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OZET

ROMATOID ARTRITLI HASTALARDA OMENTIN SEVIiYESININ
DEGERLENDIRILMESI

Emine YAYKASLI
Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji Genetik Anabilim Dali
Tez danmigmani: Yrd. Dog. Dr. Kiirsat Oguz YAYKASLI
Subat 2014, 52 sayfa

Romatoid artrit (RA), niifusun yaklasik % 1 ini etkileyen inflamatuvar ve
otoimmun olan bir hastaliktir. Eklem kikirdaginda geri doniisii olmayan hasarlar ile
karakterizedir. Yakin zaman Once tanimlanan omentinin ¢esitli inflamatuvar
hastaliklarda rol aldig1 bilinmektedir. Bu c¢alismanin amaci; omentinin RA’in
patogenezindeki muhtemel roliini hem genetik hemde protein diizeyde

degerlendirmekdir.

Bu calisma, Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Fiziksel Tip ve Rehabilitasyon
klinigine basvurmus 87 hastayr icermektedir. Serum omentin seviyesi ELISA,

Vall09Asp genotipleri ise PZR-RFLP yontemleriyle analiz edildi.

Serum omentin seviyesi ve Vall09Asp polimorfizmi agisindan hasta ve kontrol

grubu arasinda anlamli bir fark bulunamada.

Bu c¢alisma, omentin adipokininin RA’in pathogenezindeki muhtemel roliinii
inceleyen ilk arastirmadir. RA ile omentin arasinda anlamli bir iliski bulunamamastir.
Calismada kullandigimiz hastalarimiz 6nceden tanis1t konulmus ve ilag kullanan bireyler
olmas1 calismamizin baslica kisitlayic1 faktorii olarak diisiiniilebilir. Fakat omentinin
RA’in patogenezindeki muhtemel roliinii agikliga kavusturmak i¢in bu caligma, ilag

kullanmamis hastalardan meydana gelen daha biiylik popiilasyonlarla tekrarlanmalidir.

Anahtar Kelimeler: Romatoid Artrit, Omentin, polimorfizm, ELISA



ABSTRACT

THE EVALUATION OF OMENTIN LEVEL in RHEUMATOID ARTHRITIS
PATIENTS

Emine YAYKASLI
Master Thesis, Department of Medical Biology Genetic
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Kiirsat Oguz YAYKASLI
January 2014, 52 pages

Rheumatoid arthrisit (RA) is an inflammatory and autoimmune disease,
affecting approximately 1% population. It is characterized by irreversible destruction of
articular cartilage. Omentin has been recently identified as involved in several
inflammatory diseases. The aim of this study is to evaluate the potential role of omentin

in pathogenesis of RA both genetic and protein levels.

87 patients who applied to Diizce University School of Medicine, Physical
Medicine and Rehabilitation Clinic were included in this study. Serum omentin level
and Vall09Asp genotypes were determined by ELISA and PCR-RFLP methods

respectively.

There was no significant difference between patient and control groups in terms

of serum omentin level and Vall09Asp polymorphism.

This study is unique cause is the first study to investigate the possible role of
omentin adipokine in the pathogenesis of RA in Turkish population. There was no
significant relationship between omentin and RA disease. Our patients had been
diagnosed previously and they started to use medicine. This can be considered to be a
major limitation of our study. However, to elucidate the putative role of the omentin in
the pathogenesis of RA, this study should be conducted on a larger population with

more appropriate subjects.

Key words: Rheumatoid arthritis, Omentin, Polymorphism, ELISA



1.GIRIS VE AMAC

Insan organizmasinin 6nemli bir bileseni olan kikirdak dokusu, az sayida
kondrosit hiicresi ve bu hiicreler tarafindan sentezlenen proteoglikan ve kollojenler gibi
ekstraseliiller matriks (ECM) bilesenlerinden olusmaktadir. Kikirdak dokusunun en
belirgin 6zeligi biinyesinde var olan yiliksek negatif (-) yiiklii makromolekiillerdir.
Negatif yiiklii bu makromolekiiller pozitif (+) yikli su katyonlariyla kompleks
olusturmak suretiyle siskinlik meydana getiririr. Bu kompleks, insan hareketlerinden
dolayr meydana gelen mekanik yiiklemelerde basinci absorbe ederek fiziksel
hareketlerin devami saglar. Romatoid artrit (RA) gibi bazi patolojik durumlarda,
inflamasyon bazi kikirdak molekiillerini hedef alarak onlar1 asir1 katabolize olmalarini
saglar. Bu durum, hareket kabiliyetimizi kisitlamasinin yanisira yasam standartlari da
diistirmektedir.

Inflamatuvar ve otoimmun bir rahatsizlik olan RA eklem kikirdagindaki
tersinmez (geri doniisiimsiiz) yikimi olarak tanimlanmaktadir. Diinya niifusunun
yaklagik %1’ini etkileyen RA, en fazla 45 ila 54 yas gruplar1 arasinda goriilmekle
birlikte kadinlarda erkeklere nazaran 2-3 kat daha fazla yaygindir.

RA sadece eklem degil ayni zamanda deri ve kalp gibi i¢c organlarin
etkilenmeleri sebebiyle sistemik bir hastaliktir. Hastaligin etyolojisi heniiz tam olarak
acikliga kavsuturulamasma ragmen otoimmun, ¢evresel ve genetiksel faktorlerin rol
aldig1 diistiniilmektedir. Literatlirde baz1 gen polimorfizmleri ile RA arasindaki iliskiyi
arastiran ¢ok sayida ¢calisma bulunmasia ragmen, RA patogenezinde potansiyel genetik
etki gizemini hala siirdiirmektedir. Bu ylizden daha ileri aragtirmalara ihtiya¢ vardir.

Adipokinler (adipositokinler), endokrin, parakrin ve otokrin etkilere sahip
adiposit hiicrelerinden sentezlenmektedir. ilk tanimlanan adipokin olan leptinin 1994
yilinda kesfedilmesinden bu yana giliniimiize kadar birgok adipokin (visfatin, rezistin,
adiponektin ve omentin) tanimlanmistir. Yapilan arastirmalar sonucu adipoz dokunun
adipokin ve kemokin gibi fonksiyonel faktorleri sentezledigi anlasildigindan, adipoz
dokunun bir endokrin organ gibi ¢alistig1 diisiiniilmektedir. Ayrica bu adipokinlerin
sentezindeki diizensizliklerin romatoid artrit gibi hastaliklarin ilerlemesinde ve
gelismesinde rol aldig1 bilinmektedir. En son bulunan adipokinlerden biri olan omentin
geni, 1. kromozomda yer alir ve 7 intron ile 8 ekzondan meydana gelmistir. Yapilan
arastirmalarda omentinin koroner arter ve son saftha bobrek rahatsizliklar1 gibi birgok

hastalikla iligkisi gosterilmistir. Diger adipokinler gibi omentinin de RA patogenezinde



rol alma ihtimali giinlimiize kadar yeterli arastirilmamistir. Bu ¢alismanin amaci
omentinin RA pathogenezindeki potansiyel roliiniin hem genetik hemde protein

seviyesinde arastirilmasidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Romatoid Artrit

2.1.1. Tarihge

[k bilinen romatoid artrit (RA) vakas1 milattan 6nce 4500°1ii yillarda yasamis ve
bugiin ABD’nin Tennessee eyaletinde bulunan yerli iskeletinde saptanmistir. Hastaligin
bugiinkii ismi ise 1859 yilinda Sir Archibal Garrod tarafindan konmustur. 1907 yilinda
Sir Archibal Garrod oglu Archibald Garrod, osteoartrit ve RA arasindaki modern ayrimi
yapmustir. Hastaligin prognostik faktorii olarak kullanilan romatoid faktor (RF) ise 1940

yilinda Waaler ve 1948 yilinda Rose ve arkadaslar1 tarafindan bulunmustur (1, 2).

2.1.2. Tanim

Baslica artritik hastaliklardan biri olan ve inflamatuar artritler arasinda en fazla
goriilen RA kronik seyirli, inflamatuar bir otoimmiin sinovyal hastaliktir. Hastalik
siklikla kalp, akciger ve kas gibi eklem dis1 doku sorunlariyla birlikte seyrettiginden
sistematik bir hastaliktir. Hatta kardiyovaskiiler gibi baska hastaliklarla birlikte
seyrettiginde 6liimciil olabilmektedir. Hastalik eklem sinovyasinda yangiyla baslayarak
zamanla kikirdak, kemik ve diger komsu dokularda yikimia neden olan eklem
deformasyonuna yol agar. Zamanla eklem hareket kabiliyeti kisitlanir ve nihayetinde
yasam kalitesini diisliriir. RA, inflamatuar etki gosteren sitokinlerce ortaya c¢ikan
otoimmiin bir hastalik oldugu bilinmesine ragmen hastaliklarin olus mekanizmasi tam

olarak ac¢ikliga kavusturulamamistir (3 - 6).

2.1.3. Epidemiyoloji

Diinyanm her yerinde ve her toplumda goriilen RA’ in prevalans: genel olarak
yaklasik % 1 olmakla birlikte toplumlar arasinda farklilik géstermektedir. Prevalansinin
en diisik oldugu yer Afrika kirsallar1 olup gelismekte olan iilkelerde % 0,5-1

arasindadir. Amerikan yerli gruplarinda % 5-6’ile yliksek prevalansa sahipken, Karayip



bolgesinde yasayan siyahi kisilerde daha diisilk prevalansa sahiptir. Bayanlarda
erkeklere gore yaklasik 2-3 kat daha fazla goriilmesine karsin, yas ilerledikge
cinsiyetlerin hastalida yakalanma insidans1 farki azalir. Her yasta goriilebilmesine
karsin hastalarin % 80°1 30 ild 50 yas grubu arasindadir (7 - 9).

Tiirkiye popiilasyonunda RA insidanst hakkindaki veriler oldukca kisithdir.
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi tarafindan gergeklestirilen kiiciik capli bir
arastirma sonucunda 20 yas iizeri niifusta RA insidans1 % 0,5 olarak bulunmustur. Bu

oran genel niifusa oranlandigindan % 0,36’lik bir insidans vermektedir (10).

2.1.4. Etyolojisi

RA’in inflamasyonla birlikte seyreden bir hastalik oldugu bilinmesine ragmen
inlamasyona sebep olan etkenler tam olarak bilinmemektedir. Fakat etyolojisinde
genetik, cevresel, enfeksiyoz ajanlar ve immiin sistem bozuklugu gibi cok c¢esitli

faktorler oldugu diisiiniilmektedir (11, 12).

Genetik yatkinhk Tetikleyiciler
HLA-DRB1 Bakteri antijeni
Diger HLA Virils antijeni
Non HLA Digerleri
RA
baglar

Hiicresel ve hilmoral imminolojik

olaylarin devamy' Otoimmiin yamit

Sinovyal proliferasyon
Pannus
Sinovyal fibroblast aktivasyonu

Eklem yilam

Sekil 2.1- Romatoid artritin basitlestirilmis etyopatogenezi (11)



2.1.4.1. Genetik Yatkinhk

Glinlimiizde RA ile genetik arasindaki yatkinligi inceleyen bir¢ok arastirma
yapilmistir ve bu calismalar da genetik yatkinligin hastaliga yakalanmanm yani sira
hastalik siddetiylede yakindan iligkili oldugu bulunmustur. Hastalik aile i¢i bircok
bireyde goriilmektedir. Hastaligin goriilme siklig1 tek yumurta ikizlerinde ¢ift yumurta
ikizlerine gore 4 kat daha fazladir ve tek yumurta ikizlerinde hastaligin birlikte goriilme
siklig1 % 15 1la 20 arasindadir (13, 14). Bugiine kadar RA ile iliskilendirilmis en 6nemli
gen major histokompatibilite kompleksi (MHC) gen ailesidir. Bu genler biitiin
omurgalilarda bulunur ve hiicre yiizey molekiiliinii kodlar. MHC molekiilleri, 16kositler
veya vicut hiicreleri arasinda etkilesimlere arabuluculuk ederler. MHC molekiilleri
kisinin otoimmiin hastaliklara duyarhiliginin yanisira organ naklinde dondrlerin
uyumlulugunun belirlenmesinde 6nemli rol oynarlar. MHC molekiilleri ilk kez
l6kositlerde kesfedildigi i¢in insan l6kosit antijeni (HLA) olarakta adlandirilmaktadir.
MHC genleri, 6. kromozomun kisa kolu {lizerinde sentromere yakin bir bolgede yaklasik
3600 kilobaz uzunlugundadir. Bu bolge iizerinde yapilmis ¢ok sayida arastirma olup,
glinlimiizde tamamen dizi analizi ¢ikarilmistir. HLA molekiillerinin temel gorevleri
peptid baglanmas1 ve bunlarin T-lenfositlere sunulmasi ve hiicre yiizey reseptorleriyle
etkilesime girerek sinyal iletiminde rol oynamasidir (15-17). RA ile en fazla
iligkilendirilmis HLA tipleri HLA-DR4 ve DR;’dir. RA sahibi hastalarin %90’1nda
HLA-DR4/DR1 grubu olarak bilinen marker grubu bulunurken, bu grup RA sahibi
olmayan kontrollerin sadece %40’ mda bulunur (5). Ayrica HLA-DR; -DR3 ve -DR7’nin
hastalik riskini azalttig1 rapor edilmistir (13). Ancak HLA bolgesindeki genler RA’in
genetik riskinin sadece 1/3’linli aciklayabildiginden, HLA disindaki bazi1 genlerin RA
icin yatkinlik olusturdugu belirtilmektedir. Bu genlere 6rnek olarak tiimor nekroz faktor
o (TNF-a) ve interlokin (IL)-10 genlerindeki polimorfizmler ve kromozom 3

(3q13)’deki bir bolge 6rnek olarak verilebilir (18 - 20).

2.1.4.2. Cevresel Faktorler

Cevresel faktorler arasinda RA gelisiminde en fazla suglanan risk faktorii
sigaradir. Sigara RA gelisimine yatkinlik olusturmasmin yanisira prognozu da

kotiilestirdigi rapor edilmistir. Uygulanan diyet rejiminin de RA’1 1y1 yada kotii yonde

7



etkiledigi sanilmaktadir. Zeytinyag1 ve balikyag: tiiketimi RA’e kars1 koruyucu etkisi
olmasina karsin selenyum, bakir gibi minerallerin eksikligi ve asir1 kahve tiikketiminin
RA olusumuna katki sagladigi rapor edilmistir. Ayrica obezitede RA icin bir risk
faktoridir (13, 21, 22).

2.1.4.3. Enfeksiyoz ajanlar

Enfeksiydz ajanlarin, RA’in etyolojisindeki rolii giiniimiize kadar hep
tartisilmasina ragmen heniiz RA etyolojisinde rol oynayan herhangi bir mikroorganizma
tanimlanamamustir.  Ozelikle Mycoplasma, Erysipelothrix, Epstein-Barr viriisii,
parvoviriis B19 ve kizamik¢ikdan kuskulanilmig fakat bunlarin hicbiri epidemiyolojik
arastirmalarda  desteklenememistir. Bununla birlikte en azindan, tetrasiklin
antibiyotiklerinin gosterdigi immiinomodiiler 6zellikler RA’in iyilesmesinde 6nemli
oranda katkis1 bulunabilir. Fakat mikrobik antijenler ile konak antijenler arasinda bazi
yatkmliklar tespit edilmistir. Bu yatkinliktan dolay1 otoreaktivite geliserek, self

toleransin kirilmasi ile RA gibi bazi oto-immiin hastaliklar olusabilir (23).

2.1.5. Patogenez ve patoloji

RA, primer olarak sinovyal sivida baslayan bir oto-immiin hastalik oldugu
bilinmesine ragmen hastalig1 baslatan asil faktorlerin ne oldugu bilinmemektedir. Fakat
patogenezinde hem hiimoral hem de hiicresel bagisiklik mekanizmalarin rol oynadigina
dair birgok kanmit mevcuttur. Ozelikle CD4 pozitif T lenfositlerin patogenezde dnemli
gorevler iistlendigi diisiinlilmektedir. Makrofaj, dentritik hiicre, tip A sinovyosit, B
lenfositler gibi DR pozitif hiicreler, antijen sunarak T lenfosit hiicrelerini aktif hale
getirirler. Bu aktiflesme sonucunda proinflamatuar sitokinler ortama salinir ve
inlflamasyon tetiklenir. Bu sitokinler agrekanaz ve kollejenaz gibi proteaz enzimlerini
aktiflestirmek suretiyle kikirdak-kemik harabiyetine sebep olurlar. Bu hasara yol agan
sitokinlerin en 6nemlileri tiimor nekroz faktorii alfa (TNF-a), Interlokin-1b (IL-1b), IL-
6, IL-8 ve IL-15 interlokinleridir. Enflamatuvar reaksiyon olustuktan sonra, sinovyum

kalinlasir, kikirdak ve altta yatan kemik pargalanmaya baslar (2, 24).
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RA’in patogenezi tam olarak ac¢ikliga kavusturulamamasina karsin olusan
inflamasyonun aktive ettigi proteazlarmm kikirdak dokuyu pargalamasi, RA’in erken
donemlerinde oldugu bilinen hayati bir olaydir (25, 26). Ozel bir doku olan artikiiler
kikirdak doku sinovyal eklemlerin yiizeyini kaplar ve kayganlastirici rolilyle mekanik
yiiklemeleri absorbe etme Ozelligine sahiptir. Artikiiler kikirdak doku, hiicre disi
matriksin devamliligimin saglanmasindan sorumlu az sayida kondrosit hiicresi ve hiicre
dis1 matriks bilesenlerinden meydana gelir (27, 28). Kikirdak dokunun basinct absorbe
etme Ozeligi yapisinda bulunan agrekan proteoglikanin negatif yiik tasimasidir.
Agrekanin yapisindaki kondroitin siilfat negatif yiikliidiir ve katyon formunda bulunan
su molekiilleriyle etkilesime girerek kikirdak dokunun sismesini saglar. Hacimce bu
artiy, kikirdak dokuya mekanik yiiklemelere karsi basinci absorbe etme 0Ozeligi
kazandirir  (29-31). Inflamasyonun tetikledigi agrekan proteoglikaninin proteaz
enzimleri tarafindan tek yonlii hidrolizi RA’in patogenezinde olan hayati 6neme sahip
bir olaydir (Sekil 2.3). Bu yikimdan birinci dereceden sorumlu enzimler ADAMTS
enzimleridir. Pargalanan agrekanm tamiri giiniimiizde varolan yontemlerle miimkiin
olmadigidan bu olay RA’in tedavisi i¢cin 6nlenmesi gereken 6nemli bir olaydir. RA’in
tedavisinde kullanilmak tizere yeni stratejilerin gelistirilmesi bu olayin etyolojisinde

olmas1 muhtemel yeni ajanlarin arastirilmasini gerekli kilmistir. (32, 33).
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Sekil 2.3- Agrekanin ADAMTSs enzimleri tarafindan yikimi (32)
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ADAMTS (A Disintegrin And Metalloproteinase with Thrombospondin Motifs)
enzim ailesi, 19 iiyesi olan viicudumuzda ¢ok sayida fizyolojik siirecte 6nemli gorevler
ifa eden bir peptidaz enzim ailesidir. Bu enzim ailesinden ADAMTS -1, -4, -5 ve -9
agrekan proteoglikanini parcalayabilme 6zeligine sahip oldugundan agrekanaz olarak
adlandirilmaktadir. Agrekanazlar, RA’de agrekanin parcalanmasindan birincil derecede
sorumlu enzimlerdir. Normal sartlarda kikirdak dokusunun tamirinde gorev alan bu
enzimler, RA’de sitokinler tarafindan uyarilmasiyla asir1 ifade olur ve kikirdak dokunun

par¢alanmasina sebep olur (32, 34, 35).
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Sekil 2.4- Metaloproteinazlarin romatoid artritte olusturdugu eklem harabiyeti (5)
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Yapilan ¢ok sayidaki arastirmada obezite ile romatizmal hastaliklar arasinda
ilisk1 oldugu gosterilmistir. Obezitenin getirmis oldugu asir1 mekanik yiiklemenin yani
sira beyaz adipoz doku tarafindan salgilanan adipokinlerin (adipositokinlerin) osteoartrit
ve romatoid artrit gibi romatizmal hastaliklarin etyolojisinde kritik rol aldig:

disiiniilmektedir (36).

2.2. Adipoz Doku

2.2.1. Adipoz Dokunun Tanim ve Fonksiyonlari

Adipoz doku, bag dokusunun 6zel bir tipi olmakla birlikte kendisine ait sinir
uyartmi ve damarlanma sistemi vardir. Insanda adipoz doku; cilt altinda, i¢c organlarin
cevresinde, kemik iliginde ve meme dokusunda bulur. Asir1 alinan besinler, trigliserit
formunda adipoz dokuda depolanir. Adipoz dokuda makrofajlar, fibroblastlar ve endotel
vb hiicreler bulunmasma karsin en fazla adiposit hiicreleri bulunmaktadir.
Adipoz doku bu hiicrelerin igerdigi lipit damlaciklarina gore beyaz (unilokiiler) ve
kahverengi (multiokiiler) olmak iizere iki smifa ayrilir. Beyaz adipositler enerji
depolanmasiyla 1ilgiliyken kahverengi adipositler enerjinin yayilimiyla ilgilidirler.
Yapilan arastirmalarda adipoz dokunun, enerji depolama gorevinin yanisira otokrin,
parakrin ve endokrin etkilere sahip adipokinleri (adipositokin) salgiladigi bulunmustur.
Sitokinler viicuttaki biitiin ¢ekirdekli hiicrelerden salgilanabilen pleiotropik diizenleyici
peptidlerdir. Sitokinlerin bir alt tiirli olan bu adipokinlerin bir¢ok fizyolojik ve patolojik
siirecte onemli gorevler ifa ettigi tespit edilmistir. Bunun yanisira adipoz dokudaki
artigla birlikte bazi hastaliklarin insidansmnin arttigi bilindiginden adipoz doku bir
endokrin organ gibi diisliniilmektedir (37 - 39). Adipoz doku tarafindan salgilanan
adipokinler ve bunlarm tanimlanabilmis fonksiyonlar1 Sekil 2.5’te sematize edilmistir

(40)
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Sekil 2.5- Adipokinler ve fonksiyonlar

2.2.2. Leptin

1994 yilinda Zang ve arkadaslar1 tarafindan bulunan leptin, adipositokin olarak
tanimlanan ilk molekiildiir (41). Leptin 167 aminoasitten meydana gelir ve molekiiler
agirhigr 16kDa’dur. Kanda serbest ve bagli olmak iizere iki formda da bulunabilir (42,
43). Baslica yag dokusunda salgilanan leptin endokrin sistemde, kemik olusumunda,
ireme sisteminde ve immiin sistemde etkin rol oynamaktadir (44). Leptin proteini
viicuttaki enerji durumuna baglh olarak yag hiicrelerinde sentezlenir ve salgilanir (45).
Leptin, ayrica viicut lipit metabolizmasi, hematopoez, (46) pankreatik beta hiicre
fonksiyonu, (47) ovariyal hiicre fonksiyonu (48) gibi farkli doku ve sistemler lizerine de
etkilidir (49). Leptinin en 6nemli fonksiyonu viicuttaki yag miktarint sabit tutmaktir
(50). Obezite ile birlikte artan leptin miktarmin sebep oldugu inflamasyon RA gibi
inflamatuar hastaliklara sebep oldugu diisiiniilmektedir (51). Yapilan arastirmalarda
leptinin RA hastalarin serum seviyelerinde fazla oldugu bulunmustur (52). Ayrica
leptinin romatoid sinoviyal fibroblast (RSF) hiicresinde interlokin-8 (IL-8) ve
interlokin-6 (IL-6) sitokinlerinin ifade diizeylerini arttirdigi rapor edilmistir (53, 54).
Tavsan modelinde de leptinin, kikirdak doku icin katabolik etki gdsteren Matriks
Metalo Proteinaz (MMP)-2 ve -9 genlerinin ifade seviyesini arttirdigi bulunmustur (55).
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2.2.3. Adiponektin

Adiponektin ilk defa 1996 yilinda Maeda ve arkadaslar1 tarafindan
tanimlanmistir.  Baglica beyaz adipositlerden salmman adiponektin proteini 244
aminoasitten olusur ve 30 KDa agirligindadir. Adiponektin geni ise 3q27°de lokalizedir,
3 ekzon ve 2 introndan olusmaktadir (56, 57). Yapilan klinik ¢aligmalarda adiponektin
diizeyinin tip 2 diyabet, metabolik sendrom ve koroner arter gibi hastaliklarda diisiik
seviyede oldugu bulundugundan anti-inflamatuar etki gosterdigi diisiiniilmektedir (58,
62). Adipoz doku tarafindan en fazla sentezlenen adiponektin diger adipokinlerin aksine
obez bireylerde normale gore daha diisiik seviyededir (63). Bugiine kadar yapilan
arastirmalarda adiponektin seviyesinin RA hastalarin serumlarinda (64-66) ve sinovyal
sivilarinda (67) arttigi bulunmustur. Ayrica adiponektinin RA’m siddetiyle orantili
olarak degistigi rapor edilmistir (68). Bunun tam tersine adiponektin seviyesinin RA
hastalarinda azaldigina dair bulgularda vardir. Bu sonuglar 15181 altinda adiponektinin
hem pro-inflamatuar hem de anti-inflamatuar 6zelik gosterdigi bilindiginden,
adiponektinin RA hastaligindaki muhtemel rolii daha detayli bir sekilde arastirilmalidir
(69). Son zamanlarda yapilan daha detayl arastirmalarda adiponektinin RA hastaliginda
olan kikirdak yikiminda inflamatuvar etki gosterdigi rapor edilmektedir (70). Yine
adiponektinin siynoviyal fibroblast hiicrelerinde interlokin-8 (IL-8) ve interlokin-6 (IL-
6) sitokinlerinin ifade diizeyini arttirdigi rapor edilmistir (71, 72). Bu sonuglar

adiponektini RA pathogenezinde rol alan potansiyel bir hedef haline getirmistir (73).

2.2.4. Rezistin

2001 yilinda ilk defa insiilin direnciyle iliskilendirilerek tanimlanan rezistin,
baslica yag dokusu olmak ftizere ¢esitli dokular tarafindan sentezlenir. 12,5 kDa
agirhigindaki bir protein olan resistin 114 amino asitli sisteince zengin bir polipeptitten
olugsmaktadir (74, 75). Son zamanlarda yapilan arastirmalarda rezistinin inflamasyonla
olan korelasyonunun insiilin rezistansina gore daha iyi1 oldugu ve ayrica obezlerde
rezistin miktarinin arttig1 bulundugundan obeziteyle birlikte gelen inflamatuar patolojik
siirecler icin hedef haline gelmistir (75-77). RA, obeziteyle birlikte artan insidansa sahip
inflamatuar bir hastalik oldugundan rezistinin RA pathogenezindeki muhtemel rolii

farkli gruplarca arastirilmaktadir. Rezistin NF-x yolagi araciligiyla RA’in

14



patogenezinde rol aldig1 disliniilen inflamatuar IL-1, IL-6, IL-12 ve TNF sitokinlerinin
ifade diizeyini arttirdig1 rapor edilmistir (78, 79). Yapilan arastirmalarda rezistinin
seviyesinin RA’li hastalarin serum ve sinoviyal sivilarinda arttigini rapor edilmistir
(80). Ayrica buna paralel olarak serum resistin seviyesinin ¢ocuk idiopatik artrit

hastalarinda arttigida rapor edilmistir (81).

2.2.5. Visfatin

B lenfosit Onciilleri i¢in bir biliylime faktorii olarak tanimlanan ve pre-B-cell
enhancing factor 1 (PBEF1) olarak adlandirilan visfatin ilk olarak 1994 yilinda Samal
ve ark. tarafindan tanimlanmistir. Fakat 2005 yilinda Fukuhara ve arkadaslar1 tarafindan
adipoz doku tarafindan salgilandig1 ispatlayarak visfatin adin1 almis ve adipokin olarak
anilmaya baslanmistir (82, 83). 52 KDa agirligindaki bu adipokinin adipoz doku
artistyla birlikte artmaktadir ve insulin benzeri bir karakteristige sahip oldugundan
insiilin direncinde rol oynar. Yapilan arastirmalarda tip II diyabet hastalarinda plazma
visfatin seviyelerinin arttig1 bulunmustur. (84-86). Visfatin sahip oldugu 6zelikler ile
adipoz doku iizerinde otokrin/parakrin fonksiyonun yanisira periferik organlar iizerinde
insiilin duyarhiligmi diizenleyen endokrin etkisi vardir (Sekil 2.6) Ayrica cesitli
inflamatuar siireclerde ve RA gibi inflamatuar hastaliklarda rol aldig1 ispatlandigindan
RA i¢in bir hedef haline gelmistir (87-89). Visfatin ve RA arasindaki muhtemel iligkiyi
inceleyen bir¢ok arastirmada, serum visfatin seviyesinin RA hastalarinda hem de
hastalik siddetiyle dogru orantili sekilde arttig1 rapor edilmistir (90-93). Yine yapilan
bir arastrrmada visfatinin agrekanaz ve matriks metalloproteinaz enzimleri lizerine
indiikleyici etkiye sahip oldugu bulundugundan, visfatin RA tedavisi i¢in bir hedef
haline gelmistir (94).
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Sekil 2.6- Visseral yag dokusu ve visfatin

2.2.6. Omentin

2004 yilinda yeni bir cDNA olarak ilk defa rapor edilen omentin geni 2005 yilinda
tam olarak karakterize edilmistir. 8 ekzon ve 7 intron bolgesinden olusan omentin geni
1g21.3 bolgesinde bulunmaktadir (95, 96). Omentin-1 ve omentin-2 genleri tarafindan
kodlanan omentin proteinin 2 ayr1 izoformu vardir. Omentin proteini, 295 aminoasitten
olusur ve 40 kDa’luk 3 polipeptidin disiilfit bagiyla baglanarak 120 kDa’luk bir
homotrimerdir (97, 98). Omentin adipokini baglica insiilin metabolizmasinda rol aldigi
ispatlanmistir (99, 101). Diger adipokinlerin aksine omentin obezitenin artmasiyla ters
orantili olarak azaldig1 ve kilo kaybina miiteakip arttig1 rapor edilmistir (102, 103). Elde
edilen ilk wveriler omentinin anti-inflamatuvar Ozellik gosterdigi fikri yapilan
arastirmalarla kanitlanmistir. Yapilan arastirmalarda inflamatuvar 6zellik gosteren
koroner arter ve psoriazis gibi hastaliklarda omentin serum seviyesinin azaldig1 rapor
edilmistir (104-106). Ayrica metabolik sendromlu hastalarda azaldigida Jialal ve

arkadaslar1 tarafindan bulunmustur (107). RA ile omentin arasindaki muhtemel iliskiy1
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inceleyen bir arasgtrmada RA hastalarin serum omentin seviyesinin osteoartritli
hastalarin serum omentin seviyesine gore daha disik cikmistir (108). Omentinin
karakteristik Ozelligini inceleyen detayli arastirmalar sonucunda omentinin anti-
inflamatuar 6zelik gostermek suretiyle bircok fizyolojik ve patolojik siirecte rol
oynadig1 kesinlesmistir (109-111). Fakat omentin ile RA arasindaki muhtemel iliski net
bir sekilde ortaya koyulmadigindan bu calismada omentinin RA’li hastalarin serum
seviyelerinin aragtirilmasit ve omentin Vall09Asp gen polimorfizminin RA

hastalarindaki insidansinin arastirilmasi amag¢lanmastir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Grubunun Tanimlanmasi

Calisma, Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim
Dali’'nda yiiriitiilmiis olup Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Fiziksel Tip ve
Rehabilitasyon Anabilim Dali ve Biyokimya Anabilim Dallarinmm katilmi ile
gerceklestirildi. Bu calisma kapsaminda; romatoid artrit tanist konulan, 45 bireyden
olusan hasta grubu ve romatoid artrit tanis1 konulmamais, 42 bireyden olusan kontrol
grubu olmak {izere iki grup meydana getirildi. Calismaya katilacak bireylere ¢aligma
hakkinda bilgi verildi ve ¢alismaya katilim i¢in yazili onay alindi. Hasta ve kontrol
grubunda yer alan bireylerin yas, cinsiyet, boy, kilo, gobek ve kalca cevresi gibi
bilgilerinin yani sira biyokimya degerleri de kaydedildi. Romatoid artrit hastalarindan,
birt EDTA’I1 (2 cc) digeri ise biyokimyasal tiip olmak iizere 2 tiip kan alindi. Hasta ve
kontrol grubundaki bireylere ait periferik kan 6rneklerinden DNA izolasyonu yapilip,
omentin geninde Tek Niikleotid Polimorfizm (SNP) olup olmadigi PZR-RFLP
(Polymerase chain reaction-Restriction fragment length polymorphism) yontemiyle
arastirildi.  Alman biyokimyasal tiipler ise oda sicakliginda 10 dakika 3000 rpm de
santrifiij edilerek serum kisimlar1 ayrildi ve serumlar c¢alisilacak ana kadar -80 0 C
muhafaza edildi. Serumdaki omentin seviyesi, ELISA (Enzyme-linked immunosorbent

assay) yontemiyle 6l¢iildii.

3.2. Kullanilan Kimyasallar

Periferik kandan DNA izolasyon kiti (Invitrogen PureLink Genomik DNA Mini
Kit, USA), Agaroz (Sigma), DNA marker (Sigma), Etidyum Bromid (Sigma), Primerler
(Invitrogen), Taq polimeraz (Fermentas), Etanol (J.T Baker), dNTP set (Fermentas),
Restriksiyon enzimleri (10U/ul Fermentas), Yiikleme boyast 6X (Fermentas), 10X Tris-
Borik Asit-Etilendiamintetraasetat (TBE) (SantaCruz).

3.3. Kullanilan Geregler

Elektroforez (Cleaver Mini Yatay MOD.-MSMIDID40), Elektroforez i¢in giic
kaynagi (Cleaver-MP-250N), Jel goriintiileme sistemi (L-PIX Loccus Biotecnologia),
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Mikrosantrifiij (Eppendorf Centrifuge-5415 R), Termo blok (Eppendorf- TermoStat
Plus (1.5 ml)), Vorteks (IKA- MS 1), Hassas terazi (BOECO- BEB 43), Saf su cihazi
(TKA- Pacific), Etiiv (Heraeus), Buzdolab1 (Vestel-Beko ), PZR cihaz1 (BIO-RAD),
Pipet takimi (Eppendorf), Mikrodalga firm (Vestel), UV (Syngene, UK), Rotary
mikrotom (LEICA RM2145), Otoklav (TOMY SX-500E), Pipet ucu, Ependorf tiip,
PZR tiipii.

3.4. Agaroz Jel Elektroforezinde kullanilan Cozeltiler

3.4.1. Etidyum Bromiir (10 mg/ml)

1 gram Etidyum bromiir tartilarak steril distile su ile 10 mililitreye tamamland:.

3.4.2. 1X Tris-Borik Asit-Etilendiamintetraasetat (TBE)

100 ml TBE tamponunun (10X) tlizerine 900 ml steril distile su ilave edildi. Oda

sicakliginda saklandi.

3.4.3. Yiikleme Tamponu (Loading Dye)

10 mM Tris-HCI (pH 7.6), %0.03 bromofenol mavisi, %0.03 ksilen siyanol FF, %60
gliserol 60 mM EDTA icermektedir.

3.5. Kullanilan Yontemler

3.5.1. Periferik kandan DNA izolasyonu

Periferik kandan DNA izolasyonu invitrogen PureLink Genomik DNA Mini Kit
(USA) kullanilarak yapildi. DNA izolasyonu 18 basamakta gerceklesti;

1. 200 pl kan 6rnegi ependorf tiipe alind1.

2. 20 pl proteinaz K eklendi.
3. 20 ul RNase A eklendi. Vorteks yapildi ve 2 dakika oda sicakliinda bekletildi.
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4. 200 pl genomik lizis/binding buffer eklendi ve vorteks yapild.
5. 55 °C’de 10 dakika inkiibasyona birakildi.

6. 200 ul 96-100’liik etanol eklendi ve 5 saniye vorteks yapildi.
7. Karisim filtreli tiipe alind1.

8. 12000 rpm’de 1 dakika oda sicakliginda santrifiij edildi.

9. Filtreli kisim bagka bir tiipe alindi.

10. 500 pl yikama tamponu 1(Wash buffer 1) eklendi.

11. 12000 rpm’de oda sicakliginda 1 dakika santrifiij edildi.

12. Filtreli kisim bagka bir tiipe alindi.

13. 500 pl yikama tamponu 2 (Wash buffer 2) eklendi.

14. Oda sicakliginda 12000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.

15. Filtreli kisim 1.5 mI’lik ependorf tiipe alind1.

16. 100 pl genomik elution buffer eklendi.

17. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibasyona birakild1.

18. 12000 rpm’de oda sicakliginda 1 dakika santrifiij edildi. Filtre ¢ikarilarak atildi ve
elde edilen DNA ¢alisma giiniine kadar -20 “C’de sakland1.

3.5.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Hasta ve kontrol grubundaki Omentin geninin 4. ekzonunda bulunan missense

Vall09Asp polimorfizmi;

F;5'-GAGCCTTTAGGCCATGTCTCT-3', R;5-CTCTCCTTCTTCTCCAGCCCAT-3'

primerler kullanilarak PZR yontemiyle analiz edildi.

PZR’lari, Bioneer MyGenie 96 thermal block PZR profili kullanilarak tek
asamada gerceklestirildi. PZR kosullar;

e DNA Taq polimeraz enzimi (5U/ul) (Fermentas EP0402)

PZR reaksiyonundaki son konsantrasyonu 1 unite olacak sekilde 25 pl lik PZR

reaksiyonuna eklendi.
e dNTP’ler (4x25 pmol) (Fermentas RO181)

100 mM’lik dNTP’lerden (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 10’ar pl alinip (toplam 40 pl)
500 ul’lik tiipe kondu. Uzerine 460 ul distile su eklenerek 500 ul 2 mM’hik dNTP
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karisimi hazirland1 ve -20 °C’de saklandi. PZR reaksiyonuda bu stoktan alinan dNTP

karigimi1 kullanild1.

Toplam reaksiyon hacmi 25 pl olacak sekilde asagidaki bilesenler sirasi ile steril

ependorfa konuldu.

-3 ul 10X PZR tamponu

- 1,2 ul MgCl, (25 mM)

-3 ul ANTP (2 mM)

- 1 pul 10 pmol ileri primer

- 1 pl 10 pmol geri primer

- 12,3 ul dH,O

- 0,5 ul DNA Taq Polimeraz enzimi (5 U/ pl)
- 3ul genomik DNA (150-200 ng)

Taq polimeraz eklendikten sonra vakit kaybetmeden tiip i¢ine koyulan bilesenlerin
lyice karigmasi i¢in pipetleme igslemi yapildi. Daha sonra ornek sayisi kadar 0.2 ml’lik
tiiplere PZR karisimindan 22,0 pl dagitildi. Her tiipe 3 ul DNA eklenerek pipetleme
islemi yeniden yapildi. PZR cihazina ornekler yerlestirildi ve PZR islemi baslatildi.

Reaksiyon Asamasi Sicakhk (°C) Siire Dongii Sayisi

iIk Denatiirasyon 95 5 dakika 1
Denatiirasyon 94 1 dakika

< . . 35
Baglanma (Annealing) 58 1 dakika
Uzama (Extension) 72 1 dakika
Son Uzama 72 10 dakika 1
Sogutma 4 - -

Tablo 3.1. Omentin Vall09Asp polimorfizmi icin PZR kosullar:
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3.5.3. %2’lik agaroz jel hazirlanmasi

o2 gr. agaroz (Sigma) tartilarak erlen i¢ine konuldu. Uzerine son hacim 100 ml.
olacak sekilde 1X TBE tamponu eklendi ve mikrodalga firinda kaynatma yolu ile

¢Oziindiirtldii.

e Erlenin sicakligi elle tutulabilecek sicakliga diistiigiinde ¢oziinmiis agaroz jel igine

2,5 ul etidyum bromiir (10mg/ml) eklendi.

e Yiikleme kuyucuklarmin olusmasi i¢in jel yatagina tarak yerlestirildi ve hazirlanan
jel yavasca hava kabarcigi olusmayacak sekilde jel yatagina dokiildii. Jel donmaya

birakild..

e Jel donduktan sonra tarak dikkatlice ¢ikarildi ve jel ornek yiiklenmesi i¢in hazir

duruma geldi.

3.5.4. PZR iiriinlerinin %2’lik jele yiiklenmesi

¢ %2’lik jel hazirlandiktan sonra 1X TBE tamponu iceren jel tank1 i¢ine uygun sekilde
koyuldu.

e Agaroz jelin iizerini 2-3 ml gececek sekilde 1X TBE tamponu jel tizerine eklendi.

o5 ul PZR iriintine, 1 pl ylikleme tamponu (6X) eklenip pipetleme yapilarak
karistirildi. 6 pl’lik 6rnek karisimi kuyucuklara sirastyla yiiklendi.

Yiikleme isleminden sonra jel tankinin kapagi kapatildi. Gii¢ kaynagi (Cleaver-
MP-250N) 100 volt elektrik giicline ayarlanarak elektroforez jel yiiriitiilmesi
gerceklestirildi. Yiirtitme islemi 30 dakika siirdii.

3.5.4.1. PZR iiriinlerinin kontrolii

Omentin ile ilgili gen bolgelerinin olusup olusmadigini kontrol etmek amaciyla
PZR tiiplerinden alinan 5 pl 6rnek 1 pl yiikkleme tamponu ile karistirilarak yukarida
anlatilan elektroforez sisteminde yiiriitiildii. Yiikleme islemi sonrasinda jel UV 151k

altinda PZR iirtunleri incelendi.
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3.5.5. Val109Asp gen polimorfizminde enzim kesimi

Amplifiye olan PZR iiriinleri Accl (Fermentas FastDigest FD0264) enzimi ile
37°C sicaklikta yaklagik 24 saat inkiibe edildi. Kesim igsleminde bir 6rnek i¢in 5 ul PZR
amplifikasyon iirtinii, 17 pl distile su, 2 pl 10X FastDigest green buffer ve 1 ul Accl

enzim kullanilarak toplamda 25 pl mix hazirland:.

3.5.6. Val109Asp gen polimorfizminin degerlendirilmesi ve kontrolii
® %2lik agaroz jel hazirland1.

e Ilgili kesim enzimleri ile kesilen PZR fiiriinlerinden 5 ul almarak %2’lik agaroz jeldeki

kuyulara ytikleme yapildi.
e Kesim iirlinleri (Sigma 50 bp marker) DNA molekiiler marker ile birlikte yiirtitiildii.

® Yiirlitme sonrsi jel tizerindeki bantlar, UV 1s1k altinda incelendi.

3.5.7. Val109Asp gen polimorfizminin degerlendirilmesi

Restriksiyon fragmani uzunluk polimorfizminin tespit edilebilmesi i¢in PZR
sonucunda elde edilen amplikonlar, Ekzon 4 i¢indeki Valini kodlayan polimorfik GTC
kodonu Accl tanima bdlgesinin parcasidir. GAC kodonu Accl tanima bolgesini ortadan
kaldirir. Boylece RFLP sonrasi agaroz jel elektroforezinde Val/Val homozigot oldugu
durumda iki bant (274+197 bg); Val/Asp heterozigot oldugu durumlarda ii¢ bant
(471+274+197 be); Asp/Asp homozigot oldugu durumlarda tek bant (471) gozlemlendi.
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Yiirtime yoni Asp/Asp Val/Asp Val/Val

(GAC/GAC) (GAC/GTC)  (GTC/GTC)
1 [ [
Tib O E—
v
274 b e E—
197 bg [

Sekil.3.1. Omentin Vall09Asp A/T gen polimorfizminin sematik jel goriintiisii

3.6. ELISA

Hasta ve kontrol gruplarindaki bireylerden alman kandan serum elde edildi.

Serumlarindaki omentin protein seviyesi ELISA yontemiyle asagidaki gibi yapildi.
Hazirhk safhasi;

e Toplam siiresi yaklasik 3,5 saat - Kitteki tiim kimyasallar kullanmadan 6nce oda
sicakligina getirildi.

e  Wash Solution (10X) (100 ml); 100 ml Wash Sol + 900 ml distile H,O eklendi.

¢ Quality Control High (liyofilize); 500 ul Dilution Buffer, 1 tiipe eklendi (hafif¢ce
sallayarak en az 15 dk beklendi)

¢ Quality Control Low (liyofilize); 500 pul Dilution Buffer, 1 tiipe eklendi (hafifce
sallayarak en az 15 dk beklendi)

e Biotin Labelled Antibody (50X) (280 ul); (96 kuyu i¢in toplam 9600 ul) 250 pl
Biotin Labelled Antibody alinarak 12.250 ul Biotin-Ab Diluente eklenerek toplam
12.500 pl hazirlandi.

Masterin hazirlanisi;

e 64 ng/ml;1300 pl Dilution Buffer 1 master standart tiiptine eklendi (tiipli hafif¢ce
sallayarak en az 15 dk beklendi)
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32 ng/ml; 250 pl 64 ng/ml + 250 ul Dilution Buffer eklendi
16 ng/ml; 250 ul 32 ng/ml + 250 pul Dilution Buffer eklendi
8 ng/ml ;250 ul 16 ng/ml+ 250 pl Dilution Buffer eklendi
4 ng/ml ;250 pl 8 ng/ml+ 250 ul Dilution Buffer eklendi
2 ng/ml ;250 pl 4 ng/ml+ 250 pl Dilution Buffer eklendi

Prosediir;

Seyreltilmis standartlardan, kalite kontrollerden, blanktan ve numunelerden 100
ul’ser alinp kuyulara eklenir.

37°C’de, 120 dakika inkiibe edilir. (¢alkalama, sarsma)

Her kuyuya 350 ul Wash Soliisyonu ekleyerek yikanir.

Yikama isini 3 defa tekrarla. Son yikamadan sonra plate ters ¢evirerek kagit havlu
iizerine hizlica vurulur.

Her kuyuya 100 pl Biotin Labelled Antibody soliisyonundan eklenir.

37°C’de, 30 dakika inkiibe edilir. (¢alkalama, sarsma)

Her kuyuya 350 ul Wash Soliisyonu ekleyerek yikanir.

Yikama isini 3 defa tekrarla. Son yikamadan sonra plate ters ¢evirerek kagit havlu
iizerine hizlica vurulur.

Her kuyuya 100 pl Streptavidin-HRP Conjugate (hazir, toplam 13.000 pnl)
soliisyonundan eklenir.

37°C’de, 30 dakika inkiibe edilir. (¢alkalama, sarsma)

Her kuyuya 350 ul Wash Soliisyonu ekleyerek yikanir.

Yikama isini 3 defa tekrarla. Son yikamadan sonra plate ters ¢evirerek kagit havlu
iizerine hizlica vurulur.

Her kuyuya 100 pl Substrat (Hazir, toplam 13.000 pl) soliisyonundan ekle. Bu
asamada plate direk olarak 1518a temas etmemelidir. Aliminyum folyo ile sarilmasi
tavsiye edilir. (Calkalama, sarsma)

Oda Sicaklhiginda, 10 dakika inkiibe edilir. (Oda Sicakhigi 20°C’dan asagi ise 20
dk’ya kadar inkiibe edilebilir)

100 pl Stop (Hazir, toplam 13.000 pl) soliisyonu ekleyerek renk olusumunu
durdurulur.

Stop soliisyonu eklendikten en ge¢ 5 dk i¢inde absorbans okunmalidir
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3.7. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler PASW 18 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA for Windows 18,0
vers.) yazilimi kullanilarak yapilmustir. 1ki gruptaki kategorik degiskenler Pearson Ki-
kare testi kullanilarak yapildi. Iki gruptaki normal dagilm degiskenleri t-testi
kullanilarak yapildi ve bu degiskenler ortalama + standart sapma (SD) olarak
verilmistir. Siirekli degiskenler normal dagilima sahip degilse, Man Whitney U testi
kullanild1 ve veriler ortanca (minimum - maksimum) olacak sekilde verildi. 0.05’te

kiigiik P degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Kontrol ve hasta gruplariin karakteristik 6zellikleri ve laboratuvar parametreleri
Tablo 4.1 de verilmistir. Calisma popiilasyonu, yas ortalamasi 50,24 + 12,84 olan 87
vakadan meydana gelmektedir. 45 vakadan olusan RA grubunun yas ortalamasi 49,84 +
13,42 iken 42 vakadan olusan kontrol grubunun yas ortalamasi 50,67 + 12,22°dir. iki
grup arasinda yas, agwlik ve boy Ozellikleri arasinda anlamli bir istatistik

bulunmadi.(p>0,05)

Tablo 4.1. Hasta ve kontrol grublarinin demografik ve laboratuvar 6zelikleri

DEGISKEN TOPLAM (87) RA (45) Kontrol (42) P
Yas (Y1) 50,24 + 12,84 50,67 + 12,22 4984+ 13,42 0,762
Agirlik (kg) 77,18 + 15,66 76,18 + 15,13 78,11 16,17 0,562
Boy (cm) 162,8 +9,57 162,42 +9,78 163,27+937 0,677
WBC 6,94 +2,03 7,25 +2,41 6,65 + 1,68 0,175
Hemoglobin 13,15 (9,48-121) 13,1 (9,48-121) 13,2 (10,04-15,96) 0,835
Sedimentasyon 21,47 + 17,48 27,88 + 24,00 16,59+ 11,39 0,006
Glukoz (mg/dL) 978,76 + 15,47 98,14 + 15,41 97,41 +1552 0,827
Trigliserid (mg/dL) 109,24 (42-747) 102 (50-250) 116 (42-747) 0,263
Toplam Kolesterol 197,7 + 38,08 196,4 + 42,69 199,02 +33,78 0,753
HDL (mg/dL) 50,9 + 14,54 55,67 + 16,67 46,45+ 12,56 0,005
LDL (mg/dL) 118,5 (43,4-198,2)  111,6 (43,4-198,2) 125 (65,6-178) 0,182
CRP 1,03 +2,15 1,7 4,06 0,41 £0,38 0,036
RF 27,32 +28,23 45,78 + 57,8 10,10 + 0,63 0,228
insulin 9,35 (2,46-535) 8,81 (2,93-535) 9,85 (2,46-61,78) 0,659
Omentin 512,6 (47,8-2181,8) 5394 (47,8-2181,8)  487,6 (279,4-784,9) 0,259

HDL: High Density Lipoprotein, LDL: Low Density Lipoprotein,

RF: Romatoid Faktor, CRP: C-Reaktif Protein, WBC: Beyaz Kan Hiicresi
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Iki grup arasinda beyaz kan hiicreleri (WBC), glukoz, trigliserit, toplam
kolesterol, diisiik yogunluklu lipoprotein(LDL) ve insiilin gibi bazi laboratuvar
parametreleri arasinda anlamli bir istatistik bulunamadi (p>0,05). Ancak hasta grubunda
yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL), CRP ve RF seviyesi, sedimasyon igerigi gibi
baz1 diger laboratuvar parametreleri kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli bir artis
tespit edildi. (p<0,05). Serum omentin seviyesi agisindan da hasta (539,4(47,8-2181,8))
ve kontrol (487,6(279,4-784,9)) gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski
tespit edilemedi (p>0,05).

Gruplar arasindaki Omentin Vall09Asp genotiplerinin dagilimi Tablo 4.2°de
gosterilmistir. Hasta grubundaki Asp/Asp, Val/Asp, Val/Val genotipleri sirastyla 25 (%
55,55), 19 (% 42,22) ve 1 (% 2,23) bulundu.

Tablo 4.2. Vall09Asp polimorfizminin hasta ve kontrol gruplarindaki dagilimi

Genotipler Toplam (87) Kontrol (42) RA (45) p

Asp/Asp n (%) 47 (54,02) 22 (52,38) 25 (55,55)
ValAsp n (%) 39 (44,83) 20 (47,62) 19 (42,22)  0.456

Val/Val n (%) 1 (1,15) - 1(2,23)

Val/Val=GTC/GTC, Val/Asp=GTC/GAC,  Asp/Asp=GAC/GAC

Kontrol grubundaki 22 (% 52,38) vakada Asp/Asp genotipi, 20 (% 47,62)
vakada Val/Asp genotipi bulunurken Val/Val genotipi bulunamadi. RA grubunda ise 25
(% 55,55) vakada Asp/Asp genotipi, 19 (% 42,22) vakada Val/Asp genotipi ve 1 (% 2,23)
vakada Val/Val genotipi bulundu. Genotip sikligi bakimindan hasta ve kontrol grubu

vakalar1 arasinda anlaml bir iligki tespit edilemedi.
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Resim 4.1: Val109Asp SNP’ini igeren PZR iiriinlerinin Accl enzim kesimi sonrasi jeldeki goriintiisi.

A) Asp/Asp homozigot genotipi, B) Val/Asp heterozigot genotipi, C) Val/Val homozigot genotipi
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5. TARTISMA VE SONUC

RA hastalarin yasam kalitesini azaltan kronik inflamatuar bir hastaliktir.
Hastaligin en belirgin 6zeligi geri doniisiimsiiz kikirdak doku harabiyetdir ve heniiz
tedavisi bulunamamistir. Bundan dolayr RA’in erken teshisi, hastaligin tedavisi igin
hayati dneme sahiptir. Gilinitimiiz teknolojisinde kikirdak harabiyetini gdzlemleyebilen
girisimsel olmayan bir goriintiileme sistemi gelistirilemediginden, arastirmacilar erken
teshis i¢in biyokimyasal belirteglere (markirlara) odaklanmistir (112 - 115). Yapmus
oldugumuz bu ¢alismada adipoz doku tarafindan salgilanan omentin adipokininin RA’in
bir belirteg olup olamayacagi hem genetik hem de protein seviyesinde arastirilmistir.
Yapilan analizler sonucunda omentin ile RA hastalig1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir iligki bulunamadigindan, omentinin RA i¢in uygun bir belirte¢ olamayacagi

kanisina varilmustir.

RA hastaligmin ¢ok sayida immiin hiicrenin, immiin sistem elemanlarinin ve
sinoviyal sividaki inflamatuar ajanlarin dahil oldugu kompleks bir hastalik oldugu
detayli bir sekilde ortaya konmustur. RA’in patogenezinde rol alan kemokinler ve
sitokinler, RA i¢in tedavi yontemi gelistirilmesi acgisindan hedef haline gelmistir (116,
117). Sitokinlerin bir alt smifi olan adipokinler (adipositokinler), baslica beyaz yag
dokusu tarafindan sentezlenmesinin yani sira diger dokular tarafindan da sentezlenirler.
Adipokinler, immiinolojik ve inflamatuvar yolaklarin diizenlenmesi gibi ¢ok sayida
fonksiyonu ifa ederler. Son yillarda adipokinlerin RA gibi inflamatuvar hastaliklarin

patogenezinde ki rolii genis bir bigimde arastirilmaktadir (118, 119).

Leptin, ilk kesfedilen ve en ¢ok c¢alisilan adipokindir. Bunun yani sira leptin
viicut agirhigim diizenlemesinde ve kikirdak metabolizmasindaki katabolik rolii Bao ve
ark. tarafindan kanitlanmistir (120). Wislowska ve ark (121), RA ile serum leptin
seviyesi arasinda anlamli bir iligki bulamamasma karsin Targonska-Stepniak ve ark
yaptig1 caligmalarda serum leptin seviyesinin RA hastalarinda artisinin yaninda hastalik
siddetiyle orantili olarak serum leptin seviyesinin arttigmi da rapor etmislerdir. Bu
deneysel verilerden leptinin inflamatuar etkiye sahip oldugu ve RA’in patogenezinde

rolii olabilecegi sonucuna varilmaktadir (122, 123).

Glinlimiize kadar 5 adet izoformu tanimlanan adiponektin, viicudumuzdaki ¢ok
cesitli biyolojik islemlerde rol aldigindan hastaliklar i¢cin muhtemel bir biomarker

olabilir. Adiponektinin islevlerini arastiran bir¢ok calisma yapilmasina ragmen
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inflamasyondaki muhtemel rolii hala tartisma konusudur. Kardiovaskiiler hastaliklar,
diabet ve obezite gibi ¢esitli hastaliklarla ters iligkili oldugu bulunmustur. Buna karsin
serum adiponektin seviyesinin RA hastaligmin erken dénemlerinde (10 yildan daha az)
onemli miktarda arttig1 rapor edilmistir (123, 124). Buna ilaveten RA hastalik siddeti ile
artmis serum adiponektin seviyesi arasindaki korelasyon bir ¢ok c¢aligmada

ispatlanmigstir (125, 126).

Adipokinler arasinda rezistin ve visfatinin oto-immiin hastaliklarda ve
inflamasyonlarda 6nemli bir pro-inflamatuvar olarak rol aldig1 gosterildiginden, RA i¢in
teropatik hedef haline gelmistir (127). 2001 yilinda karakterize edilen rezistin, RA’te rol
aldig1 ispatlanmistir (128, 129). Bunun yani sira rezistinin inflamatuvar etkisi Zhang ve
ark. tarafindan arastirilmistir (130). Yaptiklar1 arastirmada, insan kondrosit hiicresini
rezistin ile muamele ettikten sonra matriks metaloproteinazlarin (MMP) ifade
diizeylerini 6l¢miisler ve rezistinin, kemokin ve sitokinler araciligiyla MMP’lerin ifade
diizeyini arttrdigimi rapor etmisler. Buna paralel olarak inflamatuvar 6zellige sahip
visfatinin de RA’de arttig1 rapor edilmistir (131, 132). Bundan dolay1 visfatin de RA
icin muhtemel bir terapotik hedef haline gelmistir (133).

Diger kapsamli bir ¢calisma da Rho ve ark. tarafindan gerceklestirilmistir (134).
167 RA hastast ve 97 saglikli birey kullanilarak yapilan bu arastirmada serum leptin,
resistin, adiponektin ve visfatin seviyelerinin RA’te arttigim1 buldular. Yukarida
bahsedilen sonuglardan yola c¢ikarak bu c¢alismada omentinin RA’in etyolojisinde
muhtemel rolii arastirilmistir. Yapilan deneyler sonucunda omentinin hem serum
seviyesi hem de genotipleri agisinda RA ile anlamli bir iliski bulunamadi. Yapilan
analizlerde omentin serum seviyesi RA’li hastalarda 539,4 (47,8-2181,8) ng/mL iken
kontrol grubunda 487,6 (279,4-784,9) ng/mL olarak bulunmustur. Omentin yakin
zamanda bulunan bir adipokin oldugundan karakteristik 6zelikleri hakkinda ¢ok sayida
arastirma yapilmaktadir. Bu arastirmalarda farkli sonuglar ¢ikmasina karsin omentinin
anti-inflamatuar 6zelik gosterdigi genel olarak kabul edilmektedir. Yakin zamanda
yapilan bir calismada omentinin p38 ve JNK (Jun N-terminal kinases) yolaklarini inhibe
etmek suretiyle anti-inflamatuvar 6zellik gosterdigi tespit edilmistir (109). En son
yapilan bir ¢caligmada da RA hastalarinin sinovial dokusundaki omentin seviyesinin
osteoartritdekine gore anlamli derecede diisiik oldugu rapor edildi (135). Bu sonuglara
paralel olarak bircok inflamatuvar hastalikta azalmis omentin serum seviyesi

bildirilmistir. Bizim c¢alismamiza konu olan RA hastaligida bir inflamatuvar hastalik
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olmasina karsin, omentin seviyesi azalmamistir. Bunun baglica sebebi hastalarimizin
hali hazirda ilag kullaniyor olmasi olabilir. Kullanilan anti-inflamatuvar ilaglar omentin
serum seviyesini degistirme potansiyeline sahiptir. Benzer sekilde omentin geni
Vall09Asp polimorfizmi agisindan da anlamli bir iliski tespit edilememistir. Burada ki

en kisitlayici faktor ise ¢alisma popiilasyonun kii¢tikliigii olabilir.

Sonug olarak elde edilen deneysel verilere gére omentin adipokini ile RA
hastalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliskiyi tespit edilememistir. Fakat bu
arastirma, omentin ile RA arasindaki muhtemel iliskiyi inceleyen ilk aragtirma olmasi
sebebiyle 6nem arz etmektedir. Calismanin en 6nemli kisitlayict faktorleri, hastalarin
ilag kullaniyor olmasi1 ve calisma popiilasyonun kiigiikliiglidiir. Daha dogru sonuglar
elde edebilmek i¢in calisma ilag kullanmayan hastalardan olusan daha biiylik

popiilasyonlarda tekrarlanmalidir.
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