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OZET Amag: Romatoid artrit (RA), patogenezinde genetik ve epige-
netik faktorlerin etkili oldugu kronik inflamatuar bir hastaliktir. Oro-
somukoid-1 (ORM1), antiinflamatuar 6zellige sahip olan bir akut faz
yanit proteinidir ve yapilan ¢aligmalarda RA patogenezi ile iliskili ol-
dugu gosterilmistir. Ancak hastaliktaki rolii tam olarak aydinlatilma-
mustir. Bu ¢alismada, RA hastalarinda ve saglikli kontrollerde serum
ORMI diizeylerinin ve ORM1 gen promotdrii metilasyonunun aragti-
rilmast amaglandi. Gereg ve Yontemler: Klinik olarak RA teshisi olan
40 hasta ve 31 saglikli kontrol ¢aligmaya dahil edildi. Tiim dondrlere ait
periferik kan 6rneklerindeki serum ORMI1 seviyeleri ELISA yontemi ile
belirlendi. Ayn1 bireyler i¢in kandan DNA izolasyonu yapildi. Elde edi-
len DNA o6rneklerine bisiilfit modifikasyonu yapildi. ORM1 gen pro-
motorii i¢in tasarlanan metilasyon spesifik primerler kullanilarak,
ORMI geni promotdr metilasyon profilleri, metilasyon spesifik poli-
meraz zincir reaksiyonu metodu ile belirlendi. Bulgular: Serum ORM1
seviyesinin, kontrol grubunda hasta grubuna kiyasla yaklasik 3,2 kat
yiiksek oldugu gozlendi (p<0,001). ORM1 gen promotériiniin RA has-
talarindaki metilasyon siklig1 %70, kontrol grubunda ise %35,5 olarak
belirlendi. Hasta grubunda, ORM1 promotdriinde hipermetilasyon,
kontrol grubunda ise hipometilasyon oldugu tespit edildi. Sonu¢: An-
tiinflamatuar bir akut faz proteini olan ORM1’in serum seviyelerinin,
hasta grubunda kontrolden ¢ok daha az olmast ORM 1’in metilasyonu-
nun, gen ifadesinin diizenlenmesinde ve inflamatuar yanitta 6nemli bir
rolii oldugunu diisiindiirmektedir. Epigenetik degisiklikler, RA’nin kli-
nik belirtilerinin baglamasindan dnce meydana geldigi icin ORM1’in
metilasyon durumu RA igin klinik bir biyobelirte¢ olabilir.

Anahtar Kelimeler: Artrit, romatoid; orosomukoid;
DNA metilasyonu

ABSTRACT Objective: Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic in-
flammatory disease, and genetic and environmental factors are well-
known causes. Orosomucoid-1 (ORM1) is an acute phase response
protein with anti-inflammatory properties and associated with the
RA pathogenesis. However, its role in RA has not been fully known.
In this study, we aimed to investigate serum ORM1 levels and methy-
lation of ORM1 gene promoter in RA patients and healthy controls.
Material and Methods: The study group consisted of 40 RA pa-
tients and 31 healthy controls. Serum levels of ORM1 in RA patients
and healthy controls were determined by using the ELISA method.
After genomic DNA was isolated from blood samples, DNA samples
were modified with bisulfite. Promoter methylation of ORM1 was
analyzed by methylation-specific PCR using methylation-specific
primers designed for the ORMI promoter region. Results: The
serum levels of ORMI in control group were found approximately
3.2 times higher compared to the patient group (p<0.001). The fre-
quency of methylation of the ORM1 gene promoter was 70% in RA
patients and 35.5% in the control group. Consequently, hypermethy-
lation for RA patients and hypomethylation for the control group
were observed in the ORM1 promoter. Conclusion: The serum lev-
els of ORM1 are much lower in the patient group than the control,
suggesting that methylation of ORM1 promoter plays an essential
role in regulating gene expression and in the inflammatory response.
Since epigenetic changes occur before the onset of clinical signs of
RA, the methylation status of ORM1 might be a clinical biomarker
for RA.
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Romatoid artrit (RA) otoimmiin bir kronik in-
flamatuar eklem hastaligidir.! RA; sinoviyal hiperp-
lazi, eklemlerde siskinlik, agri, inflamasyon, kikirdak
ve sinoviyal membranda hasar gibi ¢cok sayida semp-
tomla karakterizedir. RA’da, yiiksek diizeyde proin-
flamatuar sitokin iireten aktif bagisiklik sistemi
hiicreleri, kan dolagimindan sinoviyal membran veya
sinoviyal siviya go¢ eder ve sonug olarak eklem ki-
kirdaginda asamali erozyona yol agar.? Proinflama-
tuar sitokin iiretiminin yani sira T hiicreleri, apoptoza
direncli fibroblast benzeri sinoviyositleri (FLS) de
aktive eder. FLS’ler, sinoviyumdaki esas efektor hiic-
reler olup, RA’daki kikirdak ve kemik degradasyo-
sebebidir.?
popiilasyonun %1’ini etkiler ve etiyolojisi tam ola-

nunun temel RA, diinya ¢apinda
rak bilinmemektedir, ancak hem genetik yatkinligin
hem de ¢ok sayida ¢evresel bilesenin etkili oldugu
multifaktoriyel bir hastaliktir.* Gliniimiizde, romatiz-
mal hastaliklarin tamamen iyilestirilmesi i¢in uygu-
lanabilecek bir tedavi bulunmamaktadir. Mevcut
tedavilerin en 6nemli hedefi eklemlerdeki inflamas-
yon, agr1 ve siskinligi azaltarak, meydana gelebile-
cek hasari en aza indirmektir.’

Bagisiklik sistemi elemanlarinin epigenetik re-
giilasyonunun, otoimmiin hastaliklarin baslangicinda
ve progresyonunda etkili oldugu bilinmektedir. Ay-
rica DNA metilasyon profilindeki degisimlerin, RA
patogeneziyle iligkili oldugu da gosterilmistir.® DNA
metilasyonu gibi epigenetik modifikasyonlar, DNA
sekansinda herhangi bir degisim olmaksizin gen ifa-
desinde degisiklik yapabilen ve geri doniistiiriilebilir
degisimlerdir.” DNA metilasyonu, genomda ¢ogun-
lukla Sitozin-fosfat-Guanin (CpG) diniikleotitlerin-
deki sitozinlerde meydana gelir. Insan genomundaki
CpG’lerin biiyiik ¢ogunlugu ise gen promotorlerinde
bulunmaktadir, boylece gen ekspresyonunun diizen-
lenmesinde 6nemli rol oynamaktadir.® Genom g¢apli
DNA metilasyon profili ¢aligmalarinda RA’da, peri-
ferik kan monontikleer hiicrelerinde ve FLS’lerde
global DNA hipometilasyonu oldugu tespit edilmis-
tir. Hipometile olan bélgelerin cogunun da RA pato-
geneziyle iliskili mekanizmalarda rol alan genlerde
oldugu belirtilmistir.’

Dokularda inflamasyon meydana geldiginde,
normal fonksiyonel durumun tekrar saglanabilmesi
ve hiicresel hasarin 6nlenebilmesi i¢in hizli bir yanit
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olusur. Bu hizli reaksiyon, akut faz yanit1 olarak ad-
landirilir ve bu reaksiyonlara, primer olarak inflama-
tuar sitokinlerin iiretimine neden olan makrofajlar
aracilik eder.'” Akut faz yanit1 sirasinda bu inflama-
tuar sitokinler, akut faz proteinleri olarak bilinen mo-
lekdillerin sistemik olarak {iretimine neden olurlar. Bu
akut faz proteinleri memelilerde korunmus olup,
CRP, orosomukoid-1 (ORM1) (ayn1 zamanda o-1-asit
glukoprotein olarak da adlandirilir. Haptoglobin ve
fibrinojen bunlara 6rnek verilebilir proteinlerdir.).!
ORM1, 41-43 kDa’lik bir glikoproteindir ve yiiksek
oranda glikozillenmis bir serum bir proteinidir.
ORM1, insandaki major akut faz proteinlerindendir
ve akut faz yanitindaki roli tam olarak bilinmeme-
sine ragmen immiinmodiilatér ve antiinflamatuar
ozellikleri oldugu gosterilmistir.'> Bazi1 akut faz pro-
teinleri negatif feedback olustururlar, ORM1’de bun-
lardan biri olup noétrofil kemotaksisini, lenfosit
proliferasyonunu ve trombosit agregasyonunu inhibe
eder.’> ORMI, esas olarak karacigerden tretilen bir
glikoproteindir ve RA gibi patolojik ve fizyolojik du-
rumlarda {iiretimi ve glikozilasyonunda degisimler
meydana gelir. inflamasyon durumunda fukozilas-
yonda bir artis olur ve adezyon molekiilii E-selektine
baglanmay1 inhibe eder, bunun sonucunda da 16kosit
adezyonunu ve migrasyonunu bloke eder, boylece
giiclii bir antiinflamatuar etki gosterir.'

RA patogenezinde etkili olan molekiiler meka-
nizmalarin anlagilmasi, hem hastaligin erken asama-
larda teshis edilebilmesi hem de gelistirilecek
tedaviler igin yeni molekiiler hedeflerin belirlenmesi
igin gereklidir. Inflamatuar biyobelirtegler de kronik
inflamatuar hastaliklarin patogenetizini aydinlatmak
ve hastalik aktivitesini gdzlemlemek agisindan ol-
dukga dnemlidir. Bu nedenle bu ¢aligmada, RA pato-
genezi i¢in dnemli akut faz proteinlerinden biri olan
ORM1’in, RA’daki roliinii arastirmak amaciyla RA
hastalar1 ve saglikli kontrollerde ORM1 serum sevi-
yeleri ve ORM1 gen promotoriiniin metilasyonunun
ORMI1 serum seviyesi ile iliskisi arastirildi.

1 GEREC VE YONTEMLER
CALISMA GRUBU

“Amerikan Romatizma Dernegi/Avrupa Romatizma
Birligi 2010” siniflandirma kriterlerine gére RA ta-
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nis1 almig hastalar ¢aligmaya dahil edildi.'’ Hastalarin
demografik ve klinik bilgileri muayene sirasinda
alind1. Bu ¢alisma, Ondokuz Mayis Universitesi Kli-
nik Arastirmalar Etik Kurulunun (KAEK) 15.11.2016
tarihli ve OMU KAEK 2016/300 no.lu etik kurul ka-
rariyla onaylandi ve ¢alismada uygulanan tiim prose-
diirler Helsinki Deklarasyonu 2008 Prensipleri’ne
gore gerceklestirildi. Tiim gonillii bireyler ¢calisma
hakkinda bilgilendirildi ve imzali onaylar1 alindi. RA
tanili olan 40 (30 kadin, 10 erkek) hasta (ortalama yas
50,39+10,5 y1l) ve RA ya da bagka bir otoimmiin has-
talik 6ykiisii olmayan 31 (27 kadin, 4 erkek) saglikli
kontrol (ortalama yas 37,84+10,9 yil) olmak {iizere
toplam 71 goniillii galismaya dahil edildi.

RA hastalik aktivitesi, 28 eklem (sis eklem sa-
yis1 ve hassasiyet), romatoid faktor (RF), eritrosit se-
dimentasyon hiz1 (ESR) ve C-reaktif protein (CRP)e
dayanarak belirlenen DAS28 skoruna gore degerlen-
dirildi. DAS28 skorun degerlendirmesine gore; 2,6-
3,2 diisiik, >3,2<5,1 orta, ve >5,1 yiiksek hastalik
aktivitesini gostermektedir.

SERUM OROSOMUKOID-1 SEVIYELERININ OLGUMU

Serum ORM1 seviyeleri, iiretici firmanin protokoli
uygulanarak piyasada ticari olarak bulunan Oroso-
mucoid-1 ELISA Kit (#MBS901995, Hangzhou East-
biopharm, Cin) ile mikroplate cihazinda ELISA
yontemi ile tayin edildi (Assay range: 0,05 ng/mL-10
ng/mL).

PERIFERIK KANDAN DNA iZOLASYONU

Hasta ve kontrollere ait periferik kan 6rnekleri ED-
TA’l1 tiiplere alindi. Periferik kan mononiikleer hiic-
relerinden genomik DNA’lar, “Pure Link® Genomic
DNA Mini Kit (Invitrogen, ABD)” kullanilarak iire-
tici firmanin protokoliine gére izole edildi. DNA kon-

santrasyonlar1 ve safliklar1 NanoDrop spektro- foto-
metre (Jenway Genova Nano, Ingiltere) ile belirlendi.

BiSULFIT MODIFIKASYONU VE
METILASYON-SPESIFIK PCR

DNA 6rneklerinin bisiilfitle modifikasyonu “EpiJET
Bisulfite Conversion Kit (Thermo Fisher Scientific,
Litvanya)” ile 500 ng/20 mL DNA kullanilarak ve
kitin protokolii dogrultusunda yapildi. Metilasyon-
spesifik PCR (MSP) i¢in, ORM1 gen promotdr bol-
gesine 0zgiil metile ve unmetile primerler kullanilda.
MSP primerleri, ORMI promotor
“‘http://www.urogene.org/cgi-bin/methprimer/

dizisi ve
methprimer.cgi” veritabani kullanilarak tasarlandi.
Primer dizileri Tablo 1’de verilmistir.

MSP reaksiyonu toplam 25 pl hacimde, bisiil-
fitle modifiye edilmis 3 pl DNA, Tag™ DNA Poli-
meraz enzimi (Thermo Fisher Scientific, Litvanya)
ve spesifik primerler kullanilarak yapildi. ORM1
MSP/USP PCR reaksiyonu, Thermal Cyler Gene-
Amp® PCR System 9700 (Applied Biosystems,
ABD) ile: 95 °C’de 3 dk baslangi¢ denatiirasyonunu
takiben 40 dongii olarak 95 °C’de 40 sn, 57 °C’de 40
sn, 72 °C’de 70 sn, 72 °C’de 7 dk son uzama ve 4
°C’de muhafaza edilmek iizere gerceklestirildi. Po-
zitif kontrol olarak “Cells-to-CpG™ Methylated and
Unmethylated gDNA Controls (Applied Biosystems,
ABD)” kullanild1. Agaroz jel elektroforezi ile ytirii-
tiilen PCR iriinleri bir UV transilliiminatori ile go-
rlintiilendi. Analiz sonucunda, yalnizca metile veya
hem metile hem unmetile spesifik primerle yapilan
reaksiyonda iiriin tespit edildiginde, gen metilasyon
durumu metile olarak degerlendirildi. Yalnizca un-
metile spesifik primerle yapilan reaksiyonda PCR
irlinli gézlendiginde ise metilasyon durumu unme-
tile olarak degerlendirildi.

TABLO 1: MSP primer dizileri, hibridizasyon sicakliklari (Tm) ve beklenen amplikon uzunluklari.

Primer adi Primer sekansi(5'-3")

ORM1 MSP-F TTAGGAAATTTGTGGATTTATACGT
ORM1 MSP-R CTACCAACACTTAAAAAATACCTCG
ORM1 USP-F TTTTTTTAGGAAATTTGTGGATTTATAT
ORM1 USP-R CCTACCAACACTTAAAAAATACCTCAC

Baz sayisi Tm (°C) Amplikon uzunlugu (bp)
25 57 195
25 57 195
28 58 201
27 59 201

ORM1: Orosomukoid-1; MSP-F: Metilasyona 6zgiil forward primer; MSP-R: Metilasyona 6zgiil reverse primer; USP-F: Metilasyona 6zgil olmayan forward primer; USP-R: Metilasy-

ona 6zgiil olmayan reverse primer; bp: Baz gifti.
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ISTATISTIKSEL ANALIZ

Calismada elde edilen veriler SPSS V.22 ile analiz
edildi. Verilerin normal dagilimini test etmek i¢in Kol-
mogorov-Smirnov testi kullanildi. Hasta ve kontrol
gruplarinin metilasyon sikliklarmin karsilagtirilmasi
icin ki-kare (y?) testi yapildi. Degiskenler arasindaki
iliskilerin degerlendirilmesinde Pearson ve Spearman
korelasyon katsayis1 kullanildi. Normal dagilim gos-
teren verilerin karsilastirilmasinda bagimsiz gruplar t-
testi uygulandi. Betimleyici istatistik olarak, normal
dagilim gosteren veriler ortalama+standart sapma, nor-
mal dagilmayan veriler medyan (minimum-maksi-
mum), kategorik degiskenler ise 6rneklem sayist ve
ylizde olarak verildi. Tim istatistiksel testlerde
0,05’ten kiigiik p degerleri anlamli kabul edildi.

I BULGULAR

KLINIK PARAMETRELER

Hasta grubunda, ESR ve DAS28 arasinda pozitif ko-
relasyon bulundu (+=0,578, p=0,005). Yiiksek ESR
degerine sahip bireylerde hastalik aktivitesinin de
yliksek oldugu tespit edildi. CRP (+=0,239, p=0,456),
RF (=0,232, p=0,365) ve antisitriiline protein anti-
korlar1 (+=0,237, p=0,091) degerleri ile hastalik akti-
vitesi skoru DAS28 arasinda anlamli bir korelasyon
bulunmadi. RA hasta grubunun demografik 6zellik-
leri ve klinik verileri Tablo 2’de verilmistir.

TABLO 2: RA hastalarinin demografik ve klinik verileri.
RA (n=40)

Yas (yil) 50,39+10,5
Cinsiyet Kadin/erkek (30/10)
ESR (mm/h) 29,12+18,5
CRP (mg/L), medyan (minimum- maksimum) 3,73 (0,07-59)
RF pozitif %674
ACPA pozitif %73,5
Hastalik stiresi (yil) 9,08+7,38
DAS28 skoru 3,98+1,35
ilaglar
DMARD naive 11 (%27,5)
MTX + NSAIf +Steroid /+ Anti-TNF 29 (%72,5)

Veriler ortalamazstandart sapma, say, ylizde veya medyan olarak verilmistir.

ESR: Eritrosit sedimentasyon orani; CRP: C-reaktif protein; ACPA: anticyclic citrulli-
nated peptide antibodies; RF: romatoid faktér; DAS28: hastalik aktivitesi skoru; DMARD:
hastalik modifiye edici antiromatizmal ilag; MTX: methotrexate; NSAIi: nonsteroid anti-
inflamatuar ilag; Anti-TNF: Tiimdr nekrozis faktdr-alfa inhibitérii ilag.
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SEKIL 1: Romatoid artrit hasta grubu ve kontrol grubunun serum ORM1 seviye-
leri (***p<0,001). Sonuglar ortalamazstandart sapma olarak verildi.

SERUM OROSOMUKOID-1 SEVIYELERI

Serum ORM1 seviyelerinin kontrol grubunda (n=31;
8,06+3,49 pg/mL), hasta grubuna (n=40; 2,48+0,43
pg/mL) gore anlamli seviyede yliksek oldugu tespit
edilmistir (»p<0,001). Serum seviyelerini gosteren gra-
fik Sekil 1’de verilmistir.

HASTA VE KONTROL GRUBUNDA OROSOMUKOID-1
METILASYON FREKANSLARI

Toplam 40 RA hastas1 ve 31 saglikli kontrole ait pe-
riferik kan 6rneklerinde, ORM1 geninin promotor
metilasyon analizi yapildi. Hasta grubunda ORM1
icin metilasyon siklig1 %70 (28/40), kontrol grubunda
%35,5 (11/31) olarak bulundu (Tablo 3). ORM1 pro-
motor metilasyonlari agisindan hasta ve kontrol grubu
kargilastirildiginda, 2 grup arasinda istatistiksel ola-
rak anlaml fark oldugu tespit edildi (»=0,004).

Hasta ve kontrol grubundaki ORM1 serum sevi-
yeleri ve ORM1 promotor metilasyon profili deger-
lendirildiginde, serum seviyeleri ile metilasyon
durumu arasinda bir iligki oldugu tespit edildi. Hasta
ve kontrol grubunda ORM1 promotdrii metile veya
unmetile olanlardaki serum ORM]1 seviyeleri Tablo
4’te verilmistir. Hasta ve kontrol grubunda promotor
metilasyon sikligi ve ORM1 serum seviyeleri arasin-
daki iligkiyi gosteren grafik Sekil 2°de verilmistir.
ORMI1 serum seviyesinin yiiksek oldugu kontrol gru-
bunda, metilasyon sikliginin diisiik oldugu gézlendi.
Promotor metilasyon derecesinin azalmasi ya da un-
metile olmast ORM1 gen ifadesinin artmasina neden
olmustur. Hasta grubundaki hipermetilasyon ise gen
ifadesinin ve serum seviyelerinin azalmasia neden
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TABLO 3: Hasta ve kontrol grubunda ORM1 promotor
bdlge metilasyon frekanslari.

Metile ORM1 Unmetile ORM1
n (%) n (%) p degeri
Hasta (n=40) 28 (%70) 12 (%30) 0,004
Kontrol (n=31) 11 (%35.5) 20 (%64,5)

TABLO 4: Hasta ve kontrol grubunda ORM1 promotorii metile
veya unmetile olanlardaki serum ORM1 seviyeleri.

Kontrol ORM1 Hasta ORM1
OrtalamazSS (n) OrtalamazSs (n) p degeri
Metile 4,42+1,95 pg/mL (11) 4,153,4 pg/mL (28) 0,985
Unmetile  11,2941,32 pg/mL (20) ~ 7,142,19 pg/mL (12) **0,009

olmustur. RA ve kontrol grubuna ait DNA 6rnekle-
rinde ORM1 geni i¢cin MSP sonuclarinin agaroz jel
elektroforezi goriintiileri ise Sekil 3’te verilmistir.

I TARTISMA

ORMI; plazmada bol miktarda bulunan, yaralanma,
enfeksiyon ve inflamasyon gibi stres sinyalleri ile
ekspresyonu artan bir akut faz proteinidir ve immiin-
modiilator olarak etki gosterir.'® Her ne kadar patolo-
jik stireglerdeki etki mekanizmast tam olarak
anlagilmamis olsa da ORM1, dogal bir antiinflama-
tuar ajan olarak goriilmektedir, bunun nedeni ise not-
rofil aktivasyonunu inhibe etmesi ve monositlerden
proinflamatuar sitokin {retimini engellemesidir."”
ORMY’in, bagisiklik sisteminin temel komponentleri
olan maktofaj ve monositler lizerine olan diizenleyici
rolii otoimmiin ve inflamatuar hastaliklardaki 6ne-
mini de gostermektedir. Akut faz proteinleri ve bun-
olan ORMI,
tarafindan yiiksek oranda glikozillendigi i¢in olduk¢a

lardan  biri karaciger enzimleri
stabildir. Bu nedenle, inflamasyonun degerlendiril-
mesi i¢in ideal biyobelirte¢ olabilecek 6zelliktedir.!®
ORM1’in antiinflamatuar 6zellikte oldugu bilinme-
sine ragmen RA ile iliskisi ve gen ifadesinin nasil dii-
Bu
calismada ORM1’in, dogal immiinmodiilator ve an-

zenlendigi tam olarak aydmlatilmamistir.
tiinflamatuar 6zellikleri g6z Oniine alinarak, RA has-
talarinda ve saglikli kontrollerde serum ORMI1
seviyeleri ve ORM1 gen promotoriiniin metilasyon
profili arasindaki iliskinin incelenmesi amaglandi.
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Bu ¢alismanin sonucunda, serum ORMI1 sevi-
yelerinin kontrol grubunda RA hasta grubundan daha
yiiksek oldugu tespit edildi. Hasta grubunda serum
ORMI seviyesinin daha diisiik olmasinin, kronik in-
flamasyon nedeniyle gen ifadesinin azalmasindan
kaynaklandig1 diigiiniilebilir. Ayrica serum seviyele-
rinin metilasyon profiliyle de iligkili oldugu goriildii.
Kontrol grubunda, serum ORM1 seviyesinin yiiksek
oldugu ve metilasyon sikliginin diigiik oldugu goz-
lendi. Serum ORM1 seviyesinin diisiik oldugu RA
grubunda ise ORM1 gen promotoriinde metilasyon
sikliginin fazla oldugu gozlendi. Bu bulgular RA’da,
ORM’in bir antiinflamatuar akut faz proteini olarak
etkili oldugunu ve inflamasyon durumunda gen ifa-
desinin azaldigini gostermektedir. Ayrica ORM1 gen
promotdriiniin hipermetilasyonunun, gen ifadesinin
susturulmasina ve serum seviyesinin azalmasina
neden oldugunu diisiiniilmektedir.

ORM1’in etki mekanizmasi {izerine daha dnce
farkli gruplar tarafindan yapilmis ¢aligmalarda, infla-
masyonla ve RA ile iliskisi lizerine farkli sonuglar elde
edilmistir. Lacki ve ark.nin erken evre RA’da akut faz
yanitt lizerine yaptiklari caligmada, serum ORMI se-
viyesinin, hastaligin baslangi¢ evresinde saglikli kont-
rollerden daha yiiksek oldugunu tespit etmistir.
Hastaligin baslangicindan 3 yil sonra ise serum
ORMI1 seviyesinde 6nemli bir azalma oldugunu,
ancak bu azalmanin yalnizca anatomik progresyonu
olan hastalarda istatistiksel olarak anlamli oldugunu
ileri stirmiislerdir."” Calismamizdaki hastalarin, hasta-
lik siirelerinin ortalama 9 y1l oldugu diisiiniildiigiinde,
hasta grubunda kontrole gére serum ORM1 seviyesi-
nin diisiik olmas1 bu ¢aligmayla benzerlik gdsterebilir.
Bulgularimizdan farkli olarak, bir Japon popiilasyo-
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SEKIL 2: ORM1 promotor metilasyonu ile ORM1 serum seviyeleri arasindaki iliski
(**p=0,009). Sonuglar ortalamazstandart sapma olarak verildi.
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SEKIL 3: ORM1 geni promotdr bolge metilasyonunun hasta ve kontrollerdeki agaroz jel gériintiileri (m: Marker (baz cifti); M: Metile; U: Unmetile; R: RA hasta grubu; C:

saglikli kontrol grubu).

nunda, kronik inflamatuar hastaliklar olarak RA ve
sistemik lupus eritematozusda, serum ORM1 seviye-
leri aragtirilmis ve bu 2 hastaliktaki relatif konsant-
rasyonun saglikli kontrollerden 6nemli derecede
yiiksek oldugu bildirilmistir.?° Bulgulardaki bu farkli-
likta, caligmamizin Tiirk popiilasyonunda yapilmus ol-
masinin ve dolayisiyla farkli epigenetik faktorlerin de
etkisinin olabilecegi diistiniilebilir. ORM1’in vitamin
D3 ve immiin sistemin regiilasyonu ile iligkisinin in-
celendigi bir ¢alismada ise ORM1 geni susturuldu-
Sunda, interlokin-6 ve tiimor nekrozis faktor-alfa gibi
proinflamatuar sitokin seviyelerinin artt1g1 tespit edil-
mistir.>! Yapilan bu galisma, ¢alismamizda oldugu gibi
ORM1’in antiinflamatuar ve immiinmodiilator 6zel-
ligini desteklemektedir. Ayrica ORM1’in, RA’da akut
faz yanitindaki roliinii ve hangi mekanizmalarla dii-
zenlendigini aydinlatmak amaciyla yapmis oldugu-
muz bu calismada, ilk defa ORMI’in promotor
metilasyonu arastirildi ve serum seviyelerindeki arti-
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sin, ORM 1 promotor metilasyon sikligiyla nemli de-
recede iligkili oldugu gosterildi.

I SONUG

Calismamizda, RA hastalarinda serum ORMI1 sevi-
yelerinin saglikli kontrollerden daha diisiik oldugu
tespit edilmistir. Bunun yani1 sira RA hastalarinda,
ORM1 gen promotoriinde hipermetilasyon oldugu ve
saglikli kontrollerde ise hipometilasyon oldugu goz-
lenmistir. RA hastalarinda ORM1 ekspresyonunun
azalmasindan, gen promotoriin asirt metilasyonunun
sorumlu olabilecegi gosterilmistir. Kronik inflama-
tuar hastaliklar, hem genetik hem de epigenetik fak-
torlerin etkili oldugu kompleks hastaliklardir.
Metilasyon gibi epigenetik modifikasyonlar ise geri
doniistiiriilebilir degisimlerdir. Hastalik patogene-
zinde onemli etkisi olan biyolojik hedeflerin belir-
lenmesi, hem tedaviye yonelik ilag¢ gelistirilmesi hem
de hastaligin aktivitesinin gézlenmesi ve degerlendi-
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rilmesi agisindan biyobelirteg olarak 6nem tagimak-
tadir. Bu ¢alismanin bulgular1 goz 6niine alindiginda
ORM1’in, serum diizeylerinin ve gen promotorii me-
tilasyon durumunun, RA hastalig1 icin klinik bir bi-
yobelirte¢ olabilecegini diisiinityoruz.
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