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Onsoz:

Juvenil romatoid artrit (JRA) cocuklugun en sik romatizmal hastaligidir. Tedavi
edilmediginde hastalik cok agir sekellerle seyredebilmekte ozellikle bazi hastalarda prognoz
daha kotii olabilmektedir. Ancak tedavi icin kullanilan ilaclarin ciddi yan etkileri vardir. Tedavi
seceneklerini daha iyi belirleyebilmek, hangi hastada daha agir ila¢ birlesimlerinin gerektigini
belirleyebilmek amaci ile ¢esitli aragtirmalar siirdiiriilmektedir. Bu aragtirmalarda hangi hastanin
daha agir bir seyir gosterecegini belirleme amaci giidiilmektedir.

Tiimor nekrozis faktor alfa (TNF) 6nemli bir enflamatuvar sitokindir. TNF’1 kodlayan
gende bazi polimorfizmler gosterilmis ve bu polimorfizmlerin daha yiiksek sitokin diizeyleri ve
bazi hastaliklarda daha agir seyirle iligkili oldugu gdsterilmistir. Bu ¢alismada da JRA’de TNF
gene polimorfizminin daha agir seyirli hastalar1 belirleyip belirleyemeyecegi calisilmistir. Bu
amagla JRA hastalarinin TNF gen polimorfizmleri ¢alisilarak bu polimorfizmin hastaligin seyir
ile ilgisi arastirllmis ve ¢alisma “TUBITAK” tarafindan “alt yap1 destekleme projesi” olarak

desteklenmistir.
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Oz

Amagc: TNF-a geninin promotor bolgesindeki G-->A -238 ve G-->A -308 polimorfizmlerinin,
JRA’te hastalik tipi ve klinik seyri ile iligkisini aragtirmak.

Metot: Durban siniflandirmasina gére JRA tanis1 konulan 51 Tiirk, 159 Cek JRA hastast
calismaya alindi. Her iki etnik gruptan 100'er saglikli birey kontrol grubunu olusturdu. Doktor
degerlendirmesine gore hastalik aktivitesinde, sis ve agrili eklem sayisinda ve ESH'inda %50 ve
lizerinde azalma iyi klinik yanit olarak degerlendirildi. Periferik kandan izole edilen DNA
orneklerinde TNF-ao 238 G/A ve 308 G/A polimorfizmleri analiz edildi.

Bulgular: iki etnik grup arasinda bazi demografik farkliliklar saptandi. Tiirk grubunda G-->A -
308 polimorfizmi ve kotii klinik seyir iligikisi istatistiksel olarak anlamli bulundu (p:0.005).
Ancak Cek grubunda boyle bir iligki saptanamadi.

Sonuc¢: TNF-o geninin promotor bdlgesindeki G-->A -308 polimorfizmi daha ciddi bir hastalik
seyri ile iligkili bulundugundan bu polimorfizmin kotii prognozlu ve belki daha agir tedavi
gerektiren hastalr1 tanimlayabilecegi diisiintilmiistiir. Bu iliskinin Cek grubunda gosterilmemis
olmas1 s6z konusu polimorfizmin sadece secilmis gruplarda hastalik seyrini etkiledigini

diistindiirebilir.

Anahtar kelimeler: TNF-o gene polimorfizmi, juvenil romatoid artrit



Abstract
The aim of this study was to study G-->A -238 and G-->A -308 polymorphisms in the promotor

region of the tumor necrosis factor (TNF) a gene in juvenile idiopathic arthritis (JIA) patients.
We have analyzed whether there were any associations between these polymorphisms and the
type of JIA and/or the clinical course of the disease in two separate populations. The first group
consisted of 51 Turkish JIA patients and the second group consisted of 159 JIA patients from the
Czech Republic. 100 healthy individuals served as controls, from each country. Subgroups of
JIA were defined as that suggested in Durban criteria. The course of the disease was defined on
the basis of: 1--The physician’s global evaluation of disease activity, 2-Count of swollen and

tender joints, 3-ESR.

In both JIA cohorts, the distributions of genotypes were not significantly different among the
types of JIA. The G-->A -238 polymorphism did not have an effect on the outcome of the
patients in either group. The G-->A -308 polymorphism was significantly associated with a bad
outcome in the Turkish group (p=0.005), however there was no association in the Czech patients.
Features of JIA among Turkish patients differed in some aspects from the Czech patients. It may
be speculated that certain genetic differences may accompany these phenotypic differences in the
Turkish group. Although larger numbers are clearly needed for verification, we suggest that the

G-->A -308 polymorphism may be operative in defining disease outcome in selected groups.

Key words: juvenile idiopathic arthritis, TNFa polymorphism



Giris ve Genel Bilgiler

Juvenil romatoid artrit (JRA) ¢ocukluk ¢aginda en sik goriilen romatizmal hastaliktir.
Baz1 genetik faktorlerin bir aradaki etkisiyle, konakta JRA gelistigi diistiniilmektedir. Bu
faktorleri belirlemek i¢in birgok romatolojik hastalikta linkage ¢alismalari ve assosiasyon
caligmalar1 yapilmistir. Assosiasyon c¢alismalar1 ayni toplumda, belirli gendeki bir allellin
hastalig1 olanlarda olmayanlardan daha sik bulunup bulunmadigini test eder. JRA’de en iyi
tanimlanmis assosisayon HLA iledir (1). Yakin yillarda JRA’te, baz1 sitokin gen
assosiasyonlarinin hastaligin aktivasyonu ile ilgisi gosterilmistir. Dr. Woo’nun Grubu bazi IL-10
haplotiplerinin extended oligoartritle assosiasyonunu gostermistir (2). Bu polimorfizm
antienflamatuvar bir sitokin olan IL-10un diisiikliigliyle ilgili bulunmustur. McDowell ve ark.
(3) IL-1a polimorfizmi ve oligoartikiiler JRA’te okiiler komplikasyon arasindaki korelasyonu
gostermislerdir. Ayrica bazi sitokin gen polimorfizmleri ve erigskin romatoid artritinde hastalik
ciddiyeti arasindaki iliski tanimlanmastir.

JRA seyrine gore farkli gruplara ayrilarak incelenmekte ve tedav bu gruplara gore
farklilik gostermektedir. Yeni siniflamaya gore hastalar: "persistent" oligoartikiiler yani
oligoartikiiler seyri sebat eden grup, "extended" oligoartikiiler yani 6 aydan sonra poliartikiiler
tipe doniisen grup, poliartikiiler yani 5'den fazla eklem tutulumu ile giden grup, sistemik hastalik,
ve digerleri (spondiloartropati ile seyreden ve psoriasis ile seyreden gibi) seklinde ele
alinmaktadir. Bu gruplarin farkli HLA iligkileri gosterilmis ve farkli genetik 6zellikleri
olabilecegi diisliniilmektedir.

Tiimor nekroz faktorii (TNF)-o akut enflamasyonda 6nemli rolii olan bir sitokindir.
Oligoartikiiler ve poliartikiiler JRA’te, TNFa plazma diizeyleri ve hastalik aktivasyonu arasinda
korelasyon gdosterilmistir(4). TNFa’y1 kodlayan gende bir¢ok polimorfizm tanimlanmustir.
Bunlardan bazilari TNFa ekspresyonunu etkileyebilir; 6rn. TNFa promoter bolgesinde 308.
pozisyonda G-->A nokta mutasyonunu olan (A alleli tasiyan) hastalarda TNFo yapimu artar (5).
TNFa-308 pozisyonunda polimorfizmi olan hastalarda sitma, leishmaniasis, trahom ve
lepromatdz lepra hastaligin daha agir seyrettigi gosterilmistir (6,7). TNFa polimorfizmi eriskin
romatoid artrit seyri ile iligkili bulunmustur; ve TNFa lokusundaki genetik farkliligin hastalik
riskini ve sonuglari i¢in 6nemli olabilecegi diisiiniilmiistiir (8,9). TNFa lokusundaki allelik
varyasyonlar birka¢ romatolojik hastaligin seyri ile iliskili bulunmustur. TNFa lokusundaki
allelik varyasyon ve 6zellikle promotor bolgesindeki 308. pozisyonda G-->A nokta
mutasyonunun SLE dahil bazi romatolojik hastaliklarla iliskisi gosterilmistir (10). SLE'de TNF-
308 A/A ve 308 G/A genotiplerinin siklig1 normal populasyona gore fazladir (p<0.05); TNF -238
G/A ve 238 A/A genotiplerinin boyle etkisi gosterilememistir (11).



Bu ¢alismada TNF o geninin promotor bolgesindeki G-->A -238 ve G-->A -308
polimorfizmlerinin, JRA’te hastalik tipi ve/veya klinik seyri ile iligkisi aragtirilmigtir. Tiirk

hastalar yaninda Cek JRA hasta populasyonunda da bu iligki arastirilmistir.



Gerec ve Yontem
Hastalar:

JRA tanis1 Durban Smiflandirmasi kriterlerine gore konuldu (12). Buna gore oligoartrit
'persistent’ ve 'extended' olarak iki alt gruba ayrildi. Poliartritler romatoid faktor (RF) pozitif
veya negatif olarak siniflandirildi. Yine ayni kriterler kullanilarak entesitis iliskili artrit ve

psoriatik artrit tanilar1 konuldu (12).

Calismaya iki merkezden hastalar alindi. Birinci grubu Hacettepe Universitesi (Tiirkiye)
Pediatrik Romatoloji ve Nefroloji Boliimii’nde tan1 konulmus 51 hasta; ikinci grubu Cek
Cumbhuriyeti’ndeki Romatoloji Enstitiisii ve Charles Universitesi Pediatri Boliimii’nden 159
hasta olusturdu. Durban Siniflandirmasina gore herhangi bir kategoriye uymayan hastalar

calisma dis1 tutuldu. Her iki etnik grupta 100’er saglikli bireyden kontrol gruplari olusturuldu.

Genotip dagilimlarinin farkli olmalarinin beklenmesi nedeniyle, gruplar ayri ayri
degerlendirildi. Rutin laboratuvar degerlendirmesi sirasinda alinan kan 6rneklerinden DNA izole

edildi. Tiim ailelerden gerekli etik izinler alind1.

DNA Analizi: Periferik kandan izole edilen DNA 6rneklerinde TNF-ao 238 G/A ve 308 G/A
polimorfizmleri analiz edildi. PCR amplifikasyonu i¢in F 5 AAA CAG ACC ACA GAC CTG
GTC3’, R5 CTC ACA CTC CCC ATC CTC CCG GAT C 3’ (238) ve F 5 GAG GCA ATA
GGT TTT GAG GGC CAT 3, R 5 GGG ACA CAC AAG CAT CAA G 3’ (308) primerleri
kullanilmigtir. PCR reaksiyonu 25 pl toplam hacim i¢inde 0.2ul Taq polimeraz, 2.5ul buffer, her
bir primerden 1ul, 2 ul ANTP, ve 1ul DMSO igermektedir. Uygulanan PCR programi asagida
verilmigstir: 94°C 3 dakika denaturasyon; 94°C 30 saniye denaturasyon, 59°C 1 dakika anneling,
72°C 2 dakika ekstansiyon. 35 dongii sonras1 72°C 5 dakika son ekstansiyon. PCR iiriinleri
%?2’lik agaroz lejde kontrol edilmistir.

Amplifikasyon tirlinleri 238 G/A polimorfizmi i¢in Bam H1 enzimi ile (-238 G/A PCR f{irlinii
155 bp, Bam H1 ile kesim sonucu 155 bp; 130 + 25 bp), 308 G/A polimorfizmi i¢in Nco 1
enzimi ile kesilmistir (-308 G/A PCR iiriinii 147 bp, Ncol ile kesim sonucu 147 bp; 126 + 21
bp). Sonuglar %2’lik agaroz lej ile gosterilmistir.

Tan1 aninda her hastanin eklem bulgular kayit edildi ve degerlendiren hekim tarafindan
hastalik aktivitesi 1’den 10’a kadar olan bir skorla belirlendi. Tiim hastalarda tam kansayim

yapildi; eritrosit sedimentasyon hizi (ESR), antiniikleer antikor (ANA), romatoid faktor (RF)



diizeyleri belirlendi. Sislik ve agris1 olan eklem sayisi tan1 aninda ve izlem sonunda kayit edildi

(13).

Asagidaki parametrelerden her biri igin %50 ve {lizerinde azalma olmasi iyi klinik seyir
olarak degerlendirildi
- Doktor degerlendirmesine gore hastalik aktivitesi
- Sis ve agrili eklem sayis1
- ESR
Yukaridaki parametreleri karsilamayan hastalar kotii klinik seyir grubuna konuldu. Tiim
hastalarin goz degerlendirmesi tan1 aninda ve hastalik subgrubu ve ANA pozitifligine gore her 3-

12 ayda bir goz doktoru tarafindan yapildi.

Istatistik analiz: SPSS programi kullanilarak bilgisayarda veritabani olusturuldu. Gruplar ki-kare

testi kullanilarak karsilastirilds; istatistiksel anlamlilik sinir1 olarak p<0.05 kabul edildi.
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Bulgular

Tiirk Grubu: Toplam hasta sayis1 51 idi. Hastalarin ortalama yas1 7.93+4.35 yil (min-
maks.:1.5-16); ortalama izlem siiresi 4.15+3.67 yild1 (1.0-15). Hastalarin %54 {inii kizlar
olusturmustu (Tablo 1). ANA pozitifligi oligo-"persistent' grubunda %33.3; genel olarak %9.8°di.
Poliartikiiler gruptaki hastalarin %10’unda RF pozitifti. Tan1 anindaki ESR 67.65+ 28.10
mm/saat (10-150) idi.

Oligoartrit grubundaki tiim hastalar non-steroidal entienflamatuvarlar (NSAIDs) ve
gerekli oldugunda intraartikiiler steroid enjeksiyonlari ile tedavi edilmisti. Poliartrit ve 'extended'
oligoartrit gruplarindaki tiim hastalara metotreksat (MTX; 12.5 mg/m?/hafta p.o. veya s.c),
NSAIDs ve intraartikiiler steroid uygulanmisti. Yiizde 25.6’s1na kisa siireli oral veya i.v. steroid
verilmisti. Sistemik artrit grubundaki tiim hastalara oral steroid, MTX ve NSAIDs verilmisti.

Entesitis iligkili tiim vakalar salazopyrin ve NSAIDs almisti.

Hastalarin G-->A -238 ve G-->A -308 TNFa polimorfizm genotiplerinin dagilimi kontrol
grubundan anlamli olarak farkli degildi (Tablo 2). JRA tipine gore de genotip dagilimi anlaml
diizeyde farklilik sergilemedi; oligo-persistan grubunda G allel frekans: yiiksekti (86.7% vs
57.1%), ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi.

G-->A -238 polimorfizminin hastaligin seyri tizerinde anlamli diizeyde etkisi gézlenmedi;

ancak G-->A -308 polimorfizmi istatistiksel olarak anlamli diizeyde kétii seyir ile iliskili

bulundu (p=0.005) (Tablo 3).

Cek Grubu: Toplam 159 hastanin %60.5°1 kizdi. Ortalama yas 8.96 + 4.62 yild1 (1-16),
izlem siiresi 4.0-19 y1l arasinda degisiyordu. Hastalarin %70.4’1i oligo-persistan grubundaydi,
%37.8’inde ANA pozitifligi vardi. Hastalarin G-->A -238 ve G-->A -308 TNFa polimorfizm
genotiplerinin dagilimi kontrol grubundan anlamli olarak farkli degildi. Ayni sekilde JRA tipine
gore de genotip dagilimi anlaml diizeyde farklilik gostermedi (Tablo 4). Tanimlanan

polimorfizmler ile klinik seyir arasinda iligki gosterilemedi.
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Tartisma

Tiirk grubunda, calisma grubundaki hastalar iilkenin 6nemli bir referans merkezindendir.
Bu nedenle JRA alt gruplarinin dagilimi populasyondaki dagilimi yansitmamaktadir. Ancak yine
de Tiirk grubundaki ANA pozitiflik sikliginin azlig1 dikkat ¢ekicidir. Tiirk hastalardaki bu durum

ve Avrupa verilerine gore erkek hastalarin fazlaligi 6nceki yillarda da belirtilmistir (14,15).

TNF a geninin promotor bdlgesindeki G-->A -238 ve G-->A -308 polimorfizmleri
kontrol grubundan farkli degildi. Bu durum, bahsedilen polimorfizmin hastaligin olugsmasinda
belirleyici olmadigini diisiindiirmektedir. Tiirk hastalarda JRA alt gruplarinda da bir farklilik
gozlenmedi. Ancak bazi gruplardaki vaka sayisinin azligi, farkliliklarin istatistiksel olarak

anlaml diizeyde olmamasina neden olmus olabilir.

Onemli bir sonug Tiirk hastalarda G-->A -308 polimorfizmi ile kétii klinik seyir arasinda
iligkili bulunmasidir. Bu iligki TNFa yapiminin artmasindan kaynaklaniyor olabilir. Erigkin
romatoid artrit hastalarinda hastalik ciddiyeti ile TNF diizeyi arasindaki iliski gosterilmistir (8,9).
Ote yandan bu polimorfizm hastaligin ciddiyetini belirleyen gen (ler)’e ¢ok yakin olup ‘linkage
disequilibrium’ gosteriyor olabilir. Bu nedenle TNF polimorfizminin ¢alismamizda hastalik
seyrini etkileyen bir¢ok genetik faktorden biri oldugu sdylenebilir. Ancak ayni iligki Cek
grubunda gosterilememistir. Bu durum Cek grubundaki bagka faktorlerin TNF polimorfizminin
etkisini ortadan kaldirmig olmasina baglanabilir. Tiirk grubunda entesitis iligkili artrit sikligt,
ANA frekansinin azlig1 gibi bazi demografik 6zellikler Avrupa grubundan farklidir; farkli
genetik risk faktorlerinin bu duruma neden olabilecegi sdylenebilir. Ote yandan Cek grubunda
daha ¢ok hasta vardir; Tiirk grubundaki tanimlanan iliski tip 2 hata olabilir. Yeni ¢aligmalar bu

iliskinin varligin1 aydinlatacaktir.
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Ekler

Tablo 1: Tiirk Hastalarin Ozellikleri

JRA tipi Hasta sayisi Kadin/Erkek
Oligoartikiiler 22 15/7
Oligo-'persistent' 12 8/4
'Extended' oligo 7 6/1
Entesitis iligkili 3 1/2
Poliartikiiler 20 10/10
Sistemik 9 2/7
Toplam 51 27/24

Tablo 2: Tiirk Grubunda JRA Tipine Gore TNF Polimorfizmi

Polimorfizmler
G-->A 238 G-->A -308

Hastalar G allel (%) A allel (%) G allel (%) A allel (%)
JRA (toplam) 78.4% 21.6% 74.6% 31.4%
Oligo-'persistent’ 86,7% 13.3% 86,7% 13.3%
'Extended' oligo 57.1% 42.9% 85.7% 14.3%
Poliartikiiler 85.0% 15.0% 60.0% 40.0%
Sistemik 66.7% 33.3% 77.8% 22.2%

Kontrol 73.1% 26.9% 68.8% 31.2%




Tablo 3: Tiirk Grubunda TNF Polimorfizmine Goére Klinik Seyir

Klinik seyir

Polimorfizmler fyi (%) Kotii (%)
G-->A -238

G allel 47.5% 52.5%

A allel 54.5% 45.5%
G-->A -308

G allel 60.5% 39.5%

A allel 15.4% 84.6% *
* p=0.005

Tablo 4: Cek Grubunda JRA Tipine Gore TNF polimorfizmi

15

Polimorfizmler
G-->A -238 G-->A -308

G allel A allel G allel A allel

Hastalar % (n) % (n) % (n) % (n)
JRA (Toplam) 76.7% (122)  23.3% (37)  73.0% (116)  27.0% (43)
Oligo-'persistent’  74.1% (20) 25.9% (7) 66.7% (18) 33.3% (9)
'Extended’ oligo  84.2% (16) 15.8% (3) 73.7% (14) 26.3% (5)
Oligo-AS  74.6% (44) 25.4% (15) 72.9% (43) 27.1% (16)
Poliartikiiler ~ 75.6% (31) 24.4% (10) 75.6% (31) 24.4% (10)
Sistemik  84.6% (11) 15.4% (2) 76.9% (10) 23.1% (3)
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DUZELTMELER
1. Oz béliimiinde
e TNF alfa polimorfizmine hangi yontemle bakildig: eklendi.
e Sonug kismi1 yeniden yazildi.
2. ATA (s6zkonusu polimorfizmin kisaltilmigi) kaldirilmistir.
3. Genel bilgilerde ikinci paragrafdaki 4. gruba verilen rakam kaldirilmustir.
4. TNF alfa 5 heterozigotlugu ile 308. pozisyonda G-->A nokta mutasyonu olan (A alleli
tagtyan) hastalar kastedilmistir; bu tanim metin i¢inde diizeltilmistir.
5. SLE i¢in i¢in bahsedilen mutasyon, bu ¢alismada bakilan G-->A —308 mutasyonudur.
6. TNF- 238 ve -308 polimorfizmleri ile ilgili baz1 literatiir verileri genel bilgiler boliimiine
eklenmistir (genel bilgiler, {ligiincii paragraf, dordiincii ve son ciimle)
7. DNA, Bam H1 ve Nco 1 enzimleri ile kesildikten sonra kag bp'lik bantlar olustugu eklendi
(Gereg ve yontem; sayfa 7-8).
8. PCR iiriinlerinin RFLP analizi fotograf olarak eklendi (Figiir 1)
9. Tartigmanin yeterli oldugu diisiiniilmiistiir; tartisma kism1 bu haliyle "Science Citation
Index"te, A grubunda yer alan 'Clinical and Experimental Rheumatology' adli dergide yayina

kabul edilmistir.



	                                            PROJE NO: SBAG-AYD-285
	Oligo-'persistent'
	Oligo-'persistent'


