP-F:

metilasyona 6zgul olmayan forward primer, USP-R: metilasyona 6zgul olmayan reverse primer)

MSP yonteminde, bir DNA polimeraz enzim Kkiti ve metilasyona 6zgil

oligonukleotit primerler kullanildi. Metilasyona 6zgiill PZR protokolii Tablo 4’te

verilmistir.

Tablo 4. Metilasyona 6zgll metile/unmetile PZR protokoli (25ul)

Stok Madde KonsantrasyonuSonKonsantrasyonKullanilan Miktar

10X PZR Tamponu (MgCl; iceren)
dNTP (25mM)

Forward Primer 100 pmol/ul
Reverse Primer 100 pmol/ul

Kalip DNA (Bisiilfitle modifiye
edilmis) 500ng/10ul

DreamTag™ Hot Start
Polimeraz Enzimi (5U/pl)

DNA

1X PZR Tamponu (MgCl; igeren)
dNTP (200uM)

Forward Primer 20pmol/pl
Reverse Primer 20pmol/pl

Kalip DNA 50ng/ul

DNA Polimeraz enzimi
(1.25V)

2.5ul
0.2ul
0.2ul
0.2ul

3ul

0.25l
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Calismamizda, pozitif metile ve pozitif unmetile genomik DNA’lar kontrol
olarak kullanildi. Metile ve unmetile 6zgiil PZR icin reaksiyon karisimlar: iki farkli
steril ependorf tiipte hazirlandi ve PZR tiiplerine aktarildi. PZR tiipleri, gerekli PZR
programlar1 yapilarak 1s1 dongii cihazi i¢ine konuldu ve reaksiyonlar gergeklestirildi.

IL-16 geni icin MSP kosullar1 (metile ve unmetile) Tablo 5°te verilmistir.
MMP-3 geni i¢in metile MSP kosullar1 Tablo 6’da ve unmetile MSP kosullar1 Tablo

7’de verilmistir.

Tablo 5.1L-16 geni igin MSP ve USP kosullar1

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95 3dk 1
Denatirasyon 95 40sn

Primer Baglanmasi 57 40sn} 40
Zincir Uzamast 72 70sn

Son Uzama 72 7dk 1

Tablo 6.MMP-3 geni i¢in MSP kosullari

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
Baglangi¢ Denatiirasyonu 95 3dk 1
Denatirrasyon 95 40sn

Primer Baglanmasi 58 40sn } 40
Zincir Uzamasi 72 70sn

Son Uzama 72 7dk 1

Tablo 7.MMP-3 geni i¢in USP kosullar1

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C)  Siire Dongii Sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95 3dk 1
Denatiirasyon 95 40sn

Primer Baglanmasi 53 40sn } 40

Zincir Uzamasi 72 70sn

Son Uzama 72 7dk 1
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Metilasyona 6zgiil PZR isleminden sonra, bisiilfit modifikasyonlu DNA
orneklerine ait PZR Urlnlerindeki  IL-16 ve MMP-3 gen promotorlerinin metilasyon

durumu, agaroz jel elektroforezi yontemi ile analiz edildi.

3.9. Agaroz Jel Elektroforezi

Metilasyona 6zgiil PZR firiinleri i¢in %?2’lik agaroz jelde, 50bp’lik marker
kullanilarak agaroz jel elektroforezi yapildi.

10X TBE’nin hazirlamisi: 108g Tris ve 55g borik asit tartildi ve bir
erlenmayere aktarildi, iizerine 20ml 0.5M EDTA (pH:8) eklendi ve hacim 1 litreye
tamamlandi. Karisim, homojen ve seffaf goriinlim olusuncaya kadar karistirildi.

1X TBE’nin hazirlamsi: 100ml 10X TBE (izerine 900ml bidistile su ilave
edildi ve iyice karigtirildi.

%2’lik agaroz jelin hazirlamsi: 50ml 1X Tris-Borik asit-EDTA (TBE)
Olciilerek erlenmayere aktarildi ve ilizerine hassas terazi ile tartilan 1g agaroz ilave
edildi. Olusan heterojen karisim, mikrodalga firinda seffaf goriiniim elde edilene kadar
10 saniyelik araliklarla ¢alkalanarak kaynatildi. Olusan seffaf homojen karisim sicakligi
yaklasik 80°C’ye kadar sogutulduktan sonra 0.5mg/ml’lik derisimdeki etidyum
bromurden (EtBr) 50ul ilave edildi. Erlenmayer hafifce ¢alkalanarak EtBr’nin homojen
olarak agaroz jel karigimi i¢inde dagilmasi saglandi. Daha sonra jel, tarak yerlestirilmis
olan elektroforez tabagina dokiildi ve 45-50 dakika stiresince katilasmasi igin birakildi.
Jel katilastiktan sonra tarak ¢ikarildi ve jel 1X TBE igeren yatay elektroforez tankina
yerlestirildi.

MSP urinleri, 1:6 oraninda 6X yiikleme boyasi ilave edilerek jele yiiklendi ve
125 voltluk elektrik akiminda 15-20 dakika yuratuldi. Marker olarak 50bp DNA
Ladder kullanildi. Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra sonuglar UV
transilliminatord ile gérintilenerek incelendi ve resimleri cekildi.

Agaroz jel elekteroforezinde IL-16 gen promotdriinin metilasyona 6zgul olan
ve olmayan Grtnlerinin boyutu 150bp olarak, MMP-3 gen promotdrinin metilasyona
6zgul olan ve olmayan trunlerinin boyutu ise 100bp olarak belirlendi.

Genlerin promotdrlerinin metilasyon durumu, amplikon drtnlerinin hem M
hem de U primerle yapilan PZR’de gozlenmesi durumunda metilenmis (Metile) olarak
kabul edildi. Yalnizca U primerlerle yapilan reaksiyonda amplifikasyon goriilmesi

durumunda ise metillenmemis (Unmetile) olarak kabul edildi.
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3.10. Kandan miRNA izolasyonu

Goniillii bireylere ait kan numunelerinden miRNA’larm izolasyonu, miRNA

izolasyon kiti kullanilarak yapildi.

10.

11.

12.

13.

14.

Kan orneklerinden miRNA izolasyon islemi asagidaki sekilde gerceklestirildi:
Steril ependorf tiip igerisine 200ul tam kan 6rnegi konuldu.
Ependorf tiip igerisindeki kan Ornegi iizerine 700ul ‘QIAzol Lysis Reagent’
eklendi ve vorteks yapilarak homojenize edildi.
Olusan homojen karisim oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakild:.
Homojen karigim iizerine 140ul kloroform eklendi ve 20 saniye kuvvetlice
calkalandi. Sonra oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakild.
Inkiibasyon sonrasinda, +4°C’de 12,000xg’de 15 dakika santrifiij yapildu.
Santrifiij sonrasi tiipte olusan s1v1 faz yeni bir steril tiip i¢ine aktarildi ve iizerine
1.5 voliim yaklasik 52511 %100 etanol eklendi, pipetaj yapilarak karistirildi.
Tiip icerisindeki tiim karisim steril 2ml’lik toplama tiipii icindeki ‘RNeasy Mini
Column’ mini kolonu i¢ine aktarildi.
Oda sicakhiginda >8,000xg’de 15 saniye santrifiij yapild1.
Santrifiij sonrasinda toplama tiipiinde biriken sivi atild1 ve kalan 6rnek icin 8.
asama tekrarland.
‘RNeasy Mini Column’ i¢ine 500ul ‘RPE Buffer’ eklendi ve oda sicakliginda
>8,000xg’de 15 saniye santrifiij yapildi, toplama tiiplinde biriken s1v1 atild1.
Tekrar 500ul ‘RPE Buffer’ eklendi ve oda sicakliginda >8,000xg’de 2 dakika
santrifiij yapildi.
Toplama tiipii atild1 ve ‘RNeasy Mini Column’ yeni bir steril 1.5 ml’lik tiip i¢cine
konuldu. Daha sonra mini kolondaki membran izerine 30ul RNaz icermeyen su
eklendi, oda sicakhginda >8,000xg’de 1 dakika santrifiij yapildi. Mini kolon
atildu.
Izolasyon sonrasi elde edilen miRNA Grneklerinin miktar: ve safligi Nano-drop
ile 260nm’de ol¢iildii.
RNA 06rnegi, sonraki iglemlere kadar —80°C’de muhafaza edildi.

3.11. Revers Transkripsiyon ile cDNA Sentezi
Elde edilen total RNA icindeki miRNA drneklerinden, cDNA sentez Kkiti ile

cDNA sentezi yapildi. miRNA’dan cDNA elde etmek i¢in uygulanan ters transkripsiyon
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PZR reaksiyon karigimmin (toplam reaksiyon hacmi 15pl) icerikleri Tablo 8’de

verilmistir.

Tablo 8. cDNA sentezi i¢in kullanilan ters transkripsiyon PZR reaksiyon karigimi

BilesenlerOrnek Basina

Hacim (ul)
10 mM dNTP 0.15ul
MultiScribe™ Revers Transkriptaz 1yl
(50U/ul)
10X Revers Transkripsiyon Buffer 1.5u
RNase Inhibitor (20U/ pl) 0.19ul
Nukleaz icermeyen su 4.16pl

miRNA orneklerinden cDNA sentez islemi agsagidaki sekilde gerceklestirildi:

1. Test edilecek her bir RNA 6rnegi ve 5X RT primerler buz iizerinde ¢6ziildii.

2. RT primer tipleri kullanmadan 6nce vorteks ile hafifce karistirildi ve kisaca
santrifiij yapildi.

3. Oncelikle, kitin i¢eriginde bulunan RT master mix’ten her bir numune igin 7pl
almdi ve Sul RNA 06rnegi ile karistirildi. Hafifce karistirilan karisim, kisaca
santrifiij yapilarak tiipiin dibinde topland.

4. Elde edilen toplam 12ul’lik RT master mix + RNA karistmina 3ul 5X RT
primer eklendi. Tipler inversiyon yapilarak iyice karistirildi ve karigim kisaca
santrifiij yapilarak tiipiin dibinde toplandi.

5. Her bir drnege ait tiiplere bu islemlerden sonra 5 dakika boyunca buz lizerinde
inkiibasyon yapildi.

6. Daha sonra tiipler 1s1 dongii cihazi i¢ine konuldu ve Tablo 9’daki PZR programi
ile reaksiyonlar gergeklestirildi.

7. Reaksiyon sonrasinda ¢cDNA Ornekleri, Es Zamanli PZR (qRT-PZR) analizi
gerceklestirilene kadar —20°C’de saklanda.
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Tablo 9. Ters transkripsiyon PZR programi

Siire Sicakhk (°C)
30 dakika 16
30 dakika 42
5 dakika 85
el 4

3.12. Es Zamanh PZR (qRT-PZR) Yontemi

gRT-PZR yontemi, niikleik asit ¢ogalmasi sirasinda olusan {iriin miktariyla es
zamanli olarak artan floresan boya veya problarin verdigi sinyalin Glgiilmesi ile
kantitatif sonuglar veren bir yontemdir. PZR {iriinii ve floresan yogunlugu arasinda
korelasyon vardir. Sicaklik dongiileri ve floresan sinyalin okunmasi ayni cihazda ve
ayni reaksiyonda gerceklestigi i¢in oldukca hizli, kullanigh ve giivenilir bir yontemdir
(Glnel, 2007).

Calismamizda, 6zgil dizilere baglanan, en yiiksek sinyal veren prob sistemi
olan iki-isaretli TagMan® prob yontemi kullanildi. TagMan® sisteminde, 5’ ve 3’
uclarma florokrom maddelerle isaretlenerek tasarlanan problar kullanildi. TagMan®
prob yodnteminde, Oncelikle TagMan® problar baglanir, sonra PZR’nin primer
baglanmasi evresinde primerler baglanir Taq polimeraz ile uzama gergeklesir. Taq
polimerazin 5'-ekzonlkleaz aktivitesi ile proba bagh florofor kesilir ve floresan 1sima

aciga cikar.

3.12.1. Primerlerin sec¢imi

hsa-miR-93-5p ve hsa-miR-4668-5p’nin mikro-RNA genleri ile ilgili bilgiler
‘www.ncbi.nlm.nih.gov’ sitesinden elde edildi. Primer se¢imi i¢in olgun mikro-
RNA’lara ait dizilerin belirlenmesinde ise ‘http://www.mirbase.org’ veritabani
kullanildi. Mikro-RNA genlerine ve mikro-RNA’lara ait bilgiler ve primer dizileri
Tablo 10’da verilmistir.
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Tablo 10. miR-93-5p ve miR-4668-5p’ye ait tanimlar ve diziler

miR-93-5p miR-4668-5p
Gen Ad1 MIR93 MIR4668
Gen ID 407050 100616114
Genomik 7922.1 9g31.3
Yerlesim
Ekzon Sayis1 1 1
miRBase ID hsa-miR-93-5p, M10000095 hsa-miR-4668-5p, M10017298
miRBase
Erisim MIMATO0000093 MIMATO0019745
Numarasi
MikroRNA 5'-CAAAGUGCUGUUCGUGCAG 5'-AGGGAAAAAAAAAAGGAU
Dizisi GUAG-3' UUGUC-3'

3.12.2. hsa-miR-93-5p ve hsa-miR-4668-5p ifade diizeylerinin 6lcimu

hsa-miR-93-5p ve hsa-miR-4668-5p’nin qRT-PZR’1 i¢in ‘TagMan® Universal
Master Mix II, no UNG’ ile ‘TagMan® MicroRNA Assay hsa-miR-93-5p° ve
‘TagMan® MicroRNA Assay hsa-miR-4668-5p’ kullanildi. Veri normalizasyonu igin
endojen kontrol olarak ‘TaqMan® MicroRNA Assay RNU6B’ kullanilds.

Her bir TagMan® MicroRNA Assay kutusu igerisinde; miRNA’ya 6zgiil RT
primer igeren bir tiip ve miRNA’ya 6zgiil forward PZR primeri, 6zgiil reverse primer ve
miRNAya 6zgiil TagMan® MGB prob igeren bir tiip bulunur.

gRT-PZR analiz islemi asagidaki sekilde gerceklestirildi:

1. TagMan® MicroRNA Assay (20X) ve cDNA 6rnekleri buz tizerinde ¢ozuldu.

2. ‘TagMan® Universal Master Mix II, no UNG’ kullanmadan dnce sisesi hafifce
calkalanarak karistirildi.

3. Her bir assay icin yapilacak reaksiyon sayilar1 hesaplandi. Her reaksiyon fi¢
tekrarl olarak hesaplandi ve yapildi.

4. Her plate, cONA &rneklerinin her biri icin bir miRNA assay, bir endojen kontrol
assay ve bir kalip icermeyen kontrol (no template control: NTC) icerecek sekilde
hazirland.

5. gRT-PZR reaksiyonu toplam 20pul hacimle gergeklestirildi.
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6. gRT-PZR reaksiyon karigimi, her bir assay icin ayr1 ve steril 1.5ml’lik mikro
santrifiij tiiplerinde, Tablo 11°deki bilesenler ve miktarlar ile hazirlandi. Tiipler
hafifce karistirildi ve kisaca santrifiij yapildi.

7. gRT-PZR reaksiyon karigimi ve ¢cDNA Ornekleri, her bir 6rnek i¢in ii¢ tekrar
olacak sekilde 96-kuyucuklu plate i¢ine mikro pipetler ile aktarildi.

8. Hazirlanan plate, es zamanli PZR cihazina yiiklendi.

9. Is1 dongii cihazi ayarlar1 Tablo 12°de verilen qRT-PZR programina gore

ayarland1 ve reaksiyon gerceklestirildi.

miRNA’larin ekspresyon analizleri, KITAM’da bulunan qRT-PZR (Bio-Rad
CFX96™ Real-Time System) cihazi kullanilarak yapildi.

gRT-PZR yapildiktan sonra miRNA ekspresyon diizeyleri, hedef miRNA’larin
Ct degerlerinin endojen kontrolin Ct degerine normalize edildigi AACt metodu

kullanilarak belirlendi. Gen ekspresyonundaki rolatif degisimler 2 24“tile hesaplandi.

Tablo 11. qRT-PZR reaksiyon karigimi

Bilesenler Bir reaksiyon icin hacim (ul)
TagMan® MicroRNA Assay (20X) 1l
cDNA 1,33ul
TagMan® Universal Master Mix I, with UNG oul
NUkleaz icermeyen su 7,67u
Toplam hacim 20ul

Tablo 12. miR-93-5p ve miR-4668-5p ifade diizeylerinin 6l¢iildiigii qRT-PZR programi

Asama Sicakhk Sire
0
UNG Aktivasyonu 50 2 dakika
Enzim Aktivasyonu 95 10 dakika
Denatiirasyon 95 15 saniye 40
Baglanma/Uzama 60 60 saniye dongl
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3.13. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel giic (power) analizi: Yapilmis olan metilasyon calismalarinda 12
romatoid artrit hastast ve 12 saglikli bireye ait periferik kan numuneleri kullanilmistir
(Glossop ve ark., 2014). Minimum ortalama farklilik D=1, 2, 3, 4 ve standart sapma
SD=1, 2, 3, 4 i¢in yapilan degerlendirmelerde %95 giliven smirinda analizin giicii
(power) %90’1n tizerinde bulunmustur. Caligmada kullanilan 6rnek biiyiiklikleri ny=12
birey (romatoid artrit hastasi) ve np=12 bireyden (saglikli kontrol) yola ¢ikilarak, her
bir grup i¢in 3’er tane de yedek birey alinarak, RA hastasi olan n1=15 birey ve saglikli
kontrol igin np=15 birey olarak saptanmustir. Buna gore, toplam goniillii sayis1 30 birey
olarak belirlenmistir. Bu tez ¢alismasinda ise romatoid artrit hastasi olan 49 birey ve
saglikli kontrol olarak 38 birey calismaya dahil edilmistir.

Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildi ve hipoteze uygunluklar1 test edildi.
Metilasyon durumlarindaki farkliliklarin degerlendirilmesinde OpenEpi 3.01 surimi
(giincellenme tarihi: 04.04.2013) kullanilarak Ki-kare (y?) analizi yapildi. Diger
analizler ise SPSS 22.0 (Armonk, ABD) siirtimii kullanilarakkorelasyon (korelasyon kat
sayist: —1<r<+1) ve One Way ANOVA testi ile yapildi. Elde edilen sonucun p<0.05
olmas1 durumunda, degerlendirilen parametreler i¢in aradaki farkin istatistiksel olarak

anlamli oldugu kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1.Cahsma Grubunun Demografik ve Klinik Ozellikleri
RA hasta grubunda toplam 49 ve kontrol grubunda ise 38 saglikli kisi

incelendi. Hasta ve kontrol grubunun demografik 6zellikleri ve hastalarin klinik verileri

Tablo 13 ve Tablo 14’te verilmistir.

Tablo 13. Calisma grubunun demografik ve klinik 6zellikleri

Ozellik RA Hasta Kontrol
Grubu(n=49) Grubu(n=38)
Cinsiyet Kadm/ Erkek 38/11 32/6
Yas (Yil) Aralik 24-69 19-60
Ortalama + SD 50.39 £ 10.5 37.84+109
Aralik 3-77
Ortalama + SD 29.12+ 185
ESR
(mm/saat)  Normal (0-20 mm/sa) (n) 16 -
Yiksek (>20 mm/saat) 33
(n)
Aralik 0.07-59
CRP Ortalama + SD 10.89+125

(mg/L) -
Normal 24
Y iiksek 25
Seropozitif (n) 33
Aralik 22-3410

RF Ortalama + SD 321.3+749.4
(IgM, U/L) -

Seronegatif (n) 16
Pozitif(n) 36
Aralik 6-5293
Ortalama + SD 504.9+ 941.96

ACPA -
Negatif (n) 13

n: birey sayisi
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Tablo 14. Calisma grubunun demografik ve klinik 6zelliklerinin devami

Ozellik RA Hasta Kontrol
Grubu Grubu
Sigara Evet 12 -
Kullanomn  Hayir 27 38
Birakmis 10 -
Aile Var 8 -
Oykiisii Yok 41 38
DMARD Naive 11
ilac DMARD+/NSAIi+/Steroid 19 -
Kullanimm
DMARD+/NSAIl+/Steroid+ 19
Anti-TNF Ajan
Remisyon (<2.6) 8
Diisiik Hastalik Aktivitesi 9
(2.6-3.2) -
DAS28
Skor Orta Hastalik Aktivitesi 20
(>3.255.1)

Yiiksek Hastalik Aktivitesi 12
(>5.1)

n: birey sayisi

RA hastalarinin 38’1 kadin ve 11’1 erkeklerden olusmaktadir. RA hasta
grubunun yas ortalamasi1 50.39+10.5 yildir. Kontrol grubunun ise 32’si kadin ve 6’s1
erkeklerden olusmaktadir. Kontrol grubunun yas ortalamasi1 37.84+10.9 yildir.

RA hasta grubunun %24.5’i (12/49) sigara kullanan, % 55.1°i (27/49) sigara
kullanmayan ve %20.4’4 (10/49) ise sigaray1 birakanlardan olusmaktaydi. Kontrol
grubu ise sigara igmeyen bireylerden olusturuldu.

Hasta grubundaki bireylerde, RA hastalar1 i¢in yaygin olarak kullanilan akut
faz belirteglerinden olan ESRve DAS28 skorlar1 arasinda pozitif bir korelasyon bulundu
(r=0.578, p=0.005). Normal ESR degerine sahip bireylerde remisyon ve diisiik hastalik
aktivitesi daha fazla gozlendi. Yiiksek ESR degerine sahip bireylerde ise, orta ve yiiksek
hastalik aktivitesine sahip bireylerin diisiik hastalik seyrine sahip bireylerden ¢ok daha
fazla oldugu gozlendi (Tablo 15).
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Calismamizda, bir digerakut faz belirteci olan CRP degerlerinin normal veya
yiiksek olmast ile DAS28 skoru yani hastalik seyrinin degerlendirmesi arasinda anlamli
bir korelasyon bulunmadi (r=0.239, p=0.098).

Calismamizda seropozitif RF ve seronegatif RF olan olgularin DAS28 skorlar1
arasinda anlamli bir korelasyon bulunmad: (r=0.239, p=0.098.).

Benzer sekilde, ACPA pozitif veya negatif olan olgularin DAS28 skorlar1

arasinda anlamli bir korelasyon bulunmad: (r=0.237, p=0.101).

Tablo 15. RA hastalarinda ESR ve DAS28 skorlar1 arasindaki iligki

DAS28 Skoru
Eritrosit Diigiik Orta Yuksek
Sedimentasyon Remisyon | Hastahk | Hastalk | Hastahk
Hiz1(ESR) Aktivitesi | Aktivitesi | Aktivitesi
Normal (n) 7 4 5 0
(0-20mm/saat)
*r=0.578
Y Uksek (n) 1 5 15 12 p=0.005
(>20mm/saat)

*Spearman’s rho, n:birey sayisi

4.2.1L-16ve MMP-3Genlerinin Promotor Metilasyonu

Toplam 49 RA hastas1 ve 38 saglikli kontrole ait periferik kan 6rneklerinde IL-
16 ve MMP-3 genlerinin promotdr metilasyon analizi yapildi. RA grubunda IL-16 icin
metilasyon sikligi %93.9 (46/49), MMP-3 geni icin ise %75.5(37/49) olarak bulundu.
Kontrol grubunda metilasyon sikligi hem IL-16 geni, hem de MMP-3geni icin %97.4
(37/38) olarak bulundu (Tablo 16 ve Tablo 17).
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Tablo 16. Hasta ve kontrol grubunda IL-16 geni promotdr bolge metilasyon frekanslari

Ornek Metillenmis Metillenmemis p

IL-16 (%) IL-16 (%) Degeri
Hasta
Grubu (n) 46 (%93.9) 3 (%6.1) *p=0.447
Kontrol
Grubu (n) 37 (%97.4) 1(%2.6)

*Fisher exact, n:birey sayisi

Tablo 17. Hasta ve kontrol grubunda MMP-3 geni promotor bolge metilasyon frekanslar

Ornek Metillenmis Metillenmemis p

MMP-3 (%) MMP-3 (%) Degeri
Hasta Grubu (n) 37 (%75.5) 12 (%24.5) *p=0.004
Kontrol Grubu (n) 37 (%97.4) 1 (%2.6)

*Fisher exact, n:birey sayisi

Hasta ve kontrol grubuna ait DNA o&rneklerindeki IL-16promotdr bolge

metilasyonlar1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi

(p=0.447).Hasta ve kontrol grubuna ait DNA &rneklerinde MMP-3 promotor boélge

metilasyonlar1 karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu

(p=0.004).
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Asagida, RA hasta ve kontrol grubuna ait DNA 6rneklerinde 1L-16 (Sekil 10-
13) ve MMP-3 genlerinin (Sekil 14-17) MSP sonuglarinin agaroz jel elektroforez

gorintiileri verilmistir.

RA Grubu IL-16
R-15 R-16 R-17 R-18 R-19 R-20

mMKUKMU MUMUMUMUMU

1000—
500—

250—

150—
100—

50—

Sekil 10. I1L-16 geni promotdr bélge metilasyonunun 15-20 numaral hastalardaki agaroz jel goriintiisti*

RA Grubu IL-16
R21 R22 R23 R24 R25 R26 R27
m MUMUMTUMTUMUMEU MU
1000 —
00—
250—

150—
100—

50—

Sekil 11. IL-16 geni promot6r bdlge metilasyonunun 21-27 numaral hastalardaki agaroz jel gorintusi*

RA Grubu IL-16

R-30 R-31 R-32 R-33 R-34
M U MU MU M U M U

Sekil 12. IL-16 geni promotdr bolge metilasyonunun 28-36 numarali hastalardaki agaroz jel goruntusiu*
(*m: 50bp marker, M: metile, U: unmetile, MK: pozitif metile kontrol, UK: pozitif unmetile
kontrol, R: RA hasta grubu, K: saglikli kontrol grubu)
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RA ve Kontrol Grubu IL-16
R-47 R-48 R-5 K-5 K-6 & K-9
m M U MU MUMUMUMUMU

1000—

500 ——
250

150—
100—
50—

Sekil 13. IL-16 geni promotdr bolge metilasyonunun 47-48, 51 numarali hasta ve 5-6, 8-9 numarali
kontrollerdeki agaroz jel gorintusi *

RA Grubu MMP-3

R-19 R20 R-21 R-22 R-24 R-25
m MU MU MIUMU MUMU

Sekil 14. MMP-3geni promotor bdélge metilasyonunun 19-22 ve 24-26 numarali hastalardaki agaroz jel
gorlntuso*

RA Grubu MMP-3

R-29 R-30 R-31

R-32 R-33
MU M U MU

M U MU

MMP-3geni promotdr bdlge metilasyonunun 27-33 numarali hastalardaki agaroz jel goriintiisi™

(*m: 50bp marker, M: metile, U: unmetile, MK: pozitif metile kontrol, UK: pozitif unmetile
kontrol, R: RA hasta grubu, K: saglikli kontrol grubu)
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RA Grubu MMP-3

R-38 R-39 R-42 R-43 R-44 R-45 R-46

m M U MU MU M UMUMUMU

Sekil 16. MMP-3geni promotdr bélge metilasyonunun 38-39 ve 42-46numarali hastalardaki agaroz jel

goruntlsh *

Kontrol Grubu MMP-3

K21 K27 K35 K36 K40 K46 K48 K52
m M UM UMUMU MUMUMUMU

Sekil 17.MMP-3geni promotdr bolge metilasyonunun 21, 27, 35-36, 40, 46, 48 ve 52 numaral
kontrollerdeki agaroz jel géruntisi* (*m: 50bp marker, M: metile, U: unmetile, MK: pozitif

metile kontrol, UK: pozitif unmetile kontrol, R: RA hasta grubu, K: saglikli kontrol grubu)

4.3. hsa-miR-93-5p ve hsa-miR-4668-5p ifade dizeyleri

Toplam 41 RA hastasmma ve saglikli kontrole ait periferik kan 6rneklerinden
izole edilen hsa-miR-93-5p ve hsa-miR-4668-5p mikroRNA’larinin ifade dlzeyleri
kantitatif real-time PCR (QRT-PCR) yontemi ile analiz edildi. Veri normalizasyonu icin
endojen kontrol olarak snoRNA-U6 (TagMan®MicroRNA Assay RNU6B) kullanildi.
gRT-PCR yapildiktan sonra miRNA ekspresyon diizeyleri, hedef miRNA’larin Ct
(cycle threshold) degerlerinin endojen kontroliin Ct degerine normalize edildigi AACt
(Delta-DeltaCt) metodu kullanilarak belirlendi. Gen ekspresyonundaki rolatif
degisimler 2724 ile hesaplandi. Bu degerlendirme sonucunda, hsa-miR-93-5p ifade
diizeyinde gozlenen degisimlere ait sonuglar Tablo 18’de ve hsa-miR-4668-5p ifade
diizeyinde gozlenen degisimlere ait sonuglar ise Tablo 19°da verilmistir.

hsa-miR-93-5p’nin ifade dulzeyleri kontrol grubunun ifade dizeyleri ile
istatistiksel olarak kiyaslandiginda anlamli bir fark bulundu (p<0.001). Toplam 41
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hastadan 17’sinde miR-93-5p’nin ifade diizeyinde artis ve 23’{inde miR-93-5p’nin ifade
diizeyinde azalma g0zlendi. Birinde ise kontrol grubnuna gore farklilik gozlenmedi.
Hasta grubunda miR-93-5p’nin ifade diizeyinde ortalama 2.28+3.71 kat artis belirlendi.
Hasta grubunda miR-93-5p’nin ifade diizeyinde maksimum 14.5 kat artis ve 0.9 kat

azalma gozlendi.

Tablo 18. RA hastalarinda hsa-miR-93-5p ifade diizeyindeki degisimler

hsa-miR-93-5p p
Artma Azalma Aym Toplam Degeri
RA Grubu
Birey Sayisi (n) 17 23 1 41 *p<0.001

*One Way ANOVA, n:birey sayisi

hsa-miR-4668-5p’ninifade diizeyleri kontrol grubunun ifade diizeyleri ile
istatistiksel olarak kiyaslandiginda anlamli bir fark bulundu (p<0.001). Toplam 41
hastadan 13’tinde miR-4668-5p’nin ifade diizeyinde artis ve 22’sinde miR-4668-5p’nin
ifade diizeyinde azalma gozlendi. Ikisinde ise kontrol grubuna gore farklilik
g6zlenmedi. Hasta grubunda miR-4668-5p’nin ifade diizeyinde ortalama 2.47+4.17 kat
artig belirlendi. Hasta grubunda miR-4668-5p’nin ifade diizeyinde maksimum 18.88 kat

artig ve 0.91 kat azalma g6zlendi.

Tablo 19. RA hastalarinda hsa- miR-4668-5p ifade dlzeyindeki degisimler

hsa-miR-4668-5p p
Artma Azalma Ayni Toplam Degeri
RA Grubu
Birey Sayisi (n) 13 22 2 41 *p<0.001

*One Way ANOVA, n:birey sayisi

hsa-miR-93-5p ve hsa-miR-4668-5p’nin rolatif normalize ekspresyon Kkat
artiglarin1 gosteren grafikler Sekil 18-20°de verilmistir. Bu sekillerdeki bar grafiklerde,
mikro-RNA ekspresyonundaki rolatif kat artis ve azaliglar1 gosterilmistir.  Bubar
grafiklerin, X-koordinat1 ile baglantisiz ve 2° degeri temel almarak ¢izilmis
olmasinmnedeni; rolatif normalize miRNA ekspresyon seviyelerindeki degisimlerin,

2780C formiiliine gore hesaplanmis olmasi, boylece, 2°.1’in {istiindeki degerlerin,

46



miRNA gen ifadesindeki artiglari, 271.0.5 gibi 1’den kii¢iik degerlerin ise gen
ifadesindeki azalmalar1 gostermesidir. Sekillerdeki clustergram grafiklerde ise, mikro-
RNA hedefleri ve farkli RA hastalarina ait Orneklerde, normalize ekspresyon

seviyelerindeki benzerlik ve farkliliklar hiyerarsik olarak ifade edilmistir.
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Sekil 18. (a,b) RAhastalarinda miR-93-5p ve miR-4668-5p’nin rélatif normalize ekspresyonu (K:
Saglikli kontrol, R: RA hasta grubu), (c) normalize miRNA ekspresyon seviyelerindeki
benzerlik ve farkliliklar1 ifade eden clustergram grafik (Yuksek normalize ekspresyona sahip
ornekler kirmizi, diisiik ekspresyon seviyesine sahip olanlar yesil, ekspresyonunda degisim
olmayanlar siyah ve degeri hesaplanmayan ornekler siyah kutu igerisinde ‘X’ isareti ile

gosterilmistir. Kutulardaki renkler ne kadar agiksa rolatif ekspresyon farki o kadar ytiksektir).
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Sekil 19. (a,b) RAhastalarinda miR-93-5p ve miR-4668-5p’nin rolatif normalize ekspresyonu (C)
normalize miRNA ekspresyon seviyelerindeki benzerlik ve farkliliklar: ifade eden clustergram

grafik
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Sekil 20. (a,b) RAhastalarinda miR-93-5p ve miR-4668-5p’nin rolatif normalize ekspresyonu (C)
normalize miRNA ekspresyon seviyelerindeki benzerlik ve farkliliklar: ifade eden clustergram

grafik
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5. TARTISMA

Romatoid artrit en yaygin otoimmiin hastaliklardan biridir (Gibofsky, 2014).
RA’da eklemlerdeki hasar1 ve ileri asamalarda meydana gelecek bedensel kisitlamalar1
engelleyebilmek i¢in erken tani konulmasi ve tedaviye olabildigince erken baglanmasi
cok Onemlidir. Tipik semptomlar1 gosteren RA hastalari, hastaligin birinci yilinda
kolaylikla teshis edilebilir. Ancak, ¢ogu zaman klinik bulgular hastaligin erken
evrelerinde belirgin degildir. Bu hastalarda tan1 konuldugunda hastalik ¢ok ilerlemis
olabilir (Aletaha ve Smolen, 2011). ACR 2010 kriterlerine gére, RA’nin tanisinda, RF
ve ACPA otoantikorlar1 ile akut faz reaktanlar1 olan CRP ve ESR yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bunlardan ACPA, RA igin daha hassas olmasina ragmen, romatoid
faktor RA’ya 0Ozgiil degildir ve bagka hastaliklarda yada saglikli bireylerde de
bulunabilir  (Tuncer ve ark, 2019). Bu durum, hastalik progresyonunun
degerlendirilmesinde kullanilan gdstergelerdeki sinirlama ve yetersizlikleri de
gostermektedir (Aletaha ve Smolen, 2011). RA i¢in kullanilan bu hastalik aktivitesi
belirtecleri tamamen artrit igin 6zgiil olmadigindan, inflamatuvar sitokinler ve yikici
enzimler gibi yeni biyobelirtecler belirlenmeye ¢alisilmistir (Hamvardzumyan ve ark.,
2015).

DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve mikroRNA’larin dahil oldugu
epigenetik mekanizmalarm, hastaliklarda etkili olan genetik ve gevresel faktorler ile
hastaligin ortaya ¢ikis1t ve ilerlemesi arasindaki iliskinin anlasilmasinda 6nemli rol
oynadig1 bilinmektedir. Sitokinlerle iliskili genlerin epigenetik diizenlenmeye yatkin
oldugu da gosterilmistir. DNA metilasyonundaki farkliliklar, otoimmiin hastaliklarin
gelisimine ve inflamatuvar sitokin seviyelerindeki degisimlere katkida bulunur. Bu
nedenle, otoimmiin hastaliklarla ilgili genlerin metilasyon degisimlerinin, potansiyel
epigenetik biyobelirtecler olabilecegi ileri stirilmiistiir (Wang ve ark., 2018).

Calismamizda, RA hastalarinda ve saglikli kontrollerde metilasyon spesifik
PZR yontemi ile IL-16 ve MMP-3 genlerinin promotér metilasyonlar1 analiz edildi.
Ayrica, bu genleri hedeflemesi muhtemel mikro-RNA’lardanhsa-miR-93-5p ile hsa-
miR-4668-5p’nin ekspresyon diizeyleri de gRT-PZR yodntemi ile tespit edildi. Boylece,
RA’nin erken tanisinda ve tedavinin degerlendirilmesinde yol gosterici olabilecek
biyobelirteclerin arastirilmasi amaglandi.

Yapilan literatlr taramalari sonucunda, romatoid artrit hastalarinin

serumundaMMP-3 ve IL-16 seviyelerinin arastirildignr goriilmiistir. Yapilan bu
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caligmada, MMP-3 ve IL-16’nin serum seviyelerinin RA hastalarinda, saglikli kontroller
ile kiyaslandiginda, oldukca yiikseldigi anlasilmistir (Murota ve ark., 2016). Ancak, bu
proteinlerin serum seviyelerinin degisimine neden olan molekiler mekanizmalar heniiz
tespit edilmemistir. Bu nedenle, RA’nin gelismesinde Onemli katkist olan bu
proteinlerin genlerinin promotdr bdlge metilasyonlart ve bu genleri hedefleyebilecek
hsa-miR-93-5p ile hsa-miR-4668-5p’nin ekspresyon duzeylerinin arastirilmasi bu tez
calismasinin amacii olusturdu. IL-16, proinflamatuvar bir sitokin olup, yardimci T
lenfositleri (Th), makrofajlar, dendritik hiicreler ve eozinofiller lizerindeki CD4’e
baglanarak hiicre go¢ yanitini uyarir. Boylece, RA’daki sinoviyal inflamasyonda énemli
rol alir (McInnes ve Schett, 2011). MMP-3 ise, proteolitik bir enzim olup, ekstraseltlar
matriks bilegenlerinin yikiminda rol oynamaktadir. Boylece, MMP-3, romatoid artritte
eklemlerde meydana gelen inflamasyon ve erozyonda 6nemli rol alir (Fadda ve ark.,
2016). IL-16 ve MMP-3 genlerinin promotér metilasyonlarinin romatoid artrit ile
iligkisinin olup olmadigini gésteren bir caligmaya rastlanmamustir. Bu tez calismamizda,
ilk kez bu genlerin promotér metilasyonlarinin RA ile iligkisi arastirilmastir.
Calismamizda, IL-16geni i¢in metilasyon sikhigi %93.9 (46/49), MMP-3 geni icin ise
%75.5 (37/49) olarak tespit edildi. Kontrol grubunda metilasyon sikligi her iki gen
promotori icin de %97.4 (37/38) olarak belirlendi. Hasta ve kontrol grubunda, IL-16
genlerinin promotor bolge metilasyonlar1 karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmadi. Hasta grubu ile kontrol grubunun MMP-3 genlerinin promotor
bolge metilasyonlar1 Kiyaslandiginda, toplam 12 hastanin MMP-3 promotériinde
unmetilasyon tespit edildi ve iki grubun metilasyonlar: arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulundu (p=0.004). Son zamanlarda, MMP-3 serum seviyelerinin
hastaligin aktivitesi ve eklem hasariyla iligkisini arastiran bazi ¢alismalar yapilmaistir.
Bu ¢aligmalar sonucunda, hastalik modifiye edici antiromatizmal ilag (DMARD)
tedavisi almamis RA hastalarmin, kontrol grubuna gére MMP-3 serum seviyelerinin
onemli derecede yiiksek oldugu goriilmiistir (Fadda ve ark., 2016, Tuncer ve ark.,
2019). MMP-3, RA’da lokal olarak inflamasyonlu eklemlerde iiretilir ve kana salinir
(Fadda ve ark., 2016). Calismamizda, yiiksek hastalik aktivitesi bulgular1 olan hastalara
ait periferik kan numunelerinden elde edilen DNA’larda, MMP-3 genlerinin
promotoriiniin unmetile oldugu bulunmustur. Literatiirde (Fadda ve ark., 2016, Tuncer
ve ark., 2019) tespit edilen MMP-3 serum seviyesindeki artiglarin, bizim ¢alismamiz ile

belirlenen  MMP-3 gen promotérinin unmetilasyonu sonucunda, genin ifade
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diizeyindeki anormal artis ile uyumlu olabilecegini diisinmekteyiz.Yaptigimiz ¢aligma
sonucunda, IL-16 promotdr metilasyonu agisindan kontrol grubu ile hasta grubu
arasinda farkli bir metilasyon durumu go6zlenmedi. Hastalarin ve kontrollerin
cogunlugunda IL-16 promotdriiniin metilenmis oldugu tespit edildi. Ancak, metilasyon
spesifik PZR (MS-PZR) sonrasi yapilan agaroz jel elektroforezi ile baz1 hastalarda, hem
metile hem unmetile primerlerle yapilan MS-PZR sonucunda bant gozlendi. Bu, IL-
16’nin bir sitokin olmasi ile iliskili olabilir.Clnkl enzimlerin aksine, sitokinlerin, klinik
bulgulardaki degisikliklere daha hizli yanit verdigi tespit edilmistir (Nishimoto ve ark.,
2008). Her ne kadar hem serum hem sinoviyal sivida bulunsa da, IL-16 seviyesi esas
olarak RA hastalarinda sinoviyal sivida yiikselmektedir. Calismamiz sonucunda, IL-16
promotér metilasyonu ag¢isindan, hastalarda kontrollerden farkli bir durum
g6zlenmemistir. Bu durum, ¢alismamizda, periferik kan érneklerinin kullanilmasi ile de
ilgili olabilir. RA hastalarinin sinoviyal fibroblastlarinda yapilacak ¢aligmalarda farkli
sonuclar goézlenebilir, clinkli epigenetik dizenlenmeler ile dokuya 6zgil gen ifadesi
farkliliklari meydana gelmektedir. Bu ¢alismada, henliz sinoviyal inflamasyon
baslamamisken hem IL-16, hem de MMP-3’lin metilasyon durumlarinda degisiklik olup
olmadigmi arastirmak amaciyla kan 6rnekleri ile caligilmistir.

Son yillarda, RA’nin tedavisinde 6nemli yaklagimlara yer verilmistir. Etkin
DMARD tedavisi ile hastaligimn ilerlemesi yavaslatilmis ve eklem hasar1 6nlenebilmistir.
Yeni tedavi ajanlar1 bulunmasina ragmen, metotreksat (MTX), tedavi baslangicinda
tercih edilen temel ila¢c olmustur (Brown ve ark., 2016). MTX, dihidrofolat rediiktaz
(DHFR) enzimini inhibe eden bir antifolat ajan olarak gelistirilmistir (Gubner ve ark.,
1951) ve ilk baslarda 16semi tedavisinde etkili bir sekilde kullanilmistir. Daha sonra,
diisiik dozlarda RA tedavisinde oldukga etki sagladigi bulunmustur (Lopez-Olivo ve
ark., 2014). MTX’in RA’daki etki mekanizmasi tam olarak anlagilamamistir.Ancak,
adenozin sinyalizasyonu (T lenfositlerinin aktivasyonu ve proliferasyonunun
baskilanmasi) ile ya da metil grubu dondrii islevi yapmasi ile etki ettigi ileri siiriilmiistiir
(Brown ve ark., 2016). MTX, modifiye bir folat formudur ve metil donorii olarak islev
yapabilir. Saglikli kontroller ile kiyaslandiginda, RA hastalarmin global DNA
hipometilasyonuna sahip olduklar1 ve DNA metilasyonunun, MTX kullanimi sonucunda
geri doniistiigii ortaya konmustur (Kim ve ark., 1996). RA hastalarina uygulanan MTX
tedavisi, eklemlerdeki inflamasyonu azaltir. Eklem hasarmmin son aracilar1 olan

MMP’ler lizerine MTX’in etkilerinin arastirildigi bir calisma ile, erken evre RA
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hastalarinin, tedaviden énceki MMP1, MMP3, MMP9 ve MMP13 serum seviyelerinin,
6 aylik MTX tedavisinden sonra 6nemli 6lglide azaldig: tespit edilmistir (Fiedorczyk ve
ark., 2006). Arastrma sonuglari, tek bir doz MTX’in bile proinflamatuar sitokinlerin
iretimini engelleyebildigini gostermistir (Barrera ve ark., 1995). MTX’in RA’daki
etkisini gosteren sonuglar, MTX’in, proinflamatuar sitokinlerin ve matriks
metalloproteinazlarin liretimini baskiladigini gostermistir. Calismamizda, MTX tedavisi
goren hastalarda MMP-3 ve IL-16 genlerinin promotorlerinin metile oldugunun tespit
edilmesi, bu genlerin promotér metilasyonlarinin, tedavinin degerlendirilmesinde
onemli biyobelirtecler olabilecegini diistindiirmiistiir.

RA igin 6zgiil olabilecek serum biyobelirteglerinin arastirildig1 bir ¢alisma ile
hasta ve kontrollerde karsilastirmali proteomiks analizi yapilarak, 1128 serum proteini
analiz edilmistir. Bu ¢aligmanin sonucunda, serumda, RA ile en yiiksek iliskiye sahip
olanlarin IL-16 ve MMP-3 oldugu ileri siiriilmiistiir. Ayrica, MTX-naive ve MTX-IR
(MTX’e yetersiz yanit gosteren) hastalarda erken tedavi asamalarindaki klinik yanitla
iligkili olarak IL-16’nin, MMP-3, CRP ve ESR’den daha etkin bir klinik parametre
oldugu tespit edilmistir (Murota ve ark., 2016). Baska bir ¢calisma sonucunda, MMP-
3’lin klinik yanitla iligkisinin tedaviden yaklagik 20 hafta sonra oldugu anlasilmistir
(Kaneko ve ark., 2012). Bu literatur verileri, romatoid artritle IL-16 serum seviyesinin,
MMP-3’ten daha fazla iliskili oldugunu gostermektedir. Bu sonuclarla uyumlu olarak,
calismamizda da, RA hasta grubunda CRP (r=0.239, p=0.098) serum seviyesi ile
hastalik aktivitesi arasinda anlamli bir iliski bulunmadi. Ancak, hasta grubunda, ESR ve
DAS28 skorlar1 arasinda pozitif bir korelasyon bulundu (r=0.578, p=0.005). Orta ve
yiiksek hastalik aktivitesine sahip bireylerin yiiksek ESR degerine sahip oldugu,
remisyon ve diislik hastalik aktivitesi gosteren bireylerin ise normal ESR degerine sahip
oldugu gozlendi. Calismamizda, IL-16 ve MMP-3 serum seviyeleri 6l¢iilmemistir, bu
genlerin promotor metilasyonlar1 arastirilmistir. Ancak, ¢alismamizda MMP-3 geninin
promotoriiniiniin  metilasyonu acgisindan, hasta ve kontrol grubu kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli fark oldugu tespit edilmistir. IL-16 geninin promotor
metilasyonu agisindan ise iki grup arasinda fark bulunmamaistir. Hasta grubunun MMP-3
geni promotoriindeki unmetilasyonlarin, bu genin asir1 ifadesine neden olarak serum
seviyesinin artmasimna neden olabilecegini diisiindiigiimiizde, Murota ve arkadaslarinin
(2016) sonuglarmin aksine, MMP-3’iin IL-16, ESR ve CRP’den daha etkili bir

biyobelirtec olabilecegini diisiinmekteyiz.
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MikroRNA’lar iizerine yapilan ¢aligmalar sonucunda, mikroRNA’larin kan
dolasiminda oldukga stabil olduklar1 ve in vitro kosullarda uzun siire degredasyona
ugramadan korunabilecegi tespit edilmistir. Bu da miRNA’larin yeni bir serum belirteci
olarak pek ¢ok hastalikta kullanima uygun olduklarini gostermistir (Shen ve ark.,
2012).Kan dolasiminda bulunan miRNA’larin farkli hastaliklarda farkli sekilde
ekspresyon gosterdikleri belirlenmistir. Bazi miRNA’larin ekspresyonunda artma
goriilirken, bazilarinda azalma gorilmiistiir. Ekspresyon seviyelerindeki bu
farkliliklarin, miRNA’larin gorev aldiklar1 ve diizenledikleri yolaklara gore degisiklik
gosterdigi anlasilmistir (Zhang ve ark., 2018). Son yillarda RA i¢in yapilan
calismalarda, RA hastalarinin dolasimdaki miRNA ekspresyonlarinda degisiklikler
oldugu anlasilmistir. Periferik kan mononiklear hicrelerinde, T lenfositlerinde,
sinoviyal fibroblastlarda ve osteoklastlarda miRNA ekspresyonlarindaki anormal
degisimlerin, inflamasyona ve ekstraseliiler matriksin yikimima katkida bulundugu
gosterilmistir (Murata ve ark., 2013).

Calismamizda, RA’da MMP-3 genini ve [IL-16 genini hedefledigi
6ngorulenmiR-93-5p ve miR-4668-5p’nin ekspresyon diizeyleri qRT-PZR yodntemi ile
belirlendi. Bu ¢alismada, endojen kontrol olarak U6 snoRNA kullanildi. Bu ¢alisma
sonucunda, miR-93-5p’nin ifade duzeylerinde, kontrole gore, anlamli bir fark tespit
edildi (p<0.001). Toplam 41 hastadan 17’sinde miR-93-5p’nin ifade diizeyinde artma ve
23’tinde miR-93-5p’nin ifade diizeyinde azalma tespit edildi. Birinde ise kontrole gdre
farklilik gozlenmedi. mMiR-4668-5p’nin ifade diizeylerinde de, kontrole gore, anlamli
bir fark tespit edildi (p<0.001). Toplam 41 hastadan 13’tindemiR-4668-5p’ninifade
dizeyinde artma ve 22’sinde mMiR-4668-5p’ninifade diizeyinde azalma go6zlendi.
ikisinde ise kontrole gore farklilik gdzlenmedi. Yapilan literatiir arastirmasmda, miR-
93-5p yada miR-4668-5p’nin ekspresyon dizeylerinin RA ile iliskisini arastiran bir
calismaya rastlanmadi. Bu nedenle, c¢alismamiz, miR-93-5p ve miR-4668-5p’nin
ekspresyon duzeylerinin RA ile iliskisinin arastirildigi ilk ¢alisma olmustur.
Dolayisiyla, ¢alismamizin sonuglari, literatiir bilgisi ile tartigilamamistir. Ancak, bazi
kanser tiplerinde miR-93 ekspresyonu bulunmustur ve bdylece, bunun onkojenik bir
rolii olabilecegi diigiiniilmiistiir. Meme kanseri hastalarinda, miR-93 ekspresyonundaki
artigin, proliferasyon ve timor progresyonu ile iligskilendirildigi vurgulanmstir.Yapilan
bir c¢alismada, meme Kkanseri hastalarinda, miR-93-5p’nin hlicre adezyon

molekillerinden olan Vimentin ve N-kaderinin ekspresyonunu azalttigi ve E-kaderinin
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ekspresyonunu ise artirdigi gdosterilmistir. Hucre adezyon molekulleri, kanser
hiicrelerinin metastazinda ¢ok Onemli rol oynamaktadirlar. miR-93-5p’nin hiicre
adezyon molekiilleri iizerine etkili olmasi kanser hiicrelerinin hareketliligini ve
metastazini engellemistir (Xiang ve ark., 2017). Calismamiz sonucunda, hem miR-93-
5p, hem de miR-4668-5p’nin ekspresyon diizeyleri degerlendirildiginde, genellikle
yiksek hastalik aktivitesine sahip olan hastalarda miR-93-5p ve miR-4668-5p’nin
ekspresyonlarinda azalma oldugu gorildi. Diisiik hastalik aktivitesine sahip olan
hastalarda ise miR-93-5p ve mMIiR-4668-5p’nin ekspresyonlarinda onemli seviyede
artigtespit edildi. Bu nedenle, ¢alismamizda incelenen RA hastalarinda, miR-93-5p ve
miR-4668-5p’nin ekspresyonundakibu artisin, mMiR-93-5p’nin meme kanserindeki
baskilayici etkisiyle benzer sekilde (Xiang ve ark., 2017), inflamasyonu baskilayict bir
etki gOsterebilecegi distiniilmiistiir. RA hastalarinda,miR-4668-5p’yi arastiran bir
calismaya rastlanmamistir. Calismamiz, bu konuda yapilan ilk arastrma olmustur. Bu
nedenle, ¢alismamizin sonuglari, literatiir bilgisi ile tartigilamamistir. miR-4668 ile ilgili
olarak yalnizca ultra korunmus RNA elementleri (ucRNA’lar) ve hepatik lipit birikimi
arasindaki iligkinin arastirildigi bir ¢aligmaya rastlanmistir. Guo ve arkadaslarinca
(2018) yapilan bu g¢alismanin sonucuna gore, uzun kodlama yapmayan RNA’larin
(IncRNA) bir smifi olan ucRNA’lardan uc.372’nin pri-miR-195/pri-miR-4668’in
olgunlasmasin1 baskilayarak lipit senteziyle iliskili genlerin ekspresyonlarini
diizenledigi ve karaciger yaglanmasia neden oldugu saptanmistir. Yapmis oldugumuz
calismayla, ilk kez RA ile miR-4668-5p’nin iliskisi tespit edilmistir ve inflamasyonda
bir rolii olabilecegi diisiiniilmiistiir. Stanczyk ve arkadaslar1 (2008), RA sinoviyal
fibroblastlarinda miR-155’in ekspresyonu ile MMP-3’iin dogrudan baskilandigini tespit
etmistir. Ayrica, RA’da periferik kan mononiiklear hucrelerinde, sinoviyal
fibroblastlarda, sinoviyal dokuda ve sinoviyal sivi monositlerinde miR-155
ekspresyonunun arttigi gosterilmistir. Calismamizda ise heniiz tedavi gormemis
hastalarda MMP-3 promotoriinde unmetilasyon oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle,
arastirilan mikroRNA’larm MMP-3 metilasyonu ile iligkili olabilecegine dair kanitlar

elde edilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yapmis oldugumuz galismada, oncelikle romatoid artrit patogenezinde etkili
olabilecegini diisiindiigiimiiz MMP-3 ve IL-16 genleri ve bu genleri hedefleyebilecegini
ongordiigiimiiz mikroRNA’lardan miR-93-5p ile miR-4668-5p tespit edildi. Daha sonra,
RA hastalarinda ve saglikli kontrollerde MMP-3 ve IL-16 genlerinin promotor
metilasyon durumlarmin belirlenmesi ve miR-93-5p ilemiR-4668-5p’nin ifade
dizeylerinin analiz edilmesi amag¢landi. Calismamiz sonucunda, RA hastalari ile saglikli
kontrollerin MMP-3 genlerinin promotor metilasyonlar1 arasinda anlamli fark oldugu
tespir edildi (p=0.004). IL-16 geninin promotér metilasyonlar1 agisindan hasta ve
kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunmadi. RA hasta grubunda CRP, ACPA ve
RF ile hastalik aktivitesi arasinda anlaml bir iliski bulunmadi. Ancak, hasta grubunda,
ESR ve DAS28 skorlar1 arasinda pozitif bir iliski bulundu (r=0.578, p=0.005). Orta ve
yliksek hastalik aktivitesine sahip bireylerin yiiksek ESR degerine sahip oldugu,
remisyon ve diisiik hastalik aktivitesi gosteren bireylerin ise normal ESR degerine sahip
oldugu gozlendi. RA hastalarinin miR-93-5p ile miR-4668-5p’sinin ifade diizeyleri,
kontrol grubunun verileri ile kiyaslandiginda, iki grup arasinda anlamli bir fark oldugu
tespit edildi (p<0.001). Hastalarmm miR-93-5p ile miR-4668-5p mikroRNA’larinin ifade
diizeylerinde anormal artislar ve azalmalar tespit edildi.

Calismamizda, promotdr metilasyon analizleri yapilan MMP-3 ile 1L-16’nin,
RA hastalarininin sinoviyal sivilarindaki hiicrelerde daha yliksek diizeyde ifade edildigi
bilinmektedir. Ancak, periferik kan lenfositleri ile yapilan ¢alismalar ile MMP-3’iin
dolasimdaki ifade diizeylerinin de belirleyici olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Periferik kan
lenfositleriyle yaptigimiz c¢alismada, RA hastalarinin kan Ornekleriyle yapilacak
metilasyon caligmalar1 icin MMP-3’liin belirleyici 6zellige sahip olabilecegi
gorilmiistiir. Ancak, IL-16 igin yapilacak c¢aligmalarda sinoviyal hiicreleringalisilmasi
daha uygun olabilecektir. Bunun yani sira, miR-93-5pile miR-4668-5p’nin ifade
diizeylerindeki degisimlerikan Orneklerinden tespit etmenin kolay oldugu da
anlagilmigtir. RA tanis1 i¢in kanda tespit edilebilir biyobelirteglerin bulunusu dikkate
alinarak, sinoviyal dokudan 6rnek alinmasi yerine, hastaya daha az aci veren bir yontem
olan kan oOrneklerinin almmasmin pratikligi de diisiiniilerek, kan ornekleri tercih
edilebilir.

Calismamizda periferik kandan yapilan metilasyon ve mikroRNA gen

ifadesinin degerlendirilmesinin yan1 sira, sinoviyal sividaki sinoviyal fibroblast
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hcreleri, farkli doku hiicreleri ve RA hayvan modellerinin de ¢aligmasi gerekmektedir.
Boylece, mevcut ¢alismamizin sonuglar1 gibi, farkli doku hiicrelerinin RA ile iliskisi
degerlendirilmelidir. RA hastalar1 ve saglikli kontrolleriizerinde yaptigimiz MMP-3 ile
IL-16’nin  promotdr metilasyonlart ve miR-93-5p ve mIiR-4668-5p’nin ifade
dizeyleriyle ilgili ¢alisma, gelecekte daha biyik RA popiilasyonlarinda yapilarak
desteklenmelidir. Ileride yapilacak benzer ¢alismalarin destekleyici sonuglari, MMP-3
promotdr metilasyonundaki degisikliklerin ve miR-93-5p ile miR-4668-5p’nin ifade
diizeylerindeki farkliliklarin, RA’nin prognozu igin 6zgul biyobelirtegler olarak
kullanilmasina imkan verecektir. Mevcut ¢alisma ile elde edilen sonuclar, ilerde RA ile
ilgili olarak yapilacak baska galismalara, hiicresel tedavilerin gelistirilmesine ve RA’da

etkili olan molekiiler mekanizmalarin aydmnlatiimasina onciiliik edecektir.
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EKLER

Ek 1.Etik Kurul Raporu

67



Ek 2.Hasta Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

HASTA BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU (BGOF)

ARASTIRMANIN ADI ( CALISMANIN ACIK ADI ):

Romatoid Artrit'te Potansiyel Biyomarker Olabilecek Epigenetik Degisikliklerin

Incelenmesi

(iltihaph eklem romatizmasi hastaliginda cevresel faktorlerin (sigara, alkol,

ilaclar, beslenme gibi) genetik/irsi yapi iizerine etkilerinin incelenmesi)

Goniilliiniin Bas Harfleri <<>>

Bir arastrma galismasina katilmaniz istenmektedir. Katilmak isteyip istemediginize
karar vermeden dnce arastirmanin neden yapildigini bilgilerinizin nasil kullanilacagimin
calismanin neleri igerdigini ve olasi yararlarini risklerini ve rahatsizlik verebilecek
konular1 anlamaniz 6nemlidir. Liitfen asagidaki bilgileri dikkatlice okumak i¢in zaman
ayiriniz ve eger istiyorsaniz 0zel veya aile doktorunuzla konuyu degerlendiriniz. Eger

bir bagka ¢alismada da yer aliyorsaniz bu ¢alismada yer alamazsiniz.

BU CALISMAYA KATILMAK ZORUNDAMIYIM?

Calismaya katilip katilmama karar1 tamamen size aittir. Eger calismaya katilmaya karar
verirseniz imzalamaniz i¢in size bu Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formu verilecektir.
Katilmaya karar verirseniz, ¢alismadan herhangi bir zamanda ayrilmakta 6zgiirsiiniiz.
Bu durum sizin aldiginiz tedavinin standardini etkilemeyecektir. Eger isterseniz, bu
klinik c¢aliymaya katilminizla ilgili olarak hekiminiz / aile doktorunuz
bilgilendirilecektir. Ayrica destekleyici firma ¢alismay1 sonlandirmaya karar verirse bu

durumda da ¢alismadan ¢ikartilacaksiniz.
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CALISMANIN KONUSU VE AMACI NEDIiR?

Arastrmanim konusu, Iltihapli eklem romatizmasi hastaliginda cevresel faktorlerin
(sigara, alkol, ilaglar, beslenme gibi) genetik/irsi yapi iizerine etkilerinin incelenmesidir.
Aragtirmanm amaci, heniiz kesin bir tedavisi olmayan iltihapli eklem romatizmasi
hastaligmin  teshisi ve tedavi asamasidaki degerlendirmeler i¢in etkin

olabilecekbelirteclerin arastirilmas: amaglanmaktadir.

CALISMA iSLEMLERI:

Aragtirma i¢in goniilliillerden yalnizca 2 ml tam kan 6rnegi alinacak ve rutin kan testleri

yapildiktan sonra, kan 6rneklerinden DNA saflastirilarak incelemeler yapilacaktir.

BENIM NE YAPMAM GEREKIiYOR?

Calisma doktorunuzun talimatlarina uymaya, randevu ve vizitelere katilmaya ve
yukarida anlatilan ¢alismayla ilgili tiim islemlere uymaya istekli olmalisiiz. Kan
ornekleri i¢in aglik durumunda (a¢ karnina) olmaniz gerekmektedir (su disinda baska
hicbir yiyecek ve icecegin tiiketilmemesi gerekmektedir). Calisma doktorunuzu ziyarete
belirlenen giinlerde gelmelisiniz ve bir sonraki ziyaretiniz de, ziyaretten ayrilmadan
once planlanmalidir. Yine ¢alismadan Once veya c¢alisma sirasinda aldigmiz baska

herhangi bir tibbi tedaviyi de ¢alisma doktoruna sdylemeniz 6nemlidir.

CALISMAYA KATILMAMIN NE GiBi OLASI YAN ETKILERIi, RISKLERI
VE RAHATSIZLIKLARI VARDIR?

Arastirmada sadece kolunuzdaki damardan girilerek kiigiik bir tiipe 2 ml kan alinacaktir.

Kan alma isleminde ignenin batmasina bagli olarak biraz ac1 duyabilirsiniz.
GEBELIiK VE DOGUM KONTROLU

Eger denek / hasta dogurganlik doneminde / emziren bir kadin ise calismaya dahil

edilmeyecektir.

CALISMAYA KATILMANIN OLASI YARARLARI NELERDIR?

[Itihapli eklem romatizmasi hastaliginin sebepleri ve tedavisi i¢in yararli olabilecek

bilgilerin edinilmesinde katk1 saglamig olacaksimiz.
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GONULLU KATILIM

Bu arastirmaya katilma kararimi tamamen goniillii olarak veriyorum. Bu calismaya
katilmay1 reddedebilecegimin veya katildiktan sonra istedigim zaman, bu tedavi
kurumunda gorecegim bakim ve tedaviler etkilenmeksizin ve hi¢bir sorumluluk
almadan ayrilabilecegimin bilincindeyim. Caligmadan her hangi bir zamanda ayrilirsam,
ayrilma nedenlerimi, ayrilisgimin sonuglarii ve izleyen donemde alacagim tedavileri

doktorumla tartisacagim.

CALISMAYA KATILMAMIN MALIYETIi NEDIiR?

Calisma doktoru ziyaretleri ve calismayla ilgili olan tiim laboratuar testleri calisma
destekleyici tarafindan karsilanacak ve size veya bagl bulundugunuz 6zel sigorta veya
resmi sosyal giivenlik kurumuna Odetilmeyecektir. Ayrica calismaya bagli makul

miktardaki yol gideriniz makbuzlar1 gosterildigi takdirde karsilanacaktir.

Herhangi bir yan etki veya fiziksel zarar gelisirse hemen calisma doktorunuzu gereken

tibbi tedavinin uygulanabilmesi icin bilgilendiriniz.

KIiSISEL BILGILERIM NASIL KULLANILACAK?

Bu formu imzalayarak doktorunuzun ve onun kadrosunun calisma icin sizin kisisel
bilgilerinizi (“Calisma Verileri”) toplamalarina ve kullanmalarina onay vermis
olacaksmiz. Bu durum dogum tarihiniz, cinsiyetiniz, etnik kdkeniniz ayrica Calisma
verilerinizin kullanimi ile ilgili verdiginiz onaym herhangi bir belirlenmis birim tarihi
yoktur, ancak doktorunuzu haberdar ederek bu onayinizdan herhangi bir zamanda

vazgecebilirsiniz.

Calisma destekleyicisi firma ile paylasilan ¢aligma verileri size 6zel bir numara olan bir
kod (“Kod”) numaras1 kullanimiyla korunacaktir. Sizin c¢alisma verilerinize ulasmak
icin gerekli olan kod anahtar1 calisma doktorunuzun denetimindedir. Calisma
destekleyicisi firma diizenleyici otorite veya diger denetim kurumlar1 tarafindan atanmis

kisiler doktorunuz tarafindan tutulan ¢alisma verilerinizi inceleyebilirler.

Doktorunuz ¢alisma verilerinizi ¢alisma igin kullanacaktir. Calisma destekleyicisi firma;
calismanin yliriitiilmesi, teshis ve tibbi yardim gereglerinin gelistirilmesi i¢in ¢alisma

verilerinizi kullanabilir. Doktorunuzun ¢alistigi kurum ve calisma destekleyicisi
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firmanin her ikisi de yiirlirliikkte olan veri koruma kanunlari ile uyumlu olarak ¢alisma

verilerinizin yonetiminden sorumludurlar.

Calisma destekleyicisi firma calisma verilerinizi, sadece yukarida belirtilen amaglarda
kullanacak olan kendi grubundaki diger sirketler, hizmet alman kurumlar, anlagsmali
firmalar ve diger arastirma kuruluslari ile paylasabilir. Calismanin sonuglari tibbi
yaymlarda yaymlanabilir, ancak sizin kimlik bilgileriniz bu yayinlarda

aciklanmayacaktir.

Doktorunuz ya da calisma destekleyicisi firmadan, toplanan c¢alisma verileriniz
hakkinda bilgi isteme hakkina sahipsiniz. Ayn1 zamanda bu verilerdeki herhangi bir
hatanin diizeltilmesini isteme hakkina da sahipsiniz. Eger bu konuda bir isteginiz olursa
litfen gerekirse sizin calisma destekleyicisi firma ile temasa ge¢menize yardimci

olabilecek doktorunuzla goriisiiniiz.

Eger onayinizdan vazgecerseniz, doktorunuz ¢aligma verilerinizi artik kullanamayacak
ya da diger kisilerle paylasamayacaktir. Calisma destekleyici firma onayinizdan

vazgegmeden dnceki ¢alisma verilerinizi kullanmaya devam edebilir.

Bu formu imzalayarak, calisma verilerinizin bu formda tamimlandigi sekilde

kullanimina onay vermekteyim.

ARASTIRMA SURESINCE 24 SAAT ULASILABILECEK KIiSIiLER:

Ars. Gor. Ziilfinaz Betiil CELIK Cep. Tel:05302946325

CALISMADAN AYRILMAMI GEREKTIRECEK DURUMLAR:

Kendi isteginizle ayrilmaniz disinda ayrilmamzi  gerektirecek bir durum

bulunmamaktadir.

YENI BILGILER CALISMADAKI ROLUMU NASIL ETKILEYEBILIR

Caligsma siirerken ortaya ¢ikmis olan biitiin yeni bilgiler bana derhal iletilecektir.
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Calismaya Katilma Onavi

Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formundaki tiim agiklamalari okudum. Bana, yukarida
konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida adi
belirtilen hekim tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillii olarak katildigimi, istedigim
zaman gerekgeli veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi ve kendi istegime

bakilmaksizin arastirmaci tarafindan arastirma dist birakilabilecegimi biliyorum.

S6z konusu arastirmaya, hicbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay1
kabul ediyorum. Doktorum saklamam igin bu belgenin bir kopyasini ¢alisma sirasinda

dikkat edecegim noktalar1 da i¢erecek sekilde bana teslim etmistir.
Géniilliiniin Ad1 / Soyad1 / imzas1 / Tarih

Aciklamalar1 Yapan Kisinin Ad1/ Soyad1/ Imzas1 / Tarih

Gerekiyorsa Olur Islemine Tanik Olan Kisinin Ad1/ Soyadi / Imzas1/ Tarih

Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin Ad1/ Soyadi / Imzas1/ Tarih
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Ek 3. Tabakalandirilmis Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu
TABAKALANDIRILMIS BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

. Orneklerin gelecekteki kullamimu: Liitfen isaretleyiniz.

[] ileride yapilmasi planlanan tiim arastirmalarda kullanilmasina izin veriyorum.
[]Sadece bahsi gegen ¢alismada kullanilmasma izin veriyorum.

[|Higbir kosulda kullanilmasma izin vermiyorum (Bu kutuyu segmem durumunda, bu
calismaya katilmayacagimi anliyorum).

. Tarafinizdan alman Ornegin saklanmasi ve ileride yapilacak diger calismalarda
kullanimi ancak sizin izninize tabidir. Bu Ornekler uzun yillar isminiz (kimlik
bilgileriniz) korunmak ya da yok edilmek kaydi ile saklanabilir. Liitfen asagidaki

seceneklerden size uygun olan bir tanesini isaretleyiniz.

[] Tarafimdan almmis kodlanmis* 6rnegin yalnizca dnerilen galisma icin kullanimini

onayliyorum,; ileride yapilmasi olasi diger ¢alismalar icin onay vermiyorum.

[] Tarafimdan alinan kodlanmis 6rnegin yalnizca onerilen ¢alisma i¢in kullanimini
onayliyorum; ileri ¢aligmalar igin tekrar bilgilendirilmek ve yeni onay vermek

istiyorum.

[] Tarafimdan alinan kodlanmis Ornegin, arastrma konusuyla baglantili tiim
calismalarda kullanimmi onayliyorum, ancak farkli calismalar i¢in tekrar

bilgilendirilmek ve yeni onay vermek istiyorum.

[] Tarafimdan alinan kodlanmis 6rnegin onerilen ¢alisma i¢in kullanimini onayliyorum
ve gelecekte de her tiirlii genetik calismada anonim (kimligim ile baglantisiz) olarak

kullanilmasini onayliyorum.

*Kodlanmis ornek: Sizden almman ornege bir kod numaras: verilir. Kod numarasini
yalnizca arastiric bilir ve sizin kimlik bilgilerinize yalnizca arastiric1 ulasabilir. Boylece

kimlik bilgileriniz gizli tutulmus olur.
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Yiiksek Lisans: Gazi Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji/Molekiiler
Biyoloji Anabilim Dali-2013
Calistig1 Kurum/Kurumlar ve Yil:
Ondokuz May1s Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dali, 2015-
Devam ediyor (Arastirma Gorevlisi)

Firat Universitesi, T1p Fakiiltesi, T1bbi Biyoloji Ana Bilim Dali, 2013-2015

(Arastirma Gorevlisi)

E-posta: betul.celik@omu.edu.tr, zbcelik25@gmail.com
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