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OZET

Bozdogan Polat SH. Osteoartritli Hastalarin Sinovyal Sivilarindaki miR-129-3p Eksp-
resyonlarimin Degerlendirilmesi. Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Cerrahpasa Tip
Fakiiltesi, Fizyoloji ABD. Tipta Uzmanhk Tezi. istanbul. 2018.

Giris: Osteoartrit (OA) kronik inflamasyonun eslik ettigi, kikirdak hasari ile seyreden, hare-
ket kisitliligina sebep olan en yaygin dejeneratif bir eklem hastaligidir. OA baslangicinda ve
ilerlemesinde yer alan molekiiler mekanizmalar yeterince anlagilmadigindan, bozulmus Ki-

kirdagin yeniden diizenlenmesi i¢in uygulanan tedavi metodlari yeterli degildir.

Amag: Calismamizda ileri evre primer diz OA’l1 hastalarin sinovyal sivilarindaki miR-129-
3p ekspresyonunun OA bulgusu ve kikirdak hasar1 bulunmayan 6n ¢apraz bag (OCB) riip-
tiirlii hastalarin sinovyal sivilarina gore kat degisimi degerlendirildi. Boylelikle OA patofiz-
yolojisinde altta yatan molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi ile yeni tani, takip ve tedavi

modalitelerinin gelistirilmesi amaglandi.

Gereg ve yontem: ileri evre primer diz OA’l1 31 hastanin total diz artroplastisi esnasinda ve
kikirdak hasar1 bulunmayan OCB riiptiirlii 13 hastanin artroskopik rekonstruksiyon esnasin-
da sinovyal sivilari alindi. 3000 g’de 5 dakika santrifiijden sonra siipernatant alinarak deney
gliniine kadar -80° C sogutucuda saklandi. Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-
PCR) ile miRNA-129-3p ekspresyonu incelendi. RNU44 molekiilii referans olarak kullanil-

di. Molekiillerin ekspresyon farklari 274"

metodu ile hesaplandi. Gen ekspresyonundaki
degisimler kontrol grubuna gore kat degisimi olarak ifade edildi. Istatistiksel analiz <’Mann-

Whithney U’’ testi ile yapildi.

Bulgular: Kat degisimi (2*“") 1,54 olarak bulundu. miRNA-129-3p ekspresyonunun OA’l1
hastalarin sinovyal sivilarinda OCB riiptiirlii hastalara gére anlamli oranda arttig1 saptandi
(p=0,01).

Sonug: Bulgularimiza gére miR-129-3p’nin OA da dejenerasyona yol acan mekanizmalarda
kilit rol oynadig: diistiniilmektedir. miR-129-3p’yi kikirdak hasarini gosteren bir biyomarker
veya tedavi hedefi olarak kullanabilmek igin prospektif daha genis kapsamli ¢alismalar ge-
rekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Osteoartrit, miRNA-129-3p, RT PCR



SUMMARY

Bozdogan Polat SH. Evaluation of miR-129-3p Expressions in Synovial Fluids of Pa-
tients with Osteoarthritis. Istanbul University-Cerrahpasa Cerrahpasa Faculty of
Medicine, Department of Physiology. Thesis in Medicine. Istanbul. 2018.

Introduction: Osteoarthritis (OA) is a degenerative disease which is accompanied by chron-
ic inflammation, with cartilage damage, causing limitation of movement and common in the
community. The molecular mechanism is not fully elucidated and there is no treatment op-

tion that improves joint function.

Objective: The aim of this study was to investigate the role of miR-129-3p expression in
synovial fluids in patients with primary knee OA and patients with anterior cruciate ligament
(ACL) rupture without any cartilage damage. Thus, we aimed to clarify the underlying mo-
lecular mechanisms in OA pathophysiology and to develop new diagnostic and treatment

modalities.

Materials and methods: Synovial fluid samples were collected from 31 patients with ad-
vanced knee osteoarthritis during total knee arthroplasty and from 13 patients with ACL
rupture who had no cartilage damage during arthroscopic reconstruction. Samples were col-
lected after centrifuge and stored in a -80° C cooler. miR-129-3p expressions were examined
with RT-PCR. The RNU44 molecule was used as reference. The 224" method was used to
calculate the expression of molecules. Statistical comparison was performed using *Mann-
Whitney U’ test.

Results: miR-129-3p expression was significantly increased in OA patients compared to
patients with ACL rupture (p = 0.01). Fold change (2"**“") was 1,54.

Conclusion: It is thought that miR-129-3p plays a key role in the mechanisms leading to
degeneration of cartilage. Extensive studies are required to use the miR-129-3p as a bi-

omarker or treatment target for OA.

Key Words: Osteoarthritis, miRNA-129-3p, RT-PCR



1. GIRIS ve AMAC

Osteoartrit (OA), eklem kikirdag: yikimi, sinovyal membran inflamasyonu ve sub-
kondral kemik yeniden sekillenmesi ile karakterize dejeneratif bir eklem hastaligidir (1). OA
popiilasyonun %15’ini etkileyen ve artrit gesitleri igcinde en sik goriilen formdur (2). Genel-
likle alt extremitede, 6zellikle diz ve kalga ekleminde sik goriiliir.

Diz osteoartritinin hayat boyu goriilme siklig1 erkeklerde %40, kadinlarda ise %47
olarak saptanmustir. Ayrica viicut Kitle indeksi (VKI) >30 olan kisilerde gériilme riski %60
oraninda artmaktadir (3).

Eklem kikirdag: su, kollajen, proteoglikan ve diger kollajen olmayan proteinlerden
olusur. Normal eklem kikirdaginin yiiksek su igerigi, kollajen gergevesi igindeki proteogli-
kanlarin hidrofilik yapis: ile korunur. Kikirdak matriksindeki kondrositler matriksin olustu-
rulmasindan ve siirdiiriilmesinden sorumludur. Eklem kikirdag: avaskiiler oldugundan kond-
rositler sinoviyal sivi difiizyonu ile beslenir. Canlilig1 siirdiirmek igin kondrositlere dogru
miktarda mekanik uyar1 gerekir. Cok az veya ¢ok fazla yiikklenme kondrosit disfonksiyonuna
ve kikirdak dejenerasyonuna yol acar (7, 8). Yiriime sirasinda tibia yiizeyindeki kuvvetler
viicut agirhigmin 2-3 kati kadardir ve maksimum viicut agirliginin 4 katina ulasabilir (4, 5).
Eklem {izerindeki yiik, kikirdak matriksinin yani sira hiicreler iizerine dogrudan gerim uygu-
lar ve sinoviyal sivi dokudan igeriye itildikge hidrostatik basing ve ozmolaritede degisiklik-
lere neden olur (6). Yikiin derecesi, siklig1 ve siiresi, kikirdak yapisini etkiler. Anormal ek-
lem yiiklenmesi kikirdak yapisini bozarak apoptoza sebep olur (9, 10).

Millward-Sadler ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada (2000), siklik mekanik stimiila-
syonun saglikli kondrositlerde membran hiperpolarizasyonu, proteoglikan agrekaninin artti-
rilmasi1 ve matriks metalloproteinaz 3’iin azaltilmasi gibi OA kikirdagindaki kondrositlerde
bulunmayan yanitlar1 indiikledigi gosterilmistir (11). Hatta ayn1 mekanik uyarim OA kond-
rositlerinde karsit tepkiyi, membran depolarizasyonunu indiiklemistir. Bu hiperpolarizasyon
veya depolarizasyon cevabinin, mekano-iletime dahil oldugu diistiniilmektedir (11).

OA siirecinde kikirdak dokuda meydana gelen biyomekanik ve biyokimyasal onarim
bozulmustur. Kikirdak hasarimin erken déneminde matrikste biiytime faktorleri ve kondrosit-
ler kiimelenerek onarimi saglamaya calisirken, ilerleyen donemde matriks metalloproteinaz-
larin ve agreganazlarin etkisi ile balans saglanamaz ve onarim gergeklestirilemez (12, 13).
Kronik sinovyal inflamasyon sislik ve agriya neden olur (14). Tiim bunlarin yaninda sub-

kondral kemikteki degisiklikler OA patogenezinde esas rol oynar. Ozellikle osteofit olusu-



mu, subkondral skleroz ve kondral asinma radyolojik olarak belirgin 6zelliklerdir. Bu degi-
siklikler erken donemden son evre OA’ya kadar her asamada goriilebilir.

OA tanis1 sonrasi1 hayat tarzi degisikligi ve farmakolojik tedaviye ragmen devam
eden agr ile birlikte fonksiyon bozuklugu goriilen hastalarda cerrahi tedavi endikasyonu
vardir. Diz OA’s1 sonrasi en sik uygulanan cerrahi prosediir total diz artroplastisidir (TDA).
Eklem replasmani sonrasi agr1 diizeyinde ve fonksiyonel kapasitede dramatik diizelme ve
yasam Kkalitesinde artma gozlenmektedir (15). Geng hastalarin eklem replasmani sonrasi
yasadiklar1 en biiyiik problem uygulanan implant 6miirleri dolayisiyla revizyon cerrahisi
gegirecek olmalaridir (16). Yash hastalarda yasanan sikint1 ise uygulanacak cerrahi yonte-
min mortalite ve morbidite yoniinden risk tasimasidir. Literatiirde TDA sonrasi post-op 90
giinliik takipte mortalite oran1 %0.7, pulmoner emboli %0.8 ve yara yeri enfeksiyonu orani
%0.4 olarak bulunmustur (16). Bu oranlar OA’da konservatif tedavileri etkili kilmak igin
daha ¢ok calisma gerektigini gostermektedir.

Mikro riboniikleik asitler (miR'lar veya miRNA'lar), hem bitki hem de hayvan ge-
nomlarinda bulunan tek sarmalli kodlamayan RNA molekiilleridir. Bunlar tipik olarak 19 ile
25 niikleotid uzunlugunda kiiciik molekiillerdir. ilk olarak 1990'larin basinda Lee ve arka-
daslar1 (Caenorhabditis elegans'da) tarafindan kesfedilmistir (17). miRNA'larin hiicre farkli-
lasmasi, hiicre dongiisiiniin ilerlemesi ve apoptoz gibi ¢esitli biyokimyasal yollarin diizen-
lenmesinde anahtar oyuncular olduklar1 bildirilmistir (18, 19, 20).

miRNA’lar transkripsiyon sonrasi gen ekspresyonunun negatif diizenleyicileri olarak
islev goriirler. Bu diizenleme, hedef gen mesajcit RNA'sinin (MRNA) 3'-¢evrilmemis bolge-
deki (3'-UTR) tamamlayici tohum dizilerine miRNA’larin baglanmasiyla gergeklesir. Boy-
lece mRNA'nin translasyonu baskilanir (21). miRNA fonksiyonlart belirginlestikge, patolo-
jik durumlardaki rollerini anlamaya ¢alisma g¢abasi artmistir. miRNA ekspresyon diizeyle-
rindeki degisiklikler, gesitli hastalik siirecleriyle iligskilendirilmistir. Simdiye kadar yapilan
bir¢cok arastirma, malignitede miRNA disregiilasyonunun rolii iizerine odaklanmistir, ancak
son yillarda saglik ve hastaliktaki rollerinin kanserle siirli kalmadigi belirgin hale gelmistir.
Ozellikle, miRNA'larin OA dahil olmak iizere bircok inflamatuar siireci etkiledigi bilinmek-
tedir (22).

MiRNA’lar dokuya spesifiktirler ve periferal kanda RNAaz aktivitesinden korunduk-
lar1 igin ¢esitli hastaliklarda spesifik tan1 ve tedavi amagli kullanilabilme potansiyeline sa-
hiptirler (23).

Jones ve arkadaslar1 (2009), insan kikirdagindaki diz replasmanlar sirasinda ¢ikari-

lan kemiklerde ve daha once herhangi bir eklem agris1 olmayan, 6liim sonras1 donérlerden



alinan orneklerde miRNA ekspresyonunu karsilastirdiklar: arastirmalarinda, miRNA ve OA
iligkisini gosteren ilk arastirmacilardandir (24). Sonrasinda da OA ve miRNA’lar ile ilgili
pek ¢ok ¢alisma yapilmistir (22).

miR-129-3p glioblastom, renal hiicreli karsinom ve hepatoseliiler karsinom ile iliski-
lendirilmis bir molekiil olarak goze ¢arpmaktadir (25, 26, 27). Yapilan ¢alismalarda metasta-
tik prostat kanseri patogenezinde ve meme kanseri hiicrelerinde docataxel direncinde de rolii
oldugu gosterilmistir (28, 29).

OA'da mekanik transformasyon yolunun nasil degistigi, kondrositlerin kompresyonu
nasil algiladigi ve buna nasil tepki verdigi biiyiik 6l¢iide bilinmemektedir. Son zamanlarda
yapilan bir ¢alisma, kondrositin primer silyasinin mekanik stimiilasyonun saptanmasinda ve
iletilmesinde rol oynadigini 6ne siirmiistiir (30). Mc Glashan ve arkadaslar1 (2010) normal-
kikirdak hiicrelerinde, silya sayisi ve uzunlugunun yiizeysel zonda en disiik oldugunu ve
artikiiler alandan uzaklastik¢a arttigini, OA dokusunda, asinan eklem yiizeyinde silyalarin
insidansinin ve uzunlugunun artmis oldugunu bildirmislerdir. Bu, primer silyalarin OA
progresyonu boyunca kondrositlerde bulundugunu ve dejeneratif kikirdagin i¢indeki silyal
hiicrelerin toplam yiizdesinin OA siddeti ile arttigin1 gosteren ilk caligmadir (31).

Cao ve arkadaslar1 (2012) miR-129-3p’nin silyagenezi CP110 ve aktin dinamikleri
tizerinden diizenlendigini bildirmistir. CP110 silyagenez blokeridir. Ortamdan uzaklastiril-
masi Silyer aksonemin biiyiimesini destekler. miR-129-3p’ nin, CP110’u azaltarak silya
olusumunu artirdigi ileri siiriillmektedir (32).

Tsai ve arkadaslarimin (2017) artrit modelinde yaptiklari ¢alismada osteopontin ile
osteoblastlarin stimiilasyonu sonrasi IL-17’ye baglanma potansiyeli olan miRNAlar arasinda
en ¢ok baskilananin miR-129-3p oldugu gosterilmistir. Ayni ¢alismada osteoblastlarda miR-
129-3p’nin insan IL-17 geninin 3'-UTR bolgesine baglanarak dogrudan IL-17 translasyonu-
nu baskiladigi ve monosit migrasyonunu ortadan kaldirdigi bildirilmistir (33).

Liu ve arkadaslari sinovya IL-17 diizeylerinin OA hastalarinda kontrol grubuna gore
anlamli derecede yiiksek oldugunu ve OA siddeti ile negatif korelasyon gosterdigini bulmus-
lardir (34). IL-17 artrit kemirgen modellerinde de bir agr1 duyarlastirici olarak bildirilmistir
(35).

Yukarida bahsedilen ¢alismalar miRNA-129-3p’nin osteoartritin kikirdak dejeneras-
yonu ve inflamatuar kaskadinda 6nemli role sahip olabilecegini gostermektedir ve IL-17
aracili monosit gocii ile hiperaljezinin geciktirilmesi ve silya fonksiyonlarinin diizenlenme-
sinde potansiyel mMiRNA tabanli tedavi stratejileri hakkinda fikir vermektedir.

Arastirmamizda mikrodizin ¢alismalarinda OA ile ilgili literatiir bilgisi bulunmayan miR-



129-3p’nin, IL-17-osteopontin iliskisi ve silyagenezdeki rolii goz oniinde bulundurularak,

ileri evre OA’l1 hastalarin sinovyal sivilarindaki ekspresyon farkini incelemeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Osteoartritte Etkilenen Yapilarin Anatomik ve Fizyolojik Ozellikleri

2.1.1. Diz Eklemi Anatomik Yapisi

Diz eklemi viicudun en biiyiik sinovyal eklemidir (36). Tibiofemoral ve patellofemo-
ral eklemlerden olusmaktadir. Fibula ise diz eklemine katilmaz. Tibiofemoral eklem yiikiin
femurdan tibiaya iletilmesini saglayan ve sagital planda rotasyon hareketini saglayan iki
kondiloid eklemden olusur (Sekil 1) (36). Sagital planda ortalama 0-135 derece hareket agik-
ligia sahiptir (37). Temel sagital plandaki hareketine ek olarak femoral distal asimetriye
bagli olarak dizin tam ekstansiyondan 20 derece fleksiyona hareketi sirasinda lateral kondil
daha fazla posteriora yuvarlanma egilimindedir ve bu dizin rotasyon hareketini olusturur
(38). 20 derece fleksiyondan sonra ise tibia femur tizerinde kayma hareketi yapar (37).

Tam ekstansiyonda femurun tibiaya goére medial rotasyonu nedeniyle diz kilitlenir.
Dizin tekrar fleksiyona gelmesi i¢in popliteus kasinin kasilarak femuru lateral rotasyona
getirmesi gerekir (39).

Tibiofemoral eklemin stabilitesi dinamik ve statik yapilarla saglanir (40). Dinamik
yapilar kaslardir. Statik yapilar ise tibiofemoral ligamentler, meniskiisler, artikiiler yiizeyle-
rin topografisi ve bu yiizeylere binen yiiklerdir (Sekil 2) (41).

Patellofemoral eklem ise quadriceps kasinin olusturdugu konsantrik hareketi tuber-
ositas tibiaya aktarmasinin yani sira yiirime kogma sirasinda eksantrik hareketten de

sorumlu olan plana grubu bir eklemdir (36, 40).
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2.1.2. Eklem Kikirdagimin Fizyolojisi

Eklemlerde kemiklerin yiizeylerini 6rten hyalin kikirdak yapisindaki dokuya eklem

kikirdagr denir. Eklem kikirdaginin serbest yiizeyi eklem bosluguna bakarken serbest olma-
yan yiizeyi subkondral kemik plagina tutunur (42).
Embriyoda kondrositler olusacak olan kikirdagin yerlesimine bagli olarak kraniyal néral
kristadan, sefalik mezodermden, paraksiyal mezodermin sklerotomundan ve lateral plak
mezoderminin somatoplevrasindan koken alan mezenkimal prekiirsorlerden kaynaklanir
(43). Kondrosit, kondrogenez olarak isimlendirilen siirecte kikirdak taslaginin matriksini
sentezler (43).

Eklem kikirdag: tek bir hiicresel bilesen igermektedir. Bu bilesen karmasik bir mat-
riks icine gomiilmiis olan kondrosittir (43). Immatiir eklem kikirdag:, olgun hale gore daha
kalindir ve tabakali degildir. Immatiir eklem kikirdaginda kondrositler rastgele dagilir (42).
Olgun eklem kikirdag: doért ayr1 zondan olusan heterojen bir dokudur (Sekil 3). Yatay diiz-
lemde tist tiste dizilen bu zonlar asagida siralanmustir.

1. Siiperfisyal tanjansiyel (ya da yiizeysel ) zon: Yaklasik 0,2-0,5 mm kalinligindadir ve
tiim eklem kalinliginin %10-20’sini olusturur. Iki tabakadan meydana gelir. Ustte yer
alan lamina splendens, fibriller ve az miktarda polisakkaritten meydana gelir ve
hiicre igermez. Bunun altinda yer alan ana tabaka ise kondrositlerle birlikte yiiksek
kollajen ve diisiik proteoglikan konsantrasyonuna sahip ekstraseliiler matriksten
meydana gelir (44).

2. Orta (transizyonel ) zon: Dokunun %40-60’1n1 olusturur.

3. Derin (radyal) zon: Tiim kalinligin yaklasik %30’udur. Derin zon ile kalsifiye kikir-
dak zonun arasinda yumusak kivrimlar yapan bazofilik bir hat goriiliir (42).

4. Kalsifiye kikirdak zonu: Kikirdak dokusunu alttaki subkondral kemikten ayirir (42,
43). Kalsifiye zon, endokondral ossifikasyonun bir sonucu olarak ortaya ¢ikar ve bii-
yiime plaginin kapanmasindan sonra smir olarak devamliligini siirdiiriir (43, 45).
Kalsifiye zon, kalsifiye olmamis eklem kikirdag: ile subkondral kemik arasinda me-

kanik bir tampon olarak islev goriir (43).
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dag1
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Eklem kikirdag: dort bolgeli la- Kaygan yiizey
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Subkondral kemik

Spongioz kemik

Eklem kikirdag: ve subkondral
kemik

Sekil 3: Hyalin kikirdagin 3 boyutlu histolojik goriintiisii ve lamellar dizilimi (Netter
Histoloji 2009)
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2.1.3. Kondrosit Yapi ve Fonksiyonu

Kondrositler kikirdak dokusunun biiyiimesinden ve devamliliginin saglanmasindan
sorumlu hiicrelerdir (42). Kikirdakta doku hacminin yaklasik olarak %2’sini kondrositler
olusturur (46).

Kondrogenez sirasinda orijinal ekstraseliiler matriksi sentezleyip salgilayan kondro-
sit, bu matriksin icinde kalir. Kondrositin kapladigi hacim nedeniyle matriks iginde olusan
bosluklara makiila denir (47). Kondrogenezin sona ermesi ve kismen de kikirdak dokusunda
damar ve sinir bulunmamasi sebebiyle yetiskin kikirdagi metabolik olarak hipoaktif veya
inaktif durumdadir. Yetiskin eklem kikirdagimin kondrositleri tam farklilasmis hiicreler ola-
rak degerlendirilmektedir (43). Bu hiicreler matriks bilesenlerinin devamliligin1 saglamak
i¢in anabolik ve katabolik stirecler arasinda dengeyi saglayacak sekilde olduk¢a duragan bir
metabolizma stirdiiriir (48).

Eklem kikirdagindaki zona bagl degisiklikler kondrositler arasindaki metabolik fark-
liliklardan kaynaklanmaktadir ve metabolik farkliliklarin nedeni de postnatal mekanik yiik-
tiir. Kikirdagin farkli zonlarindan elde edilen kondrositler kiiltiire edildiklerinde bile birbi-
rinden farkli morfoloji, proliferasyon hizi ve sentez aktivitesi sergilemektedirler (42, 49, 50).
Olgun eklem kikirdagindaki kondrositler normal homeostazi etkileyen mekanik uyarilara,
biiytime faktorlerine ve sitokinlere yanit verme 6zelliklerini korur (43, 53). Bununla birllikte
kondrosit orijinal olarak olusmus olan matriksin zon bagimli ti¢ boyutlu yerlesimini yeniden
olusturmada sinirli kapasiteye sahiptir ve bu kapasite de yas ile geriler (43).

Kondrositlerin ¢aplar1 kikirdakta bulunduklar1 yere gore 7-30 mikrometre arasinda
degismektedir (47). Kondrositler mikroskobik olarak protein sentezleyen diferansiye hiicre-
lere 6zgii iyi gelismis graniillii endoplazmik retikulumu ve cekirdek aygiti izerinde yerlesen
golgi aygiti ile glikojen graniilleri icerir (43). Orta ve derin zondaki kondrositler goreceli
olarak daha iri sitoplazmali olup daha iyi gelismis endoplazmik retikulumu ve golgi komp-
leksleri bulundurur. Kikirdaktaki ana sentez aktivitesi bu iki zondaki kondrositler tarafindan
gerceklestirilir (47). Sitoplazmada siklikla lipid damlaciklart ve salgi vezikiilleri de izlenir
(44). Kondrositin hiicre iskeleti aktin, tubulin ve vimentin filamanlarindan meydana gelir.
Filaman igerigi kikirdak zonlarinda farklilik gosterir; ylizeyde hiicre yiizey iskeleti bilesenle-
ri daha yogun olarak bulunmaktadir (54).

Kondrositlerin oksijen tikketim hiz1 diger hiicre tiplerinden kat kat azdir (56, 58). Ki-
kirdak tarafindan oksijen tiiketimi karaciger ya da bobregin %2-5"idir. Uretilen laktat mikta-

r1 ise zonlar arasinda benzerlik gostermektedir. Kondrositler igin ana enerji kaynagi olan
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glukoz, glikozaminoglikan sentezi igin gerekli bir molekiildiir (59). Kondrositlerin diisiik
oksijen tiiketimi bu hiicrelerde mitokondri sayisinin azhigi ile paralellik gosterir (60, 62).
Kondrositler gereksinim duyduklar1 enerjinin %95’ini glukolizden saglar ve glikolizde ATP
iretimi i¢in oksijene ihtiya¢ yoktur (63, 64, 65). Enerji metabolizmalar1 temel olarak glukoz
destegine bagimli oldugu i¢in kondrositler fazla miktarda mitokondri bulundurmaz ve enerji
gereksinimleri mekanik stresle degisir. Kondrositlerde hiicre diizeni, enerji, protein doniisii-
mii, metabolizma ve hiicre stresi ile ilgili 93 farkli hiicre i¢i protein tanimlanmistir (67).
Kondrositlerde eklem kikirdaginin matriks bilesenlerinden biri olan hyaluronik asidin sen-
tezlenmesi igin hyaluronan sentaz enzimleri, hyaluronanin yikimi i¢in hyaluronidazlar ve
hyaluronana baglanmak i¢in hyaluronan reseptorii olan CD44 bulunur (68).

Kondrositler ince sitoplazmik uzantilar igerebilir (69, 70). Bu uzantilarin kondrositle-
rin birbirleri ve kikirdak matriksi arasinda etkilesime olanak sagladig: diisiiniilmektedir (43).
Eklem kikirdaginin kondrositlerinde primer silyum da bulunmaktadir (71). Bu hareketsiz
silyanin mekanik transduksiyonda rol aldig: diisiiniilmektedir. Dejenere eklem kikirdaginda
sayilarinin arttig1 ve boylarinin uzadigi gosterilmistir (30).

Normal eklem kikirdaginda HIF-7a (hipoksinin indiikledigi faktor) ekspresyonu de-
rin tabakalardaki fizyolojik hipoksi sirasinda artmis proteoglikan sentezi ile ilgili tonik akti-
vitenin siirdiiriilmesini saglar (43, 72). Kondrositler hayatta kalma faktorlerinin (HIF-/«a
gibi) hiicre ici ekspresyonunu ayarlayarak avaskiiler kikirdak matriksinde hayatta kalma ve
cevre degisikliklerine yanit verme kapasitesine sahiptir (43).

Eklem kikirdag: avaskiiler oldugu icin kondrosit, eklem yiizeyinden ya da subkond-
ral kemikten difiizyonla beslenir. Olgun kikirdaktaki kondrositler Na* , K* ,Ca*?, H* katyon-
larinin karsilikli degisimi igin aktif membran transport sistemlerini bulundurur. Bu katyonla-
rin hiicre i¢i konsantrasyonlari, yiik ve kikirdak matriksi icerigindeki degisiklikler ile dalga-
lanma gosterir (73).

Kondrositler kikirdak ekstraseliiler matriksindeki yapisal degisikliklere yanit verir.
Matriks kondrositlere iginde tutunabilecekleri bir ag saglar; molekiiler bilesenleri kondrosit-
lerin yiizey reseptorleri ile etkilesir ve kondrosit fonksiyonlarini diizenleyen sinyaller saglar
(43). Kondrositlere en yakin matriks alani hiicre ile iliskili periseliiler matriks alan: olarak
adlandirilan ve kondrositin hiicre yilizeyine komsu olan zonunda yer alan bazofilik bolgedir.
Burada kondrosit yiizey reseptorlerinin aracilik ettigi spesifik hiicre-matriks etkilesimleri
gergeklesir (74). Kondrositlerin yiizeylerinde kollajen, fibronektin ve laminin igin reseptor
gorevi goren integrinler bulunmaktadir. Integrinler hiicre proliferasyonunu, diferansiyasyo-

nunu, yasamsalligi ve matriksin yeniden sekillendirilmesini diizenleyen hiicre ici sinyalleri
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baslatir. Integrinler yiike bagli yanitlara aracilik eden mekanoreseptérler olarak da fonksiyon
gorebilir (75-77).

Kondrositlerde CD44, sindekan, Ankorin CII gibi bircok integral membran proteini
bulunur (43, 74, 78, 79). CD44 hyaluronik asit reseptoriidiir; kollajen ve fibronektini de bag-
lar. CD44, hyaluronan ile spesifik etkilesimler tizerinden kondrositin periseliiler matriks
komponentlerinin biraraya gelmesinde, organizasyonunda ve devamliliginin saglanmasinda
rol alir (80). Anneksin V olarak da bilinen Ankorin CII, integral mambran proteinindir ve
Tip 2 kollajeni baglayarak kondrositleri ekstraseliiler matrikse sabitler (43, 78, 81). Sinde-
kanlarin kikirdak gelisiminde ve homeostazisinde nemli rolleri vardir. Sindekanlar biiyiime
faktorlerini, proteinazlari, bunlarin inhibitérlerini ve diger bazi matriks molekiillerini baglar
(43).

Yetiskin kondrositin fenotipik stabilitesi, gen ekspresyon profili, ¢esitli uyarilara
yaniti, metabolik aktivitesi, sentezledigi matriks tipi ve yerlesim yogunlugu kikirdaktaki
yerlesim yerine gore farklilik gosterir (42, 51, 52, 82). Yiizeyden derin zona gittikge hiicre
yogunlugu azalir. Derin zonda hiicre yogunlugu siiperfisyal zonun tigte biri ya da yarisi
oranindadir (42). Kondositlerin hacmi siiperfisyalden derine gidildikce artar (70). Derin ve
orta zondaki kondrositlerin hacmi siiperfisyallerin iki kat1 oranindadir (43). Bu zonlardaki
kondrositler kiiltiire edildiklerinde bol miktarda ekstraseliiler matriks sentezler (42). Siiper-
fisyal zonda hiicreler yass1 ya da disk bigimlidir ve yiizeye paralel dizilir (43). Bu zondaki
kondrositler proteoglikan 4 adi verilen lubrisin ya da siiperfisyal zon proteini olarak da bili-
nen bir glikoprotein tretir. Eklem kikirdaginin yiizeyindeki kondrositler katabolik medyator-
lerin zararli etkilerine kargi1 daha duyarlidir (42). Orta zondaki kondrositler daha biiyiik ve
daha elips sekilli goriiniirler, uzun eksenleri yiizeye paralel yerlesimlidir ve matrikste rastge-
le dagilim gosterir (43, 47). Derin zondaki kondrositler elips sekilli veya yuvarlaktir ve 4-
8’1i hiicre gruplar1 seklinde yiizeye dik siitunlar halinde diizenlenmislerdir. Kalsifiye zonda
hipertrofik kondrositler bulunur (47). Kondrositler sadece kikirdak zonlar1 arasinda degil,
aym zamanda farkli eklemler arasinda da farklilik gosterir. Ornegin, diz ekleminden izole
edilen kondrositler kikirdak matriksindeki hasar1 arttiran faktorlere ayak bilegi ekleminden
izole edilen kondrositlere gore daha giiglii yanit vermektedir (42, 85, 86).

Yetiskin insan femoral kondil kikirdaginin tiim kalinligindaki hiicre yogunlugunun
14.5x 10° hiicre/mm? oldugu ve 20-30 yas arasinda bu yogunlugun korundugu rapor edilmis-
tir (87).
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Kondrositler eklem kikirdagini avaskiiler halde tutan spesifik anjiyogenez inhibitor-
leri de sentezler (88, 89, 90). Bu inhibitérler troponin I, MMP (matriks metalloproteinaz)
inhibitorleri, kondromodulin-1 ve endostatindir (91, 92).

2.1.4. Kikirdak Matriksi: Yapi ve Fonksiyonu

Eklem kikirdagi ayni1 eklem iginde ve eklemler arasinda farklilik gostermekle birlikte
ayn1 temel bilesenlerden meydana gelir (44, 93). Yetiskin eklem kikirdaginin matriksi, ki-
kirdaga gerilim direnci veren ve kollajen fibrillerinden meydana gelen yogun bir agdan, su-
yu emme ve birakma yetenegi ile kikirdaga basing direnci saglayan proteoglikan kafesinden
ve bu iki yapinin arasinda yer alan diger proteinlerden meydana gelen 6zel bir yapidir (94).
Matriksin zonlara gore degisen yapisi, doku sivisi ile etkilesimini belirleyerek kikirdagin
mekanik ozelliklerini ortaya ¢ikarir (93).

Eklem kikirdag: igin iki besin kaynagi bulunmaktadir. Bunlar sinovyal sivi ve sub-
kondral kan damarlaridir. Sinovyal sivi eklem kikirdagi icin ana besin kaynagidir. Sinovyal
stvidaki besinler difiizyonla ya da baski-gevseme dongiileri arasindaki sivi hareketi ile kikir-
daga girebilir (94, 95). Hemoglobin (65 Kilo dalton (Kd)) kadar biiyiik molekiiller eklem
kikirdaginda difiizyona ugrayabilir ve hiicre metabolizmasi igin gereken maddeler goreceli
olarak diisiik molekiil agirliklidir (94, 96).

Matriksin icerigi ve diizeni kondrositten uzakligina gore degisiklik gosterir. Matrikste
ti¢c bolge tanimlanmustir. Bunlar:

1. Periseliiller matriks: Kondrositin yakin ¢evresindeki matrikstir.
2. Territoryal matriks: Periseliiler matriksi cevreleyen matriks bolgesidir.
3. Interterritoryal matriks: Diger iki bolgeyi saran matrikstir (47).

Ekstraseliiler matriksin temel bileseni (%75) sudur (97). Eklem kikirdagindaki suyun
%30’u kollajen yapisindaki ag ile siki iligski halindedir. Suyun kalan kismi1 proteoglikanlar
ile iligkilidir ve ekleme yiik binmesi ve yiikiin kalkmasi sirasinda serbestge yer degistirebilir
(Sekil 4). Suyun bu hareketi kondrositin canliligi, beslenmesi ve eklemin kayganligi igin
onemlidir (47). Agirliga maruz kalan bolgelerdeki sivi diger kikirdak bolgelerine aktarilir.
Yiik ortadan kalktiginda kikirdak eski haline donerek siviyr geri ceker ve bu sayede karsilik-
11 besin ve atik degisimi olur (94, 98). Doku sivisinin diger bilesenleri katyonlar, gazlar ve
kiigiik proteinlerdir (93). Kikirdak matriksini olusturan ve su tutan molekiillerin bélgesel
farkliliklar1 nedeniyle su konsantrasyonu da bolgesel farklilik gosterir (93). Siiperfisyal zo-

nun agirligimin %75-80°1 sudur. Bu oran derin bolgelerde %65-70’e kadar diiser (43).
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Ektraseliiler matriksin (ECM) makromolekiilleri kollajenler, proteoglikanlar, kolla-
jen olmayan proteinler ve glikoproteinlerdir (44). Organik bilesenler kikirdagin yas agirligi-
nin %20’sini olusturur. Agirlikli olarak tip Il kollajen olmak tizere kollajen yas agirligin
%15-25’ini ve kuru agirh@in yaklasik yarisini olusturmaktadir. Agirlikli olarak agrekan ol-
mak tizere proteoglikanlar yas agirligin %10°unu ve kuru agirh@in yaklasik %25’ini olus-
turmaktadir (2). Kikirdagin kuru agirliginin ¢ogu iki bilesenden meydana gelmektedir. Bun-
lar tip Il kollajen ve bir proteoglikan olan agrekandir. Bunun yaninda bazi minér kollajenler
ve kiigtik proteoglikanlar da kikirdak matriksinin yapisinda rol oynarlar (99, 100).

Kondrositler tarafindan sentezlenen matrikste ana komponent olarak ¢apraz bagl tig-
1a helikal tip 1l kollajen fibriller bulunur. Tip 11 kollajen fibrilleri eklem kikirdagina yapisal
biitiinliikk ve germe-itme giiglerine kars1 direng saglar (93). Capraz bagl tip 11 kollajen fibril-
ler negatif yiiklii proteoglikan kiimelerini yakalayarak doku igine su akimi oldugunda kikir-
dagin fazla sismesini engeller (43, 102, 93). Eklem kikirdaginda bulunan diger kollajen tip-
leri olan tip VI, IX, XI, XII ve XIV kollajenler, miktar olarak az olmakla beraber 6nemli
yapisal ve fonksiyonel 6zelliklere sahiptir. Tip 1X ve Xl kollajen kikirdaga spesifiktir. Tip
VI, X1, XIV kollajenler diger bag dokularinda da bulunmaktadir (99). Kollajen tip VI kikir-
dakta mikrofibriller halinde ¢ok kiigiik miktarlarda periseliiler matrikste bulunur. Eklem
kikirdaginda birbirine ve tip 1l kollajene bagl sekilde tip Il kollajen de bulunmaktadir
(104). Tip IX kollajen, tip 11 kollajenin yiizeyi boyunca ¢apraz baglar olusturur ve tip Il kol-
lajen fibrilleri ile proteoglikan kiimeleri arasinda ara baglant1 olarak fonksiyon goriir (93).
Bu sayede fibril agin mekanik stabilitesini arttirip bu ag tarafindan tutunmakta olan proteog-
likanlarin sisme basincina direncini arttirir (43, 99, 105, 106). Heterotrimerik tip XI kollajen
molekiilii tip 11 kollajen ile ayni fibril i¢ine gomiiliidiir. Tip X1 kollajen, fibril ¢capinin ayar-
lanmasinda rol aliyor olabilir. Fibril olusturmayan kollajenler olan tip XII ve tip X1V yapisal
olarak tip IX kollajen ile iliskilidir ve kollajen fiberlerinin paketlenmesini ayarlar (99, 105,
106). Kalsifiye kikirdak zonunun yakininda tip X kollajen bulunmaktadir ve bu kollajenin
kikirdak mineralizasyonuna katildig1 diisiiniilmektedir (93, 107). Kalsifiye zon, tip X kolla-
jen araciliyla kikirdagi kemige sabitler (93). Bu zonda yer alan ‘sinir’, Kalsifiye olmus ve
olmamis kikirdak arasindaki sinirdir (44).

Eklem kikirdaginin ana proteoglikan1 agrekandir (100). Agrekan biiyiimenin diizen-
lenmesinde, hiicre taninmasinda, intraseliiler trafikte ve ekstraseliiler matriksin taninmast,
parcalarinin biraraya gelmesi, stabilizasyonu ve hidrostatik basincin olusturulmasinda yer
alir (43, 93). Kiigiik bir glikoprotein olan baglanti proteini agrekan ile hyaluronan arasindaki

baglantiy1 stabilize eder (107). Kikirdakta az miktarda versikan ve perlekan proteinleri de
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bulunmaktadir. Bunlar esas olarak iskelet gelisimi sirasinda fonksiyon goriir (109, 110). Ye-
tiskin eklem kikirdaginda perlekan periseliiler matrikste daha fazla bulunur ve kondrositin

tutunmasini kolaylastirir (109).

5
'
Link protein A
Kondrosit »
Hyaluronat
Proteog"kan Ekstraseliiler matriks
agregatlari

Sekil 4: Proteoglikanlar (Netter Histoloji Atlas1 2009)

Proteoglikanlarin sistein kalint1 paternlerine gore ayrilan alt gruplari:

1. Dekorin, biglikan, fibromodulin, ve lumikan

2. Keratokan, prolin ve arginine-rich and leucine-rich repeat protein (PRELP)

3. Kondroadherin

4. Epifikan ve mimekan/osteoglisindir.
Bu proteoglikanlar komsu kollajen fibriller ile ¢cok noktada baglanti yaparak ag: stabil hale
getirirler. Dekorin tip 1I, VI, X1l ve XIV kollajenlere, fibronektine ve trombospondine bag-
lanir (43). Tip Il kollajen fibrillerinin yiizeyinde bulunan dekorinin, fibrillerin biiyiimesini
inhibe ettigi diistiniilmektedir (93). Siiperfisyal zonda dekorin konsantrasyonu yiiksek, agre-
kan konsantrasyonu diisiiktiir. Biglikan, dekorin ve fibromodulin, TGF-$ (tumor growth fac-
tor) 'ya ve EGFR (Epidermal growth factor)’ye baglanarak biiylimeyi, yeniden sekillenmeyi
ve onarimui diizenleyebilir (43). Biglikan periseliiler matrikste yer alir ve tip VI kollajen ile
etkilesir (111). PRELP ve kondroadherin, sindekan ve o2f1 integrine baglanarak hiicre-
matriks etkilesimini diizenleyebilir (113-115). Derinlere gidildik¢e proteoglikan orani artar
ve derin zonda kuru agirligin %50°sine ulasir (43).

Trombospondin ailesinin bir tiyesi olan kikirdak oligomerik proteini (COMP) , nor-

mal yetigkin eklem kikirdaginin interterritoryal matriksinde yer alan tip IX kollajenle etkile-
serek kollajen agin1 stabilize eden kollajen ve proteoglikan yapisinda olmayan bir proteindir

(43, 116). Matrilin-3 kikirdak matriks bilesenlerinin bir araya gelmesinde fonksiyon goriir
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ve ekspresyonu yetiskin eklem kikirdaginin tanjansiyel zonundaki ve orta zonun iist kismin-
daki kondrositler ile sinmirlidir (118). Kikirdak ara kat (intermediate-layer) protein (CILP)
eklem kikirdaginin orta/derin zonlarindaki kondrositlerce eksprese edilmekte ve interterri-
toryal matrikste biriktirilmektedir (119). CILP, pirofosfat metabolizmasinda ve kalsifikas-
yonda rol oynayabilir (43, 120). Asporin, dekorin ve biglikan ile iligkilidir ve TGF-B gibi
biiyiime faktorleri ile etkilesip bunlari baglayabilir (121, 123).

Normal yetiskin eklem kikirdaginda matriks komponentlerinin doniisiim hiz1 diisiik-
tir (48). Kollajenin yar1 émriiniin 100 yildan fazla oldugu 6ne siiriilmiistiir (124). Agrekan
alt fraksiyonlarinin yar1 6mriiniin ise 3-24 yil oldugu tahmin edilmektedir (125).

Periseliiler matrikste yiiksek miktarda proteoglikan ve protein (tip VI kollajen, dekorin, an-
korin, fibronektin) bulunmaktadir. Bu bolgede kollajen ya yoktur ya da ¢ok az miktarda bu-
lunmaktadir (93, 103).

Territoryal matrikste ince kollajen fibriller periseliiler matrikse tutunur ve kondrosit-
lerin ¢evresinde fibrillerden meydana gelen aglar olusturur. Bu bolgenin kondrositleri ek-
lemdeki yiiklenme sirasinda dokuyu hasardan korur (93).

Matriksin biiyiik kismi interterritoryal bolgededir. Bu bolgedeki kollajen fibrilleri
diger bolgelere gore daha yiiksek ¢apa sahiptir ve bu bolge kikirdagin mekanik 6zelliklerin-
den sorumludur (93, 126).

2.1.5. Osteokondral Plak: Yapi ve Fonksiyonu

Osteokondral plak, subkondral plak adi verilen ince kortikal kemik tabakasindan ve
eklem kikirdaginin kalsifiye tabakasindan meydana gelmektedir (127). Yetiskin eklem ki-
kirdag subkondral kemik plaginin (kortikal son plak ya da partikiiler kemik plagr) tizerinde
oturmaktadir (128). Subkondral plak, kalsifiye kikirdak tabakasi ile trabekiiler kemik arasin-
da yer alan damardan zengin bir kortikal kemik tabakasidir (128). Eklem kikirdag: kollajen-
den meydana gelen ii¢ boyutlu bir iskelet araciligiyla subkondral kemige baglidir (129).
Kollajen fibriller sinir1 gegerek kikirdagi subkondral kemige baglar (130). Osteokondral
birim yaslanmayla birlikte maruz kaldig: yiike baglh olarak yapisal degisiklikler gosterir
(131). Subkondral plak, kemik ve kikirdak arasindaki madde alisverisi alanidir. Bu alan ara-
ciligiyla kemik, kikirdaga besin maddelerini ulastirir. Subkondral plaktaki kan damari uglari
derin kikirdak tabakasi ile dogrudan temas halindedir (132). Kiigiik damarlarin kortikal son

plag1 delerek kalsifiye kikirdak iginde smir hizasina kadar ilerledigi gosterilmistir (133).



18

Kortikal son plagin kalinlig1 yas, viicut agirlhigi, yerlesim, fonksiyon ve genetik 6zelliklere

gore farklilik gosterir ve merkezdeki agirliga maruz kalan alanda en kalindir (128).

2.1.6. Kemik Fizyolojisi

Kemik doku igerisinde osteoblast olarak isimlendirilen kemik yapan hiicreler ile os-
teoklast olarak isimlendirilen kemik yikici hiicreler yer alir. Osteobastlar mezensimal kok
hiicrelerden farklilasirlar ve kemik dokunun yiizeyinde yerlesim gosterirler. Bu hiicreler
ckstraseliiler matriks proteinlerinin sentezinden sorumludurlar. Kemik doku mineralize ol-
dugunda yani kemik gelisimi basladiginda osteoblast hiicreleri doku igerisinde kalarak oste-
osit adimi alirlar. Osteoklastlar hematopoetik kok hiicrelerden koken alirlar. Ayni zamanda,
ekstraseliiler matriksin yitkimindan sorumludurlar (134).

Kemiklesme hiicrelerin gocii, cogalmasi, farklanmasi, sentez ve salgilama yapmalari
ekstraseliiler mineralizasyon ve rezorbsiyon gibi birbirini izleyen, es zamanli, karmasik bir
dizi islem sonucu gergeklesir (134).

Iskelet gelisimi erken embriyonik ve fetal désnemde baslarken, biiyiime dogumdan
sonra adolesan doneme kadar devam eder. Kemiklesme ya intramembran6z ya da endokond-
ral kemiklesme olmak iizere iki farkli sekilde gerceklesir. Intramembransz kemiklesme, me-
zengimal dokunun kan akimindan zengin bolgelerinde mezensimal hiicrelerin kemik yapict
hiicreler olan osteoblastlara dogrudan farklanmalari ile gerceklesir. Endokondral kemikles-
mede ise daha kompleks olaylar birbirini takip eder. Once mezensimal hiicreler kikirdak
hiicresi olan kondrosit hiicrelerine doniigiir. Olusan kikirdak model degisime ugrayarak mi-
neralizasyonu, damar invazyonunu ve kemik doku ile yer degisimini kolaylastirir. Her iki tip
kemiklesme isleminde de kemik matriks birikimi ve mineralizasyonu ayni yoldan gercekle-
sir. Once siingerimsi (gozenekli trabekiiler) kemik olusur. Olusan bu kemigin cogunlugu
daha sonra yogun kompakt kemige doniisiir. Kemik bir kez olustuktan sonra yasam boyu
dinamik durumunu korur. Bu sayede biiylimeyi saglar ve homeostaz igin gerektiginde mine-
ral iyonlarini1 vermeyi siirdiiriir. iskelet sistemini olusturan kemiklerin ¢ogunlugunun gelisti-
gi endokondral kemiklesmede mezensimal yogunlugu olusturan hiicreler kondrositlere fark-
lilasarak gelecekte olusacak olan olgun kemigin bir modelini meydana getirirler. Bu asama
kondrogenez olarak adlandirilir. Her kikirdak modelin ortasinda yer alan kondrosit hiicreleri
bélinmeye ara verip, hipertrofik hale geldikten sonra kalsifiye ekstraseliiler matriks tarafin-
dan kusatilirlar. Kalsifiye ECM igerisine gelisen vaskiiler invazyon sayesinde, bir sonraki

adimda kemiklesme merkezlerinin olugsmasini saglayacak olan osteoprojenitor hiicreler se-
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killenir. Osteoprojenitor hiicreler olgun osteoblastlara farklilasarak, kemige spesifik protein-
lerin salgilanmasini ve bu proteinlerin kondrositler tarafindan olusturulmus ekstraseliiler
matriks ile yer degistirmesini saglar. Kemik modelin her iki ucunda kondrositler ¢cok dar bir
alana sikistirilir, kemigin boyca uzamasina olanak saglayan bu dar alan biiyiime plag: olarak
adlandirilir. Tipik bir biiyiime plag: dinlenme halindeki kondrositlere ilaveten proliferatif ve
hipertrofik kondrositleri icerir. Kemigin yeniden sekillenmesi olarak tanimlanan bu islev ile
kemikler embriyonik donem boyunca ve yetiskin donemin ¢ogu boliimlerinde siirekli olarak

yapilir ve yikilirlar (134).

2.1.7. Subkondral Kemik Fizyolojisi

Subkondral plagin altinda subkondral kemik yer alir. Subkondral kemik, trabekiiler
kemik yapisindadir ve bosluklarinda yagl bir kemik iligi bulunur (128). Osteokondral biles-
kenin kivrimlart oblik yiikleri baski ve gerilim streslerine doniistiiriir. Fizyolojik eklem yiik-
lenme ve serbestlesmelerinde kikirdak ve subkondral bolge deformasyona ugrar (128).

2.2. Osteoartrit
2.2.1. Tamim

OA uzun yillar boyunca birgok uzman tarafindan etiyolojisi bilinmeyen artikiiler ki-
kirdak ve subkondral kemigi etkileyen sinovyal bir hastalik olarak tariflenmistir. Amerikan
Romatoloji Tan1 ve Tedavi Kriter Komitesi 1986 yilinda OA igin standart bir tanim getir-
mistir. Buna tanima gore; eklem kikirdaginin biitiinliigiindeki bozukluk ile iligkilendirilmis
semptom ve bulgularin oldugu, kemik ve eklem kenarlarindaki degisikliklerle seyreden bir
hastaliktir (135). Tiim diinyada 6zellikle 60 yas istii popiilasyonun en sik etkilendigi eklem
hastaligidir (136). Ayrica OA; sebep oldugu agri1 ve fonksiyonlarda gerileme ile %1-5
oraninda is kaybi yaratarak ciddi sosyoekonomik problemler olusturabilen bir hastaliktir
(137).

OA’ya bagh olarak viicutta en sik etkilenen bolgeler; el, diz, kalga ve omurgadir.
Ekstremitelerde siklikla asimetrik olarak dagilim gosterir. Fonksiyonel bozuklukla birlikte
goriilen semptomlar; inflamasyon, agri, sertlik ve hareket kisitliligidir (138). OA risk faktor-
leri arasinda; genetik yatkinlik, kadin cinsiyet, travma, ilerlemis yas ve obezite yer almakta-
dir.
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OA; primer ve sekonder olmak tizere ikiye ayrilir. Primer OA; normal kullanim ta-
kiben olusan eklem kikirdagindaki dejenerasyona bagli olarak gelisen dogal bir siiregtir.
Eklemdeki bu asinma ilerleyen yasla birlikte daha belirgin bir hale gelir. Sekonder OA; ek-
lem igindeki dejeneratif siireci baslatan ya da hizlandiran, altta yatan bir nedene bagli olarak
goriiliir. Baslangi¢ yasi dejenerasyonu baslatan nedene bagli olarak degisiklik gosterebilir.
Sekonder OA nedenleri arasinda; enfeksiyon, travmatik eklem yaralanmasi, kalitimsal gene-
tik rahatsizliklar, eklem biyomekanigini bozan hastaliklar (gelisimsel kalga displazisi, femo-
roasetabular sikisma, perthes vb.) metabolik veya norolojik sendromlar ve osteonekrozlar

sayilabilir.

2.2.2. Epidemiyoloji

OA populasyonun %15’ini etkileyen ve artrit ¢esitleri icinde en sik goriilen formdur
(2). Genellikle alt ekstremitede, 6zellikle de diz ve kalga ekleminde sik goriiliir. Diz osteo-
artritinin hayat boyu goriilme siklig1 erkeklerde %40, kadinlarda %47 olarak saptanmustir.
VKI 30 ve iizerinde olan kisilerde gériilme riski %60 oraninda artmaktadir (3). Giinliik pra-
tikte tan1 siklig1 artan OA’nin, 6zellikle yasam siiresinin uzamasi ve artan obezite prevalansi
da g6z oniinde bulunduruldugunda 2020 yilinda iki kat fazla goriilmesi beklenmektedir
(139).

Hasta yaglar: standardize edilerek yapilan prevalans ¢alismalarinda; 45 yas {izeri rad-
yolojik olarak diz OA tanisi alan hasta oran1 Framingham Calismas: 'nda %19.2 olarak sap-
tanirken, Johnston County OA Projesi’nde bu oran %27.8 olarak belirtilmistir (140). 60 yas
ve tizerindeki populasyonun degerlendirmeye alindigi 3.National Health and Nutrition Ex-
amination Survey calismasinda ise radyolojik olarak diz OA tanisinin %37 oraninda oldugu
saptanmigtir (140). Ayrica 80 yas ve iizeri popiilasyonun degerlendirildigi bir baska ¢alis-
mada ise; radyolojik tanili diz OA’nin, kadinlarin %53 iinde erkeklerin ise %33’{inde goriil-

diigii saptanmistir (141).

2.2.3. Patogenez

Onceleri OA’da gelisen kikirdak dejenerasyonuna mekanik kaynakli bir problemin

neden oldugu disiiniiliirken artik OA’nin tiim eklemi ilgilendiren ve matriks proteinazlarinin

esas rol oynadig: bir hastalik oldugu bilinmektedir (142). OA patogenezinde kikirdak, sub-
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kondral kemik doku ve sinovyumun birlikte etkilendigi ve sonug olarak sistemik bir infla-
masyonun meydana geldigi goriilmektedir (1). OA siirecinde kikirdak dokuda hasar onarimi
da bozulmustur. Kikirdak hasarmin erken déneminde matrikste biiytime faktorleri ve kond-
rositler kiimelenerek onarimi saglamaya c¢alisirken, matriks metalloproteinazlarin ve agrega-
nazlarin etkisi ile imbalans saglanamaz ve onarim ger¢eklestirilemez (12, 13). Kronik sinov-
yal inflamasyon sislik ve agriya sebep olur. Bu durum kikirdak onariminin saglanamamasi-
na etki eden diger faktorler igerisinde sayilabilir (14). Tiim bunlarin yaninda subkondral
kemikteki degisiklikler OA patogenezinde asil rol oynar. Ozellikle osteofit olusumu, sub-
kondral skleroz ve kondral asinma radyolojik olarak belirgin 6zelliklerdir. Bu degisiklikler
erken evreden son donem OA’ya kadar her asamada goriilebilir. Dolayisi ile kikirdak hasa-
rinin subkondral kemik kaynakli olarak basladig: diistiniilmektedir (143, 144).

2.2.3.1. Kikirdak Matriks Rejenerasyonu ve Yikimi

Fetal hayatta kikirdak endokondral kalsifikasyon yoluyla kemik gelisiminde 6nemli
role sahiptir. Eriskin kikirdakta ise kondrositler genelde durgun haldedirler ve kikirdak mat-
riks dongiisii yavastir. Replikasyon daha ¢ok derin tabaka ile sinirlanmistir. Kondrogenez
stirecinde (gerek embriyogenez gerekse eriskin kikirdakta) homeostatik dengenin korunma-
sinda gesitli biiylime ve transkripsiyon faktorleri (TGF-g, BMPs, IGF-1, FGF-2, RUNX2,
Cart-1 gibi) sinyal ve diizenleyici molekiiller (Wnt, hedgehog ailesi) 6nemli rollere sahiptir
(145). lerleyen yasla birlikte kikirdag: koruyucu bir mekanizma olan otofajinin azaldig: ve
yerine altta yatan patolojiye bagli hiicre 6liimii ve apoptozise giden yolaklarin aktiflestigi
gosterilmistir (146, 147, 148). Yaslanma kondrositlerin say1 ve fonksiyonel kapasitesinde
azalmaya yol agan bir faktor olsa da travma veya dejeneratif baska bir patoloji eslik etmiyor-
sa kikirdakta yasa bagli dejeneratif degisiklikler olmasina ragmen eklem hareketi devam
ettirilebilir.

OA gibi dejeneratif siireglerde kikirdakta anabolik aktivitede bir artig s6z konusudur.
Sentetik aktivitedeki bu artis kikirdakla sinirli olmayip eklemdeki diger dokular da etkiler.
Osteofit formasyonu, subkondral skleroz bu anabolik aktivitedeki artis sonucunda izlenen
bulgulardandir (149). Dejeneratif siiregte yikilan dokunun yerine konulmasi amaciyla hizla-
nan kikirdak dongiisii ile birlikte dokunun ana bilesenlerinden olan kollajenlerin (tip Il basta
olmak tizere tip VI, IX, XI) ve agrekanlarin sentezi artar. Kikirdak dokuda kollajen dagilimi
farklilik gostermekte olup hasarlanmay: takip eden ilk degisiklikler kondrosit lakiinasi gev-

resindeki periseliiler bolgede izlenir (150). Hasarlanmaya neden olan uyarinin siddeti, siiresi
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ve kaliciligina bagh olarak kondrosit mikro ¢evresindeki proteinlerin yeterli diizeyde yeni-
lenmesi yikim siirecinin erken donemde kontrol altina alinmasina olanak saglar. Tip VI kol-
lajen, proteoglikanlar (dekorin, ankorin) ve fibronektin gibi kondrositlerin 3 boyutlu kon-
formasyonunun dolayistyla fenotipinin korunmasinda etkili molekiillerin kayiplar1 ise
dejeneratif siirecin biitiin kikirdak matrikse ve devaminda komsu dokulara yayilmasina ne-
den olur (150).

Dejeneratif eklem hastaliklart ve travmatik yaralanmalar gibi patolojik siireclerde
kondrogenez igin gerekli homeostatik kosullar katabolik yollarin lehine bozulur (151, 152).
Kikirdakta, dokunun avaskiiler yapis1 diger dokulardan farkli olarak, kanlanmaya bagl inf-
lamasyon ve onarim ile seyreden klasik iyilesme yanitin1 sinirlar. Kismi hasarlanmalarin,
dokudaki kondrositlerin go¢ etme kapasitelerindeki smirlilik ve kan yoluyla tasinan
progenitor hiicrelerin yoklugu nedeniyle onarilmasi giigtiir. Kikirdak rejenerasyonunda sinir-
lamalara neden olan diger biyolojik etkenler arasinda kikirdak dokunun sinirli sayida hiicre-
ye sahip olmasi ve erigkin kondrositlerin diisiikk boliinme kapasitesi (mitotik aktivite) sayila-
bilir (153). Sinovya gibi ¢evre dokulardan gocle gelen hiicreler ise kikirdagin avaskiiler ya-
pis1 nedeniyle klasik yara iyilesme mekanizmalarini isletmekte yetersiz kalmaktadir (151).
Kikirdak hasarinin onariminda doku tiim 6zelliklerini yeniden kazanamaz ve tam bir rejene-
rasyon gergeklesmez. Kikirdagin yalnizca bazi yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerini geri ka-
zanmasi S6z konusudur (154). Kikirdak onarim mekanizmalari incelendiginde hasarli bolge-
ye komsu hiicrelerin 6ncelikle hiicre 6limiine gittigi, daha sonrasinda kondrosit proliferas-
yonunda ve kiimelenmesinde bir artis oldugu, bu artisa matriks yapim ve yikimindaki artigin
da eslik ettigi izlenmistir.

Kikirdak hasarinin endojen onarimi lezyonun derinligi ve hasarin subkondral kemige
niifuz edip etmedigine baghdir (151). Ornegin yiizeysel kikirdak hasarlarinda ve canli kond-
rositlerin varliginda FGF-2 ve BMP gibi biiylime ve farklilagma faktérlerinin artigina yanit
olarak kikirdaga 6zel matriks bilesenlerinin sentezi ile hasarin tamiri bir dereceye kadar
miimkiindiir (155). Derin kikirdak lezyonlarinda ise hasar subkondral kemige kadar ulasir.
Altta yatan kemik dokudan gelen kanlanma ile kikirdak dokuya hiicre gogi, fibrin pihti olu-
sumu Ve inflamasyon siireci ile birlikte graniilasyon dokusu olusur. Kikirdak rejenerasyo-
nunda periosteumun 6nemi uzun zamandan beri bilinmektedir. Periosteumda bulunan me-
zenkimal kok hiicrelerin kondrositlere farklilastigi in vivo ve in vitro ¢alismalarda gosteril-
mistir (156). Ancak iyilesme ¢ogunlukla hyalin kikirdak dokunun yerine tip | kollajenden
zengin, daha az miktarda glikozaminoglikan (GAG) igeren fibrokartilaj bir yapinin olugmasi

ile sonuglanir (154). Kikirdagin normal fizyolojik ihtiyaglara karsi fonksiyonlarini gercek-
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lestirmesinde yetersiz kalan bu yeni doku eklemde osteoartrit gibi kronik dejeneratif siiregle-
ri baglatarak dejeneratif degisikliklerin kalicilik kazanmasina yol agar. Osteoartrit siirecinde
yiizeyel tabakadaki kondrositlerde nekroz, derin tabakalardaki kondrositlerde ise kiimelen-
meler izlenmektedir (157). Mezenkimal orjine sahip kondrositlerin fenotipik 6zelliklerini
korumalar iirettikleri ve i¢inde bulunduklar: hiicre dis1 matriks kompozisyonu ile yakindan
iliskilidir. Kikirdak matriksinin énemli yap1 taglarindan biri olan proteoglikanlardaki kayip-
larin kondrosit fenotipi iizerine etkileri bilinmektedir (150). Proteoglikanlar tarafindan de-
vam ettirilen ozmotik dengenin bozulmasi ve kollajen fraksiyonundaki azalma dokuda su
tutulumu ve sismeye neden olarak kondrosit etrafindaki periseliiler bolge dahil olmak tizere
kikirdagin mekanik o6zelliklerini bozar (150). Kikirdakta olusan mekanik ya da inflamatuar
strese yanit olarak kondrosit disregiilasyonunda izlenen 6nemli fenotipik 6zelliklerden biri
de hipertrofiye gitmeleridir (158). Kondrositlerde izlenen bu fenotipik degisim biiyiime plag
ve endokondral kemiklesmede izlenen fizyolojik siireglerle benzerlik gostermektedir. Kikar-
dak yenilenmesinde kondrosit hipertrofisinin yani sira aktiflesen siiregler ise; vaskiiler in-
vazyon ve proteolitik aktivasyondur. Bu otolitik kondrositler Runt iligkili transkripsiyon
faktorii 2 (RUNX2), kollajen X, MMP-13 ve Indian hedgehog (Ihh) gibi terminal farklilas-
ma markerlarini exprese eder (152).

Dejeneratif durumlarda ise periseliiler kikirdak matriksinde progresif hasara yol acan
IL-1, TNF-a gibi mediatorler tiretilmeye baslar, RUNXL1 gibi yiizeyel ve orta tabakalarda
eksprese edilen kondrogenez igin gerekli transkripsiyon faktorlerinin diizeylerinde azalma
izlenir (145). Sonugta bir yandan yikim yoniindeki kaskadlar aktiflesirken diger taraftan
Dickkopf (DKK-1) gibi Wnt yolagin: inhibe ederek kikirdak koruyucu etki gosteren meka-
nizmalarda inhibisyon izlenir (159). Kondrosit hipertrofisi endokondral kemik olusumunda
fizyolojik ve gerekli bir siire¢ iken bu olayin kontrolsiiz ger¢eklesmesi sonucunda kikirdakta
geri donistimsiiz hasarlar ortaya cikar (160). Hipertrofiye giden kondrositlerin bir sonraki
asamada otofaji yerine apoptozise gittikleri gosterilmistir (147).

Kikirdak dejenerasyonunun patogenezinde geri doniisiimsiiz hasarlanmada rol oyna-
yan en onemli faktorlerden biri MMP’lerdir. Cinko endopeptidazlardan metzinkin ailesi
ekstraseliiler matriks, hiicre-ekstraseliiler matriks ve hiicre-hiicre etkilesimlerinin diizenlen-
mesinde temel etkilere sahiptir (161). Matriks metalloproteinazlar, disintegrinmetalloprotei-
nazlar (ADAM) ve trombospondin tip 1 benzeri tekrarlari olan disintegrin metalloproteinaz-
lar (ADAMTS) bircok hiicre tarafindan iiretilebilirler. Kikirdak hasarinda gerek kondrositler
gerekse bolgeye gog eden hiicreler tarafindan iiretilen MMP’ler ve agrekanaz (ADAMTYS)
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gibi proteazlar katabolik 6neme sahiptir. MMP13 biiyiime plaginda fibriller kollajen ve ag-
rekani yikan major kollajenaz olup transkripsiyonu RUNX2 kontrolii altindadir (162).

MMP’ler (MMP1-3-13) ve ADAMTS-4, ADAMTS-5 gibi agrekanazlar kikirdak do-
kunun iki asal molekiilii tip Il kollajen ve proteoglikan agrekani yikarak matriks biitiinlii-
giinde geri doniissiiz hasara yol acarlar (163). Her iki enzim grubu kikirdakta mevcut diger
kollajen olmayan proteinlerin yikimindan da sorumludur (150). Ornegin hasarli bolgede
kondrositlerin yan1 sira kikirdak rezorbsiyon bolgelerinde izlenen monosit, proosteoklast ve
osteoklastlar tarafindan iiretilen bir diger enzim, MMP9 denatiire kollajen fragmanlar1 ve
agrakani yikma kapasitesine sahiptir (162). MMP’lerin yan1 sira Serin ve sistein proteinazlar
tarafindan parcalanan fibronektin gibi bag dokusu proteinlerinin yikim iriinleri ise kondro-
sitlerin proteaz sentezini arttirict etki gosterir (164). Yine MMP’ler bag dokusunda ya da
hiicre membraninda bulunan biiyiime faktorlerini serbestlestirerek aktivasyon kazandirir ve
hiicre ylizey adezyon molekiillerini proteolize ugratarak pro ya da anti-inflamatuar yanita
yol agabilirler (161).

Kikirdaktaki dejeneratif siireg, oksidatif stres, DNA ve protein hasari, kondrositlerce
proteinazlarin artmus sentezi, kikirdak matriksinde ve kondrosit say1 ve fonksiyonlarinda
azalma ile seyreden ¢ogunlukla geri doniissiiz bir siiregtir. Dokunun rejenerasyon kapasitesi
kikirdak hasarinin boyutu ve derinligi ile direkt baglantilidir. Kikirdak hasarlanmasinda bir-
birleriyle etkilesim icinde olan endojen ( yaslilik, homeostatik yanitlarda bozulmalar, infla-
masyon vb.) ya da ekzojen (mekanik travma vb.) faktorlerin kikirdak yikimina katkilari kisi-
den kisiye farklilik gosterebilir. Bu mekanizmalarin tam olarak anlasilmasi kikirdagin ona-

rimina yonelik kisiye 6zel tedavilerin gelistirilmesini miimkiin kilacaktir.

2.2.3.2. Subkondral Kemik Patofizyolojisi

Subkondral kemik doku kalsifiye kikirdagin hemen altina yerleserek trabekiilar ke-
mik doku ile arayiiz olusturur. OA sirasinda yasanan degisiklikler hem Kkortikal tabakada
hem de trabekiiler kemikte birlikte goriiliir (165). Bu tabakalarin tutulumu sonrasi osteofitler
ve subkondral kemik kistleri goriiliir. Subkondral dokunun MR ile yapilan ileri degerlendir-
melerinde histolojik birgok degisikligin birlikte goriildigii ve farkli iyilesme donemlerinde
olan bir¢ok hasarli dokuya rastlanmistir. Bu dokular kikirdak hasarimin fazla oldugu bélgele-
re yerlesmis olarak goriilmistiir (166). Yapilan bir¢ok ¢alisma subkondral hasarin ve osteofit
formasyonunun kikirdak dejenerasyonundan once gelistigini gostermektedir (167, 168). Ay-

rica osteoblastlarda tipki kondrositler gibi mekanik uyari ile birlikte inflamatuar sitokinler ve
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yikict enzimler eksprese eder (169). Bu faktorler dogrudan kikirdak izerinde ya da subkond-
ral kemigi etkileyerek dolayli olarak kikirdak dokuya ulasarak hasar olusturabilir. Diger
yandan subkondral yeniden sekillenme kikirdak biitiinliigliniin bozulmasi ile birlikte artar.
Subkondral dokuda bulunan yaygimn sinirsel inervasyon agrinin esas kaynagi olarak goste-

rilmektedir.

2.2.3.3. Sinovya

Sinoviyal doku, sinoviyal zar ve sinoviyal sividan olusur. Sinoviyal zar eklem kapsii-
liniin arka i¢ yiizeyi boyunca yayilan, eklem kikirdagini 6rtmeyen, damardan zengin bir bag
dokudur (170). Sinoviyal zar normalde bir veya iki hiicre kalinligindadir (171). Bu hiicreler
sinovyositler olarak bilinir ve plazmanin ultrafiltrasyonu ile sinoviyal sivi olusmasindan
sorumludur. Sinoviyal tabakada bulunan bu hiicreler, makrofaj benzeri etki gosterir ve hya-
luronik asit, proteoglikan, kollajen tip I-11l, TIMP (matriks metalloproteinazlarin doku inhi-
bitorii) , latent proteinaz ve kollajenaz sentezler. Sinoviyal doku vaskiiler beslenmesi iyi
oldugu i¢in yiiksek yenilenme kapasitesine sahiptir. Sinoviyal sivi, plazmanin sinoviyal ara-
liga gecen bir filtratidir. Sinoviyal sivi 2-4 ml arasinda, renksiz, berrak ve viskositesi yiiksek
bir sividir (172, 170, 173). Viskosite hyaluronik asit igerigine baghdir. Sinoviyal sivi eklem-
den difiizyon yoluyla eklemi cevreleyen lenfatik ve kapillerlere atilirken normal dongii siire-
cine ugrar.

Sinoviyal sivi eklem c¢evresindeki kikirdaga besin destegi saglar ve ekleme binen
yiike bagli olarak eklem kayganlastirici veya sok absorbe edici olarak gorev yapar. Sinoviyal
stvi bariyer dislama olarak adlandirilan yiiksek molekiil agirlikli hiyaluronat molekiillerinin
kesismesine bagl olarak inflamatuar hiicre (6rnegin, notrofil) ve molekiiler artiklarin eklem
iginde hareket etmesini sinirlar (172, 173). OA noninflamatuar bir hastalik olarak bilinmesi-
ne ragmen son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda, sinovitin ve diisiik derece inflamasyonun
OA patofizyolojisinde rol oynadig1 gosterilmistir (174, 175, 178). Kikirdak yikimi sonucu
kikirdaktan parcalanmig makromolekiiller ile OA’da sinoviyal inflamasyon baslar. Kollajen,
proteoglikan ve diger matriks pargalari sinoviyal siviya gecer ve sinoviyal makrofajlar tara-
findan fagosite edilir. Bunlar antijen gibi hareket ederek IL- 1 ve TNF-a gibi sitokinlerin
salinimina yol agar (171, 176). Artan sitokin sentezi kikirdak yikimini artirir ve bu parga-
lanma tiriinleri inflamasyonun daha da artmasina neden olur. Sinoviyal inflamasyon, sinovi-
yositler ve kondrositler tarafindan yapilan biyokimyasal faktorler, prostanoidler, sitokinler

ve reaktif oksijen tiirleri tarafindan kontrol edilmektedir (177).
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2.2.4. Tam

OA’nin en yaygim semptomu eklem agrisidir. Bu agr1 aktiviteyle artma egiliminde-
dir, 6zellikle bir dinlenme periyodunun ardindan goriliir Ki bu duruma ’Gelling Fenomeni’’
denir. OA sabah sertligine neden olur fakat bu romatoid artritin aksine 30 dakikadan daha
kisa siirer. Romatoid artritin neden oldugu sabah sertligi 45 dakika veya daha fazla siirer
(179). Hastalar eklem kilitlenmesi veya eklem instabilitesi de tarifleyebilir. Bu semptomlar
fonksiyon kaybiyla sonuglanir. Hastalar agr1 ve sertlik nedeniyle giinliik yasantilarindaki
aktiviteleri tam olarak yerine getiremezler.

OA igin ozgiil tanisal bir test yoktur. Primer OA’da eritrosit sedimantasyon hizi, tam
kan, idrar ve kan biyokimya tetkikleri normaldir. RF ve ANA klasik olarak negatiftir. Sino-
viyal sivi; rengi berrak, viskozitesi yiliksek ve hiicre sayist mm?®’de 2000°den diisiiktiir. Ek-
lem sivisinda CPPD veya hidroksiapatit kristalleri saptanabilir (180). Kemik metabolizmasi-
n1 gosteren rutin kalsiyum, fosfor ve alkalen fosfataz degerleri primer OA’da normal bulun-
mustur.

CRP inflamasyon belirleyicisidir ve artmis diizeylerinin uzun donemli diz osteoartri-
tinde radyolojik ilerleme ile korele oldugu diistiniilmektedir. Erken OA etyolojisi ve prog-
resyonunda siirekli diisiik dereceli inflamasyon etkendir. CRP’nin yiikselmesi hafif ve orta
dereceli OA’da ilerlemeyi belirlemektedir (180).

En ¢ok etkilenen eklemler eller, dizler, kalga ve omurgadir ama her eklem etkilenebi-
lir. OA genellikle asimetriktir. Bir tarafinda siddetli OA bulunan bir hastanin diger dizi ne-
redeyse tamamen normal olabilir. EKlem hareketlerinde agri ve eklem hareket agikliginin
kisitlanmasi1 neredeyse tiim OA’larda goriilmekle beraber her eklemin kendine 6zel fizik

muayene bulgulari vardir (Tablo 1).
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Tablo 1. Osteoartritin viicudun cesitli eklemlerinde gériilen belirti ve semptomlari

El

Kalca

Eklem hareketlerinde agr1

Eklem hareketlerinde agr1

DIF VE PIF eklemlerinde hipertrofik degisiklikler

(Heberden ve Bouchard nodiilleri)

Kalgaya yayilan agri

Karpometakarpal eklemlerde hassasiyet

Eklem hareketlerinde kisitlilik, 6zel-

likle i¢ rotasyonda

Omuz

Ayak

Eklem hareketlerinde agr1

Yirirken agri, 6zellikle 1. Metatarso-
falangeal eklemde

Eklem hareketlerinde kisitlilik, 6zellikle dis rotas-

yonda

1.metatarsofalangeal eklem hareketle-

rinde kisitlilik, halluks rijitus

Eklem hareketlerinde krepitasyon

Halluks valgus deformitesi

Diz

Omurga

Eklem hareketlerinde agr1

Eklem hareketlerinde agr1

Eklem efiizyonu

Eklem hareketlerinde kisitlilik

Eklem hareketlerinde krepitasyon

Kok basisina bagh olarak alt ekstre-
mitede; duyu ve refleks kayip, motor

giicstizliik

Popliteal bolgede kist (Baker)

Lateral instabilite

Valgus ya da varus deformitesi
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2.2.5. Risk faktorleri

OA ortak bir patolojide birlesen mekanik, hiicresel ve biyokimyasal faktorlerin sonu-
cunda ortaya ¢ikan kompleks bir durumdur. Bir dizi farkl risk faktorii OA gelisiminde bir-
likte rol oynar (Tablo 2).

Tablo 2. Osteoartrit i¢in risk faktorleri

2.2.6. Klinik bulgular

OA c¢ogunlukla dizleri, elleri, ayaklari, Kalgalar1 ve omurgay: etkiler. Bu eklemler
semptomatik olabilir ya da sadece radyolojik olarak etkilendikleri goriintiilenebilir. Radyolo-
jik olarak siddetli eklem degisiklikleri siddetli semptomlarla beraber olabilecegi gibi hig
semptom olmadan da goriilebilir. Yumusak dokuda sislik ve eflizyon artritin inflamatuar

formunda 1s1 artig1 ve kizariklik olmadan da goriilebilir.
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2.2.7. Goriintiileme

OA tanisi radyolojik degerlendirmede klasik olarak ¢ekilen direkt grafide; eklem ara-

liginda daralma, osteofit formasyonu, subkondral skleroz ve kist gelisimi ile goriiliir (Sekil
5).

s o N i

Sekil 5: Direk radyografide OA’l hastalarin bulgular: a) El OA b) Dirsek OA c) Omuz
OA d) Diz OA e) Kalga OA

Ultrasonografik (USG) degerlendirme 6zellikle el ve dizde goriilen sinovitin deger-
lendirmesinde ayrica hastaligin progresyonunun izlenmesinde énemlidir (181). Bilgisayarli
tomografik (BT) degerlendirme OA’nin erken evre tanisinda yer almaz ancak diisiik doz

dual-enerjili BT ile kas-iskelet sistemi degerlendirmesi yapmak miimkiindiir (182).
2.2.8. Tedavi

Erken evre OA’da eklem agris ve sertlik diger semptomlardan baskindir. Bu nedenle
uygulanacak tedavide oncelikli hedef eklem agrisinin ve sertliginin azaltilmasi ayn1 zamanda
fonksiyonel kapasitenin arttirilmasidir. OA’nin birgok formunda hayat tarzi degisikligi ge-
reklidir. Obez hastalarda kilo vermek ile semptomatik OA gelisme riski azaltilmis olur
(183). Egzersiz programlarinin baglanmasi ile kas giiciiniin arttirilmasi ve aerobik kapasite-
nin yiikseltilmesi hedeflenebilir. Bu sayede hastalarin artan kardiyovaskiiler saglik durumlari
ile birlikte genel mortalite oranlarinda azalma goriiliir (184). OA tanisi1 sonrast hayat tarzi
degisikligi ve farmakolojik tedavi onerilir. Farmakolojik tedavi ajanlarindan 6zellikle; para-
setamol ve non-steroid anti-inflamatuar (NSAI) ilaglar semptomlarin kontrol altina alinma-
sinda halen anahtar rol oynamaktadir. Ancak bir¢ok yeni ilag OA’nin semptomlarini azalt-
mak amaciyla gelistirilmeye c¢alisilmaktadir. miRNA’larin OA‘l1 hastalarda tedavi hedefi

olarak kullanilabilmeleri ile ilgili yapilan ¢alismalar umut vaadetmektedir. Suan i¢in devam
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eden agr1 ile birlikte fonksiyonel bozuklugun goriildiigi hastalarda cerrahi tedavi endikasyo-

nu vardir.

2.3. MikroRNA

mMiRNA’lar yaklasik 22 niikleotid uzunlugunda tek iplik¢ikli RNA tiiriidiir ve mMRNA
parcalanmasi veya translasyon inhibisyonu ile gen ekspresyonunun diizenlenmesinde rol
oynar (185-187). miRNA'lar ilk olarak 1993'te Lee ve ¢alisma arkadaslari tarafindan Victor
Ambros laboratuvarinda C. elegans solucaninda kesfedilmis ve varliklar1 ¢esitli bitki ve
hayvanlarda gosterilmistir (17). Her gegen giin sayist artan miRNA’lara ait bilgiler miRBase
isimli merkezi bir veri tabaninda toplanmaktadir (188). miRNA’larin kesfiyle normal geli-
sim siireci ve hastaliklardaki rollerinin arastirilmasi onlart yeni bir biyobelirte¢ sinifi yap-
maktadir (187, 190, 191). miRNA’larin gelisim, homeostaz ve bagisiklik fonksiyonlarinda
onemli bir rol oynadig, hiicre gogalmasini ve apoptozu diizenledigi gosterilmistir (190-193).
miRNA’larin kanserden inflamasyona kadar ¢ogu hastalikla iligkili oldugu bildirilmistir.
Bununla birlikte birgok miRNA’nin dizileri, temel ekspresyon bilgileri ve fonksiyonlari
hakkinda yapilan arastirmalar giin gectikge artmaktadir (190, 191, 194).

miRNA’lar diger genler gibi DNA iizerinden transkribe edilir ve proteine doniistii-
rilmeden kiigiik RNA molekiilleri halinde gen diizenlenmesinde gorev alir (195). miR-
NA’lar post-transkripsiyonel olarak gen ekspresyonunu kontrol eden molekiillerdir.
mRNA’larin 3' ¢evirime ugramayan bolgeleriyle (UTR- untransled region) baz eslesmesi

yaparak onlarin yikimini saglar veya translasyona ugramalarini engeller (Sekil 6) (194-196).
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Sekil 6: miIRNA biyogenezi ve fonksiyonlar1 (Yu, X. M., et al. (2015). ""MicroRNAs’
Involvement in Osteoarthritis and the Prospects for Treatments." Evid Based Com-
plement Alternat Med 2015: 236179.)
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2.3.1. miRNA Biyogenezi

miRNA’lar miRNA genlerinden RNA Polimeraz Il tarafindan transkribe edilir. Olus-
turulan transkript ‘cap’ ve ‘poli(A)’ kuyruguna sahiptir. Bu olusan ilk transkript primer-
mMiRNA (pri-miRNA) olarak isimlendirilir. Pri-miRNA’lar sa¢ tokasi seklindedir. Bu yapida
olgun miRNA dizisi ilmegin yakinindaki sap kisminda bulunur (187, 197, 198). Pri-miRNA
iki adiml1 bir siirecten gegerek olgun ve islevsel miRNA haline gelir. ilk adim cekirdekte
gerceklesir ve pri-miRNA "mikroislemci kompleks™ adli bir protein kompleksi tarafindan
kesilir. Mikroislemci komplekste Drosha adli bir niikleaz ve DiGeorge critical region 8
(DGCRS) adli ¢ift iplik¢ikli RNA baglayici protein bulunur (195, 199, 200). Drosha enzimi
pri-miRNA’nin sap-ilmek yapisini taniyarak sap kisminda belli bir noktadan kesim yapar
(194, 196, 199-201). 160 kD’luk bir niiklear riboniikleaz 111 endoniikleaz olan Drosha, yak-
lasik 200 niikleotit biiytikligiindeki pri-miRNA’y1 keserek 70-80 niikleotitlik sap-ilmek
sekilli, onciil (prekiirsér) miRNA’y1 ortaya ¢ikarir. Drosha’nin tanimadaki bu 6zgilligi,
yardime1 proteinlerle sagladigi disiiniilmektedir (195, 196, 199). Pre-miRNA’lar niikleustan
sitoplazmaya Exportin-5 (XPO5) isimli tasiyic1 protein ile taginir. XPO5, Ran-GTP ve pre-
miRNA ile heterotrimerik yapi1 olusturur (202). Bu yap1 pre-miRNA’nin yapisini stabillesti-
rerek hiicre zarinda bulunan porlardan sitoplazmaya tasinmasini saglar. Sitoplazmada Ran-
GTP’nin Ran-GDP’ye hidrolize olmasiyla pre-miRNA serbest kalir (203).

Ikinci adim sitoplazmada gergeklesir ve pre-miRNA 200 kD’luk sitoplazmik ribo-
niikleaz 111 enzimi Dicer ve ¢ift zincirli RNA baglanma proteini olan transaktivasyon cevabi
olusturan RNA baglanma proteini (TRBP- Transactivation responsive RNA binding protein)
tarafindan ilmek kismindan kesilerek ¢ift dal RNA dubleksi (mMiRNA:miRNA) olusturulur.
Bu dupleks yapida hem olgun miRNA dali hem de onun tamamlayici dali (miRNA) birlikte
bulunur. Tamamlayict dal uzaklastirilarak yaklagik 22 niikleotitlik uzunlugunda tek zincirli
olgun miRNA olusur (Sekil 7) (195-197, 199, 201, 204).

Olgun miRNAlar islevlerini gergeklestirmek igin baska proteinlere de ihtiyag duyar.
Bu proteinlerle birlikte RNA ile tetiklenen sessizlestirici kompleks (RNA-induced silencing
complex; RISC)’i olustururlar. Bu yapida en iyi tanimlanmig proteinler Argonat (Argonaute;
Ago) ailesi proteinleridir (194-197, 205). Olgun miRNA bu yapiya katilirken tek zincir hale
gecer. Argonat protein ailesinin iiyeleri Dicer’a benzeyen PAZ balgesiyle tek zincir
RNA’nin 3' ucuna baglanir. Yapilan ¢aligmalar Argonat proteinlerinin hedef mRNA’y1 ke-
sen endoniikleazlar oldugunu gostermektedir (196, 197, 199, 205). RISC kompleksi miR-
NA’larin sahip olduklar1 6-8 niikleotitlik tohum dizisiyle hedef mRNA’nin 3'-UTR balgesi-
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ne yonelir ve etkilerini hedefledikleri mRNA’nin 3'-UTR bolgesindeki baz eslesmesine gore
gosterir. 3'-UTR balgesinde yiiksek oranda baz eslesmesi varsa mRNA yikilir. Memelilerde
oldugu gibi baz eslesmesi azsa mRNA’nin translasyonu baskilanir (185, 196, 197). miR-
NA’lar hedef mMRNA iizerinde genellikle 3'-UTR bdlgesine baglanarak gen ifadesini baski-
lar. Bununla birlikte 5-UTR bélgesini veya a¢ik okuma cercevesini (ORF-open reading
frame) hedef aldiklar1 durumlarda da gen ifadesi baskilanir (195, 197, 206).

Drosha ile kliva
Exportin ile
sitoplazmaya cikis

Y

Pre-miRNA

)

Sitoplazma
Dicer ile
klivaj

pra— A
miRNA dubleksi
o’ Yoo
mRNA bozunmasi Translasyonun Dupleksin s
baskilanmasi
dalinin uzaklastmimast

Sekil 7: MikroRNA biyogenezi (Wu C, Tian B, Qu X, Liu F, Tang T, Qin A, et al. Mi-
croRNAs play a role in chondrogenesis and osteoarthritis (review). Int J Mol Med.
2014; 34(1):13-23)
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2.3.2. OA ile Tliskili miRNA’lar

OA patogenezinde yer alan miRNA’lar ile ilgili ¢alismalar her gegen giin artarak de-
vam etmektedir. miRNA’lar mezensimal Kok hiicrelerden kondrosit olusumunda, apoptozis-
te, inflamatuar sitokinlerin salgilanmasinda, ECM yikic1 enzimlerin ve faktorlerin salinimin-
da yer alan gesitli transkripsiyon faktorleri ve biiyiime faktorlerini hedef alarak OA patoge-
nezinde rol oynar. Bunlara 6rnek olarak Sox ailesi (Sox9, Sox5 ve Sox6), BMP’ler, CCN2,
COL2A1, ACAN, RUNX2, MMP13, Noggin 3, Smadl, TGFBR2 gibi faktorler, DKK1 ve

FRZB gibi Wnt blokerleri verilebilir. Baz1 mikroRNA’larin etki mekanizmasi heniiz bilin-
memektedir (207).
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Sekil 8: OA’da yer alan mikroRNA’lar (Wu C, Tian B, Qu X, Liu F, Tang T, Qin A, et
al. MicroRNAs play a role in chondrogenesis and osteoarthritis (review). Int J Mol
Med. 2014; 34(1):13-23.)
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2.3.3. IL-17

Inflamatuvar sitokin ve kemokinler otoimmiin hastaliklarin patogenezinde snemli rol
oynamaktadir. Cesitli patojenlerle karsilasan dogal bagisiklik sistemi hiicrelerinin irettigi
spesifik sitokinlerin varliginda T hiicre reseptorleriyle (TCR) (sinyal 1) kostimulatuar mole-
kiillerin (sinyal 2) etkilesmesiyle, CD4+ T hiicrelerin efektor T hiicrelerine farklilagmasi
baslar. Interferon y (IFNy) ve IL-12, yiiksek miktarda IFNy iireten ve hiicre i¢i patojenlerin
temizlenmesinde etkin olan Th1l hiicrelerine farklilasmay1 baslatir. 1L-4 ise Th2 hiicrelerinin
farklilagsmasini saglar. Th2 hiicreleri ise IL-4, IL-5, IL-9 ve IL-13 iiretir ve ekstraseliiler pa-
tojenlerin temizlenmesinde, allerjik durumlarla miicadelede anahtar rol oynar, B hiicrelerinin
spesifik antikor iiretimine yardimer olur (208). Farkli sitokinler, immiin yanit1 secici olarak
bir Thl veya Th2 yanitina yonlendirebilirler. T hiicre farklilasmasindaki Th1/Th2 modeli ilk
olarak yaklagik 25 yil 6nce Mosman ve Coffman tarafindan 6ne siiriilmiis ve bagisiklik sis-
teminde birgok olayin aydinlatilmasina yardimei olmustur (209). Son zamanlarda yardimci
T hiicre farklilasmasinda Th1/Th2 modeli, Thl ve Th2’den farkli 6zelliklerde I1L-17 iireten
Th17 olarak adlandirilan tigiincii bir yardimei efektor T hiicresinin kesfiyle degismistir. Th
17 hiicrelerinin primer fonksiyonlar1 Thl ve Th2 hiicreleri tarafindan etkin bicimde temizle-
nemeyen patojenlerin yok edilmesini saglamaktir. Bu amaca yonelik olarak Th17 hiicreleri
hizli bir sekilde inflamasyon alaninda goriiliir, dogussal ve edinilmis bagisiklik arasinda
kopri gorevi goriir ve diger Th hiicrelerini de alana ¢agirir. Th17 hiicreler doku inflamasyo-
nunun temel tetikleyicilerindendir ve otoimmiin hastaliklarin ve artrit gibi ¢esitli inflamatu-

var durumlarin patogeneziyle iliskili olduklart saptanmistir (208).

2.3.4. Osteopontin

Osteopontin (OPN) yaklasik 32 kD bir protein olarak sentezlenir, fakat genis postt-
ranslasyonal modifikasyonlar sebebiyle molekiiler Kitlesi 45-75 kD arasinda degisir (210).
OPN asidik aminoasitler nedeniyle negatif yiiklidiir. OPN kalsiyum baglama bolgeleri ve
iki heparin baglayici alan igerir (216). OPN, aktive edilmis T hiicreleri, makrofajlar, osteob-
lastlar ve kondrositler dahil olmak tizere gesitli hiicre tipleri tarafindan iiretilen 6nemli kolla-
jen olmayan kemik matriks proteinlerinden biridir (214). Bir¢cok patolojik ve fizyolojik
olayda sekrete edilir. Hem sitoplazma hem de cekirdekte bulundugu saptanmistir (211).
OPN ilk olarak kemikten izole edilmistir (212). Bir¢ok ¢alisma OPN’nin en 6nemli fizyolo-

jik fonksiyonunun biomineralizasyonun kontrolii oldugunu gdstermistir (213). Ancak OPN
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sadece kemik mineralizasyonunda degil hiicre adezyon ve migrasyonunda, embriyo gelisi-
minde, tiimorogenezde biyoaktiviteye sahip genis yelpazeli bir proteindir (215).

Birgok ¢alismada inflamasyonda osteopontinin makrofajlar gibi inflamatuar hiicre-
lerde ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (211). Inflamasyonda osteopontin salinimini dii-
zenleyen molekiiler mekanizmalar tam olarak anlagilamamistir. OPN’nin monosit kemotak-
sisi, gocii, faklilagmasi ve fagositozu dahil hiicresel bagisiklik fonksiyonlarini kontrol etttigi
kabul edilmektedir. OPN, bu fonksiyonlarini hiicre yiizey reseptorleri ile dogrudan etkilesim
yoluyla gergeklestirir (211).

OPN’nin, OA molekiiler patogenezinde yer aldig1 ve eklem kikirdagi dejenerasyonu

ile iliskili oldugu diisiinilmektedir (214).

2.3.5. miRNA-129-3p

mMIRNA-129-3p’nin hepatoseliiler karsinom, renal hiicreli karsinom ve glioblastom
ile iligkili oldugu bildirilmistir (25, 26, 27). Yapilan ¢alismalarda metastatik prostat kanseri
patogenezinde ve CP110 inhibisyonu ile meme kanserinde hiicrelerde docataxel direncinde
de rolii oldugu gosterilmistir (28, 29).

Murugaiyan ve arkadaslari (2010) calismalarinda OPN ve IL-17’nin kronik inflama-
tuar siireglerde birlikte hareket eden pro-inflamatuar sitokinler olduklarini ileri siirmiislerdir
(217). Bu iki molekiiliin OA patogenezinde yer aldiklar1 bilinse de rolleri tam olarak anlagi-
lamamustir.

Richter ve arkadaslar1 (2012) sican eklem nosiseptorlerinden aksiyon potansiyeli
kaydi alarak yaptiklari ¢alismada IL-17'nin, nosiseptif noronlarda I1L-17 reseptorlerini hedef-
leyerek bir agr1 aracis1 olarak hareket etme potansiyeline sahip oldugunu ve bu reseptorlerin
ozellikle inflamasyonla uyarilmis mekanik hiperaljezide rol oynadiklarini géstermislerdir
(35).

Liu ve arkadaslarinin (2015) 226 osteoartritli hasta ve 106 kisilik kontrol grubuyla
yaptiklart ¢alismada IL-17 seviyesinin OA siddeti ile negatif korele oldugu fakat agrinin
siddeti ile pozitif korelasyon gosterdigi saptanmistir (34). IL-17°nin RANKL sentezini artti-
rarak kemik rezorpsiyonuna yol agtigi ve osteoartritteki subkondral kemik degisikliklerinde
de etkili oldugu bilinmektedir (218).

Dong X ve arkadaslar1 (2013), Osteopontin seviyelerinin Osteoartritli hastalarda inf-

lamasyonun siddeti ile korele oldugunu ancak hastaligin siddeti ile ters orantili oldugunu
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bildirmislerdir (219). Ayrica Matsui ve arkadaslar1 (2009) osteopontin eksikliginin hem yas-
lanma iliskili hem de instabilite kaynakli OA’y1 siddetlendirdigini gostermislerdir (214).

Literatiirde miR-129-3p’nin osteoartritle iliskisine dair bilgi bulunmamaktadir. Yapi-
lan bir ¢alismada miR-129-3p’nin osteoblastlarda, insan IL-17 geninin 3-UTR bdolgesine
baglanarak IL-17 translasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Bu inhibisyonun Osteopontin
tarafindan Syk-PI3K-Akt sinyalizasyonu ile miR-129-3p’nin diizenlenmesi araciligiyla ol-
dugu kanitlanmistir (33).

mMiRNA-129-3p’nin CP110 ve aktin dinamikleri {izerinden silyagenezi etkiledigi
bilinmektedir (32). Primer silya say1, uzunluk ve oraninin OA kondrositlerinde arttig1 bild-
irilmistir (31). Kondrositlerde mekanik transduksiyonda duysal iletide rol oynadiklar
diistintilen bu hareketsiz silya grubunun oranlarindaki artisin kondrositlerde de miRNA-129-

3p ekspresyonu artist ile iligkili olup olmadig: heniiz bilinmemektedir.



38

3. MATERYAL ve METOD

3.1. Yontem

Bu ¢alismaya 2017-2018 yillarinda Istanbul Arnavutkdy Devlet Hastanesi Ortopedi
Klinigi’ne basvuran, primer diz OA’l1 (Kellgren-Lawrence’a gore evre 3-4) 31 hasta ve
OCB riiptiirlii (Kellgren-Lawrence’a gére evre 0, Outerbridge’a gore evre 0) 13 hasta dahil
edildi. Mataryel olarak; ileri evre OA’ln hastalardan total diz artroplastisi esnasinda, OCB
riptiirlic kikirdak hasari olmayan hastalardan ise artroskopik rekonstruksiyon esnasinda ali-
nan sinovyal sivilar kullanildi. OA’l1 bireyler hasta grubu, OCB riiptiirlii bireyler ise kontrol
grubu olarak segildi.

18 yas alt1 hastalar, malignitesi olan hastalar, sistemik enfeksiyonu olup genel duru
mu iyi olmayan hastalar, kognitif fonksiyon bozuklugu olanlar, psikozu olanlar, gebeler,
lohusalar ve emziren kadinlar, kisith kisiler calismaya dahil edilmedi. On capraz bag riiptiir-
li hastalarda sinovyal sivi alindiktan sonra artroskopi esnasinda Outerbridge evrelemesi ya-
pilabildigi i¢in kikirdak hasar1 bulunan hastalarin sinovyal sivilari ¢alismaya dahil edilmedi.
Kontrol grubunda akut donemde opere edilen hasta bulunmamaktadir.

Calisma igin Istanbul Il Saghik Miidiirliigii onay1, Istanbul Arnavutkdy Devlet Hasta-
nesi Bashekimligi onay1 ve Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Etik Kurul onayi
alindi. Arastirmaya katilan hasta ve kontrol grubundaki bireylerin sinovyal sivilar
goniilliiliik esasina dayanarak etik kurallar cercevesinde toplanmistir. Hem hasta hem de
kontrol grubundaki géniilliiler, caligmaya katilmadan 6nce ¢alismanin amaci Ve igerigi hak-
kinda agik bir dille bilgilendirilmistir (Ek 1). Ttim hastalarda tam fiziki muayene yapildi.
Osteoartritli grubun direkt grafileri goriildii ve OCB riiptiirlii hastalarin manyetik rezonans
gortintiilemeleri incelendi. Operayon 6ncesi rutin kan tetkikleri degerlendirildi.

Bu ¢alisma istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Fizyoloji ve Biyokimya
Ana Bilim Dallarinin laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir. Calismada ger¢ek zamanli po-
limeraz zincirleme tepkimesi (real-time PCR) metodu kullanilmistir.

Calismaya katilan gruplardan 1,5-3 ml sinovyal sivi alindi. Alinan 6rnekler eppen-
dorf tiiplere aktarildi. Materyaller iki saat icinde 3000g’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra
stipernatant farkli eppendorf tiiplere aktarilarak deney giiniine kadar -8(0° sogutucuda saklan-
di.
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Hasta ve kontrol grubunun evrelendirilmesi Tablo 3 ve Tablo 4’de belirtilen kriterle-

re gore yapildu.

Tablo 3: Kellgren-Lawrence radyolojik evrelemesi

Evre 0 Normal

Evre 1 Minimal osteofit, normal eklem mesafesi

Evre 2 Belirgin osteofit, eklem mesafesinde kuskulu daralma

Evre 3 Belirgin osteofit ve eklem mesafesinde orta dereceli daralma
Evre 4 Biiyiik osteofitler, Kistler ve eklem mesafesinde belirgin daralma

Tablo 4: Outerbridge siniflamasi™*

0 Normal kikirdak

1 Kikirdakta yumusama, pinpon topu bulgusu

2 Cap1 1,5 cm’i gegmeyen parsiyel kalinlikta ve subkondral alana ulasmayan
defekt veya fissiirler

3 Subkondral kemik seviyesine ulasan fissiir, ¢ap1 1,5 cm’i gegen defekt
alam

4 Subkondral kemigin tamamen agiga ¢iktig1 lezyon

*Kikirdak hasarmin artroskopik olarak siniflandirilmasidir.
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3.2. Gerg¢ek-Zamanh Polimeraz Zincirleme Tepkimesi (RT-PCR)

RT-PCR temeli polimeraz zincirleme tepkimesine dayanan, DNA molekiillerini ¢o-
galtmak ve es zamanli olarak miktarini 6l¢mek igin siklikla kullanilan bir laboratuvar tekni-
gidir. Bu teknige nicel ger¢ek zamanli polimeraz zincirleme tepkimesi (QPCR - quantitative
real time polymerase chain reaction) ya da kinetik polimeraz zincirleme tepkimesi denilmek-
tedir.

PCR, tek ya da az sayida DNA molekiiliinii kopyalama yoluyla milyonlarca kopya
haline getirmek i¢in kullanilan yari-nicel bir tekniktir. PCR, sirasiyla ve miikerrer olarak,
1styla DNA molekiillerinin birbirinden ayrilmasi ve tekrar sogutularak primer denilen diziye
ozel kiigik DNA pargalarinin (oligontikleotidler) tepkimeyi baslatmasi sonucu, DNA’nin
kopyalanmasi esasina dayanir. Bir PCR tepkimesi ¢ift sarmalli DNA molekiiliiniin 95 °C’ye
wsitilarak sarmalin ¢oziilmesi ile baslar. Daha sonra, 1s1y1 50-60 °C disiirerek ¢ogaltilmak
istenen DNA dizisinin 3' uglarina 6zel olarak tasarlanan sentetik oligoniikleotidlerin
DNA’ya baglanmasi saglanir. Tepkime tiipiinde bulunan deoksiniikleotidler (ANTP) 1s1ya
dayanikli Taq polimeraz enzimi ile yeni DNA molekiiliiniin sentezlenmesi igin kullanilirlar.
Bu enzim kaplica gibi sicak kaynak sularinda yasayan Thermus aquaticus bakterilerinden
elde edilir. Bu enzim 1s1 tekrar 95 °C ¢ikarildiginda dahi yapisin1 korur ve 72 °C kadar olan
sicaklikta katalitik olarak gorev yapabilir. Sentez islemi bitince tepkime tiipti tekrar 95 °C
cikarilir ve biitiin islem tekrarlanir. Bu tekrarlama islemi sonucunda istenilen DNA dizisi
koplayanmis ve yaklagik 20 dongii sonunda tek bir DNA molekiiliiniin bir milyondan fazla
kopyasi yapilmis olur. Bu islem sirasinda kopyalanmasi istenilmeyen DNA dizileri kopya-
lanmaz ve tek kopya halinde kalirlar (220).

Biitiin tepkime islemi sonrasinda, DNA molekiilleri etidyum bromit i¢eren akrilamid
jellere yiiklenir ve boyutlarina gore ayrilir. Bu sayede kopyalanmig DNA molekiilleri goriin-
tillenebilir. Biitiin tepkime tiiplerindeki 6rnekler ayni islemden gegtikleri igin, akrilamid jel
tizerinde farkli DNA bant biiyiikliikleri, 6rnekler arasinda farkli DNA miktar1 oldugunu bu
da bize baslangigta 6rnek tiiplerinde istenilen DNA miktarlarinin farkli oldugunu belirtir.
Boylece farkli ornekler birbirlerine gore degerlendirilmis olurlar. Ancak, PCR yonteminin
dezavantajlarindan biri dongii sayisi arttikga orneklerin kopyalanmasinda DNA miktarinin
plato denilen doymusluk seviyesine ulagsmasi ve akrilamid jel {izerinde yorum yapmay1 zor-
lastirmasidir. Bu doymusluk seviyesi sorununu asabilmek igin her dongiiden sonra DNA
miktariin gergek zamanl olarak 6l¢iildiigii RT-PCR teknigi gibi teknikler kullanilmaktadir.
RT-PCR, her PCR dongiisiinden sonra tepkime tiiplerindeki DNA miktarimin akrilamid jelle-
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re gerek kalmadan olgiilmesi temeline dayanan karmasik ve siklikla kullanilan bir tekniktir.
RT-PCR ihtiyaclar dogrultusunda tasarlanmis gelismis bir PCR yontemidir. RT-PCR’1n
PCR’a gore daha avantajli olmasinin sebeplerinden biri de, PCR’da gerek duyulan nanogram
(10°° g) seviyesindeki baslangic materyaline oranla pikogram (10 ** g) ve hatta femtogram
(10* g) seviyelerindeki baslangic materyalleriyle de kullanilabilmesidir. Bu hassasiyet
ozelligi RT-PCR’da etidyum bromit yerine kullanilan 1smir (floresan) molekiillerden kay-
naklanir. Son yillarda, ger¢ek zamanli DNA sentezinin goriintiilenmesi amaciyla farkli 1gmar
molekiiller gelistirilmis ve kullanilmistir. Bunlar arasinda yiiksek hassasiyet ve kolay kulla-
nim kapasiteli SYBR Green molekiilii 6ne ¢ikanlardan birisidir. SYBR Green, ¢ift sarmalli
DNA molekiillerine baglanmasi sonucu belli dalga boyunda uyarilarak yine belli dalga boy-
larinda 151ma yapar. Tepkimede dongii sayisi ilerledikce daha fazla ¢ift sarmalli DNA mole-
kiilii sentezlendigi icin daha fazla SYBR Green DNA’ya baglanir ve daha fazla isima yapar.
Her dongii sayisindan sonraki DNA miktar1 ayn1 zamanda baslangigta tiiplerde bulunan
DNA miktariyla dogru orantilidir. Her dongii sonunda tepkime tiiplerindeki 1gtma miktarini
olgerek, tiiplerdeki ¢ift sarmalli DNA molekiillerinin miktarini da belirlemis oluruz (220).

Bu zincirleme tepkimelerinde RT-PCR makineleri kullanilir. Bu makineler ayni anda hem
DNA miktarini1 ¢gogaltirlar hem de 1s1ma miktarini 6lgerler. Biinyesinde hem bir thermal cyc-
ler (icinde tepkime tiiplerinin yerlestirildigi ve hizlica isitilan ve sogutulan 1s1 blogu bulun-
duran cihaz, bu sayede DNA kopyalanmasini saglar) hem de bir fluorimeter (farkli dalga
boylarinda 151k iireterek tiiplerdeki molekiilleri uyarabilen —bu 6rnekte SYBR Green- ve ayni
zamanda uyarilan molekiillerin yaptig1 farkli dalga boylarindaki 1simay1 dlgebilen cihaz)
bulundurur. Bu cihazin yapilan 1simay1 6lgebilmesinin bir esik degeri vardir. Bu esik degeri-
nin altindaki biitiin sinyaller yokmus gibi degerlendirilir. Zincirleme tepkimesi ilerledikge,
bu esik degerine daha erken dongiilerde (diisiik dongii sayisi) ulagan 6rnekler, baslangig 6r-
neginde daha ¢ok istenilen DNA dizisinin varligini belirtir. Bu degere dongii esigi (CT —
cycle threshold) degeri denir (Sekil 9 ). CT degeri, esik degerine ulasilmasi igin gereken
dongii sayisi olarak tanimlanir. CT degeri baslangi¢ 6rneginde bulunan DNA miktariyla ters
orantilidir. Baska bir ifadeyle kiigiik CT degeri daha biiyiik baslangic materyali anlamina
gelir (221).
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Sekil 9: Hayali bir RT-PCR sonucu grafigi. A, B ve C érneklerinin CT degerleri goste-

rilmistir.

RT-PCR sonuglarini degerlendirmek igin iki yontem vardir, gorece ya da karsilastirmali (re-
lative ya da comparative) ve mutlak (absolute) degerlendirme. Bu ¢alismada gorece deger-
lendirme yapilmistir.

Gorece degerlendirme, bircok 6rnegin deney igi kontrol seviyesine gére normalize edilmesi
sonucu orneklerdeki istenilen DNA ya da mRNA miktarinin 6rnekler arasindaki azlik ya da
¢okluk durumunu belirler. Deney i¢i kontrol olarak kullanilan diziler genelde biitiin 6rnek-
lerde esit miktarda oldugu bilinen ve ayn1 tiip ya da ayri bir tiipte yine PCR ile ¢ogaltilan
niikleik asitlerdir. Dolayisiyla, gorece degerlendirme yapilirken konsantrasyonu bilinen bir
standart 6rneginin kullanilmasina gerek kalmaz. Gorece degerlendirme gen anlatimi Seviye-
sindeki fizyolojik degisimlerin 6l¢iilmesi igin yeterli seviyede bir degerlendirmedir. Tekrar
edecek olursak, gorece degerlendirme farkli 6rneklerdeki istenilen DNA dizisinin CT deger-
lerinin esit seviyedeki bir deney ici kontrole gore normalize edilmesi esasina dayanir. Bu
degerlendirme 6rnekler arasinda azlik ya da ¢okluk; ya da katlar cinsinden sonug verir (6r-
negin, bir 6rnekte istenilen DNA dizisi miktar1 diger 6rnektekinin 2 katidir). Gorece deger-
lendirme CT degerleri kullanilarak asagidaki formiille hesaplanir (Sekil: 10) (221).



43

kath  =((Cy,- C, ) -(Cry-Cry ) C;, = A brnegi C, degeri
Anlatim =2 o WA C;, . =Aornegi deney ici kontrol
Seviyesi "% ¢, degeri
C, =B ornegi C;degeri
Kath ~(Fa0s  )-(E22_—1) L lhnsgr =i gl
Anlatm =2 =[i 52 CTBD\K = B érnegi deney ici kontrol
Seviyesi C; degeri

Sekil 10: RT-PCR sonucunun gorece degerlendirmesi icin kullanilan formiil

Bu normalize edilmis hayali hesaplama sonucu, A 6rneginde istenilen DNA miktarinin B
ornegine gore 1,54 kat fazla oldugu goriilebilir.

RT-PCR laboratuvarlarda bir¢ok amagla kullanilirlar. Siklikla tanisal ve temel arastirma
yapmak i¢in kullanilir. Tanisal amagla RT-PCR, belirli enfeksiyonel hastaliklara, kansere ya
da genetik bozukluklara sebep oldugu bilinen niikleik asit seviyelerinin belirlenmesi igin
kullanilir. Arastirma amagl olarak ise, gen ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi igin kulla-
mlir. Ornek olarak, belirli bir genin ekspresyon seviyesinin gelisme siiresince ya da hiicre
dongiisiinde, kullanilan farmakolojik ilaglara gore tepki olarak, cevresel faktorlere baglh ola-
rak ya da hiicre farklilasmasi siirecinde ne yonde degistiginin tespitinde kullanilabilir. RT-
PCR’da baslangi¢c materyali olarak RNA, genomik DNA ya da plasmid DNA’s1 kullanilabi-
lir. Herhangi bir RNA (mMRNA, rRNA, mikroRNA) kullanilacag: takdirde, RNA’nin 6nce
ters-transkripsiyon tepkimesi islemiyle tiimleyicisi-komplementeri olan DNA’ya (cDNA)

dontstiiriilmesi gerekir (220).
3.3. Total RNA izolasyonu

Calismamizda Extractme miRNA Kiti kullamldi. MIRLys tamponuna %1 oraninda
%100 beta-merkaptoetanol eklendi. MIRW tamponuna uygun miktarda %96-100 etanol ek-
lendi (13,5 ml tampona 31,5 ml etanol). MiRLys ve MiREB tamponlar1 +4 ‘C’de saklandu.
MiRLys tamponu giines 1s1gindan korundu. Kitteki tamponlar iyice karistirildi. MIRLys
tamponu harig diger tamponlar iyice karistirihildi. MiRLys ve MIRW tamponlarinda tortu
olup olmadigi kontrol edildi. Ayristirllmis RNA’y1 saklamak igin dondurulmus raflar
hazirland1 ve izolasyon prosediiriine baslandi. Dondurulmus materyal 37 C’de eritildi.
3 k x g de santrifiij edildi. 400 ul MiRLys tamponu eklendi. 30 sn vorteksle iyice karigtirildi.
Sonrasinda hersey yeni 2 ml’lik bir tiibe aktarildi. 2 dakika 18 k x g de santrifiij yapildu.
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Supernatant toplama tiipiinde bulunan DNA baglama kolonunun igine transfer edil-
di.2 dakika 18 k x g de santrifiij yapildi. DNA ayirmak (piirifikasyonu) i¢cin minikolon sak-
landi. Filtreden akip giden materyal steril bir mikrosantrifiij eppendorf tiipiine aktarildi. Ma-
teryale yar1 hacminde etanol eklendi. (400 ul hacminde filtreden akip giden sivi varsa 200 pl
etanol eklenmeli.) 5 saniye vorteksle karistirildi.

Daha sonra karigim toplama tiipiiniin i¢indeki biiyiik RNA baglama kolonuna akta-
rildi. 2 dakika 18 k x g de santrifiij yapildi. RNA ayirmak (piirifikasyonu) i¢in minikolon
saklandi. Filtreden akip giden sivi 1.5-2 ml’lik mikrosantrifiij eppendorf tiipiine transfer
edildi. Filtreden akip giden sivi ile ayn1 hacimde % 96-100’liik etanol eklendi. Etanol eklen-
dikten sonra 5 saniye vortekslendi.

Toplama tiiptinde yer alan miRNA baglama kolonuna elde edilen karisimin 650 pl’si
transfer edildi. 2 dakika 18 k x g de santrifiij yapildi. Kalan filtreden akip giden siv1 atild.
Toplama tiipiiyle birlikte kolon yeniden kullanildi. Artan- arda kalan karisim aynt miRNA
baglama kolonuna transfer edildi. 2 dakika 18 k x g de santrifiij yapildi. Filtreden akip giden
stvi atildi.

DNA, RNA ve miRNA bagli minikolonlar hazirlandi. Hazirlanmis minikolonlara
500 pwl MiRW tamponu eklendi. 1 dakika 15 k x g de santrifiij edildi. Filtreden akip giden
stvi atildr ve toplama tiipii yeniden kullanildi. Tekrar 500 ul MiRW tamponu minikolonlara
eklendi 1 dakika 15 k x g de santrifiij edildi. Filtreden akip giden siv1 atildi ve toplama tiipii
yeniden kullanildi. Tekrar 500 pl MiRW tamponu minikolonlara eklendi. 1 dakika 15 k x ¢
de santrifiij edildi. Filtreden akip giden sivi atildi ve toplama tiipii yeniden kullanildi.
3 dakika 18 k x g de santrifiij edildi. Toplama tiipti ve filtreden akip giden siv1 atild1.

Minikolonlar dikkatli bir sekilde 1,5 ml‘lik steril mikrosantrifiij eppendorf tiiplerine
transfer edildi. 50 pl eliisyon tamponu MIREB tam olarak piirifikasyon minikolonlarinin
merkezinin istiine eklendi. Minikolon oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edilidi. 2 dakika
10 k x g de santrifiij yapildi. Minikolon uzaklastirildi ve eluted (ayristirilmis) RNA’nin bu-
lundugu tiip dondurulmus rafa yerlestirildi.

Boylelikle izole RNA ve DNA’lar alt uygulamalar igin hazir hale getirildi. Komple-
meter DNA (cDNA) sentezi 6ncesi ayni derisimde RNA igeren 6rnek hazirlamak igin na-

nospektrofotometre ile RNA 6l¢timleri yapildi.
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3.4. Komplementer DNA sentezi

Ornekler 7 ng/ul RNA igerecek sekilde niikleaz icermeyen suyla 14 pl’ye tamamlan-
di. Kisa stire plate nazikge dondiiriildii. 96’11 plate’e dizildi. Her bir 6rnege asagidaki reaktif-
ler eklendi.
e 1 mikrolitre primer mix eklendi( 0,5 mikrolitre RNU44 + 0,5 mikrolitre miR-129-
3p)
e 1 mikrolitre dNTP karisim eklendi.
e 2 mikrolitre reverse transkriptaz reaksiyon tamponu eklendi.
e 1 mikrolitre riboprotect RNase inhibitor eklendi.
e 1 mikrolitre transkript me reverse transkriptaz eklendi.
I¢ kontrol icin RNU44 kullanild.
Omneklerin toplam hacimleri 20 mikrolitre idi.
30 sn plate nazikge dondiiriildii. 50° C’de 30 dakika, 85°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Sonra-
sinda ornek hizli bir sekilde buz tizerine alindi. Transcript me RNA Kiti kullanilarak kalip
RNA’dan tek iplikli komplementer DNA (cDNA) sentezlendi. Boylelikle ¢cDNA’lar RT-
PCR i¢in direk kullanima hazir hale geldi. Elde edilen cDNA’lar -20 T ‘de saklandi.

3.5. Gerg¢ek-Zamanh Polimeraz Zincirleme Tepkimesine Hazirhk

RT-PCR i¢in cDNA -20°C’den ¢ikarildi. 96’11 kuyucuklarda cift kontrol olacak se-

kilde iki 6rnek hazirlandi. Ornekler ikili ¢aligildi. Her bir kuyucuga;

e Sybr green 10 mikrolitre (Rox boya ekli Sybr green)

e Universal primer 0,5 mikrolitre

e  Ozgiil primer 0,5 mikrolitre (129-3p veya RNU44)

e DNaz RNaz i¢ermeyen su 6 mikrolitte

e CcDNA 3 mikrolitre eklendi.
Totalde 20 mikrolitre olacak sekilde kuyucuklar dolduruldu.
Plate santrifiijiinde karigim saglamak igin spin attirildi. PCR kosullar1 50°C 2 dk, 95 10 dk,
ve baglanma i¢in 95°C 15 sn, 60°C 60 sn toplamda 40 dongii olacak sekilde gerceklestirildi.

Erime egrisi analizi yapildi.
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Tablo 5: PCR’da kullamlan primer dizileri

HEDEF ILERI PRIMER DiziSi GERI PRIMER DiZzisi
miR-129-3p GCAAGCCCTTACCCCA EVRENSEL PRIMER
RNU-44 CCTGGATGATGATAAGCAAATG |EVRENSEL PRIMER

3.6.Istatistiksel Analiz Metodu

Ortalama + SS. Gruplar arasi karsilastirmalarda, normal dagilim ve es degiskenlilik
gibi gerekli sartlar saglanarak ‘Mann-Whitney U’ testi kullanildi. Pearson'un Ki-kare testi,
kategorik degiskenler arasindaki oranlar veya iliskiler arasindaki farklari belirlemek igin
kullanildi. Tiim olgular igin istatistiksel anlamlilik p < 0,05 olarak belirlendi. Istatistiksel
analizler IBM SPSS (Windows icin Saglik Bilimleri igin Istatistik Paketi, Siiriim 21.0, Ar-
monk, NY, IBM Corp.) paket programi ile saglandi.



Calismamizda ileri evre (Kellgren-Lawrence evre 3-4) OA’l1 hastalarin sinovyal sivi-
larinda miIRNA-129-3p ekspresyonunun, kikirdak hasar1 bulunmayan (Kellgren-Lawrence
evre 0, Outerbridge evre 0) OCB riiptiirlii hastalarin sinovyal sivilarindaki miRNA-129-3p
ekspresyonlaria gore 1.54 kat daha fazla oldugu saptand: (p < 0,01) (Tablo 6, Sekil 11).

Tablo 6: Hasta ve kontrol gruplarindan elde edilen verilerin ortalama + standart sap-
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4. BULGULAR

ma, medyan ve p degerleri

Kontrol Hasta p
Ortalama £ SD Ortalama £ SD
Kontrol Hasta
Medyan (Min—Maks) Medyan (Min—Maks)
33.15+8.91 62.77 +5.42 0.001
Yas
35 (18 - 47) 63 (53 -72)
168.62 +5.72 163.97 + 7.07 0.06
Boy
168 (160 - 178) 165 (150 - 180)
73.62 + 8.26 86.29 + 14.25 0.002
Kilo
78 (55 - 85) 85 (65 - 135)
25.86 + 2.45 32.34 +6.58 0.001
VKi
26.1 (21.5-29.4) 31.2 (23.9-52.7)
247 +1.46 5.78 + 3.47 0.001
CRP
2.64 (0.56 - 5.29) 4.75 (0.9 - 13.38)
7.69 +2.05 7.78+1.74 0.62
Whbc
6.66 (5.38 - 10.82) 7.65 (4.71-12.22)
-3.44 + 0.64 -4.06 +0.77 0.01
ACT

-3.35 (-4.98 - -2.57)

-4.24 (-5.74 - -2.07)
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Tablo 7: Hasta ve kontrol gruplarinin cinsiyete gore yiizde dagilimlar:

Cinsiyet Kontrol Hasta
Erkek 9 (52.9%) 8 (47.1%)
Kadin 4 (14.8%) 23 (85.2%)

Sekil 11: Hasta ve kontrol gruplarimin ACT degerlerinin karsilastirilmas1 **p<0,01
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Hasta grubunda yas kontrol grubuna oranla oldukea farklilik gostermektedir (Hasta
yas: 62.77 +5.42, Kontrol yas: 33.15 + 8.91, p <0.001) (Tablo 6, Sekil 12).

Sekil 12: Hasta ve kontrol gruplarmmin yas ortalamalariin Kkarsilastirilmasi
***n<0,001
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Hasta grubunda viicut kitle indeksi kontrol grubuna goére anlamli oranda yiiksek bu-
lundu (Hasta VKI:32.34 + 6.58, Kontrol VKI:25.86 + 2.45, p degeri <0.001). VKI 25-29.9
araliginda olan hasta (n: 10) ve kontrol gruplar1 (n: 9) ACT degerlerine gore degerlendirildi-
ginde istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0.21) (Tablo 6, Sekil 13).

Sekil 13: Hasta ve kontrol gruplarinda VKi’lerinin karsilastirilmasi ***p<0,001
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Hasta ve kontrol gruplarinda erkek bireylerin ACT degerleri karsilastirildiginda iki
grup arasinda anlaml fark saptanmadi (p=0.54) (Tablo 7- Tablo 8). Hasta ve kontrol gru-
bunda kadin cinsiyet 6rneklem sayisi es olmadigindan kadin cinsiyette ACT degerlerine gore

istatistiksel degerlendirme yapilmamustir.

Tablo 8: Erkeklerde ve VKI 25-29,9 arasinda olan kisilerde ACT degerlerinin karsilas-
tirllmasi, Ortalama + Standart Sapma ve Medyan degerleri

Kontrol Hasta P
Ortalama £ SD Ortalama £ SD
Kontrol Hasta

Medyan (Min—Max) Medyan (Min—-Max)

-3.6 +0.68 -4.1+0.98 0.21
ACT
VKI (25-29,9)
-3.35(-4.98 - -3.11) -4.27 (-5.74 - -2.07)
-3.38 + 0.66 -3.71+1.09 0.54
ACT
Erkek

-3.32 (-4.98 - -2.57) -4.05 (-5.34 - -2.07)
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Hastalar C-reaktif protein (CRP) agisindan degerlendirildiginde iki grup arasinda an-

laml1 fark bulundu (p < 0.001). Hasta grubunda CRP median degeri 4.75, kontrol grubunda
ise 2.64 olarak saptandi (referans araligi 0-5) (Tablo 6, Sekil 14).

Sekil 14: Hasta ve kontrol gruplarimin CRP ortalamalarmin Kkarsilastirilmasi
***p<0,001
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5. TARTISMA

Calismamizda silyagenez, IL-17 ve OPN ile iliskili oldugunu diisiindiigiimiiz miR-
129-3p’nin, ileri evre (Kellgren-Lawrence evre 3-4) OA’l1 hastalarin sinovyal sivilarinda,
kikirdak hasar1 bulunmayan (Kellgren-Lawrence evre 0, Outerbridge evre 0) 6n ¢apraz bag
riiptiirli kontrol grubuna goére anlamli olarak arttigini saptadik (p<0.01).

OA toplumda sik olarak goriilen ve yol agtigi semptomlar sonucu hayat kalitesini
bozan, kisilerin giinliik aktivite diizeylerini azaltan ve bunlara bagh olarak da toplumsal
birgok sosyoekonomik yan etkileri olan giiniimiiziin en sik rastlanan hastaliklarinin basinda
gelmektedir. Hali hazirda bir¢ok tedavi yontemi ile kontrol altina alinmaya caligilan bu
hastaligin ilerleyen donemlerinde ortopedik cerrahi tedaviler uygulanir. Ancak implantlarin
belli bir kullanim siirelerinin olmasimna bagli 6zellikle geng hastalar tekrarlayan cerrahi
operasyonlar gec¢irmeye adaydir. Ayrica yash hasta grubunda da cerrahi operasyonlara bagl
mortalite ve morbidite oranlar1 yiiksektir. Tiim bunlar g6z 6niinde bulunduruldugunda OA
icin erken donemde tami ve tedavi modalitelerinin 6nemi artmaktadir. Deneysel olarak
devam eden g¢alismalar olmasina ragmen OA i¢in heniiz tam bir iyilesme vaadeden tedavi
yontemi yoktur (222).

Osteoartrit tanis1 ve tedavisinde c¢esitli biyokimyasal belirtegler g¢alisilmaktadir.
Biyokimyasal belirtegler hastaligin tanisi, takibi ve progresyonunun izlenmesinde oldukga
onemlidir. Sitokinler ve enzimler gibi efektér molekiiller ile ekstraseliiler matriks
bilesenlerinden kollajen ve proteoglikan yapim-yikim iiriinleri birer potansiyel biyokimyasal
belirte¢ olarak kullanilabilir. Yapilan ¢alismalar ile bircok biyokimyasal belirteg 6nerilmis
ancak hentiz giinliik pratikte kullanima girmemistir (223).

miRNA’larin periferal kanda RNAaz aktivitesinden korunduklar i¢in fizyolojik ve
patolojik siiregte iyi birer biyobelirteg olarak kullanilabilecekleri bildirilmistir (241-243).
OA kikirdaginda miRNA ekspresyonlarindaki degisimler yapilan aragtirmalarda gosterilmis
olmasina ragmen OA hastalarinda degisen sirkiille miIRNA seviyeleri hakkinda kisitlt bilgi
bulunmaktadir (244).

Miyaki ve arkadadaslart (2012) miRNA'larin kikirdak, sinovyum ve subkondral
kemikte cesitli islevlere sahip olabilecegini bildirmistir. Bu miRNA'larin enjektabl
formunun eklemlerdeki OA’nin lokal tedavisi icin gelistirilebilecegi diisiiniilmektedir ve
bdylece miRNA’ya dayali tedavinin potansiyel zararli yan etkiler olmadan tedavi siirecine

bagka bir yaklagim sunabilecegi dngoriilmektedir (244).
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[liopoulos ve arkadaslarinin calismasinda (2008) OA’ln 33 hasta ve 10 saglikli
kisinin kikirdak dokusunda, 365 miRNA incelenmis ve bu miRNA’larin 16’sinin farkli
eksprese oldugu bildirilmistir. Bunlardan miRNA-483, miRNA-22, miRNA-377, miRNA-
103, miRNA-16, miRNA-223, miRNA-30b, miRNA-23b ve miRNA-509’un ekspresyon
diizeylerinin arttigi ve miRNA-29a, miRNA-140, miRNA-25, miRNA-337, miRNA-26a,
mMIRNA-210, miRNA-373’iin ekspresyon diizeylerinin azaldigi vurgulanmis, bazilarinin ise
obezite ve inflamasyonla ilgili oldugu ileri siiriilmistiir (224).

Jones ve arkadaslar1 (2009) OA ile normal kikirdak ve kemik arasinda 157 miRNA
ekspresyonunu inceledikleri arastirmalarinda kikirdak dokuda normale gore 17 miRNA’nin,
kemik dokuda ise normale gére 30 miRNA’nin daha fazla eksprese oldugunu belirtmislerdir
(24). Ayrica bu calismada izole insan kondrositlerinde miRNA-9, miRNA-98 ve miRNA-
146’nin  asirt  ekspresyonunun  TNF-a  dretimini indiikleyen IL-1B’y1 azalttigim
bildirmislerdir (24).

Diaz-Prado ve arkadaslarimin yapmis oldugu g¢alismada (2012) primer kondrosit
kiltiirinde 723 miRNA analiz edilmis ve 7’sinin istatistiksel olarak énemli derecede farkli
eksprese oldugu belirlenmistir. Bunlardan miRNA-483 OA kondrositlerinde artarken,
mMiRNA-149, miRNA-582, miRNA-1227, miRNA-634, miRNA-576 ve miRNA-641 normal
kondrositlerde artmis olarak bulunmustur. Bu miRNA’larin TGF-B, Wnt ve mTOR uyari
yolaklar1 araciligiyla eklem kikirdaginda gorev aldiklari 6ngoriilmistiir (225).

Beyer ve arkadaslari (2014) kalga ve diz OA’s1 olan 816 hastanin serum 6rneklerinde
mikrodizin yontemiyle miRNA taramasi yapmislar, sonugta hasta grubunda let-7e, miRNA-
454 ve miRNA-885-5p’nin diz ve kalga OA’s1 ile iligili biyobelirte¢ olabileceklerini
onermislerdir (226).

Calismalarda miRNA-140’1n hem uzun hem de yass1 kemik gelisimi sirasinda fare
embriyolarinm kikirdak dokularinda sentezlendigi kikirdak spesifik bir miRNA oldugu
bildirilmistir (227).

Myaki ve arkadaslarinin ¢alismasinda (2009) normal insan kikirdak dokusunda
MIiRNA-140’mn ekpresyonu gosterilmis ve OA’nin ileri evrelerinde ekspresyonun énemli
derecede azaldig: bildirilmistir. Bu ¢alismada normal insan kondrositleri IL-1p ile muamele
edilerek miRNA-140’1n ekspresyonunun baskilandigi ve miRNA-140’1in IL-1f indiklii
ADAMTSS ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir (228). Ayni arastirma grubu in vivo fare
caligmasinda (2010) miRNA-140’m OA patogenezinde kritik bir rol oynadigini ve miRNA-
140 baskilanmus farelerin, eklem kikirdag liflenmesi ve proteoglikan kaybi gibi yasla iliskili

OA benzeri degisimler gosterdiklerini bildirmistir. Ayn1 zamanda miRNA-140"m in vivoda
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asir1 ekspresyonunun OA’daki dejenerasyonu inhibe ettigi de gosterilmistir (229). Sonugta
bu iki caligma ile mMIRNA-140’in ADAMTSS5 ekspresyonunu diizenleyerek OA
patogenezinde direkt bir hedef oldugu ileri siirtilmistiir (228, 229).

Tardif ve arkadaslar1 da (2009) miRNA-140 ekspresyonunun OA siirecinde
azaldigim géstermistir. Bu grup ¢alismalarinda OA kikirdaginda MMP-13 ve insiilin benzeri
biiytime faktor baglayict protein 5 (IGFBP-5) ekspresyonlarina odaklanmig, MMP-13 ve
IGFBP-5’nin 3'-UTR dizilerinde fonksiyonel baglanma alanlarin1 6ngérmiislerdir. miRNA-
140 ve miRNA-27a’nin MMP-13 ve IGFBP-5’nin 3'-UTR’lerine baglanma potansiyeline
sahip oldugu ve bu miRNA’larin normal kondrositlerde eksprese oldugu, OA
kondrositlerinde ise ekspresyonlarinin azaldigi gosterilmistir (230).

Akhtar ve arkadaslart (2010) miRNA-27b’nin insan OA kondrositlerinde MMP-13
ekspresyonunu diizenledigini bildirmistir. Calismada miRNA ekspresyon profilini saptamak
amaciyla, IL-1p ile uyarilan ve uyarilmayan kondrositlerden elde edilen RNA’lar
kullanilmis ve miRNA-27b’nin IL-1f ile uyarilan kondrositlerde azaldigi bulunmustur.
Sonug olarak calismada MMP-13’tin ekspresyon artisinin, MiRNA-27b’nin azalis1 ile
korelasyonu ve miRNA-27b’nin MMP- 13’iin direkt hedefi oldugu gosterilmistir (231).

OA’da miRNA ekspresyonlarina yaslanma gibi risk faktorleri aracilik edebilir.
Birgok ¢alismada, ya dolagimdaki miRNA'lar ya da periferik kan hiicrelerinde eksprese olan
miRNA'lar farkli yas gruplarindaki kisilerde incelenmis ve OA ile ilgili bazt miRNA’larda
dahil, spesifik miRNA'larin yasla farkli ekpresyon gosterdigi sonucuna varilmistir (232-
234). Ornegin MiRNA-146a ve miRNA-21 ekspresyonunun yasa bagl olarak arttig
bulunmustur (234, 235). miRNA-21 ekspresyon seviyesindeki artisin inflamasyon belirteci
C-reaktif protein ve TGF uyarisiyla uyumlu oldugu bildirilmistir (234). miRNA-221
ekspresyonunun ise yasla azaldigi ve bu azalmanin OA’y1 i¢ine alan uyari yolagi
fosfoinozitol 3 kinaz (PI3K)’nin artigina aracilik ettigi vurgulanmistir (233). Sonug olarak,
yasin 6nemli bir risk faktori oldugu ve spesifik bir biyobelirtecin bulunmasinin zor oldugu
OA’nin teshisinde bu miRNA'larin kullanilabilecegi bildirilmistir (235).

miRNA’larin ekpresyonlarmin 6zel immiin cevabi ve inflamatuar uyariy1 da
diizenledikleri belirlenmistir. miRNA’lar hematopoezde nemli bir role sahiptir. Bu siirecin
bozulmasi inflamatuar hastaliklarin patogenezinde onemli olabilmektedir. miRNA-146 ve
miRNA-155; IL-1 ve TNF-a gibi pro-inflamatuar uyaricilar tarafindan indiiklenen
miRNA’lardir (236). miRNA-146 a/b immiin fonksiyonlarin diizenlenmesinde tanimlanan
ilk miRNA’lardir (236). Normal olmayan miRNA-146 ekspresyonu OA, romatoid artrit ve
psoriazis gibi ¢esitli inflamatuar hastaliklarda gosterilmistir (236-238). miRNA-146a ve
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mMiRNA-155’in ekspresyon mekanizmalarini igeren ¢alismalar proinflamatuar transkripsiyon
faktorii NF-kB nin merkezi bir rolii oldugunu gostermektedir (237, 238). Bununla birlikte
mMIRNA-155 seviyesinin diizenlenmesinde mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK)
uyarisinin 6nemli bir role sahip oldugu ve c-Jun N-terminal kinaz (JNK)’in bu ekspresyonu
diizenledigi disiintilmektedir (239).

Yamasaki ve arkadaslart (2009) histopatolojik evrelemeye gore diisiik evre OA
hastalarmin kikirdak dokusunda miRNA-146a’nin asir1 derecede ekprese oldugunu bu
ekpresyonun IL-1B uyarimi ile indiiklendigini bildirmislerdir. Calismada 9’u kalga ve 6’s1
diz olmak iizere 15 OA hastasindan alinan kikirdak dokusunda miRNA-146a ekspresyonu
real-time PCR ve immunohistokimyasal olarak incelenmistir. Normal insan dokusundan
kiiltiire edilerek elde edilen kondrosit hiicrelerinde ortamdaki IL-1p varliginda miRNA-146a
ve MMP-13’1in eksprese oldugu bulunmustur (240).

Periferal mononiiklear kan hiicrelerinde (PMKH) miRNA’larin belirlenebilmesi
OA’da biyobelirteg olarak kullanilabilmeleri agisindan 6nemlidir. Hastaligin ilerlemesi ile
baglantili proteinaz ve proinflamatuar sitokinleri treten dolasimdaki PMKH’ler OA
hastalarinin sinoviyumunda birikebilir. Okuhara ve arkadaslarinin (2012) calismasinda
PMKH'lerde normal kontrole karst OA grubunda miRNA-146a, miRNA-155, miRNA-181a
ve miIRNA-223’lin fazla ekspresyonunun OA patogeneziyle ilgili olabilecegi bildirilmistir
(235).

OPN ve IL-17’nin, OA patogenezinde yer aldigi bilinmektedir (34, 219). Tsai ve
arkadaslar1 (2017) c¢alismalarinda insan  IL-17 geninin, mMiRNA-129-3p’nin hedef
genlerinden biri oldugunu goéstermistir. Calismada osteoblastlarin osteopontin ile uyarimi
sonucu miR-129-3p ekspresyonunun Syk-PI3K-Akt yolu araciligiyla azaldigi ve buna bagh
olarak IL-17’nin arttig1 bildirilmistir (33). Dolayisiyla OPN ve IL-17’nin miR-129-3p ile
iliskili oldugu sdylenebilir.

Liu ve arkadaslarinin (2015) 226 OA hastast ve 106 kisilik kontrol grubuyla
gerceklestirdikleri ¢alismada I1L-17 seviyesinin OA siddeti ile negatif korele oldugu
saptanmustir (34).

Snelling ve arkadaslarinin (2017) 152 ileri evre OA’li hastada IL-17 seviyesini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda, yalnizca 14 hastada IL-17 seviyesinde artis saptanirken, 138
hastada IL-17 tespit edilememistir (245). Bu ¢alismalardaki OA hastalarindaki azalmig IL-
17 seviyeleri , miRNA-129-3p’nin ileri evre OA’da artis1 ve sonug olarak IL-17 genine

baglanip IL-17 translasyonunu azaltmasiyla iliskilendirilebilir.
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Dong X ve arkadaslar1 (2013) ileri evre OA’l1 hastalarda osteopontin diizeylerinin
azaldigini saptamiglardir (219).

Matsui ve arkadaslarinin (2009) calismasinda da osteopontin eksikliginin hem
yaslanma ile iligkili hem de instabilite kaynakli OA’y1 siddetlendirdigi gosterilmistir (214).
OA’da osteopontinin seviyelerinin azalmasi, ¢alismamizda saptadigimiz artmis MiRNA-
129-3p diizeyleri ile iligkili olabilir. Bu ¢alismalar da dolayli olarak tezimizi
desteklemektedir.

Obezite dolayisiyla mekanik yiiklenme artisinin ve yaslanmanin OA etiyolojisinde
yer aldigi bilinmektedir (6). Calismamizda viicut Kitle indeksi hasta grubunda kontrol
grubuna gére anlamli oranda yiiksek bulunmustur (Hasta VKI: 32.34 + 6.58, Kontrol VKI:
25.86 + 2.45, p degeri <0.001). Hasta ve kontrol gruplarinda viicut kitle indeksi 25-29,9
olanlar arasinda ACT degerleri agisindan istatistiksel analiz yapildiginda anlamli fark
gdzlenmemistir (p:0.21). OA’nin viicut Kitle indeksi (VKI) 30 ve iizerinde olan kisilerde
goriilme riskinin %60 oraninda arttigi bilinmektedir (6). MiIRNA-129-3p ekspresyon
artiginin VKI>30 olan OA hastalarinda belirgin oldugu ve obezite ile iliskili olabilecegi
soylenebilir. Hasta grubunda yas kontrol grubuna oranla oldukga farklilik gostermektedir
(Hasta yas: 62.77 + 5.42, Kontrol yas: 33.15 + 8.91, p <0.001).Calismamizda saptadigimiz
MIRNA-129-3p’nin artisinda yasin yiiksekligi de 6nemli rol oynuyor olabilir.

Hasta ve kontrol grubunda erkeklerde ACT degerleri karsilastirildiginda anlamli fark
saptanamamistir (p: 0.21). Ornek saymmzin azligi nedeniyle ACT nin kadinlarda miRNA-
129-3p artisginda rolii oldugu seklinde yorumlamak yerinde olmaz, bunu dogrulamak igin
genis orneklemli ¢alismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

McGlashan ve arkadaslarinin (2010) ¢alismasinda primer silyalarin OA progresyonu
boyunca kondrositlerde bulundugu ve dejeneratif kikirdagin igindeki silial hiicrelerin toplam
ylizdesinin OA siddeti ile arttig1 gosterilmistir (30, 31).

Cao ve arkadaslar1 (2012) miRNA-129-3p’nin ekspresyonundaki artisin CP110 ve
aktin dinamiklerini diizenleyerek silyal hiicreleri arttirdigini 6ne stirmistiir (32). OA’da
dejeneratif eklem kondrositlerinde primer silya sayr ve uzunlugu artmistir (31).
Silyagenezde CP110 inhibisyonu {izerinden artig yapan tanimli mikro RNA miR-129-3p’dir
(32). Dolayisiyla calismamizda ileri evre OA’lr hasta sinovyal sivilarinda buldugumuz
yiiksek miRNA-129-3p ekspresyonlari silyagenezle de iliskili olabilir.

Ileri evre OA’l1 hastalarmn sinovyal sivilarinda kikirdak hasari bulunmayan kontrol
grubuna kiyasla daha yiiksek miRNA-129-3p ekspresyonu bulunmasi, bu molekiiliin kikir-

dak hasari ile iliskili olabilecegini gosterir.
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Sowers ve arkadaslarinin (2002) 1025 kadin iizerinde yiiriittiikleri ¢alismada yiiksek
serum CRP diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide diz OA prevalans: ve siddetini
arttirdig1 ayrica bilateral diz OA’s1 olan kadinlarda tek tarafli OA olanlara gore daha yiiksek
CRP diizeyleri goriildigii saptanmustir (246). Bu ve benzeri ¢alismalarda erken diz osteoart-
ritinde CRP diizeylerinin orta 6l¢iide arttigi ve daha yiiksek diizeylerin zaman iginde ilerle-
mede belirleyici oldugu bildirilmistir. CRP’deki bu artis eklemdeki doku hasarini yansitiyor
olabilir (247).

Calismamizda CRP degerleri karsilstirildiginda OA’da CRP’nin (2.47 + 1.46),
kontrol grubuna (5.78 + 3.47) gore anlamli olarak arttig1 saptanmistir (p<0.001). OA has-
talarindaki miRNA-129-3p ekspresyonundaki artts CRP diizeylerindeki artigla da iligkili
olabilir.
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6. SONUC

Osteoartrit kronik inflamasyonla seyreden ve tiim diinyada siklig1 giderek artan deje-
neratif bir eklem hastaligidir. Semptomatik ve cerrahi tedaviler uygulanmaktadir. Sempto-
matik tedavi hastaligin progresyonunu etkilemezken cerrahi tedavinin bir takim dezavantaj-
lar1 bulunmaktdir. Hastaligin molekiiler mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir. Son
donemdeki calismalar miRNA’larin hastaligin patogenezinde énemli rol oynadiklarini gos-
termektedir. OA hastalarinda miRNA ekspresyon farkliliklar1 yapilan arastirmalarda goste-
rilmis olmasina ragmen degisen sirkiile mMiRNA seviyeleri hakkinda kisitli bilgi bulunmak-
tadir. miRNA'larin inflamasyon ve OA ilerlemesini azaltabilecegi ya da kikirdakta anabolik
isleve sahip olabilecegi tespit edilmistir. Bu miRNA'larin enjektabl formunun eklemlerdeki
OA’nin lokal tedavisi igin gelistirilebilecegi diistiniilmektedir. Boylece miRNA’ya dayali
tedavinin potansiyel zararl yan etkiler olmadan tedavi siirecine baska bir yaklagim saglaya-
bilecegi ongoriilmektedir. Arastirmamizda ileri evre OA hastalarinda miR-129-3p ekspres-
yonunun kontrol grubuna goére artmis bulunmasi, miR-129-3p’nin OA patogenezinde yer
alabilecegini gostermektedir. Ancak miR-129-3p’nin osteoartritte bir biyobelirte¢ olarak
kullanilabilmesi veya tedavi hedefi olabilmesi icin daha genis prospektif ¢aligmalara ihtiyag

vardir.
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EK:1 BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

Istanbul Arnavutkoy Devlet Hastanesi Ortopedi Klinigi ve Istanbul Universitesi Cerrahpasa
Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali ile yiiriitiilecek ‘’Osteoartritli hastalarin sinovyal sivi-
larindaki (diz i¢i s1vist) mikroRNA 129-3p degerlendirilmesi’’ baslikli bilimsel ¢aligma igin

hazirlanmstir.
Amacg

Bu caligma bilimsel bir aragtirmadir. Arastirmanin amaci osteoartrit hastalari i¢in yeni bir
tan1 ve tedavi araci ortaya koymaktir. Bu arastirma i¢in s1vi alimi 6ncesinde farkli bir tedavi
uygulanmayacaktir. Tedaviniz icin ameliyat esnasinda zaten disartya akacak diz i¢i siviniz-

dan bir miktar 6rnek alinacaktir.
Bu arastirma i¢in herhangi bir sorumlulugunuz yoktur.
Risk

Ameliyat esnasinda bu sivinin alinmasinin size herhangi bir zarar1 olmayacagi gibi riski de

yoktur. Bu arastirma neticesinde ¢ikan sonuglar tedavinizi degistirmeyecektir.

Ameliyat olurken diz kapsiiliine girildiginde disar1 akacak diz i¢i sivist bir enjektdr yardi-
miyla alinacak sonrasinda kapakl bir tiipe konulacaktir. Alinan érnek Istanbul Universitesi
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali1 Laboratuvarina getirilerek burada santrifiij
edilecek, santrifiijjden sonra iistte kalan kisim alinarak dondurucuda saklanacak ve deney

giinii mikroRNA incelemesi yapilacaktir.

Calisma sonlandiginda arta kalan materyaller tibbi atiga gonderilerek imha edilecektir. Siz-

den alinan materyaller bu ¢alisma haricinde baska bir yerde kullanilmayacaktir.
Gizlilik

Kisisel bilgileriniz arastirma sonuglart yayimlansa dahi gizli tutulacak ve kamuoyu ile pay-

lagilmayacaktir.

Etik kurul ve calismayla ilgili saglik otoriteleri imzalamis oldugunuz bu bilgilendirilmis

goniillii olur formu ile sizin orijinal tibbi kayitlariniza dogrudan ulasabilir.
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Bu arastirmaya katilmak tamamen sizin isteginize baghidir. Istediginiz zaman herhangi bir
ceza veya yaptirirma maruz kalmadan, hi¢gbir hakkinizi kaybetmeksizin arastirmadan ¢ekile-

bilirsiniz.

Bu calismaya katildiginiz takdirde sizden veya bagli oldugunuz Sosyal Giivenlik Kurumu

(SGK)’dan herhangi bir {icret alinmayacak, size de herhangi bir {icret 6denmeyecek.

Bu ¢alisma ile ilgili calismaya katilmaya devam etme isteginizi etkileyebilecek yeni bilgiler

elde edildiginde size veya yasal temsilcinize ivedilikle bilgilendirilme yapilacaktir.

Calisma ile ilgili olarak giiniin herhangi bir saatinde 0(507) 550 56 28 no’lu telefonu araya-

rak bilgi alabilirsiniz.

Calisma plam

Dizinizdeki ileri evre osteoartrit hastaligi i¢in ameliyat oldugunuz esnada alinacak diz igi
stvisi Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi'nde analiz edilecektir. Bu calismaya
katilmasi planlanan goniillii sayis1 40’tir. Orneklerin toplanmas1 ve analiz edilmesi igin bir

yillik ¢alisma siiresi ongoriilmektedir.
Onam
Asagidaki ifadeyi okuyarak uygun olan kutucuga isaretleyiniz.

Osteoartritli hastalarin sinovyal sivilarindaki mikrorna 129-3p expresyonlarinin degerlendi-

rilmesi i¢in yapilacak arastirma kapsaminda alinan diz i¢i sivisinin;

Sadece bahsi gegen arastirmada kullanilmasina izin veriyorum.

Ileride yapilmasi planlanan tiim arastirmalarda kullanilmasina izin veriyorum.

Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.
“’Bilgilendirilmig goniillii olur formundaki tiim agiklamalari okudum. Bana yukarida konusu
ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii a¢iklama asagida adi gegcen hekim tara-
findan yapildi. Arastirmaya goniillii olarak katildigimi, istedigim zaman gerekgeli veya ge-
rekcesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi biliyorum. S6z konusu arastirmaya, hicbir

bask1 ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay1 kabul ediyorum.

Onayliyorsaniz kutucuga isaretleyiniz.
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Bu bilgilendirilmis goniillii olur formu, sizin veya yasal temsilcinizin yasal haklarini ortadan
kaldiracak bir hiikiim ve ifade icermez ayrica arastirmaciy1 ve kurumunu destekleyici veya
bunlarin temsilcilerini kendi ihmallerinden kaynaklanan herhangi bir yiikiimliiliikten kurta-

racak hiikiim veya ifade tasimaz.

Tiim formu okuyup anladiginizi ve kabul ettiginizi kendi el yaziniz ile asagidaki boliime

yaziniz.

Hasta veya yasal temsilcisinin Adi-Soyad1 Hekim Adi-Soyadi:
[mza: [mza:

Tarih : Tarih:

Telefon : Telefon:



