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Amag: Temporomandibular Eklem Diizensizligi (TME-iD)‘ ve eklem osteoartritine (TME-OA)
yatkinlik genetik varyasyonlarla iliskili olabilir. Vitamin D Reseptorii (VDR) gen polimorfizmleri
buna adaydirlar. Bu calismanin amaci, VDR FoKI polimorfizminin temporomandibular eklem
dejenerasyonu ile iliskili olup olmadigini cinsiyete goére degerlendirmekti. Yontem: 58
osteoartritik TME-ID hastasi (32.07.£8.1) ve kontrol olarak 71 TME-ID olmayan birey
(28.28£5.95) calismaya dahil edildi. Kan 6rneklerinden DNA izolasyonu standart proteinaz
K/fenol-kloroform metodu ile yapildi. VDR geni Fokl polimorfizmi, polimeraz zincir
reaksiyonunu (PZR) takiben restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP) yontemi ile
arastirildi. Bulgular: Fokl genotip dagilimlar (rs2228570, C>T) gruplari arasinda istatistiksel
olarak farkli idi (p=0.026, x?=7.2). Heterozigot Ff genotipi, FF genotipine gore istatistiksel
olarak farkli idi (OR=0.43, %95 GA:0.2-0.92, p=0.028). TME-iD’li kadinlarda heterozigot Ff
genotipi FF genotipine gore farklilik sinirindaidi (OR=0.43, %95 CI:0.16-1.10, p=0.07). Yine
TME-ID’li kadinlarda ff genotipi ile FF genotipi arasinda fark olmamasina ragmen (%95 GA:
0.29-26.03, p=0.37) risk faktérii 2.77 kat fazla idi. TME-ID /kontrol grubu ve kadin kontrollerde
de F ve f alellerinin dagilmlar1 farkli degildi. Sonug: Fokl polimorfizminin TME-ID/TMEOA
gelismesi lizerinde 6nemli bir etkisi oldugu diisiiniilebilir. ff genotipi, TME-ID hastalarinda ve
TME-ID’li kadinlarda temporomandibular eklem dejenerasyonu ile ilgili olabilir.

Anahtar sézciikler: Temporomandibular eklem internal diizensizligi, temporomandibular
eklem osteoartriti, D Vitamini reseptor geni, FokI polimorfizm

The relation between Vitamin D receptor gene fokl polymorphism
and degeneration of the temporomandibular joint

Abstract

Objective: Predisposition to temporomandibular joint internal derangement (TM]-ID) and
osteoarthritis of the joint (TMJOA) might be related to genetic variations. Vitamin D receptor
(VDR) gene polymorphisms are the candidates for association with the disorder. The aim of this study
was to evaluate whether VDR Fokl polymorphism is associated with the degeneration of the
temporomandibular joint by gender.
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Methods: The study included 58 unrelated TMJ-ID patients (32.07 +8.1)land 71 healthy controls
(28.28 +5.95) without TMJ-ID. DNA extraction was achieved by standard proteinase K/phenol-
chloroform method from the blood samples. VDR gene Fokl polymorphism was investigated by a
polymerase chain reaction (PCR) based restriction fragment length polymorphism (RFLP)
assay. Results: The genotype distributions of Fokl (rs2228570, C>T) showed statistically
significant results (p=0.026, x*=7.2). Ff heterozygote genotype was statistically different as
compared to FF genotype (OR=0.43, 95% CI: 0.2-0.92, p=0.028). Heterozygote Ff genotype was
different comparing to the FF genotype in TMJ-ID women (OR=0.43, 95% CI: 0.16-1.10, p=0.07).
Although the difference between ff and FF genotype were not different, ff genotype wasa 2.77
fold risk factor (95% CI:0.29-26.03, p=0.37). The distributions of F and f alleles were not
different between the groups of overall TMJ-ID vs. controls and women TM]J-ID vs. controls.
Conclusion: The results of this study suggested that Fokl polymorphism might present
susceptibility to TM]J-ID/TMJOA. ff genotype might be associated with the degeneration of
temporomandibular joint in TM]J-ID patients and TM]J-ID women.

Keywords: Temporomandibular joint internal derangement, temporomandibular joint

osteoarthritis, vitamin D receptor gene, Fokl polymorphism

Giris

Temporomandibular eklem
dizensizlikleri (TMED),
temporomandibular eklemi (TME),
cigneme kaslarini ve ¢evresindeki yapilari
iceren ve populasyonun yaklasik olarak
%5-12’ sini etkileyen klinik bir durumdur.!
Birden fazla faktoriin neden oldugu
karmasik bir etyolojiye sahip olan TMED
inflamasyon, agr1 ve sinirl ¢ene hareketi ile
kendini gostermektedir.?
Temporomandibular eklem internal
diizensizligi (TME-ID), artikiiler disk-kemik
ucu kompleksi hastaliklar1 (disk kaymasi,
vb.) gibi intrakapsiiler hastaliklar: igerir.3
Internal diizensizlikler genellikle
semptomsuz seyreder ancak etkilenen
hastalarin hayat kalitesi ciddi anlamda
degisebilir. Halen, internal disk
diizensizliginin mekanizmalar1 ve TME
hastalig1 ile iliskisi konusunda bir fikir
birligi yoktur. Internal diizensizliklerin
alinda yatan mekanizmanin osteoartrit
(OA) veya osteoartroz olabilecegi o6ne
stirtilmustiir.#5 Temporomandibular eklem
agirlik tasimayan bir eklemdir. Akut veya
kronik travma ve internal diizensizlik 20-
40’lh yaslarda gorilen osteoartrit icin
bilinen en yaygin sebeptir. Eklem agrilari
hareket ile artarak, eklemde gerginlige,
kisith agiz ac¢ilimina, siklikla klik veya
poping isitilmesine neden olur. Daha ileri
evrelerde ise krepitasyon gortuliir. Kondilar
fibrokartilaj ve komsu kemikler, saglikli bir
eklemden kirilma veya eksizyon sonrasi
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rejenere olabilir, ancak muhtemelen disk
tahrip oldugu icin dejeneratif disk hastaligi
varliginda rejenerasyon olusmaz.6
Temporomandibular eklem osteoartriti
(TME-OA), TMED’nin bir alt tipidir. Diskin
yerinden oynamasi, asirt fonksiyonel
yukleme, travma ve gelisimsel anomalilere
sekonder olarak gelisebilir.3
Temporomandibular eklem diizensizliklerinin
sikligl, siiresi ve siddetinin kadinlarda
erkeklere kiyasla daha yiiksek oldugu
bilinmektedir.

Vitamin D biyolojik olarak inaktiftir
ve yan zincirindeki farkliliklar nedeniyle
degisik formlara sahiptir. Vitamin D3
hayvansal kaynaklidir ve ultraviole 1smnlari
yardimi ile deride sentezlenir. Vitamin D2
ise bitki ve mantarlardan elde edilir.
Vitamin D’nin 25 hidroksi (25(OH)D) ve
1,25 dihidroksi (1a,25(0H)2D)
metabolitleri olup, bunlardan 1a,25
dihidroksikolekalsiferol (1a,25 (OH)2D3)
aktif olan formudur.® Vitamin D
metabolitleri kanda vitamin D baglayic
protein (DBP) bagli olarak dolasirlar ve 25
(OH)D, 1,25 (OH)2D ile 24,25 (OH)2D’ye
afinitesi ytksektir. 10,25 (OH)2D3 aktif
metabolit olarak hiicreye girer ve niikleer
vitamin D reseptoriine (VDR) baglanir.
Olusan bu kompleks retinoid reseptoriiyle
bir heterodimer olusturarak ilgili gen
tizerindeki vitamin D duyarli elemente
baglanir.6 Onikinci kromozomda
(12913.11) lokalize olan VDR geninin,
kodlanan ve kodlanmayan bolgelerinde ¢ok
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sayida polimorfik bolgeler bulunmaktadir.”

Bu polimorfik bolgelerin gen
transkripsiyonunu, mRNA kararhiligini
veya ortaya cikan proteinin
aktivitesini/miktarini etkileyebildigi

bilinmektedir. Vitamin D reseptér geni
polimorfizmlerinin bircok hastaliga
yatkinlik ve hastaligin siddeti tlizerinde
etkisi olabilecegi gibi TME-ID gelismesiyle
de iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir.8
Vitamin D homeostazindaki degisikliklerin,
diz kikirdag, intervertebral disk, lumbar
disk gibi disk dejenerasyonuna bagh
patolojilerde etkili oldugu gorilmiis ve
ozellikle de OA ile ilgili bulunmustur.” VDR
geni polimorfizmleri tanimlandiktan sonra
OA, kanser, diyabet, kardiyovaskiiler
hastaliklar, viral enfeksiyonlar, tiiberkiiloz,
bobrek tasi, otoimmiin hastaliklar ve
periodontitis gibi ¢ok sayida hastalikla
iliskisi arastirilmistir.8

Fokl  polimorfizmi VDR gen
polimorfizmleri icerisinde hastaliklarla
iliskisi en cok arastirilan polimorfik bolge
olup, genin baslangi¢c bolgesinde yer alan
T>C baz degisikligine gore iki protein
varyanti (ATC yerine ACG kodonunun yer
almasi) olabilmektedir. Bunlardan birincisi
T allelinin (f alleli) varlig: ile ilk konumda
metionin aminoasitinin (aa) yer aldig1 427
aa’lik VDR protein ikincisi ise C allelinin (F
alleli) varligi ile metionin aa’nin dérdiincii
konumda bulundugu ii¢ aa daha kisa olan
(424 aa)proteindir. Bu polimorfizm, VDR
geninde gosterilmis protein varyanti

Yontem
Calisma Tasarimi

Bu aragtirma Ankara Universitesi Dis ve
Cene Cerrahisi Boliimii'ne miiracaat eden
akraba olmayan 58 TME-ID hastasi
(32.07%8.1) ve TME-ID olmayan 71 bireyin
(28.22 £5.9) 6nceki calismamiz icin izole
edilmis. DNA ornekleri kullanilaraké bu
arastirma  gercgeklestirildi (Tablo 1).
Fakiiltenin Etik Degerlendirme Kurulu
tarafindan  onaylanlanan (16.09.2008,
protokol no: 134/3) calismamiz Ankara
Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesinin
Molekiiler Biyoloji Laboratuvarinda
gerceklestirildi. Bu calisma icin
kullandigimiz bir o6nceki c¢alismamizin
deneklerinden kan 6rnekleri toplanirken,
cenedeki klik sesi, rediiksiyonlu anterior
disk deplasmaninin (ADDwR), kilitlenme
ise rediiksiyonsuz anterior disk
deplasmaninin (ADDwoR) Klinik isareti
olarak kabul edildi ve hasta se¢cim kriteri
olarak kullanildi.* Fenol/kloroform
yontemi ile DNA izolasyonu??
gerceklestirildikten sonra VDR  Fokl
polimorfizmi, polimeraz zincir
reaksiyonu(PZR)bazh restriksiyon
fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP)
teknigi ile arastirildi.

Tablo 1. Hasta ve kontrol gruplarinin yas
ve cinsiyet dagilimlari

. - Kontrol TME- Kadin Erkek
o!u_sturan _ tek pohrporﬁzm _ _olar_ak grubu iD TME-
bilinmektedir.12 FokI polimorfizminin disk ' TME-
dejenerasyonuna bagh patolojilerle iliskisi Hasta ID ID

konusunda literatiirde celigkili bulgular hasta  hasta

olmakla birlikte!3-15, bu polimorfizmin
TME-ID ve TME-OA ile iliskisine dair bilgi
bulunmamaktadir. Temporomandibular
eklem diizensizliklerinin siklifi, siiresi ve
siddetinin kadinlarda erkeklere kiyasla
daha ytliksek oldugu bilindigi icin bu
calismada, VDR FokI polimorfizminin TME-

Yas(yil); 2822 317 328 306
ort (+55) £59 479 841  £505

Kadin (n) 34 46 46 -

ID/TME-OA hastalarinda Erkek 37 12 12
temporomandibular eklem dejenerasyonu rkek (n) )
ile iliskisini cinsiyete gore arastirmayi Toplam (n) 71 53 46 12

amagcladik.
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Molekiiler analiz
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Ekzon 2 i¢in forward primer 5'-AGC
TGG CCC TGG CACTGACTCTGCTCT- 3’ ve
reverse primer 5’- ATG GAA ACA CCT TGC
TTC TCC TCCCTC-3’ olarak kullanild1 (Ella
Biotech, GmbH Hollanda). 50 ng genomik
DNA, 10’ar pmol forward ve reverse
primer, 200 mM dNTP, 20 mM Tris-HCI pH
8.4, 1.5 mM MgCI2, 1 pl Taq polimeraz
(Fermentas)kullanilarak 50 pl reaksiyon
volimiinde hazirlanan karisim 5 dakika
93C°'de denatiirasyondan sonra, 93 C°'de
45 saniye, 66 C°'de 30 saniye, 72 C"de 45
saniyeden olusan 35 siklus ve 72 C"de 5
dakika PZR yapildi (Whatman, Biometra,
Goettingen, Almanya).

Fokl  Restriksiyon Uzunluk

Polimorfizmi (RFLP)

Fragment

Fokl polimorfizminin RFLP’si icin
BseGI restriksiyon enzimi (RE)(#ER0871,
(Thermo Scientific, USA) dretici firmanin
protokolii dogrultusunda kullanildi. Enzim
kesimi i¢cin PZR {riiniinden 10pl [0.1-
0.5pg], 2pl 10X Buffer Tango™ [1X:33 mM
Tris-asetat (pH 7.9), 10 mM magnezyum
asetat, 66 mM potasyum asetat, 0.1 mg/mL
BSA], 18pl niikleazsiz su ve 2pl BseGI
enziminden olusan karisim 55 °C’'de16 saat
inkiibe edildi.

Agaroz jel elektroforezi ile enzim kesim
tirtinlerinin incelenmesi

FokI RE enzimiile kesim tiriintinden
5 ml 6rnek 2 ml yiikleme tamponu ile
karistirilarak etidyum bromidli %3’lik
agarozjelde 150V 'ta 25 dakika elektroforez

Base
Pairs

1353 —l!...Uc CT CC CC CCT CC CC TTCT

1078 —— ==

872,
603

310 _—
281 __——
234
194
118 [
72 —_—

1020050030 4B aenaTian 80 i 1 G e

€

yapildi ve ultraviyole altinda gozlemlendi
(Sekil 1).

Istatistiksel Analizler

Deney ve  kontrol gruplari
arasindaki genotip ve allel dagilimlari,
Fisher exact testi ile degerlendirildi. 0.05’in
altindaki p degerleri istatistiksel olarak
anlaml kabul edildi.1819

Bulgular
Fokl RFLP

TME-ID’li hasta grubunda FF
genotip (%58.6) ve kontrol grubunda ise Ff
genotipi (%49.29) daha yiliksek oranda
belirlenmistir (Tablo 2). (p=0.026, x*=7.2).
TME-ID hastalarinda Ff genotipi ile, FF
genotipi arasinda anlamli fark mevcuttu
(OR=0.43, %95 GA:0.2-0.92, p=0.028).
Ayrica, TME-ID hastalarinda ff genotip
tasiyiciligr 1.88 kat fazlaydi (%95 GA: 0.51-
6.86, p=0.33)(Tablo 2). Hasta ve kontrol
gruplarinda F ve f alell sikliklar1 arasinda
fark bulunmadi (p=0.63). TME-ID’li
kadinlarda ve kadin kontrollerde FF
genotipinin hasta grubunda (%58.69), Ff
genotipinin ise kontrol grubunda (%52.94)
daha fazla oranda oldugu gosterildi (Tablo
3). Gruplar arasinda F ve f alleleri agisindan
fark  bulunmadi  (p=0.64). TME-ID’li
kadinlarda, Ff genotipi, FF genotipine gore
daha sik olmakla birlikte istatistiksel fark
yoktu (OR=0.43, %95 GA: 0.16-1.10, p=0.07).
TME-ID hastalarinin tamami
degerlendirildiginde de benzer sonuglar elde
edildi. Ancak TME-ID’li kadinlarda ff
genotipi, FF genotipine gore 2.77 kat fazla
olmakla birlikte (%95 GA: 0.29-26.03,
p=0.37), F ve f alleleri arasinda anlamli bir
fark bulunmadi (Tablo 3).

265 bp

69 bp

Kuyucuk 1: Markir (X174, 2: Kesilmemis tirtin (265 bp), 4,5,6,8,9: CC=FF (265 bp), 3,7,11: CT (Ff)

(265+196+69 bp), 10: TT (ff) (196+69 bp)

Sekil 1. VDR Fokl polimorfizminin PZR-RFLP jel goriintiisii (rs2228570) (C>T, ekzon2)
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Tablo 2. Fokl genotip ve allel frekansi dagilimlari (p< 0.05)

VDR Kontrol TME-ID OR [%95 GA] p degeri
Grubu

FokI Grubu

Genotip n (%) n (%)

FF 32 (45,07) 34(58,62) 1

Ff 35(49,3) 16(27,58) 0,43[0,2-0,92] 0,028

ff 4(5,63) 8(13,8) 1,88[0,51-6,86] 0,33

n 71(100) 58(100) - 0,026

Allel

F 99 (69,7) 84(7242) 1

f 43(303) 32(27,58) 0,87[0,51-1,50] 63

*n 142 (100) 116 (100)

Tabloda Ff ve ff genotipleri FF (=1) genotipine kars1 kiyaslandi

Tablo 3. Fokl genotip ve allel frekanslarinin TME-ID kadinlarda ve saghikl kadinlardaki
dagilimi (p< 0.05)

2

VDR Kontrol TME-ID OR [%95 GA] pdegeri x
Fok1l Grubu Grubu
Genotip n (%) n (%)
FF 15 (44,11) 27 (58,69) 1
Ff 18 (52,94) 14 (30,43) 0,43 [0,16-1,10] 0,07
ff 1(2,94) 5(10,86) 2,77 [0,29-26,03] 0,37
Xn 34 46 - 0,086 4,90
Allel
F 48 (70,58) 68 (73,91) 1
f 20 (29,42) 24 (26,08) 0,84 [0,42-1,70] 0,21
z 68 92 - 0,64
Tabloda Ff ve ff genotipleri FF (=1) genotipine karsi kiyaslandi
Tartisma bilinmektedir.25 VDR genindeki
Vitamin D'nin, olgun artikiler varyasyonlarin, VDR proteininin

kikirdakta proteoglika sentezini stimiile
ettigi in vitro olarak gosterilmistir.1s 24
Diger yandan, hasar gormiis kikirdakta
VDR'lerin fazlaca eksprese oldugu ve
vitamin D’nin VDR’lere baglandiginda
sinyal yolaklarini1 aktive ederek matriks
metalloproteinaz olarak bilinen
degradasyon enzimlerinin ekspresyonunu
arttirdignt =~ boylece  doku  yikiminin
hizlanmasina neden olabildigi
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aktivitesini ve 1,25-dihidroksi vitamin D
sinyalini etkiledigi, ayrica Fokl F allelinin, f
alleline kiyasla, 1,25-dihidroksivitamin D
sinyalinin transaktivasyonunda daha etkili
oldugu gosterilmekle birlikte!s, henliz tam
anlamiyla kanitlanmamaistir.

Cok sayida biyokimyasal siirecte rol
oynayan vitamin D, metabolizmasindaki
diizensizlikler ile kemik metabolizmasi
bozuklugu, kalsiyum kayb1 ve kikirdak
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dejenerasyonu gibi  hastaliklara yol
acabilmektedir.20 VDR geni

polimorfizmleri, dejeneratif kikirdak
dokular1  baglaminda yaygin olarak
incelenmekle birlikte7.13-15.20,21, bu
calismalarda osteoartritik kikirdak
dokular1 ile VDR  polimorfizmleri
arasindaki iliski konusunda kesin bir
sonuca varilamamaistir. FokI
polimorfizminin TME hastaliklari

ile,ozellikle de TME-ID/TME-OA ile
iliskisini arastiran bir calismaya literatiirde
rastlanamamuistir. TME hastaliklari,
etyolojik olarak farkl olan ancak benzer
semptomlara yol agan birden fazla
etkenden olusmaktadir. Bireyler esit
yatkinlikta olmadiklar1 icin, hastaligin
ilerlemesi bireyin genetik yapisina bagh
olarak gelismektedir. Bu sebeple, TMED
tedavisinin verimliligini artirmak amaciyla,
hastaliga  katkida  bulunan  genetik
faktorlerin ve molekiiler temellerinin
arastirilmasinin hedeflendigi ¢calismamizda
TME hastaliklarina genetik yatkinhk
konusunda 6nemli sonuglar elde edildi.
TME-ID’li grupta Fokl genotiplerinin
istatistiksel olarak anlamli dagilimlarinin
belirlendigi  sonuc¢larimiza  gore, ff
genotipinin hastaliga yatkinhigi 1.88 kat
artirdigl, bununla birlikte, Ff genotipin ise
TME-ID agisindan koruyucu bir faktér
olabilecegi soylenebilir. Benzer bulgular
kadin hastalarda da belirlendi. Boylece,
hem TME-ID’li hastagrubumuzda hem de
TME-ID’li kadin hasta grubumuzda elde
edilen sonuclar birbirlerini dogrular
nitelikteydi.  Sonug¢larimiza  gore  ff
genotipine sahip olan kadinlarin TME-ID
gelismesi agisindan daha ytliksek bir riske
sahip oldugu, bu genotipin TME-ID gelisme
riskini 2.77 kat artirdig, Ff genotipinin ise
kadinlarda koruyucu olabilecegi
diisiiniildii. Zhu ve arkadaslari?! bir
metaanalizde resesif karakterdeki Fokl
modelinin  OA ile iligkili oldugunu
gostermislerdir. Fokl ff genotipinin, FF
genotipine kiyasla diz agrisi ve radyografik
diz OA’l ile iligkili oldugunu gosteren baska
arastirmalar da bulunmaktadir. Ancak, bu
iliski Apal polimorfizmi icin
dogrulanamamistir.22

Hasta grubu igin agr1 veya benzeri
parametrelerle ilgili veri olmamasi
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sebebiyle, bu bulgularin kontrol grubuyla
karsilastirllamamasi ¢alismamiz agisindan
kisitlayici bir parametre olarak
diistiniilebilir. Ancak c¢alismamizda tiim
hasta grubu yanisira kadin grubu icin de ff
genotipinin, TME-ID/TME-OA
hastaliklarinda bir risk faktorii olabilecegi
gorilmiistiir. Zhao ve arkadaslari?3 bir
metaanalizde Fokl polimorfizmi ve
intervertebral disk dejenerasyonu
(IDD)riski arasinda anlamli bir korelasyon
olmadigini1 ancak FokI f allelini tasiyan
Hispanik ve Asyali bireylerde IDD icin
artmis bir risk oldugunu gostermislerdir.
Calismamizda gruplar arasinda F ve f
alellerinin  dagilimi  konusunda fark
bulunmadi.

Belirli allellerin ve
genotiplerin /haplotiplerin hastaliklara
yatkinliga neden oldugu ya da koruyucu
faktor olabildikleri bilinmektedir.
Calismamizda F ve f allellerinin dagiliminda
ve risk faktorii getirisinde bir farklilik

bulunmamis olmasina ragmen, ff
genotipinin dejeneratif
temporomandibular eklem riskini

artirabilecegi sonucuna ulasilmistir. Bu
sonuc, VDR geni FoklI polimorfizminin TM]-
ID/TM]J-OA hastaligina yatkinliga neden
olabilecegini gostermekle birlikte daha
genis bir populasyonda irdelenmesi ve

hastalara ait klinik  parametrelerle
karsilastirilarak sunulmasi ileride
yapilacak calismalar icin Onem
tasimaktadir.

Etik Komite Onay1: Bu calisma i¢in Etik
komite onayr Ankara Universitesi Dis
Hekimligi  Fakiiltesi Etik  Kurul'dan
allmmistir  (16.09.2008, protokol no:
134/3).

Hasta Onami: Yazili hasta onami bu
calismaya katilan hastalardan ve saglikl
bireylerden alinmistir. Cikar Catismasi:
Yazar ¢ikar catismasi bildirmemistir.

Finansal Destek: Yazar bu c¢alisma igin
finansal destek almadiklarini beyan
etmistir.
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