CANKIRI KARATEKIN UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU

YUKSEK LiSANS TEZi

IRAK POPULASYONUNDA ROMATOID ARTRITLi HASTALARDA PAD

GENININ ORTAK MUTASYONUNUN ANALIiZi

Raad Maher Lafta LAFTA

BiYOLOJi ANABILIM DALI

ANKIRI
2022

Her hakki sakhdir



TEZ ONAYI

Raad Maher Lafta LAFTA tarafindan hazirlanan “Irak Popiilasyonunda Romatoid
Artritli Hastalarda PAD Geninin Ortak Mutasyonunun Analizi” adli tez ¢alismasi
28/12/2022 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan oy birligi ile Cankir1 Karatekin
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans Tezi
olarak kabul edilmistir.

Damisman  : Dog. Dr. Melda DOLARSLAN

Es Damisman : Dr. Ogr. Uyesi Owayes Muaffak Hamed AL-HASSANI

Jiiri Uyeleri
Baskan : Prof. Dr. Mine TURKTAS
Biyoloji
Gazi Universitesi
Uye : Dog. Dr. Melda DOLARSLAN
Biyoloji
Cankir1 Karatekin Universitesi
Uye : Dr. Ogr. Uyesi Ebru Giil

Biyoloji

Cankir1 Karatekin Universitesi

Yukaridaki sonucu onaylarim

Prof. Dr. ibrahim CIFTCI

Enstitii Midiirii



ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Cankir1 Karatekin Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Sinav Yontmeligine g 6re
hazirlamis oldugum “Irak Popiilasyonunda Romatoid Artritli Hastalarda PAD
Geninin Ortak Mutasyonunun Analizi” konulu tezin bana ait, 0glin bir ¢alisma
oldugunu; calismamin hazirlik, veri toplama, analiz ve bilg ilerin sunumu olmak {iizere
tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara uygun davrandigimi, tezin igerdigi
yenilik ve sonuclar1 bagka bir yerden almadigimi, tezde kullandigim eserleri usuliine g &
kaynak olarak g Ostedigimi, tezin Cankiri Karatekin Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii’'nden bagka bir bilim kuruluna akademik ama¢ ve unvan almak amac 1yla
vermedigimi ve bu ¢alismanin Cankir1 Karatekin Universitesi tarafindan kullanilan
“Bilimsel Intihal Tespit Prog rami”yla tarandigini, “intihal icermedigini” beyan ederim.
Caligmamla ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi halinde ortaya
¢ikac ak tiim ahlaki ve hukuki sonuglara razi oldugumu bildiririm. Cankir1 Karatekin
Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Sinav Yonetmeligininilgili maddeleri

uyarinca ger eginin yapilmasini arz ederim 28/12/2022).

Raad Maher Lafta LAFTA



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

IRAK POPULASYONUNDA ROMATOID ARTRITLI HASTALARDA PAD
GENININ ORTAK MUTASYONUNUN ANALIZI
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Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Dog. Dr. Melda DOLARSLAN
Es Damigsman: Dr. Ogr. Uyesi Owayes Muaffak Hamed AL-HASSANI

Bu calismaya yaglar1 25-35 arasinda degisen 64 Romatoid Artrit (RA) hastast ve 32
saglikli kisi olmak iizere toplam 96 kisi katilmistir. Incelemelerde kullamlacak kan
ornekleri, Dhuluiya Genel Hastanesi'nde Mart-May1s 2022 tarihleri arasinda alinmistir.
Romatoid artritli hastalar ile saglikli kontrol grubu arasinda ortalama yas ve cinsiyette
onemli farkliliklar bulunmustur. Romatoid artritli hastalar genellikle 31-35 yaslar
arasinda ve kadinlarda fazladir. Hasta grubunda tespit edilen ortalama anti-CCP ve
PADI4 seviyeleri kontrol grubundan onemli 6l¢iide daha yiiksektir. PADI 4 geninin
polimorfizmi, gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) kullanilarak
incelenmistir. Elde edilen sonuglar lojistik regresyon analizi kullanilarak, belirli aleller
ve genotipler ile RA riski arasinda anlamli bir iligki ortaya koymustur. Ayrica, Tetra
ARMS-PCR yontemi kullanilarak yapilan testlerde hasta ve saglikli kontrol gruplari
arasinda onemli bir degisiklik goriilmemistir. RA'ln hastalarda, heterozigot CT genotip
tekrar orani, kontrol grubuna kiyasla %48,4'liik bir ylizde ile en yiiksektir. Normal genotip
orani ise hasta grubunda %43,8 ile en diisiiktiir. Hasta grubunda mutant TT genotip %7,8
olarak belirlenmistir. Alellerin sikligina iliskin bulgulara gore, hasta grubun mutant T
aleli yiiksek bir orana sahiptir. Ayrica; TT, CT ve alel T genotipleri, romatoid artrit i¢in
risk faktorii olarak goriilmektedir. Heterozigot CG genotipi RA hastalarinda %60,9’dur.
Normal genotip CC yiizdesi ise kontrol grubunda ise %40,6 olarak tespit edilmistir.
Mutant GG genotipi hasta grubunda %14,1 olarak belirlenmistir. Alel frekans1 acisindan,
hasta grubunda mutant G aleli oran1 daha yliksek (%44,54) iken kontrol grubunda daha
disiiktiir (%35,9). Normal C aleli ise kontrol grubunda daha yiiksek (%64,1)
bulunmustur. Elde edilen sonuglara gore olasilik GG genotipi ve G aleli romatoid artrit
i¢in risk faktorii olarak goriilmektedir.
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ANALYSIS COMMON MUTATION OF PAD GENE IN PATIENTS WITH
RHEUMATOID ARTHRITIS IN IRAQI POPULATION

Raad Mabher Lafta LAFTA

Cankir Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Melda DOLARSLAN
Co-Advisor: Asst. Prof. Dr. Owayes Muaffak Hamed AL-HASSANI

A total of 96 people, 64 patients with Rheumatoid Arthritis (RA) and 32 healthy people,
aged between 25-35, participated in this study. Blood samples to be used in the
examinations were taken at Dhuluiya General Hospital between March-May 2022.
Significant differences in mean age and gender were found between patients with
rheumatoid arthritis and the healthy control group. Patients with rheumatoid arthritis are
usually between the ages of 31-35 and it is more common in women. The mean anti-CCP
and PADI 4 levels detected in the patient group were significantly higher than the control
group. The polymorphism of the PADI 4 gene was studied using real-time polymerase
chain reaction (RT-PCR). The results obtained using logistic regression analysis revealed
a significant association between certain alleles and genotypes and the risk of RA. In
addition, no significant difference was observed between the patient and healthy control
groups in the tests performed using the Tetra ARMS-PCR method. In patients with RA,
the heterozygous CT genotype repeat rate is highest at 48.4% compared to the control
group. The normal genotype rate was the lowest in the patient group with 43.8%. Mutant
TT genotype was determined as 7.8% in the patient group. According to the findings
regarding the frequency of alleles, the mutant T allele of the patient group has a high
proportion. Moreover; TT, CT and allelic T genotypes are seen as risk factors for
rheumatoid arthritis. Heterozygous CG genotype is 60.9% in RA patients. The normal
genotype CC percentage was found to be 40.6% in the control group. The mutant GG
genotype was determined as 14.1% in the patient group. In terms of allele frequency, the
mutant G allele rate was higher in the patient group (44.54%) while it was lower in the
control group (35.9%). The normal C allele was found to be higher in the control group
(64.1%). According to the results obtained, probability GG genotype and G allele are seen
as risk factors for rheumatoid arthritis.
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1. GIRIS

Romatoid artrit (RA), her 1000 kisiden yaklasik 5'inde 6énemli eklem hasarina ve islev
bozukluguna neden olan kronik inflamatuar bir hastaliktir. RA, kemik erozyonu, kikirdak
kayb1 ve sinoviyal hiperplazi ile karakterizedir. Artralji, 6dem, kizariklik ve hatta

acikligiin azalmasi simetrik eklem tutulumunun klinik belirtileridir (Guo et al. 2018).

Durum bozulmaya neden olabilir, birka¢ organi igerebilir, sistemik sorunlara neden
olabilir ve eszamanli kardiyovaskiiler hastalik riskini artirabilir (Figus et al. 2021).
Romatoid artrit, nétrofiller, makrofajlar, dendritik hiicreler ve lenfositler dahil olmak
tizere ¢ok cesitli bagisiklik hiicrelerinin ve sinoviyal fibroblastlar, kondrositler ve
osteoblastlar gibi yerlesik hiicreler tarafindan eklem dokularina sizmasindan kaynaklanir
(Fang et al. 2020). Bu siire¢ birbiriyle ortiisen ii¢ mekanizma igerir: immiinolojik islev
bozuklugu, sinovyal hiperplazi ve iltihaplanma. Sinoviyal hiperplazi, ¢ok sayida sitokin
ve enflamatuar kimyasal iireten sinovyum iginde artan bagisiklik hiicrelerinin

birikmesiyle ortaya c¢ikar (Han et al. 2021).

PAD proteinleri olarak bilinen enzimler, romatoid artritin patofizyolojisi lizerinde dnemli
bir etkiye sahip olan, sitrulinasyon veya deaminasyon adi verilen bir post-translasyonel
modifikasyon (PTM) gerceklestirir. PADI enzim ailesinin ii¢ liyesi; PADI2, PADI3 ve
PADI4 otoantikorlar1 romatoid artrit ile yakin zamanda iliskilendirilmistir (Darrah et al.

2018, Willis et al. 2017).

Romatoid faktorler (RF) ve anti-CCP en yaygin serolojik gostergeler olmasina ragmen,
seropozitif bireylerde RA dislanamaz. Biiyiik Olgiide, romatoid artrit (RA) tanisi,
hastaligin fiziksel belirtileri gézlemlenerek konur. Giiniimiizde bu alanda serolojik ve
immiinolojik aragtirmalar 6nem kazanmaktadir (Nishimura et al. 2007). Anti-CCP'nin
RA'da prognostik ve prognostik belirte¢ olarak kullanim 6zgilligi ise %95-98'dir
(Heidari et al. 2009) Anti-CCP antikorlarinin, romatoid artritin baslangicini gii¢lii bir
sekilde tahmin ettigi ve semptomlarin baslamasindan yillar 6nce ortaya ¢ikabilecegi

gosterilmistir (Popescu et al. 2013). RA teshisindeki en biiyiik zorluklardan biri, anti-



CCP iiretimi artrit baglangicindan 6nce olusmasi ve serum otoantikorlarinin negatif
kaldig1 erken inflamatuar monoartrit vakalarinin belirlenmesidir. (Heidari et al.2010)
caligmasma gore, serum Oncesi olusan anti-CCP umut verici bir teshis aracidir.
Sinovyum, sitriilin igeren proteinler iiretir ve RA’nin erken evrelerinde, lokal plazma
hiicreleri tarafindan anti-CCP iiretimi ile karakterize edilir (Caspi et al. 2006). Bununla
birlikte, son arastirmalar, reaktif artrit ve osteoartrit gibi artritin birgok formunda CCP
antagonistlerinin yerel olarak saptandigini gostermistir (Vossenaar et al. 2004). RA igin
anti CCP'nin tanisal 6nemi yalnizca birkag¢ ¢alismada arastirilmistir (Olivares-Martinez

et al. 2016).

Bu ¢alismada, Romatoid artritte anti-PADI4 ve anti-CCP antikorlari ile ilgili son bulgular

6zetlenmis ve PADI genindeki genetik varyantlarin tanimlanmasi amac¢lanmaistir.



2. LITERATUR OZETIi

2.1 Romatoid Artrit (RA)

Enflamasyon ve eklem dejenerasyonu, hastalarin yasam kalitesini diisiiren bag
dokusunun kronik inflamatuar hastaligi olarak bilinen romatoid artritin ayirt edici
ozellikleridir (Choy and Calabrese 2018). Romatoid artrit, kiiresel sakatligin 42. 6nde
gelen nedenidir ve tedavi edilmezse kemik yiizeylerinin aginmasi nedeniyle kalici
fonksiyon kaybina yol acabilir (Jalil et al. 2016). Eklemler birincil hedef olmasina
ragmen, hastaligin romatizmal nodiiller, vaskiilit ve sistemik komorbiditeler gibi eklem
dis1 belirtileri, basli bagia bir hastalik olarak tedavi edilmesi gerekliligini ortaya koyar
(Marcucci et al. 2018).

Kadinlarda goriilen RA vakalari, erkeklerden iki ile dort kat daha fazladir ve cogu vaka
40-60’11 yillara kadar ortaya ¢ikmayabilir (Otén and Carmona 2019). 1975'te Irak'ta her
100,000 kiside, erkeklerde 455—kadinlarda 1546 yeni RA vakasi tespit edilmistir. Ancak
1990 yilinda Diinya Saglik Orgiitii degerlendirmeleri, Irak'ta romatoid artrit sikliginin
arttigin1 gostermistir (Symmons and Silman 2006). Otoimmiinite gelistirmek, ardindan
lokal inflamasyon ve son olarak kemik hasarindan kaginmak, romatoid artritin

patofizyolojisinin ii¢ asamasidir (Mahmood et al. 2017).

Cesitli kikirdak bilesenleri, stres proteinleri, enzimler, niikleoproteinler ve sitrulinli
proteinler, romatoid artritte antikorlarin ¢ogunun hedef aldig1 otoantijenler tarafindan
taninir (Song and Kang 2010). Hem B hem de T hiicrelerinde otoreaktivite birikimi, tek
bir otoantijen varligindan ziyade RA'nin 6zelligidir (Cizelge 2.1) (Song and Kang 2010).
Otoantikorlar, romatoid faktorler (RF) ve anti-sitriiline epitop protein (ACCP) antikorlari,
RAmin klinik belirtilerinden 6nce ortaya c¢ikabilen ve hem genetik hem de g¢evre
tarafindan etkilenen temel bir otoimmiinite semptomudur (Shabgah er al. 2019).
Enflamasyon ve hastaligin gelisimi boyunca, sitokinler hem dogal hem de kazanilmis

bagisiklik tepkilerinde kritik bir rol oynar (Gianchecchi et al. 2018).



Cizelge 2.1 Romatoid artritin tanimlanmis otoantijenleri

Kikirdak bilesenleri Tip-1I kolajen (dogal ve denatiire)

Stres proteinleri Mikrobiyal Hsp65, Bip

Enzimler a-enolaz, glukoz-6-fosfat izomeraz, kalpastatin

Niikleer proteinler RA33/hnRNP A2

Sitriiline proteinler Filagrin, fibrin, fibrinojen, vimentin, tip I ve II kolajenler, a-
enolaz, sentetik sitriiline peptidler

2.2 Romatoid Artrit Belirtileri

Romatoid artrit hastalar1 tipik olarak birden fazla eklemde agri ve sertlik yasarlar
(Littlejohn and Monrad 2018). Bilek eklemleri, proksimal falanks ve
metakarpophalangeal en tipik yaralanma bolgeleridir (Mo ef al. 2019). Bir saatten fazla
sabah tutuklugu iltihabik nedenlere isaret eder (Orange et al. 2020). Fiziksel muayenede
sinovit, eklem sigsmesi veya sinoviyal zarin biraz kalinlagmasi olarak kendini gdsterebilir.
Belirgin eklem sismesine ek olarak, hastalarda, aktif hastalik sirasinda yorgunluk, kilo
kayb1 ve diisiik dereceli ates gibi daha hafif belirtiler olabilir (Sekil 2.1) (Wasserman
2011).



* Disrupted sleep
* Low-grade fever

* Fatigue
* Dopression and mood
changes

Dry eyes and mouth

Joint pain, swelling, and
stiffness that's often
Numbness and symmatrical
tingling in hands
and feet

Pain often starts in

Joints feel warm fingers and toes and
to the touch . spreads to other joints

Joints look red and

discolored

. Pain in the big toe

Sekil 2.1 Romatoid artrit belirtileri (Crouthamel et al. 2018)

2.3 Romatoid Artrit Teshisi ve Kategorizasyonu

Romatoid artrit tanisi; klinik belirtiler, laboratuvar testleri ve radyografik bulgular
kullanilarak belirlenir (Ebel and O'Dell 2021). 2010 yi1linda Amerikan Romatoloji Koleji
(ACR) ve Avrupa Artrit ve Romatizma Dernegi (EAAR) romatizmal hastaliklar i¢in
siiflandirma sistemlerini (EULAR) giincelledi. 2010 y1l1 kriterlerine gore (Cizelge 2.2),
nihai bir RA, 6 puan olarak tanimlanir ve toplam 10 puan mevcuttur (RF, anti-sitriilin
antikoru (ACPA), eritrosit sedimantasyon hizi (ESR) ve C-reaktif protein (CRP) (Aletaha
and Smolen 2018).



Cizelge 2.2 Romatizmal hastaliklar i¢in siniflandirma sistemi

En az bir eklemde semptomatik sinoviti olan veya sinoviti baska bir hastalikla daha iyi
acitklanamayan hastalar hedef popiilasyonu olusturur.

Kategori A — Eklem tutulumu Skor

1 biiyiik eklem

2—10 biiyiik eklem

1-3 kiigiik eklem

4-10 kiigiik eklem (biiyiik eklemlerin dahil oldugu veya olmadigi)
>10 eklem (en az bir kii¢iik eklem)

LN =O

Kategori B — Seroloji (siniflandirma icin en az 1 test sonucu gereklidir)

Negatif RF ve negatif ACPA
Diisiik pozitif RF veya diisiik pozitif ACPA
Yiiksek pozitif RF veya yiiksek pozitif ACPA 3

[\ R ]

Kategori C — Akut faz reaktanlari (simiflandirma icin en az 1 test sonucu gereklidir)

Normal CRP ve normal ESR
Anormal CRP veya anormal ESR

—_ O

Kategori D — Semptomlarin siiresi

<6 hafta semptom siiresi 0
>6 hafta semptom siires

—_

2.4 Romatoid Artrit Etiyolojisi ve Patogenezi

Etiyolojisi karmagsik ve ¢esitli olan romatoid artritin, koklerinin hem kalitsal hem de
cevresel nedenlerden kaynaklandigi ve ikisi arasindaki etkilesimlerin hastaligin
patogenezinde rol oynayan immiinolojik anormalliklere katkida bulundugu

diistiniilmektedir (Zamanpoor 2019).

Romatoid artritte, genetik-¢evre etkilesimlerinin, hastalarin bagisiklik sistemlerini
endojen proteinlere, Ozellikle post-translasyonel modifikasyondan kaynaklanan bir
sitriilin peptidi igerenlere karsi toleransini kaybetmeye tesvik ettigi diisiiniilmektedir.
Anti-sitrulin tepkileri, ikincil lenfoid dokularda ve organlarda veya muhtemelen kemik
iliginde bu olaylarin tetiklenmesi ve baslamasiyla T ve B lenfosit bdlmelerinde

bulunabilir (Sekil 2.2). Bundan sonra, mikrovaskiiler, néronal, biyomekanik ve dokuya




0zgli immiin bilesenler dahil olmak iizere eklemlerde lokalize bir enflamatuar yanit
meydana gelir ve farkli humoral ve hiicresel immiin yanitlari igerebilir, siniizit, romatoid
artrit gelisimine yardimci olan bu siirecler nedeniyle baslar ve devam eder (Mclnnes and

Schett 2011).
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Sekil 2.2 Romatoid artritte anti-sitrulin tepkileri (Guo et al. 2018)

2.5 Romatoid Artriti Etkileyen Faktorler

Romatoid artriti etkileyen ti¢ faktdr bulunmaktadir. Bunlar;

2.5.1 Genetik faktorler

Ikiz olma durumu, aile, genom ¢apinda iliskilendirme (GWA) ¢alismalar1 gibi genetik
degiskenler RA gelisimiyle iliskilendirilmistir (Torkamani et al. 2019). Tek yumurta
ikizleri arasinda RA i¢in bildirilen evlilik uyum orani %9,3-15,4 iken dizigotik ikizlerde
bu oran sadece %?2,3-3,6'dir. Bu calismalar, RA'nin %53 ile %65 arasinda kalitsal

oldugunu gostermektedir. Bu genetik katki, analiz edilen bireylerin cinsiyetinden,



yasindan, hastalik baslangicindan veya hastalik siddetinden bagimsizdir (Terao et al.

2016).

Aile c¢alismalari, bu bulgulart ve RA’nin kalitsalligini, etkilenen ebeveynlerin,
kardeslerin, ¢ogul ailelerin, ikizlerin ve ¢iftlerin ¢ocuklarinda RA i¢in tahmini riskleri
hakkinda bilgi vermektedir. Vaka kontrol analizleri ve genetik belirte¢ aragtirmalari,
insan l16kosit antijeni (HLA) sisteminin belirli alellerinin romatoid artrit gelisme riskinin
artmasiyla baglantili oldugunu bulmustur (Kennedy et al. 2015, Qiu et al. 2017).
Lenfositler (T hiicreleri ve B hiicreleri) ve makrofajlar, gérevlerini yerine getirmek icin
bu genlerin bircoguna gilivenirler (Fang er al. 2018). Ek olarak, tek niikleotit
polimorfizmleri (SNP'ler), romatoid artrit gelisme riskinin artmasiyla baglantili olan bir

dizi ek gendeki varyasyonlari tanimlamak i¢in kullanilmistir (Osorio et al. 2018).

2.5.2 Cevresel faktorler

Genetik polimorfizmlerin RA patogenezinde ¢ok dnemli bir rol oynadigi agik olmakla
birlikte, genetik olarak yatkin kisilerde hastaligin gelisiminde ¢evresel degiskenlerin rol
oynamasi da miimkiindiir. Bununla birlikte, RA olusumuyla iliskili tek bir ¢evresel faktor
tanimlanmamustir, ancak birkag risk faktorii bildirilmis olmasina ragmen, 6rnegin sigara
icmek, ozellikle anti-ACCP antikorlar1 olan bireylerde, RA insidansinda iki kat artigla
iliskilendirilmistir (Bjork e al. 2020). Oral kontraseptif kullanimi, D vitamini eksikligi,
asir1 kahve ve alkol alimi risk faktorleri olarak belirtilmistir. Bununla birlikte, bu
faktorlerin lehine kanitlar zayiftir ve RA hastalarinin periferik kanindaki, tiikiirtigiindeki
ve sinovyumundaki bagli hiicrelerde yiiksek Epstein-Barr DNA yiikii (EBV) ile iliskili
diger cevresel degiskenler, Epstein-Barr viriisiiniin romatoid artritte rol oynamasina

neden olabilir (Liao et al. 2009).

Ayrica hastalarin Epstein-Barr viriisii (EBV) ile enfekte olmus B hiicrelerini dolagima
sokmaya zorlandigina dair kanitlar ve bu durumda EBV'ye 6zgii T hiicrelerinin
aktivitesinde azalmalarin1 gosteren ¢alismalar da vardir (Hussein and Rahal 2019). Klinik
arastirmalar bakteriyel enfeksiyon ve hastalik arasinda pozitif bir baglanti oldugunu

gostermistir ve bu da mikrobiyal enfeksiyonun romatoid artritin gelismesinde ve



ilerlemesinde rol oynadigi teorisini kanitlamaktadir. Bakteriyel enfeksiyonlarin
(Streptococcus pyogenes, Porphyromonas gingivalis ve Proteus mirabilis) hayvan
deneylerinde artrit semptomlari {irettigi ve siddetlendirdigi bildirilmistir (Dieterich et al.

2018).

Bunlara ek olarak, Irak'ta romatoid artrit hastalarindan olusan bir 6érneklemde Gram-
negatif bakterilerin (Proteus spp. ve Escherichia coli) kronik idrar yolu enfeksiyonlarinin
%23,5'inden sorumlu oldugu belirlenmistir (Ad'hiah 2013). Hastaligin patogenezinde
cevresel olaylarla karisan genetik faktorlerle belirlenebilir. Bu duruma, cevresel
degiskenler (6r. sigara, obezite, D vitamini) ile mukozal mikrobiyotanin dahil oldugu
¢oklu mekanizmalar goriilmektedir. Ikizler arasinda diisiik uyum tespit edilmistir, bu da

cevresel etkilerin daha 6nemli bir rol oynadigi anlamina gelir (Aslani et al. 2018).

2.5.3 Hormonal faktorler

Kadinlarin romatoid artrit gelistirme olasilig1 erkeklere gore 2-4 kat daha fazladir, ancak
nedenleri c¢ogunlukla belirsizdir (Tang et al. 2021). Oral kontraseptifler, ¢esitli
calismalarda gelecekte romatoid artrite kars1 profilaktik olarak bilinmektedir (Orellana et

al. 2017, Deane et al. 2017).

Ayrica romatoid artrit hamile kadinlarda daha az goriiliir, ancak dogumdan sonraki ilk
yilda daha sik goriliir. Bir kadinin romatoid artrit gelistirme oranm1 hamilelik sirasinda
azalirken, dogumdan sonraki yil i¢inde artar (Peschken er al. 2012). Elde edilen farkl
sonuglar, emzirme (Vieira Borba er al. 2018), menars yasi, menopoz yas1 ve menopoz
sonrast hormon kullanimi (Pikwer et al 2012) gibi diger degiskenlerle de

iliskilendirilmistir.

2.6 Romatoid Artrit 'in inflamatuar Belirtecleri

Romatoid artrit tam1 ve tedavisi i¢in ¢ok Onemli olan g¢esitli inflamatuar kan

gostergelerinin yan1 sira eritrosit sedimantasyon hizi (ESR) 6nemli bir tol oynamaktadir.



Bunlara ek olarak, klinik uygulamada C-reaktif proteinin (CRP) kullanimi tizerine daha

fazla arastirmalar yapilmistir (Litao and Kamat 2014).

2.6.1 Eritrosit sedimantasyon hizi1 (ESR)

Klinik tipta hastalik aktivitesi i¢in en sik kullanilan laboratuvar testi, inflamatuar
durumlar1 ve romatoid artriti takip etmek icin ¢ok yararli bir ara¢ olan eritrosit
sedimantasyon hizidir (Targonska-Stepniak et al. 2020, Ramsa and Lerman 2015).
Enflamasyonun baglamasi, normal hiicrelerin normal proteinlerden apolipoproteinleri
atmasina neden olur. Romatoid eklem arastirmalari tarihinde saatte 20 ile 30 mm/saat
daha yiiksek bir ESR seviyesi anormal kabul edilir (Y1lmaz et al. 2007). ESH, hastaligin
ciddiyetini ve iyilesmesini degerlendirmek i¢in ¢esitli romatizmal kriterlerin yani sira
tedavi galismalarinda laboratuvar aktivitesinin ¢ok onemli bir bilesenidir (Buzatu and
Moots 2019). RA ile ilgili ¢cok sayida arastirmada, ESR'nin sonugclarla iliskili oldugu ve
radyografik ilerlemeyi etkiledigi gosterilmistir (Romao et al. 2020).

2.6.2 C-reaktif protein (CRP)

Inflamatuar olaylar, en iyi bilineni C-reaktif protein olan bes proteinden olusan bir
kademeli dizi iiretimini tetikler (Sproston and Ashworth 2018). CRP seviyeleri, test
tarafindan hemen degerlendirildiginden, ESR seviyelerinden daha giivenilir bir
inflamasyon gostergesi olarak kabul edilir. CRP, inflamatuar uyaranlara ¢ok daha hizli
yanit  verdiginden ve mevcut inflamasyonun zamaninda teshisi  olarak
kullanilabileceginden, inflamatuar durumlarda ESR testine gore daha ¢ok tercih edilir.
2010 yilinda, (Breda et al. 2010) inflamatuvar bir belirte¢ olan C-reaktif proteinini, gesitli
calismalarda romatoid artritin daha hizli radyografik gelisimi ile iliskilendirilmistir

(Jonsson et al. 2017, Ansar and Ghosh 2013).

C-reaktif proteini, kompleman sisteminin uyarilmasinda ve sitokinlerin, 6zellikle IL-6nin
iretilmesinde esastir (Tanaka and Kishimoto 2014, Sproston and Ashworth 2018). Bazi

teorilere gore romatoid artritte kompleman aktivasyonunu kismen diizenleyebilir
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(Molenaar et al. 2001). Siirekli artan C-reaktif protein seviyelerinin, erken RA'da yaygin
kemik kaybinin baglamasiyla dogrudan baglantili oldugu gosterilmistir (Figueiredo et al.
2021).

Azalmis bir C-reaktif protein (CRP) seviyesi, hastaligt modifiye edici ilaglarin
kullanilmasinda sonra ilk Olciilebilir degerdir (Genovese et al. 2019). Yikselmis CRP,
devam eden inflamasyonun hassas bir gostergesi olarak klinik degerlendirme ile
kullanilabilirken, herhangi bir hastaliga 6zgii degildir. Kanser, pndmoni, lupus, romatoid
artrit ve romatizmal ates, CRP testinin pozitif olabilecegi hastaliklar arasindadir. RA

tanisindan 6nce, C-reaktif proteinde preklinik artiglar goriilmiistiir (Nielen ez al. 2004).

2.6.3 Romatoid faktor (RF)

Romatoid faktor (RF), elli yildan fazla bir siire 6nce kesfedilen pargalanmig kristalize
bolge (Fc) immiinoglobulin G (IgG) antikorlarini hedef alan otoantikorlar ifade eder. RA
hastalarinin %70-80’1, RA hastalarina 6zgii olmayan ancak Sjogren sendromu ve viral
enfeksiyonlar gibi diger otoimmiin durumlart (6rn. tiiberkiiloz ve hepatit) olanlarda

goriilen RF'den de muzdariptir (Maslinska et al. 2021, Elkayam et al. 2006).

2.6.4 Anti-siklik sitriiline peptid antikorlar1 (Anti-CCP)

Anti-siklik sitriiline peptid antikorlari, romatoid artrit hastalarinda arginin amino asidinin
modifiye edilmis bir versiyonu olan sitriilini igeren peptitlere ve proteinlere karst antikor
tiretimi hakkinda 6nemli bir bulgu ilk olarak 1998'de tespit edilmistir (Van Venrooij et
al. 2011). Bir arginin-sitrulin kalintis1 iceren antijen determinant1 ile etkilesime giren
filagrin antikorlari, anti-siklik sitriilin peptit antikorlar1 olarak bilinir (Aggarwal et al.
2009). Yapilan arastirmalarda, CCP antagonistlerinin RF'ye gore daha {istiin bir teshis
araci oldugunu gosteren sonuglar elde edilmistir (Van Venrooij et al. 2008). Anti-sitrulin
peptit (anti-CCP) antikorlar1 %40 ile %80 hassas ve %81 ile %100 giiglii olarak
degerlendirilir (Avouac et al. 2006) ve romatoid artriti saptamak i¢in miikemmeldir

(Hinks et al. 2018). Bu o6zellikler, antikorun romatoid artrit etiyolojisini izlemek i¢in ne
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kadar yararli oldugunu gostermektedir (Nicaise Roland ef al. 2008). RA numunelerinin
%76’nm, nadir amino asit sitriilin iceren sentetik lineer peptidlerle reaktif olan
otoantikorlara sahip oldugu bulunmustur, bu da RA i¢in yiiksek derecede bir 6zgiilliige
isaret etmektedir. Ayrica, sitrulin peptit (anti-CCP) antikorlarinin, RA'min erken
evrelerinde saptanmasinda yararli oldugu birgok calismada gosterilmistir (Schellekens et

al. 2000, Ramos and Macias 2021).

RA'y1 erken bir asamada tespit etme, erken sinovitli bireylerde RA'y1 belirleme ve RA'y1
sistemik lupus eritematozus (SLE) gibi diger bag dokusu bozukluklarindan ayirt etme
kabiliyeti nedeniyle, CCP antagonistleri RA'nin biyobelirteci olarak 6nem arz etmektedir
(Tampoia et al. 2005). Sitriilin, canli organizmalarda kodlayici bir amino asit olarak islev
gormediginden, sitriilin igeren peptidler, peptidil argininin enzimatik doniisimii ile
sentezlenmelidir. Bu doniisiim, insan romatoid artrit (RA) sinovyal dokularinda
tanimlanmis olan, PADIs2 ve PADIs4 olan peptidil arginin deiminazlar (PAD'ler)
enzimleri tarafindan katalize edilir (Suzuki et al. 2005) ve PADIs4 geni RA'ya baglanir
(Li et al. 2020). Bu veriler, bu sitriilin igeren proteinlere karsi otoantikorlarin
iiretilmesinin ve endojen proteinlerin ekstraksiyonunun romatoid artritte patojenik rol

oynadiginin gii¢lii bir gostergesidir (Yang et al. 2021).

Birgok saglik probleminde, PAD enzim aktivitesi dikkatle kontrol edilir; ancak bir¢cok
kanser tiirii (Yuzhalin 2019), nérolojik hastaliklar (Ishigami ef al. 2005) ve otoimmdiin
hastaliklar gibi baz1 bozukluklar sitriilinasyon yolunun diizensizligine neden olabilir
(Anzilotti et al. 2010). Eklemlerde bulunan degigmis antijenlere karsi hipernitrojenizm
ve kimyasallarin ve antikorlarin birikmesi, romatoid artriti karakterize eder.
Sitrulinasyon, yeni (oto-)antijenlerin olusumunu artirabilir ve bir otoimmiin yaniti
baslatmaya yardimci olabilir (Krishnamurthy er al. 2016). Sitrulinasyon ve PAD
enzimlerinin timi otoimmiinite (NET'ler) ile ilgili oldugu bilinen apoptoz, otofaji ve
noétrofil hiicre dis1 tuzaklarinin olusumunda 6nemli rollere sahiptir (Valesini et al. 2015).
Notrofillerin PADI4'li enfeksiyon veya iltihaplanma sirasinda aktive olur, bu da birkag
kendi kendine antijenin uyarilmasina (Wang et al. 2016) ve hiicreden kromatinin disar1
atilmasma neden olarak enfeksiyon savunmasi i¢in ¢ok Onemli araglar olan aglar

olusturur. Histon sitrulinasyonu bu siirecte kritik bir asamadir (Wang et al. 2009). Aglarin
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olusumunda PADI2'nin islevi hakkinda ¢ok az bilgi vardir. PADI2'nin NET'lerin gelisimi
icin gerekli oldugunu, ancak TNF ve sitriiline bagl artritin neden oldugu durumlar i¢in
gerekli olmadigin1 gosteren calismalar vardir (Bawadekar et al. 2017). Nétrofillerin
NET'lere ve PAD'lere salinmasi muhtemelen sitrulinlenmis hiicre dis1 antijenleri takip
eder (Corsiero et al. 2016) ve enfeksiyoz ajanlarla (Deane et al. 2017) olan aktivasyonu
(Okroj et al. 2007) immiinolojik komplekslerin gelisimini tamamlar. Bagisiklik toleransi
bozuldugunda, bagisiklik sistemini strese sokabilir ve artan bagisiklik sistemi "vuruglar1"
ve / veya PED aktivitesini artiran kofaktdrler (6rnegin otoantikorlar) nedeniyle bagisiklik
savunmasini bozabilir (Darrah et al. 2013). Bu durum, sitrulinasyon verimliliginin
korunmasina yardimci olabilir ve otoimmiiniteye katkida bulunabilir. Yeni ¢aligsmalar,
PAD4'lin proinflamatuar sitokinler IL-1 ve TNF'nin gelisimi i¢in gerekli bir protein olan
niikleer faktor B'yi (NF-B) dogrudan sitriiline ettigini gdstermistir (Sun et al. 2017). PAD
enzimlerinin katalitik aktivitesi i¢in kalsiyum gerekli oldugundan, sitrulinasyon romatoid
artritte inflamasyonun yayilmasina katkida bulunabilir. Bu, romatoid artrit gelisiminin ve
normal fizyolojinin cok ¢esitli faktdrlerden etkilenebilecegini gostermektedir. Ote
yandan, PAD4 aktivitesi i¢in optimal oldugu gosterilen in vitro kalsiyum konsantrasyonu,
sinoviyal sivida goriilenden daha yiiksektir (Assohou-Luty et al. 2014). 1977'de, (Rogers
et al. 1977), PAD enzimlerini ilk olarak tanimlamigslardir. PAD ailesinin iiyelerinin
substrat Ozellikleri ve dokuya 0Ozgii ifadeleri degisiklik gosterir. Bu durum PAD
enzimlerinden kaynaklanmaktadir (Darrah et al. 2012). En yaygin izoform PADI2 dir.
PADI2 substratlar1 oldugu gosterilen en 6nemli iki protein iskelet ve bag kaslarindaki
vimentin ve beyindeki miyelin temel proteinidir (MBP). Caligmalar, PADI2
ekspresyonunun hormonal diizenlemesinin dokuya 06zgli oldugunu gostermektedir
(Mohanan et al. 2012). PADI2'nin ¢ogunlukla sitoplazmik olmasina ragmen, bu proteinin
bir kisminin ¢ekirdekte de bulunmasi ve burada histon H3 ve H4'lin uzaklastirilmasindan
ve gen diizenlemesine katilimdan sorumlu olabilecegini diisiindiirmektedir (Cherrington
et al. 2012). Cekirdekler, beyaz kan hiicreleri (graniilositler, monositler) dahil olmak
tizere ¢ok sayida dokuda PADI4'iin birincil lokalizasyonudur, PADI3 ise biiyiik dl¢lide
sa¢ folikiillerinde bulunur ve hiicre i¢i olarak sitoplazmada lokalizedir (Vossenaar et al.
2004). Artmis enzimatik aktiviteye sahip olmanin yani sira, romatoid artrit hastalarinin
sinovyumundaki nétrofiller ve monositler, g¢esitli sitriilin igeren proteinlerle birlikte

PADI2 ve PADI4'li asir1 eksprese eder (Foulquier et al. 2007). PADI4, romatoid artrit

13



icin bir duyarlilik genidir (Iwamoto et al. 2006). Tek niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler),
birkag¢ etnik grupta RA ile iliskilendirilmistir (Burr et al. 2010). Bu siireg, hiicresel
aktivasyon sirasinda sitriilin igeren proteinlerin olusumunun diizenlenmesine yardimci
olur ve PADI4'{in immiinolojik yanit1 ve enzim yapisini etkileyerek kendiliginden serbest
kalabilecegi gostermistir (Andrade et al. 2010). Bununla birlikte, bu sonuglarin terapdtik
etkilerini tam olarak anlamak i¢in daha fazla arasgtirmaya ihtiya¢ vardir. PADI4 igin
belirtilen hedeflerde PADI2 ve PADI4 arasinda bazi oOrtiismeler fark edilmistir
(Damgaard et al. 2018). Hiicresel substratlarin ve iiretilen peptitlerin enzim seciciligi,
PADI2 ve PADI4 i¢in farkli goriinmektedir ve arginin alic1 kalintilar1 etrafindaki amino
asit sentezi daha sinirlidir (Assohou-Luty et al. 2014). ACPA hedefli sitriiline endojen
proteinlerin yapiminda hangi izoformun daha 6nemli oldugu su anda belirsizdir. Son
aragtirmalar (Blachére er al. 2017), yiiksek titreli ACPA'nin fibrinojent sitriiline PADI2
yerine PADI4 yoluyla tercihli olarak bagladigini gdstermektedir. Bu bireylerdeki Histon
H3 otoantikorlari, sitriilin aracili antijeni PADI4 araciligiyla seciyor gibi goriiniirken,
daha yakin tarihli caligmalar, her iki enzimin de ACPA'lar i¢in sitriilin hedefleri

olusturmada esit derecede basarili oldugunu 6ne siirmektedir (Damgaard et al. 2018).

2.6.5 Anti-PADI4 antikorlar

RA hastalarinda anti-PADI4 antikorlar1 ilk kez 2003 yilinda (Nissinen et al. 2003)
tarafindan tanimlanmistir. Bu raporu takip eden yillarda yapilan bir¢ok ¢alisma, romatoid
artritli kisilerde bu antikorlarin varligini dogrulamistir (Martinez-Prat ez al. 2019). ACPA
varlifi, RA hastalarinin %20-45'inde goriilen anti-PAD4 antikorlarinin saptanmasina
baghdir (Cappelli et al. 2018). Yapilan bir meta-analiz caligmasina gore, anti-PAD4
antikorlarimin RA'da %38’lik bir duyarliligi ve %96,'lik bir 6zgilligii vardir ve RA
hastalariin ve kontrollerinin siirekli olarak miikemmel bir sekilde ayirt edilmesini
saglarlar. Farkli kuruluslar tarafindan yiiriitiilen birka¢ ¢alisma anti-PAD4 antikorlarini
incelemis ve anti-PAD4 antikorlarinin beklenmedik bir sekilde ACPA-negatif bireylerde
bulundugunu ve romatoid artritte serogrup acigini kapatmaya yardimci olabileceklerini
gostermistir (Martinez-Prat ef al. 2018, Ren et al. 2017). Anti-PAD4 antikorlari, proteinin
enzimatik aktivitesini inhibe ediyor gibi goriinmektedir, ancak otoantikorlarin enzim

fonksiyonu ve aktivitesi lizerindeki etkileri 1yi bilinmemektedir (Auger et al. 2010).
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Bununla birlikte, anti-PAD4 antikorlar1 tarafindan taninan epitoplarin tam yerlesimini,
dizisini ve mimarisini tam olarak anlamak i¢in daha fazla ¢calismaya ihtiyac vardir. Bazi
RA hastalarinin, hastaliklarinin baglangicindan 6nce tespit edilebilir seviyelerde PAD4
antagonistleri sergilemesi merak uyandiricidir (Kolfenbach ez al. 2010). Bununla birlikte,
on yillar boyunca toplanan numunelerin kullanildigi bir askeri kohort ¢alismasinda,
RA'min gelisimi sirasinda anti-PAD4 antikorlarinin  olusumunun kesin olarak
belirlenemedigi ve bu yiizden daha ¢ok ¢alismaya ihtiya¢ oldugu ortaya ¢ikmistir. Anti-
PADA4 antikorlarin1 6lgmek i¢in bir yontem olarak immiinopresipitasyonun diisiik
duyarliliga sahip oldugu gosterilmistir; bu nedenle, bu sonuglarin enzime bagh
immiinosorbent tahlili (ELISA) veya en giincel PMAT sistemi gibi daha giincel
yontemler kullanilarak dogrulanmasi gerekir (Martinez-Prat et al. 2019). Boylece, ACPA
ve RF’den sonra anti-PAD4 antikorlarinin ortaya ¢ikip ¢ikmadigi ve bunlarin RA’y1
tahmin etmek veya hatta 6nlemek i¢in kullanilip kullanilamayacag test edebilir (Mahler
2017). Asilama yoluyla farelerde, PAD enzimleri ile ACPA sentezinin iyilestirilmesi ve
anti-PAD4 antikorlarinin gelisebilme olasilig1 belirlenebilir (Arnoux et al. 2017). Bu
durum, hayvan modellerinin, o6zellikle asilama yoluyla iiretildiginde (otomatik
modellerin aksine) her zaman insan hastaligini yansitmamasi ve RA hastalarinin B
hiicresi repertuarin1 kullanarak potansiyel mutasyonlarin dizileme caligmalarindan ek

bilgi sunmasiyla aciklanabilir (Elliott ez al. 2018).

2.7 PADI-4 Geni

Peptidilarjinin Deiminazlar 4 (PADI-4), kromozom 1p36 iizerinde bulunur ve miiteakip
konformasyon degisiklikleri sitriilinin bir protein olmasmma neden olursa, arginin
kalintilarinin sitriiline translasyon sonras1 modifikasyonu i¢in gerekli katalitik enzimleri
kodlar ve bu da farkli antijenleri nedeniyle bagisiklik toleransinda bozulmaya neden
olabilir. Kanitlar, PADI-4 haplotipinin tasiyicilarinda PADI-4 mRNA stabilitesi ile RA
duyarhilig1 arasindaki baglantiy1 desteklemektedir (Suzuki et al. 2005). Artan stabilitenin
bir sonucu olarak PADI-4 proteini birikir ve sitriilin iceren proteinler artar, her ikisi de
sitriilin peptitlerine karsi otoantikorlarin iiretimini destekler. PADI4 geni, argininin

sitriilin  kalintilarina doniistiiriilmesinde yer alan bir enzimi kodlar ve bu gen,
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graniilositlerin ve makrofajlarin olgunlasmasinda rol oynayabilir, bu da iltihaplanmay1 ve

immiinolojik yanit1 baslatir (Kouzarides 2007).

Protein bir oligomerdir ve oligomerin her bir {iyesi bes kalsiyum iyonunu baglar.

Protein L-arginin + HoO=protein L-citrulline + NHj3

2006 yilinda, (Kang et al. 2006) tarafindan yapilan ¢calismada, Dogu Asya'da bes PADI4
SNP’nin (PADI4-89, PADI4-90, PADI4-92, PADI4-94 ve PADI4-104) RA ile gii¢lii bir
iligkisi oldugu tespit edilmistir.

Romatoid artrit sinovyal doku, eozinofillerin ve noétrofillerin sitoplazmasinda,
cekirdeginde ve sitoplazmik graniillerinde bulunan ancak periferik monositlerde veya

lenfositlerde bulunmayan protein ile normal ekspresyona sahiptir (Kouzarides 2007)
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Cahsma ornekleri

Bu calismaya yaslar1 25-35 arasinda degisen 64 Romatoid Artrit (RA) hastas1 ve 32
saglikli kisi olmak iizere toplam 96 kisi katilmustir. Incelemelerde kullanilacak kan
ornekleri, Dhuluiya Genel Hastanesi'nde Mart-May1s 2022 tarihleri arasinda alinmistir.
Calismaya katilan hasta bireyler tip uzmanlari tarafindan, Amerikan Romatoloji Dernegi
tarafindan belirlenen yeni tani kriterlerine uygun olarak; klinik muayene, rontgen ve
laboratuvar testleri sonuglart kullanilarak belirlenmistir. Ayrica c¢alismaya katilan

bireylerle anket ¢aligmas1 yapilmustir.

3.1.2 Kan orneklerinin toplanmasi

Caligmaya katilan tiim bireylerden tek kullanimlik plastik bir siringa kullanarak (kol
damarindan) yaklagik 10 mL kan 6rnegi alinmistir. Daha sonra alinan kan 6rnekleri her 5

mL olacak sekilde ikiye boliinmiistiir.

1. Kisim: Serum, birkag steril, saglikli goniilliiden ekstrakte edildi ve {i¢ par¢aya boliindii.
Serumun iki boliimii daha diizgiin bir sekilde ayrilmasini saglamaya yardime1 olmak i¢in
kapakl1 2 mL'lik tiiplere yerlestirildi. Bu tiipler tipik olarak serumun ayrilmasini ve 3000
rpm'de 5 dakika santrifiij edilmesinde kullanilarak kanin pihti kistmlarinin ayrilmasini

saglayan bir jel tiipii icerir.

2. Kisim: Antikoagiilan olarak EDTA igeren siki1 kapakli 5 mL kan iceren bir tiipe 1,5
mL kan konulmasini, iyice karistirilmasimi ve ardindan DNA ekstraksiyonu baglayana

kadar tiipiin -20°C'de tutulmasini igerir.
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3.1.3 Cahsmada kullanilan kimyasallar

Bu ¢aligmada kullanilan tiim kimyasallar Cizelge 3.1'de gosterilmistir.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan kimyasallar

Sira Kimyasallar Sirket Mensei
1 Amonyum asetat BDH Kimyasal Ingiltere
2 Kloroform Scharlab Ispanya
3 Sitrik asit BDH Kimyasal Ingiltere
4 Di, sodyum etilen diamin tetra asetik asit Na, (EDTA) BDH Kimyasal Ingiltere
5 Etanol Hollanda
6 Glikoz BDH Kimyasal Ingiltere
7 Hidroksit sodyum BDH Kimyasal Ingiltere
8 izo propanol Scharlab Ispanya
9 Magnezyum kloriir BDH Kimyasal Ingiltere
10 SB tampon ¢ozeltisi BDH Kimyasal Ingiltere
11 Sodyum klorit BDH Kimyasal Ingiltere
12 | Sodyum sitrat BDH Kimyasal Ingiltere
13 | Sodyum dodesil siilfat BDH Kimyasal Ingiltere
14 Sakaroz BDH Kimyasal Ingiltere
15 Tris -HCL Promega ABD
16 | Triton-x100 BDH Kimyasal Ingiltere
17 Agaroz Promega ABD
18 Boya yiikleme BDH Kimyasal Ingiltere
19 Red safe Montreal biotech Fransa
20 Fenol Scharlab Ispanya
21 Premix Promega ABD
22 | DNA Primeri Cleaver Ingiltere

3.1.4 Cahsmada kullanilan arac ve gerecler

Bu caligmada kullanilan tiim ara¢ ve gerecler Cizelge 3.2'de belirtilmistir.
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Cizelge 3.2 Calismada kullanilan alet ve ekipmanlar

Arag ve Geregler Sirket Mensei
Santrifij Hettich Almanya
Sogutma Santrifiijii Erma Tokyo
Derin dondurucu Deko Cin
E -Grafik Erma Tokyo
Elektroforez-gii¢c kaynagi Lab net Inter Tayvan
ELISA Okuyucu mindray Cin
ELISA yikayici mindray Cin
Jel elektroforezi Lab net Inter. Inc Tayvan
Ocak gozii ve karistirici Sartorius Almanya
Kulucka makinesi Samix Cin
Cikro santrifiij Hettich Almanya
Mikropipetler (5, 200, 1000) Dragon Cin
Mikrodalga Memmert Almanya
Nanodamla 2002/2000°C Erma Tokyo
Calkalayici Industrial group Almanya
PH o6lger Hanna Ins Italya
Portatif Otoklav Arnoldand Ingiltere
Hassas terazi Sartorius Almanya
Termo dongiileyici Applied bio systems Singapur
Vorteks Fanem Brezilya
Su banyosu Lab tech Almanya
Su damitma LabTech Kore
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3.1.5 Kitler

Calismamizda kullanilan kitler Cizelge 3.3’te gosterilmektedir.

Cizelge 3.3 Calismada kullanilan kitler

Kitler Sirket Mensei
Anti CCP ELISA kit Sunlong Cin
PADI 4 ELISA kit Sunlong Cin

3.2 Yontemler

3.2.1 Molekiiler yontemler

Tam kan 6rneginden DNA ekstraksiyonu:

3.2.1.1 Cozeltilerin hazirlanmasi

e Kirmizi kan hiicresi sitoliz soliisyonu: 0,01 M Tris-HCI pH 7,6, 320 mM sukroz, 50
mM MgClz ve %1 Triton X 100. Tris-HCI 0,157 g, siikroz 10,95 g, MgCL, 0,476 g
ve Triton X-100 iiretmek i¢in eritilir. Hacim distile su ile 100 mL'ye tamamlanir ve
cozelti 4°C veya altinda saklanir.

e 0,01 M Tris-HCI, 20 mM Sodyum Sitrat, 20 mM EDTA ve %]1'den (SDS) olusan
beyaz kan hiicresi lizis soliisyonu hazirlanir, bunu yapmak i¢in 80 mL damitilmis suyu
0,157 g Tris-HCI, 0,75 g Na;EDTA, 1 g SDS ve 0,588 g sodyum sitrat ile birlestirilir,
pH 8'e ayarladiktan sonra, toplam 100 mL yapmak i¢in 80 mL daha damitilmis su
eklenir.

e Fenol, kloroform ve izoamil karisimi1 (25:24:1) oranlarinda reaktif olarak kullanilir.

e Amonyum asetat (7,5 M): 5782 g amonyum asetat 10 mL distile suda ¢6ziiliir.

e Mutlak etanol (%100) ve 30 mL damitilmis su birlestirilerek istenen konsantrasyonda
etanol (%70) olusturulur.

e Onceden 4°C'ye 1sit1lmis kloroform
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800 litre soguk mutlak etanol (-20°C'de) ve 50 L amonyum asetat1 yavasga birlestirin.
Cozelti durumunda, DNA bir iplik seklini alabilir.

Mikrofij tiipiinii 14,000 rpm'de ve 4°C'de 3 dakika dondiirerek cokeltilir ve
siipernatant1 dikkatle atilir.

Peleti yikamak icin 500 litre %70 etanol kullanilir daha sonra 10,000 rpm'de 5 dakika
santrifiijlenir.

Tiip siipernatandan dikkatlice ¢ikarilir ve oda sicakliginda kurumaya birakilir.

200 uL TE tampon i¢inde rehidrat edilir.

DNA stogu daha sonra (-20°C) kullanima kadar dondurulur (Ali et al. 2008).

3.2.1.2 Agaroz jel elektroforezi

Bireyin molekiiler agirligina ve jelin gozeneklerinin boyutuna gore, PCR islemlerinde

genomik DNA'nin tanimlanmasi i¢in agaroz jel elektroforezi kullanilir. DNA pargalarinin

negatif bir yiikii oldugundan, negatif elektrottan pozitif elektrota dogru akarlar.

3.2.1.3 Kaullanilan ¢ozeltiler

4 ¢ SB ¢oziilerek 10X tampon ¢ozeltisi (sodyum hidroksit- borik asit) olusturulur. 500
mL distile su ile 500 mL sodyum hidroksit, borik asit ilave edilerek karigimin pH's1
8,5'e getirilir ve ardindan 500 mL distile su ilave edilerek gerekli hacim elde edilir.
Genomik DNA'y1 tanimlamak i¢in, 50 mL 1x SB i¢inde 0,5 g agaroz ¢oziilerek %1'lik
bir agaroz jel olusturulur. Agaroz mikrodalgaya koyulur, kaynatilir ve ardindan
karisim 55°C'ye sogutulur.

0,25 g tampona bromofenol mavisi eklenir.

3.2.1.4 Jel elektroforez prosediirii

Genomik DNA 6rnegini tutacak kuyucuklar1 olusturmak i¢in jel elektroforez taragi

hazirlandi ve yerine bir jel tepsisi (10 x 10 cm) yerlestirildi.

21



e Agaroz dikkatli bir sekilde kaliba dokiiliip oda sicakliginda 10-15 dakika sogumaya
birakildiktan sonra jele 3 pLL Red Safe eklendi ve iyice karistirildi.

e Jel yiizeyinin bu tampon ile kaplandigi SB 1X okuyucu iceren tankta sablon jel ile
sabitlenir.

e Tiiplere 3 pL yiikleme tamponu, 7 pLL DNA numunesi eklenerek karistirilir.

3.2.2 Enzim deneyi

Enzimi 6l¢mek i¢in bir enzim baglantili ELISA test kiti olan Sandvi¢-ELISA yontemi
kullanildi. Bu kit, belirli bir antikorla 6nceden kaplanmis bir Microelisa plakasi igerir.
Mikroelisa uyumlu kuyular1 bosaltmak i¢in standart veya numune ilaveleri yapildi ve

ardindan ilgili antikor eklendi.

Kuyularin eklenmesinin ardindan, her bir Microelisa plakasi, hormona veya enzime 6zgii
Yaban Turpu Peroksidazina (HRP) konjuge antikorlarla muamele edildi. Daha sonra her

kuyuya TMB substratlar eklendi.

Durdurma soliisyonu eklendiginde, enzim ve HRP-konjuge antikoru igeren kuyucuklar
once mavi goriniir, sonra sartya doner, dalga boyu 450 nm'dir, miittefik

spektrofotometriyi 6l¢cmek icin optik yogunluk (OD) kullanilir.

3.2.3 Primerler

Entegre DNA Teknolojileri i¢in, bir Amerikan sirketi primerleri liyofilize ederek bir toz
haline getirmistir. Primerler, belirlenen test tiiplerinde kurutulduktan sonra oda
sicakliginda tiretilir. Bu kullanim i¢in stok soliisyonu hazirlamaya baslamak i¢in, serbest
damitilmig su (PH=8,0) ve steril su icinde ¢oziiliir. Bu ¢ozelti -20°C'lik bir sicakligi
korumak i¢in uygulanir ve daha sonra uygun Pmol/uL konsantrasyonlarini vermek iizere

damitilmis su (PH=8,0) ve steril su ile seyreltilir (Cizelge 3.4) (Cizelge 3.5) (Cizelge 3.6).
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Cizelge 3.4 PADI4 rs11203366 primer dizisi

Primer Niikleotid dizileri Say1
FO 5-CTGGGAGAGCCATGG C -3’ 16
RO 5-GTCGCCTGTGCTACCA -3’ 16
Fl1 5-TGCATATTGGCCCCG -3’ 15
F1 5-ATTTCTTCTTGGCTGGAGGTCT -3’ 22

Cizelge 3.5 PADI4 rs11203367 primer dizisi

Primer Niikleotid dizileri Sayr
FO 5'-CTGCCCCTGAGGACTGCAC -3’ 19
RO 5-GTGGATCACGGCAGGACAGA -3’ 20
F1 5-GGTGACCCTGACGATGAACGT -3’ 21
F1 5-GCCTGTGCTACCACTGGACG -3’ 21

Cizelge 3.6 PADI4 rs874881 primer dizisi

Primer Niikleotid dizileri Say1
FO 5-GCTTTCCCTCCATTCCCATC -3’ 20
RO 5'-ACTCCCAGATGTCTGACTGGCT -3’ 22
F1 5'-CAAAGCTCTACTCTACCTCACGGG-3' 24
F1 5"-TGGTTGTCACTTACCCAGCG -3’ 20

3.24 PCR-ARMS yontemi

1. PCR-ARMS mikrotiipleri, DNA amplifikasyon reaksiyonunu ¢alistirmak igin 1s1
dongiileyiciye eklendi (Cizelge 3.7) (Cizelge 3.8) (Cizelge 3.9).

Cizelge 3.7 rs11203366 amplifikasyonunu gosteren program

No Asamalar Sicakhik Zaman Dongii sayisi
1 [lk denatiirasyon 95 30 saniye 43
Denatiirasyon 95 1 dakika
2 Tavlama 57 30 saniye 30
Eklenti 72 2 dakika
3 Son uzatma 72 10 dakika 1
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Cizelge 3.8 rs11203367 amplifikasyonunu gosteren program

No Asamalar Sicaklik Zaman Dongii sayisi
1 i1k denatiirasyon 95 30 saniye 43
Denatiirasyon 59 1 dakika
2 Tavlama 57 30 saniye 30
Eklenti 72 2 dakika
3 Son uzatma 72 10 dakika 1

Cizelge 3.9 rs874881 amplifikasyonunu gosteren program

No Asamalar Sicakhik Zaman Dongii sayisi
1 Ik denatiirasyon 61,5 5 dakika 1
Denatiirasyon 94 1dakika
2 Tavlama 59 1dakika 35
Eklenti 72 2 dakika
3 Son uzatma 72 10 dakika 1

2. Once numuneler termocycler'dan cikarilir ve reaksiyon siiresinin bitiminden hemen
sonra her bir tiipten 5 pL ¢ekilir. 80 mL'de (SP 1X) 1,6 g %2 konsantrasyonunda 6nceden
hazirlanmis agaroz jel deliklerine yiiklenir, tepsi boyutu 15 x 10 cm’dir.

3. Amplifiye edilen DNA, elektroforez cihazi ¢alistirilarak iki agsamada transfer edilir

e 1. Asama (50 Volt+40 mA+10 dk).
e 2. Asama (80 Volt+70 mA+60 dk).

4. Diziistii bilgisayara bagli bir E-Graph cihazi aracilifiyla jel de goriintiilenir ve

gorlntiiler kaydedilir.

3.3 istatistiksel analiz

Calisgma sonunda elde edilen veriler SPSS paket programi kullanilarak

degerlendirilmistir. Rs11203366 (163 A/G), rs11203367 (245C>T) ve rs874881
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(335C>Q) i¢in alelik tekrar siklig1 asagidaki denklem kullanilarak tahmin edilmistir
(Sekil 3.1).

[lk alelin frekansi=p

Ikinci alelin frekansi=q

2(Num. of identical genotypes)+ Num. of hybrid

freq. first allele =
the total number » 2

frequency of the second allele = 1 - Repeat the first allele

For genotypes:

Number of genotype
Freq the genotype viewer = f genotyp

the total numbe

Sekil 3.1 Istatiksel islem
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Numunelerin Ozellikleri

Cizelge 4.1'de calismaya katilan 64 hasta ve 32 kontrol grubuna ait genel 6zellikler

bulunmaktadir.

Cizelge 4.1 Incelenen popiilasyonlarin genel 6zellikleri

Numunelerin 6zellikleri Hasta grubu Kontrol grubu
Yas (y1l) 25-30 17 (%26,57) 22 (%68,75)
31-35 47 (%73,43) 10 (%31,25)

kk

Ki-Kare = 15.741 P-Degeri = 0,0006

Cinsiyet Kadin 56 (%817,5) 12 (%37.5)
Erkek 8 (%12,5) 20 (%62,5)

kk

Ki-Kare = 25,815 P-Degeri = 0,0008

Cizelge 4.1’de RA hastalarinin yaslarina gore oranlarimi iki kategoriye ayirarak
gostermektedir. Caligmanin istatistiksel analizin de her iki yas grubu ve cinsiyetler
arasinda RA insidansinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulunmaktadir. Anlamh
farkliliklar1 belirlemek icin ki-kare (X?) analizi yapilmistir. Istatistiksel anlamlilik (*)
olasilik degeri (P-degeri <0,010) olarak tanimlanirken, istatistiksel anlamsizlik (P-
degeri> 0,010) olarak belirlenmistir. Her iki RA hasta yas grubu ve kontrol grubu
karsilastirildiginda, belirgin farklar bulunmustur. RA hastalari, 31-35 yas grubunda
%73,43 iken, kontrol gruplarinda 25-30 yas grubunda %26,57 olarak tespit edilmistir. RA
hastalar1, 25-30 yas kontrol grubunda %68,75 iken, 31-35 grubu kontrol grubunda
%31,25 olarak belirlenmistir. Ayrica hasta ve kontrol gruplarinin tiim yas gruplari

arasinda anlaml farklar bulunmustur.

2017 yilinda, (Kato et al. 2017), RA baslangi¢ yasinin 2002—-2003'te 55,8, 2007-2008'de
57, 2012-2013'te 59,9'a yiikseldigini bulmuslardir. En ytiksek oran 2002-2003'teki 50-59
yas grubu ve 2012-2013'teki 60-69 yas grubunda tespit edilmistir. (Tehlirian and Bathon
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2008) tarafindan yapilan bir ¢calismada, hastalik baglangicinin herhangi bir yasta ortaya
cikabilecegi ve en yaygin olarak 40 ile 50 yaslar1 arasinda oldugu belirtilmistir.

Calismamizda cinsiyete baglh sonuglar1 inceledigimizde, yatan hasta gruplarinda kadin
oraninda %87,5 artis goriiliirken, erkeklerde %12,5 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.1).
Cinsiyetle ilgili bu sonug, Romatoid artritin kadinlarda erkeklerden daha yaygin oldugunu
(3:1 oran) gosteren (Klein and Morgan 2020)’1n sonuglariyla uyumludur. Epidemiyolojik
verileri kullanan (Favalli et al. 2019), yasa bagli olarak romatoid artritli kadinlarda
prevalansin erkeklere gore li¢ kat daha fazla oldugunu ortaya koymustur. Her iki cinsiyet
icin insidans oranina bakacak olursak, kadinlarda yasla birlikte kademeli olarak arttigi,
ancak erkeklerde 30-50’li yillarda nispeten sabit kaldigi ve bundan sonra tekrar
yiikselmeye basladigr goriilmektedir. Ozellikle romatoid artrit, 10-40’I1 yaslara kadar
olan kadinlarda ii¢ kat daha sik goriiliir, 55 ile 65 yas grubunda 2:1 oranina diiser ve
sonunda 65 yas istii erigkinlerde tekrar artar. Genetik ve hormonal degisimler de dahil
olmak tizere ¢ok sayida degiskenin, kadinlarda romatoid artrit prevalansinda etkili oldugu

diistiniilmektedir.

4.2 Anti-Sitriiline Protein (Anti CCP) ve Peptidil Arginin Deiminaz 4 (PADI4)

Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

Cizelge 4.2, romatoid artrit (RA) hastalar1 ile kontrol grubu arasindaki anti-CCP
konsantrasyonlarinin karsilastirmast bulunmaktadir. Buna gore, RA hastalig1 olanlarda
anti-CCP diizeyinin ortalama =+ standart sapmasi 8,308+0,935 U/mL iken, kontrol
grubunda 7,367+1,032 U/mL olarak goriilmektedir. Bu sonuclardan, anti-CCP diizeyinin,
kontrol grubuyla karsilastirildiginda RA hasta grubunda 0,01 >p 6nemli 6lclide arttigi
gorilmektedir. Ayrica RA hastalig1 olanlarda PADI4 diizeyinin ortalama + standart
sapmast 11,124+1,211 IU/L iken, kontrol grubunda 6,021£2,767 IU/L olarak karsimiza
cikmaktadir. Elde edilen bu sonuglardan, PADI4 seviyesinin kontrol grubuyla
karsilastirildiginda, RA hasta grubunda 0,01>p anlamh sekilde arttig1 belirlenmistir.
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Cizelge 4.2 Hasta ve kontrol grubunda CCP VE PADI4 seviyelerinin karsilastiriimasi

Hasta grubu Kontrol grubu
Parametreler Ortalama £ SS Ortalama £ SS P degeri
CCP U/mL 8,308+0,935 7,367+1,032 <0,01 **
PADI4 IU/L 11,124+1,211 6,021£2,767 <0,01 **

2019 yilinda, (Hussein et al. 2019) yaptiklar1 ¢alismada, romatoid artritli hastalarda
kontrol grubuna gore (8,4+4,4 ng/mL ve 156+£31 pg/mL) 6nemli dl¢iide daha yiiksek
PADI4 (532,9+240,9 pg/mL) ve Anti-CCP (129,3+74,8 ng/mL) seviyeleri oldugunu

tespit etmistir.

Serum PADI4 seviyeleri ve anti-CCP seviyelerinin romatoid artritteki roliinii
degerlendirdigimizde, PADI4'iin serum seviyeleri RA hastalarinda, kontrol grubuna gore
yiiksek bulunmustur. Elde ettigimiz bu sonu¢ 6nceki ¢aligmalardan elde edilen bulgularla
uyumluluk gostermektedir (Umeda et al. 2016). Bunlara ek olarak, insan eozinofillerinde
ve iflamatuar bolgelerdeki spesifik noétrofillerde ve ayrica romatoid artritli kisilerin
sinovyal dokularinda ve sinoviyal bagisiklik hiicrelerinde PADI4 bulunmaktadir (Chang
et al. 2005). RA'da plazma PADI4'iin nereden geldigi belirsizdir, ancak dokulardan veya
hiicrelerden ekstravazasyonun hastaligin patogenezinde rolii oldugu diisiiniilmektedir
(Basu er al. 2011). Ayrica RA tanisinda anti-CCP'nin yiiksek 6zgiilliiglinii gdsteren

caligmalar bulunmaktadir (Manivelavan ve Vijayasamundeeswari 2012).

Bununla birlikte, (Chang et al. 2016), hem RF hem de anti-CCP negatif oldugunda
hastalik i¢in, RA teshisinde diger biyobelirteclerin arastirilmasi gerektigini ortaya
koymustur. Basgka bir calismada, anti-CCP'nin romatoid artrit teshisi i¢in %60 ile %83
arasinda degisen bir duyarlilifa sahip oldugu bildirilmistir. Bildirilen sonuglarin ¢ok
cesitli olmasi, test edilen hastalarin Ozelliklerindeki farkliliklar ve kullanilan kesme

degerleri ile agiklanabilir (Spengler et al. 2015).

Peptidil arginin deiminaz, sitrulinin (PADI) arginin protein kalintisinda bulunan

enzimdir. PADI2, 3 ve 4, bu enzimin RA sinovyumunda ifade edilen ii¢ izoformudur,
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PADI4 ise hasta antikorlari tarafindan en segici sekilde baglanan izoformdur (Blachére et

al. 2017).

PADI4, bir bagisiklik tepkisi olusturan yeni antijenlerin iiretimi, RA'nin patogenezi ve
daha 6nce genetik temizlige tabi tutulmus kisilerde bir hastalik dongiisiiniin gelistirilmesi

yoluyla ¢ok énemli bir rol oynar (Witalison et al. 2015).

4.3 Molekiiler Deneyler

4.3.1 Cesitli genotiplerin sikhigi ve PADI4 geninin rs11203366 (163A/G)

polimorfizmi icin alellik goriintilleme yiizdesi

Tetra ARMS-PCR tekniginin sonuglarina gore (rs11203366 163 A/G), c¢alisma grubu
heterozigot genotipi tasidigi i¢in hasta grubu ile saglikli olanlar arasinda fark ortaya

cikmamistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1 RA Hastalar1 ve kontrol gruplarinda PADI4 geninin rs11203366 (163A/G)
polimorfizmindeki PCR-ARMS gortintiisii
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4.3.2 Cesitli genotiplerin sikhigi ve PADI4 geninin rs11203367 (245C>T)

polimorfizmi icin alellik goriintiileme yiizdesi

Cizelge 4.3'te, PADI4'in rs11203367 C/T geninin polimorfizminin PCR-ARMS
analizinin ti¢ genotip (CC, CT, TT) ortaya ¢ikardigin1 gosterilmektedir. Hem RA hasta
grubunda hem de kontrol grubunda genotiplerin alellik frekanslarini ve genotiplere sahip
hasta sayis1 gosterilmistir. Ayrica, Hardy-Weinberg denklemine gore genotipler

dagitilmistir.

Cizelge 4.3 PADI4 geni 1s11203367 polimorfizminin farkli genotiplerinin alel
goriintlileme yiizdesi

Hasta grubu Kontrol grubu
Genotipler Say1 % Say1 % OR (%95 CI) | P degeri
CC 28 43,8 32 100 1 Ref. - -
CT 31 48,4 0 0 17,842 4,202- 0,003 *
228,020
TT 5 7,8 0 0 12.543 0,664- 0,091
236,917
Aleller Say1 % Say1 % OR (%95 Cl) | P degeri
C 87 67,96 64 100 1 Ref. -
T 41 32,04 0 0 | 16182 |3.694- 0,004
101,195

RA'l1 hastalar i¢in sonuglar, heterozigot CT genotipinin tekrar oraninin, kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda, %48,4'liik bir ylizde ile en yiiksek oldugunu gostermistir. Normal
genotip oraninin %100 oldugu kontrol grubunun aksine, normal CC genotip ylizdesi
%43.,8 ile en diistiktiir. Kontrol grubunun %0 gdzlem orani ile karsilastirildiginda, hasta
grubunun mutant TT genotipi i¢in %7,8 gozlem oranina sahip oldugu goriilmektedir.
Alellerin sikligina iligkin bulgulara gore, hasta grubun mutant T aleli (kontrol grubundaki
%0'a kiyasla %32,04) ve normal alel i¢in (%100'e kiyasla %67,96) yiiksek bir kontrol
yiizdesine sahiptir.

Hastalarin TT genotipi OR=12,543 ve (%95 CI=0,664-236,917) olup, T alelinin OR
degeri 16,182 diisiiktiir (%95 CI=3,694-101,195). Elde edilen sonuglara gore olasilik TT,
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CT ve alel T genotipleri, romatoid artrit i¢in risk faktorii olarak goriilmektedir (Sekil 4.2)
(Sekil 4.3) (Sekil 4.4).

P e e R S e e .

Sekil 4.2 RA hasta grubu i¢in PADI4 geninin rs11203367 (245 C>T) polimorfizmindeki
PCR-ARMS goriintiisii

Sekil 4.3 RA  kontrol grubu i¢in PADI4 geninin rs11203367 (245C>T)
polimorfizmindeki PCR-ARMS goriintiisii
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4.3.3 Cesitli genotiplerin sikhig1 ve PADI4 geninin rs874881 (335 C>G)

polimorfizmi icin alellik goriintiileme yiizdesi

PADI4 geninin rs874881 C/G (CC, CG ve GG) polimorfizmi i¢in yapilan PCR-ARMS
arastirmasinda, ii¢ genotip (CC, CG ve GG) kesfedilmistir. Hem kontrol grubunda hem
de RA hasta grubunda genotip alelik frekanslarin1 ve genotiplere sahip hasta sayisi
belirtilmistir. Bunlara ek olarak, genotipler Hardy-Weinberg denklem yasasina gore

dagilmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4 PADI4 geni rs874881polimorfizminin farkli genotiplerinin alel goriintiileme

yiizdesi
Hasta grubu Kontrol grubu
Genotipler Say1 % Say1 %o OR (%95 Cl) P degeri
CC 16 25 13 40,6 1 Ref. - -
CG 39 60,9 15 46,9 0,8223- 0,120
2,112 5,427
GG 9 14.1 4 12.5 1,828 | 0,456- 7,315 0,393
Aleller Say1 % Say1 % OR (%95 CI) P degeri
C 71 55,46 41 64,1 1 Ref. -
G 57 44,54 23 35,9 1,431 | 0,771- 2,655 0,255

Heterozigot CG genotipi RA hastalarinda %60,9, kontrol grubundan ise %46,9 ile daha
diisiik bir tekrar oranina sahiptir. Normal genotip CC yiizdesi ise RA hastalarinda %25,
kontrol grubunda ise %40,6 olarak tespit edilmistir. Mutant GG genotipi ise, kontrol
grubunda %12,5, hasta grubunda %14,1 olarak belirlenmistir. Alel frekansi1 agisindan,
bulgular, hasta grubunda mutant G aleli gézlemleme olasiliginin daha yiiksek (%44,54)
iken kontrol grubunda daha diisiiktiir (%35,9). Normal C aleli gézlemleme olasiligina

bakacak olursak kontrol grubunda daha yiiksek (%64,1) oldugu tespit edilmistir.

Hastalarin bir GG genotipi OR=1,828 ve (%95 CI=0,456-7,315) olup, G alelinin OR
degeri 1,431 ile daha (%95 CI1=0,771-2,655) diisiiktiir. Elde edilen sonuglara gore olasilik
GG genotipi ve G aleli romatoid artrit i¢in risk faktorii olarak goriilmektedir (Sekil 4.4)
(Sekil 4.5).
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Sekil 4.4 RA Hasta grubu icin PADI4 geninin rs874881 (335 C>G) polimorfizmindeki
PCR-ARMS goriintiisii

Sekil 4.5 RA kontrol grubu i¢in PADI4 geninin rs874881 (335 C>G) polimorfizmindeki
PCR-ARMS goriintiisti
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Elde ettigimiz bu sonuclar, (Khadim and Al-Kazaz 2022) tarafindan Irakli bireylerin
romatoid artrit duyarliliginda PADI4 geninin rs11203367 mutasyonunun Onemini
vurgulayan c¢alismasi ile uyumluluk gostermistir. Ayrica (Chen et al. 2011) tarafindan
PADI4 polimorfizminin Han Cin popiilasyonlarinda RA duyarliliginda 6nemli bir rolii

oldugu sonucu ile de bagantilidir.

Birc¢ok olast nedeni olan karmasgik bir hastalik olan romatoid artrit duyarliliginda genetik
faktorlerin 6nemli bir etkisi vardir. PADI4 geni, ¢esitli popiilasyonlarda 6nemli bir RA
duyarlilik odagi olarak tanimlanmistir. PADI4, ilk olarak Japon ve diger Asya
popiilasyonlarinda daha sonra Avrupa ve Latin Amerika popiilasyonlarinda MHC
olmayan bir RA risk lokusu olarak kabul edilmistir (Ishikawa and Terao 2020, Aslam et
al. 2020). PADI4 geninin, Asya gruplarinda RA ile giiclii bir baglantisi olsa da bu baglant1
Kaftkas popiilasyonlarinda tespit edilememistir. Bu durum gruplardaki ¢evresel kosullarin
farklilik gostermesinden kaynaklanmaktadir (Saad et al. 2016). Elde edilen bu sonuglar,
Kore (Kang et al. 2006), Almanya (Hoppe et al. 2006), Fransa (Gandjbakhch et al. 2009),
Avrupa (Hou et al. 2013) ve Meksika’da (Banos-Hernandez et al. 2017, Guzman-
Guzmén et al. 2015) yapilan calismalarin sonuglari ile dogrulanmustir. Cin ve Iran
popiilasyonlar1 iizerinde benzer arastirmalar yapilmis olsa da bu ¢alismanin bulgular
(Chen et al. 2011) bulgulanyla celismektedir (Shamsian et al. 2016). Genetik
korelasyonlara ek olarak, hastaligin siddeti, etnik gruplardaki farkliliklar ve genetik
geecmis gibi klinik 6zellikler hastalifin seyrini etkiler (Bafios-Hernandez et al. 2017).
Yapilan bir ¢alismanin sonuglarina gore, PADI4 polimorfizmi RA hastalig1 i¢in 6nemli
bir risk faktoriidiir. (Harris ef al. 2008) tarafindan yapilan bir arastirmada, es anlaml
olmayan ti¢ SNP (rs11203366, rs11203367 ve rs874881) nin RA geligme riskini arttirdig1
tespit edilmistir. Ayrica cinsiyet sonuglarina gore, 1019 RA hastas1 ve 907 kontroliin
meta-analizinde, PADI4 gen polimorfizmi (rs11203367) sadece erkeklerde RA ile biiyiik
Olctide 1liskili ¢ikmistir (Kochi ef al. 2011). Daha da 6nemlisi, (Banos-Hernandez et al.
2017), GTG haplotipi ile rs11203367 diizeyinde fonksiyonel bozulma arasinda bir egilim
bulmustur. PADI4 SNP'ler, Hint popiilasyonunda RA ile ¢ok degisken bir korelasyona
sahiptir (Panati ez al. 2012). PADI4 rs11203367 alelinin siklig1, Ankilozan Spondilit (AS)
hastalar1 ile Cin Han toplulugundaki kontroller arasinda onemli ol¢lide farklilik

olusturmamistir (Chen et al. 2010). (Chenou et al. 2017) tarafindan yapilan aragtirmaya
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gore bacak iilserleri (LU), vaskiiler okliizyon krizleri (VOC) ve inme PADI4 rs11203367
polimorfizmi ile baglantili degildir. iran’da bes tek niikleotit polimorfizminin (SNP'ler;
rs874881, rs11203366, rs2240340, rs11203367 ve rs11203368) lupus nefriti (LN) ve
hipertansiyon gelisme riskini arttirdig1 ortaya ¢ikmistir. Japon popiilasyonunda romatoid
artrit ile baglantili olan PADI4 geni iizerinde daha fazla SNP bulunmustur (Ikari ef al.
2005). Avrupalilarda ve Asyalilarda PADI4"lin RA ile farkl: iliskileri genetik degiskenlik
ile agiklanabilir (Kang ef al. 2006). RA hastalarinda Padi4 ekspresyonunun 6nemli dl¢iide
daha fazla oldugu ve bu yiikkselmenin (Fan et al. 2008) tarafindan Cin niifusunda
incelenen dort SNP'in (rs11203366, rs11203367, rs874881, rs1748033) alelleri ile

baglantili oldugu gosterilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada elde ettigimiz veriler degerlendirildiginde, Irak'ta romatoid artritli
hastalarin ¢ogunlukla kadin oldugu ve ortalama yaslarinin orta yas oldugu bulunmustur.
PADI4 ve anti-CCP kan seviyeleri, Romatoid artritli hastalarda saglikli kontrol
grubundan daha yiiksek belirlenmistir. Arastirma grubunun lokasyondaki heterozigot
genotip (rs11203366 163 A/G), hasta ve kontrol gruplari arasinda anlamli bir fark
olusturmamistir. PADI4 geninin rs11203367 ve rs874881 alel dagilimina iliskin mevcut
bulgularinda, alelin bir risk aleli oldugunu ortaya cikmistir. Bu sonug, Irak
popiilasyonunda PADI4 geni ile RA arasinda giiclii, istatistiksel olarak anlamli bir

iliskinin oldugunu kanitlamigtir.

Ayrica arastirilan genin promotor bolgesinin yani sira ekspresyonu etkileyebilecek
herhangi bir mutasyon veya polimorfizmin olabilecegi diislincesi nedeniyle daha fazla
arastirmaya ihtiya¢ vardir. Romatoid artrit hastalarinda gevresel ve genetik faktorler de
dahil olmak tizere ¢ogu faktore daha fazla dikkat edilmesi, PADI 4 ve anti-CCP testlerinin
RA hastalarinin tan1 ve takibinde kullanilmasi, PADI 4 ve anti-CCP hakkinda Irak'in
diger bolgelerinde daha fazla 6rnek kullanilarak arastirma yapilmasi ve daha fazla RA

hastasinin genlerinin gelecekteki ¢alismalar i¢in arastirlmasi 6nerilmektedir.
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