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OZET

ADAM12, GDF5 veTIMP4 Gen Polimorfizmlerinin
Diz Osteoartriti ile Tliskisinin Arastirilmasi

Osteoartrit kronik agrih ve sinoviyal eklemleri tutan bir hastahktir.
Osteoartrit en yaygin goriilen artrit formudur. Hastallk her yasta goriilmesine
ragmen yash populasyonda prevalansi yiiksektir. 65 yasin iizerindeki bireylerin
%65’inde en az bir eklem radyografik bulgulara sahiptir. Artikiiler kikirdagin
hasariyla sonuclanan bu hastaligin indiiklenmesinde, inflamasyonun sekonder
komponentleriyle birlikte genetik, metabolik, biyokimyasal faktorler rol oynarlar.
Etiyopatogenezde bircok faktoriin rol oynadig1 bilinmekle birlikte, son
calismalarla genetik faktorlerin onemi gosterilmeye baslanmustir. Osteoartrit
etyolojisinin tam olarak aydinlatilmasi, hastahi@in erken tani ve tedavisi amaciyla
calismalar yogun bir sekilde devam etmektedir.

Bu cahsmada, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve uygulama
Hastanesi Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon Poliklinigine basvuran, Amerikan
Romatoloji Koleji (ACR) tam Kriterlerine gore tam alan diz osteoartritli 100 hasta
ve kontrol grubunu olusturan 75 Kkisi cahismaya dahil edildi. Her iki gruba ait kan
orneklerinden DNA izolasyonunu takiben ADAM12 G/C; rs3740199, GDF5 T/C;
rs143383 ve TIMP4 A/G; rs308952 polimorfizmleri, real-time PCR (Applied
Biosystems) kullanilarak genotipler belirlendi.

Elde edilen veriler, SPSS v.11.5 paket programm ile istatistiksel olarak
degerlendirildi. ADAM12 G/C; rs3740199, GDF-5 T/C; rs143383 ve TIMP-4 A/G;
rs308952 polimorfizmlerinin kontrol grubundaki bireyler ile diz osteoartritli
hastalara ait genotip sikliklar1 arasinda anlamh bir farkhihk olmadig1 saptandi
(p>0,05).

Sonu¢ olarak; diz osteoartrit patogenezinde ADAMI12 G/C; rs3740199,
GDF-5 T/C; rs143383 ve TIMP-4 A/G; rs308952 polimorfizmlerinin istatistiksel
olarak anlamh olmadig: saptandi.

Anahtar kelimeler: Diz osteoartrit, Polimorfizm, ADAM12, GDF5, TIMPA4.
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ABSTRACT

The Investigation of ADAM12, GDF5 and TIMP4 Gene Polymorphisms
Association with Knee Osteoarthritis

Osteoarthritis (OA) is a group of chronic painful, disabling conditions
affecting the synovial joints. Osteoarthritis is the most common form of arthritis.
Although people can be affected by OA at any age, is it most prevalent in the older
population, with 65% of individuals over 65 years old having radiographic
evidence of the disease in at least one joint. It results from articular cartilage
damage induced by a complex interplay of genetic, metabolic, biochemical, and
biomedical factors with secondary components of inflammation .Etiopathogenesis
of OA is multifactorial, but the genetic role of disease come into prominence.
Research about etiology, early diagnosis and treatment is going on intensively.

In that study a total of 100 participants including patients with primary
knee osteoarthritis according to American College of Rheumatology (ACR)
diagnostic criteria and 75 healthy controls were enrolled from Mersin University
Medical Faculty Clinics of Physical Medicine and Rehabilitation Department.
From both of the groups’ blood samples sequent of DNA isolation the genotypes
detected by using Real-Time PCR (Applied Biosystems) for ADAM12, GDF-5 ve
TIMP-4genes.

The acquired data, evaluated statistically by SPSS v.11.5 packet program. It
has detected not to be meaningful difference in genotype frequency between the
individuals of ADAM12 G/C; rs3740199, GDF-5 T/C; rs143383 ve TIMP-4 A/G;
rs308952 polimorphisms’ control group’s and knee osteoarthritis patients’
(p>0,05).

As a result; in knee osteoarthritis pathogenesis it has detected the ADAM12
G/C; rs3740199, GDF-5 T/C; rs143383 ve TIMP-4 A/G; rs308952 polimorphisms
not to be statistically significant.

Key words: Knee osteoarthritis, Polymorphism, ADAM12, GDF5, TIMPA4.
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1.GIRIS

Osteoartrit (OA) diinyada en sik goriilen dejeneratif eklem hastaliklarindan
birisidir. OA olusumu bir¢ok ¢evresel ve davramigsal faktorler ile iliskili olmasina
ragmen, etiyolojisi biiylik 6l¢tide bilinmemektedir (1). Hastalik, eklem kikirdaginin
ilerleyen kaybi ile eklemde kronik agri ve fonksiyonel kisitlamalara neden olan osteofit
olusumuyla karakterize edilmektedir. OA gelisiminde farkli faktorler rol oynamaktadir.
Cogunlukla travmatik olaylar neden olsa da, genetik yatkinlik, eklemlerin hatali
pozisyonu, yaslanma ve koti beslenme gibi diger faktorler de eklem kikirdaginda
benzer degisikliklere yol agmaktadir (2).

Framingham c¢alismasina goére; OA icin Onemli risk faktorleri, yas, cinsiyet,
obezite, cografik faktorler, sigara kullanimi, diz katlama hareketi, fiziksel ugraslar,
genetik faktorler, 1k, eklem travmalari, hareketsizlik, asir1 hareketlilik, eklem
stvisindaki kondrokalsinozis ve kristaller seklinde belirlenmigtir. OA prevalansi bir¢ok
populasyonda calisilmis ve farkli sonuglar elde edilmistir. Bu farklilik populasyonlar

arasindaki yasam stili, meslek ve genetik farkliliklarindan kaynaklanmaktadir (3).

OA'da genetik faktorlerin etkisi ikiz ¢alismalari, segregasyon analizi, baglanti
analizi ve aday gen ¢aligmalar1 gibi bir¢ok epidemiyolojik ¢alisma ile arastirilmistir. Bu
caligmalardan elde edilen veriler kalitim kalib1 ve mutasyon olabilecek genom bolgeleri
hakkinda 6nemli bilgiler saglanmistir (4,5,6,7). Baglant1 ve aile ¢aligmalar ile farkli
cinsiyetlerde ve viicudun anatomik olarak farkli bolgelerinde aktif olan genlerin OA
tizerinde benzer sekilde etkili olabilecegi gosterilmistir (8). Yaymlanmig baglanti
analizi, aday gen ya da genom genisligi iliskilendirme g¢alismalarinda OA yatkinligi,
baslangici ve progresyonu ile ilgili bir ¢ok aday genin kromozom 2, 4 ve 16 iizerinde
lokalize oldugu belirlenmistir (9). Vitamin D reseptoriic (VDR), tip II kollajen
(COL2A1), tip I kollajen (COL1ALl), oOstrojen reseptorii (ESR1), transforme edici
biylime faktorii 1 (TGFB1), insiilin benzeri biyiime faktorii 1 (IGF1) ve agrakan
genleri aday genlerden bazilaridir (6,9,10,11). Bunun yani sira, baglant1 ¢alismalari
sonucu OA ile baglantili bulunan genler, inflamasyon (Interlokin 1 (IL1), IL4,
Cytochrome C Oxidase Subunit Il (COX2), IL6, IL10, Human leukocyte antigen
(HLA)), ekstraseliller matriks (ECM) komponentleri (Asporin (ASPN), Martilin



(MATNS3), COL2A1, Cartilage Oligometric Protein (COMP), Cartilage Intermediate
Layer Protein (CILP)), Wnt sinyali (Frizzled-related protein (FRZB), Low density
Lipoprotein Receptor-Related protein 5 (LRP5)), Bone Morfogenik Protein (BMP)'ler
(BMP2, BMP5, GDF5), proteazlar ve onlarmn inhibitorleri (ADAMI12, Tumor Necrosis
Factor (TNA), Alpha-1-antichymotrypsin (AACT)) gibi en az 5 farkli molekiiler yolak
ya da sinifta yer almaktadir (12,13).

A Disintegrin And Metalloproteinase (ADAM)'lar, ¢inko-bagimli, genel olarak
membran-bagli multidomain ailesinden, multifonksiyonel bir protein grubudur (14). in
vitro ve in vivo calismalarda Kartilaj degredasyonunun, metalloproteinaz sinifi
enzimlerin matriks metalloproteinaz (MMP) ve ADAM olmak iizere iki bilyiik ailesi
tarafindan gergeklestirildigi belirlenmistir (15, 16, 17). ADAM12 plasenta ve malignant
gibi gelisimin ve yeniden sekillenmenin hizli oldugu dokularda yiiksek miktarda
eksprese edilen aktif bir proteindir. Insanda alternatif splacing ile olusmus bir ADAM12

formunun osteoartritik kikirdak ve serum diizeyleri yiiksek bulunmustur (18).

Growth Differentiation Factor 5 (GDF5), Cartilage-Derived Morphogenetic
Protein 1 (CDMP1) olarak da bilinen, transforme edici biiyiime faktori-p stiper ailesi
tiyesidir. BMP ailesi ile de yakin iligkilidir. Bu gende meydana gelen mutasyonlar
kondrodisplazi, sinfalanjizm ve tip C brakidaktili gibi baz1 iskelet sistemi
diizensizliklerinde tespit edilmistir (19). Bunun sonucu olarak GDF5'in iskelet
gelisiminde onemli bir regiilatér oldugu, OA etiyolojisinde de eklem kikirdaginin

giderek artan yikimindan sorumlu oldugu distiniilmektedir (19,20).

Tissue Inhibitor of Metalloproteinase (TIMP)'ler doku spesifik, endojen
metalloproteinaz inhibitérleridir. ADAM, ADAMT ve MMP ile yakin iligkilidir. TIMP
ailesinin dort (TIMP 1, 2, 3, 4) homolog iiyesi vardir. Genel olarak biitiin TIMP {iyeleri,
bilinen tiim MMP tiplerini inhibe edebilmektedir. Ornegin; TIMP1, MT-MMP nin
giiclii bir inhibitorii iken MMP14, -15,-16,-19 ve -24'GQ de inhibe edebilir. Benzer
sekilde TIMP1 ve -3 latent ya da pro-MMP9 ile iligkili iken TIMP2, -3 ve -4 pro-MMP2
ile interaksiyona girebilir (21).

OA multifaktdriyel bir hastalik oldugu i¢in etiyolojisi simdiye kadar kesin olarak
aciklanamamustir. Diz osteoartrit tanist konmus hastalarda, osteoartritin patogenezinde
etkili oldugu disiinilen ADAM12, GDF5, TIMP4 gen polimorfizmlerinin

2



arastirilmasimin amaci, belirlenen bu polimorfizmler ile hastalik arasinda herhangi bir
iliski olup olmadiginin saptanmasidir. Calismayr 0zgiin kilan ise arastirilan gen

polimorfizmlerinin Tiirk populasyonunda daha 6nce ¢alisilmamis olmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1 OSTEOARTRIT

OA diinya genelinde milyonlarca insani etkileyen, eklem kikirdaginin
degredasyonu sebebiyle yiik tasiyan eklemlerin anatomisinin degisimi, subkondral
kemik degisiklikleri, eklem kenarinda ostefit ya da yeni kemik olusumu ve eklem
kikirdaginin iltihaplanmasi sonucu olusan inflamasyon ile karakterize edilen kronik,

dejeneratif, multifaktoriyel bir eklem hastaligidir (22).

OA'nin tipik 6zelligi, metabolik olarak siirekli aktif olan eklem kikirdaginin
yapimi ve yikimi esnasindaki anabolik ve katabolik siirecler arasinda gelisen bir
dengesizlik sonucu eklem dokusunun fonksiyonel ve yapisal olarak degredasyonu ya da
ilerleyen kaybidir. Osteoartritde kikirdak degredasyonunun mekanizmasi belirsizdir
fakat genetik, gevresel, metabolik ve biyokimyasal faktorlerin karmasik bir etkilesimi

sonucu oldugu one siiriilmektedir (2,23).

2.2 ETIiYOLOJiSi

Hastaligin nedenleri tam olarak anlasilamamistir fakat Neolitik doneme varan
eski tarihlere ait iskelet kalintilarinda bile OA bulgularina rastlanmasi, OA'nin insanlari
binlerce yildir etkileyen bir hastalik oldugunu gostermektedir. OA yalniz insanlarla
sinirli olmayip basta kopekler ve atlar olmak iizere evcil hayvanlarin bir¢ogunda da

probleme yol agmaktadir (24).

Eklem yaralanmalar1 ve obezite gibi mekanik sebeplerin, hastaliin primer
baglaticis1 oldugu diisiiniilmektedir. Bunun yam sira yas, cinsiyet ve genetik faktorler
hastaligin gelisimini ve progresyonunu etkileyen diger faktorlerdir (22). Etiyolojik risk
faktorleri ve patalojik siireglerin gesitliligi hastaligin ilerleyen yapisina katki saglarken,

tan1 ve tedavide davranigsal ve farmakolojik girisimlerin hedefi olmaktadir (1).



2.2.1 RiISK FAKTORLERI

OA olusumunda epidemiyolojik modeller hastaligin patogenezi konusunda
potansiyel ipuglar1 vermektedir. OA patogenezi i¢in son yillarda kabul géren kavramsal
bir model, bu ipuglarin1 anlamak i¢in bir ¢ergeve sunmaktadir. Bu modelin bazi 6nemli
ilkeleri sOyle siralanabilir; (1) Kikirdak, kemik, kas, bag ve diger eklem doku ve
yapilar1 biyomekanik bir organ sistemi olarak fonksiyon goriir ve eklemlere asir1 yiik
binmesini engeller. (2) Eklem degredasyon hassasiyetini arttiran sistemik faktorler ve
eklemin optimum isleyisini bozan biyomekanik faktorler OA gelisme riskini
belirlemede 6nemli bir etkendir; (3) OA gelisimi goriilen eklemin bulundugu bolgeye de
bagli olarak, sistemik ve mekanik faktorlerin etkilesimi hastaligin ne kadar hizh

ilerleyecegini belirler (Sekil 2.1) (25).

SISTEMIK FAKTORLER MEKANIK FAKTORLER
Yas Obezite (agirlik)
Cinstyet ‘ Eklem hasarma yatinhk « Yaralanma, Operasyonlar
Menapoz Tamir hatalar Kas zayifhfn
Genetik ‘ Eklem deformitelent
Beslenme Ekleme agmn yitk bindirme
Kemik yogunlugu OA GELISIMI Baz spor aktivitelert

Sekil 2.1. Osteoartrit patogenezi igin kavramsal model (25).

Diz, kalga ve el OA’s1 lizerine yapilan epidemiyolojik ¢aligmalardan elde edilen
veriler, OA patogenezinde sistemik faktorlerin doku zarari ve onarim hatasi olusumu
acisindan bir ¢ok eklem bdlgesinde yatkinliga sebep oldugunu, lokal mekanik
faktorlerin ise hastaligin siddetinin ve dejenere olacak bdlgenin belirlenmesinde etkili

oldugunu gostermistir (25).



2.2.1.1 Sistemik faktorler

Cesitli sistemik faktorler diz, kalga ve el OA’s1 i¢in risk faktorleri olarak tespit
edilmistir. Bunlar, yaralanmalarda eklem duyarliligimi arttirarak, eklem dokusuna
dogrudan hasar vererek veya hasarli eklem dokusunda onarim siirecini bozarak hareket
edebilmektedir (25).

2.2.1.1.1 Yas

Yapilan tim caligmalar, OA’nin semptomatik ve radyografik bulgularindaki
prevalans ve insidansin yasla birlikte belirgin bir sekilde arttigin1 gostermektedir (26,
27, 28). Bu yasa bagl artis OA’nin meydana geldigi tiim eklemlerde goriiliir, ancak
ozellikle diz, kalga ve el gibi en sik etkilenen eklemlerde belirgindir. Bunun sebebi
olarak, biiytime faktorlerine verilen anabolik cevap yasla birlikte azaldigi igin,
kikirdagin onarict kapasitesinin ve esnekliginin azalmasi, kondrosit kayb1 ve kikirdak

plakanin incelmesi gosterilebilmektedir (1, 25).

Birgok eklem bolgesi i¢in, OA prevalanst 50 yasindan Once erkeklerde
kadinlardan daha ytiksektir. 50 yasindan sonra ise kadinlar el, ayak ve diz OA igin daha
yiiksek prevalans gosterir. Populasyon tabanli bir arastirmada, hastaligin prevalansi ve
insidansinin 30-65 yagslar1 arasinda 2 ila 10 kat araliginda artarak devam eden bir artis

gosterdigi tespit edilmistir (28).

2.2.1.1.2 Cinsiyet

OA ile ilgili olarak kadinlarda erkeklerden daha fazla eklem bolgesinde, daha
farkli semptomlar goriilmektedir (3). El ve dizdeki bir¢ok eklemde OA goriilme riskinin
yasla-iligkili artis1 kadinlarda daha fazladir. Bu yiizden 50 yas {iistii kadinlarda bu
eklemlerdeki OA prevalansi ve insidansi erkeklerden belirgin bir sekilde daha yiiksektir
(25). Manninen P. ve ark.in (1996) 40-64 yaslar1 arasinda 6647 ciftgi ile



gerceklestirdikleri 10 yil siiren bir arastirma sonucunda, kadinlarin erkeklerle
kiyaslandiginda sag unilateral, sol unilateral ve bilateral diz OA goriilme riskleri sirayla
7.0, 3.3 ve 4.8 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir (29). Buna karsilik, kalga OA
siklig1 kadinlarda ve erkeklerde yasla birlikte yaklasik ayni oranda artmakta oldugu
gosterilmistir (25).

2.2.1.1.3 Cinsiyet Hormonlari

Klinik, laboratuvar ve epidemiyolojik ¢alismalarin bazilarinda OA gelisimi ile
cinsiyet hormonlar1 arasinda bir iliski oldugu belirtilmistir (30, 31). Menopoz sonrasi
donemde OA insidansinin yasla iliskili olarak kadinlarda daha fazla artmasi, cinsiyet
hormonlarmm OA gelisiminde onemli bir rolii oldugunu gostermektedir (28, 32).
Ozellikle diisiik Ostrojen seviyesinin sistemik OA yatkinligina sebep oldugu
distintilmektedir (25). Yapilan bir ¢alismada, erken perimenapozal donemdeki gegici
olarak artan Ostrojen diizeyinin aksine, diisen progesteron diizeylerininde OA'ya ortam

hazirlayacagini ileri siirmiislerdir (32).

Ostrojenin koruyucu etkisi iizerine yapilan retrospektif bir arastirmada, alti
calisma, Ostrojen kullaniminin ¢ok 6nemli bir faktér olmadigini belirtirken, bir vaka-
kontrol ¢alismasinda, 50 yas tizeri kadinlarda Ostrojen terapisinin giiglii bir risk faktorii
oldugu belirtilmistir (33,34).

2.2.1.1.4 Kemik Yogunlugu ve Osteoporoz

Subkondral kemik sklerozu ve osteofit gibi reaktif kemik olusumlari OA
patogenezinde 6nemli bir 6zellik oldugu i¢in OA baglangici ve progresyonunda kemigin
rolii uzun siire ilgi odagl olmustur (25). Bu konudaki ¢aligmalar OA ile osteoporoz
arasinda ters bir iliski oldugu konusunda kanitlar sunmustur. Bolgesel caligmalarin ¢ogu
yiiksek kemik mineral yogunlugunu, kalga, el ve diz OA prevalansinin artisiyla iliskili

bulmustur (28). Ornegin, Study of Osteopotic Fractures sonuclarina gore, osteofit



formasyonu goriilen radyografik kalca OA'll kadinlardaki kemik yogunlugunun, OA
olmayanlarla kiyaslandiginda, %8 ile %12 arasinda degisen oranlarda daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir (35). Ayrica diz OA'll kadinlarin nispeten daha yiiksek kemik
yogunluguna sahip oldugu gorilmistiir (36). Yapilan baska bir ¢calismada ise yiiksek
kemik dansitesi; radyografik diz, kal¢ca ve el OA riskinde artis ile iliskili bulunmustur
(25).

2.2.1.1.5 Genetik

flk kez Kellgren ve ark.'lar1 (1963) tarafindan rapor edilen, OA’nm birinci
derece akrabalarda ikinci derece akrabalara gore iki kat fazla goriilmesi, OA’da genetik
bir yatkinlik oldugunu ortaya koymustur (37). OA iizerine yapilan ikiz ve aile
caligmalarinda ise tek yumurta ikizleri arasindaki uyumlulugun dizigotik ikizler
arasindakine gore 6nemli 6l¢iide daha yiiksek oldugunu gostermistir (38). Ancak, genel
populasyondaki OA prevalansi ve genis klinik heterojenite, OA patogenezine kesin
genetik katkiyr analiz etmeyi zorlastirmaktadir. Ayrica, OA insidans1 ve siddetine
birden fazla genetik faktoriin katkida bulundugu aciktir ve spesifik eklem (el, kalga, diz
veya omurga), cinsiyet ve irka gore degisebilmektedir (1). Bunun yani sira OA
yatkinligina sebep oldugu diisiiniilen VDR, COL2A1, COL1Al, ESR1, TGF-B, IGF-1
ve agrakan genleri gibi birgok aday gen vardir. Hastaligin gelisimine tek genlerin de
katkis1 olabilir (10, 39).

2.2.1.1.6 Beslenme

OA gelisiminde beslenme faktorlerinin de rolii oldugu diisiiniilmektedir. Hasarli
kikirdak yapisindaki kondrositlerin olusturdugu oksijen radikallerinin, kikirdak ve diger
eklem dokularina oksidatif zarar vererek, OA hassasiyetini arttirdig1 diisiiniilmektedir.
Bu nedenle C ve E vitamini gibi antioksidanlarin diyetle aliminin arttirilmasi OA’ya

karst koruma saglayabilecegi diisiiniilmektedir (37). Ote yandan D vitaminin



osteoartritik kikirdaktaki kondositler iizerinde dogrudan etkili olabilecegi belirtilmistir.
D vitamini ise kemik metabolizmasinda 6nemli bir yere sahip oldugu igin asiri
yiiklenme ve eklem zararia karsi olusturulacak cevapta modiilatér bir goreve sahiptir.
OA’l1 kikirdak dokuda bulunan kondrositlerde D vitamini duyarlilig1 artmaktadir (25).
Lane ve ark. (1999) tarafindan D vitaminin osteoartrit iizerine etkisinin arastirildigi
calismaya gore; yiiksek diizeyde D vitamini aliminin progresif kalga osteoartritine karsi

koruyucu oldugu gosterilmistir (28, 40).

Framingham c¢alismasina gore; progresif radyografik OA da risk faktorlerinin
aragtirtlmasinda, 3 farkli dozajda (az, orta ve yiiksek) C vitamini aliminin diz agrist
tizerinde ters orantili bir etkisi oldugu gozlenirken, osteoartritin radyografik insidansini
etkilemedigi belirtilmistir. Ayrica B-karoten ve E vitamini alimi ile yapilan benzer bir

uygulamada ise degisken sonuglar elde edilmistir (28, 41).

2.2.1.2 Mekanik Faktorler

Sistemik faktorlerin birden fazla eklemde OA'y1 tetikledigi diistiniilirken
yaralanma, asir1 yiik bindirimi gibi durumlar1 kapsayan mekanik faktorlerin zarara

ugrayan eklemde OA ya sebebiyet verebilecegi diisiiniilmektedir (25).

2.2.1.2.1 Obezite

Obezite OA i¢in 6nemli bir risk faktoridiir. Diz, kalca ve agirlik tasiyan
eklemlere uygulanan mekanik kuvvetlerdeki bir artis muhtemelen eklem
dejenerasyonuna yol agan birincil faktordiir (1). Kilo kaybinin diz OA gelisimi riskini
azalttigina dair bazi kanitlar vardir (42). Ayrica obezite ile iliskili metabolik faktorler
(glukoz ve yag dongiisii anomalileri ve kronik inflamasyon ile baglantili adipositler) OA
patogenezinde rol oynayabilmektedir. Obezite durumunda kan sekeri ve C-reaktif
protein (CRP) diizeyleri de kadinlarda diz OA progresyonu ile iliskili bulunmustur (25).

Ayrica populasyon ¢alismalarinin ¢ogu diz OA ve viicut kitle indeksi (VKI) arasinda



giiclii bir korelasyon oldugunu gostermistir (3,9,29,31). Bunun yanisira zayiflamanin

primer ve sekonder OA gelisimini 6nlemede etkili bir strateji oldugu gosterilmistir (42).

2.2.1.2.2 Akut Eklem Yaralanmalari ve Tekrarlayan Eklem Yiiklenmeleri

Yarali eklemde, meniskiis ve ¢apraz bag yirtilmalar1 da dahil olmak tizere akut
eklem yaralanmalari, diz kirik ve g¢ikiklari sonraki donemde OA gelisimi igin ¢ok
yiiksek risk kazandiran durumlardir (43). Buna ek olarak yaralarin eklem dokusuna
direkt etkisi, hasarli dokuda normal eklem hareketinin bozulmasina ve yiik dagiliminin
degismesine sebep olurken, OA goriilme sikliginin artmasina neden olmaktadir (44, 45).

Tekrarlayan ve ekleme asir1 yiiklenme yapan belirli fiziksel aktiviteler etkilenen
eklemlerde OA gelisim riskini arttirir (25). Asirt viicut agiliginin diz katlanma hareketi

tizerindeki etkisi de benzer oldugu igin OA riskini arttirmaktadir (46).

2.2.1.2.3 Eklem Deformitesi

Eklem igindeki anormal yiikk dagilimma sebep olan konjenital anomaliler
(6rnegin; asetobulardizplazi ya da kalgada femur basi epifiz kaymasi) etkilenen eklemde

OA gelisimi igin yiiksek risk olusturur (25).

Dizin mekanik diizeni, hareket esnasinda dizdeki yiik dagilimi i¢in 6nemli bir
etkendir. Anatomik yapisi normal olan dizde tasinan yiikiin %60-70'1 mediyal bolgeye
aktarilir. OA 'l dizde varus ve valgus bozukluklari, medial ve lateral bolgeler oranla
gore daha sik gortliir. Varus degenerasyonu bulunan OA'll bir dizin medial kismindaki
eklem boslugunun daralma riski 3-4 kat fazladir. Valgus diizensizligi olan OA'l dizde
de lateral kismindaki dejenerasyon, eklem boslugunda daralma riskini benzer oranlarda

arttirmaktadir (28).
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2.2.1.2.4 Kas Kuvveti ve Zayiflig

Aktivite sirasindaki giiglii kas kasilmalari eklemlere binen yiiki arttirir (25).
Yapilan bir ¢alismada, erkeklerde kavrama sirasinda biiyiik kuvvete maruz kalan el
eklemleri, OA gelisim riskinin artis1 ile iliskilendirilmistir (47). Ote yandan, yiiriime
esnasinda birlikte kasilan kuadriseps ve diz ardi kaslarinin, dize yapilan yiiklenmeyi

azaltarak OA gelisimine kars1 koruyucu etki yapabilecegi tahmin edilmektedir (48).

2.3 PREVALANSI VE INSIDANSI

Osteoartritin prevalansi, arastirma yapilan popiilasyonlardaki farkli yasam
stillerinden kaynaklanan genetik farklilik, yas, farkli is yilikii ve tant metodunun
ozelliklerine gore degiskenlik gosterir (3). OA en fazla diz, kalga, el, omurga ve ayak
eklemelerinde goriilirken, omuz, el ve ayak bileklerinde daha az goriilmektedir.
Kadinlarda goriilme siklig1 erkeklerden daha fazladir. Yapilan ¢aligmalarda 70 ve 90
yaglar1 arasindaki erkeklerin %60’inda, kadinlarin ise %70’inde kartilaj erozyonlari,
subkondral reaksiyon ve osteofit tespit edildigi bildirilmektedir (25). Amerika Birlesik
Devletlerinde (ABD) yapilan epidemiyolojik caligmalarda eriskinlerin %33’iinde, 65
yas lizerindeki kisilerin ise %90°1nda radyolojik osteoartrit varligi tespit edilmistir (49).

Osteoartritte insidans c¢alismalari nispeten daha azdir. Mayo klinigin yaptigi bir
calismada diz OA insidansinin kadinlarda erkeklerden daha yiiksek olmasina ragmen
kalga OA insidansinda biiyiik bir fark olmadigi belirtilmigtir. Bunun yani sira
semptomatik el osteoartriti insidansi yilda 100/100000, kalga osteoartriti insidansi
88/100000 ve diz osteoartriti insidanst 240/100000 olarak tespit edilmistir (2).

11



2.4 PATOLOJISI

2.4.1 Normal Eklem Yapisi

Hareket sistemimizin temel yapilardan biri olan eklemler iki veya daha fazla
kemigin birlestigi alanlardir. Eklemler islevlerine gore; fibroz, kartilagindz ve sinoviyal
eklemler olmak iizere ii¢ smifta incelenir. Fibréz eklemler (sinartroz) kafatasi
kemiklerinin birlesme bolgelerindeki, hareket yetenegi olmayan eklemlerdir.
Kartilagindz (amfiartroz) eklemler ise eklemlerin sinirli hareketine izin veren, yiizeyleri
kikirdakla ortiilii eklemlerdir. En hareketli bolgelerde ise sinoviyal eklemler bulunur.
Sinoviyal eklemlerde kikirdakla ortili eklem yiizeyi, kapsiille cevrili bir eklem
bosluguna sahiptir. Eklem boslugu sinoviyal sivi ile doludur. Eksenlerine gore tek
eksenli, iki eksenli, ikiden fazla eksenli ve belirli bir ekseni olmayan eklemler olarak
dorde ayrilirken, anatomik yapilarina gore pivot, mentese, kayar, top-yuva ve eyer
eklem olarak tanimlanmstir (51,52,53).

Kas | Kemik
— \
Sinoviyal

bosluk

: 1 | Eklem

Biji€a L ; kikirdagi
Eklem
kapsula \

Tendon

Sekil 2.2: Normal eklem kikirdaginin yapisi (50).

12



Sinoviyal eklemlerin yapisal elemanlari bursalar, eklem baglari, eklem kapsiilii,
sinoviyal sivi, kikirdak ve subkondral kemikten olusur. Bursalar, eklem g¢evresindeki
kemik, kas ve tendonlar arasinda tampon goérevi yapan, Sinoviyal siviyla dolu
bezelerdir. Eklem baglari, eklemi olusturan kemiklerin birbirine baglanmasini ve
stabilitesini saglar. Stabiliteye yardimci olan eklem kapsiiliiniin yiizeyi, Sinoviyal siviyi
salgilayan sinoviyal zar ile kaplidir. Sinoviyal sivi eklem yiizeylerinin kayganlasmasini
saglayarak asimnmasini Onlerken, kikirdagin da beslenmesini saglar. Eklem kikirdagi
ekleme esneklik kazandirip, eklem ylizeylerinin birbirine uyumunu saglar. Ayrica
ekleme uygulanan yiikii dagitarak kemik yiizeylerin asmmmasimi Onler. Kikirdak
dokusunda kikirdak hiicreleri ve matriks olarak iki temel yap1 fark edilir. Matriksin en
onemli yapisal proteinleri proteoglikanlar ve Kollajenlerdir. Subkondral kemik de,
spesifik yapisiyla eklem fonksiyonunu destekleyerek kemiklere uygulanan basincin

diizenli olarak transferinde 6nemli bir rol oynar (Sekil 2.2) (51, 52, 53).

2.4.2 Osteoartritik Eklem Yapisi

OA; basta sinoviyal eklemi olusturan kikirdak olmak tizere, sinoviyal membran,
subkondral kemik, ligament ve periartikiiler yapilar gibi eklemin tiim elemanlarini
etkileyen bir hastaliktir (54). Eklem kikirdaginin sentezi ve yikimi arasindaki
dengesizlik sonucu, kikirdagin asimnmasi ve tahribiyeti gibi patalojik siiregler ile
karakterize edilir ve hareketli eklemlerin non-inflamatuvar, kronik dejeneratif
durumudur (Sekil 2.3) (55). OA'nin morbidite ve prevalansi yiiksek olmasina ragmen
nedeni heniliz tam olarak bilinmemektedir. Yapilan ¢alismalar OA'nin osteoartritik
eklem kikirdagindaki biyokimyasal, hiicresel ve metabolik proseslerdeki degisimler

sonucu meydana geldigini gostermektedir (56).
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OSTEOARTRITDE KIKIRDAK METABOLIZMASI

T MMP doku inhibitérleri
TPlazminojen aktivator inhibitér |’T Stromelisin
IL-1 == T MmP
(Kondrositler) T Plasminojen aktivatér
T Jelatinaz

Rejenerasyon Degradasyon

Sekil 2.3: Kikirdak metabolizmasinda homeostazisin saglanmasi (59).

OA primer olarak, eklem kikirdaginin fonksiyon ve yapisinin ilerleyen
degredasyonu ile karakterizedir. Ekstraselliller matriksin enzimatik degradasyonu
artikiiler kondrositlerin kendi kendini degrede etmesine neden olmaktadir (kondrositik
kondrolizis). Kondrositler saglikli kikirdak dokusunda homeostasisinin siirdiiriillmesini
saglarken OA'da eklem kikirdagin1 koruyamamaktadir. Homeostasisin saglanmasinda

onemli rol oynadiklari i¢in, kondrosit regiilasyonu OA arastirmalarmin odak noktasi

olmustur (58).

NORMAL OSTEOARTRIT

kas

zayiflamig ve
yipranmis kaslar

kapsiil kalinlagmis kapsiil

Iltihaph sinoviyum

sinoviyum ) o

sinoviyal sivi v;skogmt’is| azalmis

meniskiis sinoviyal sivi
yipranmig ve

tendon/ligament

kikirdak

aginmig meniskis
zayiflamis ve yipranmis
tendonlar/ligamentler
fibrillesmis ve
pargalanmis kikirdak

kemik kemik

Sekil 2.4: Osteoartritik eklemdeki degisiklikler (57).
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OA'nin patofizyolojik prosesi ii¢ kisimda incelenebilir: ilk asamada matriks-agi
molekiiler diizeyde degrade olmaktadir. Sivi igerigi artmakta ve agrakan gibi matriks
molekiillerinin hacmi azalmaktadir. Bozulan kollajen aginin yapisi kartilaj sertliginin
azalmasma neden olmaktadir. Ikinci asamada kondrositler, artmis proliferasyon ve
metabolik aktivite ile meydana gelen hasar1 kompanse etmeye ¢alismaktadir. Hiicre
topluluklart yeni sentezlenen matriks molekiilleriyle ¢evrelenmektedir. Bu durum birkag
yil devam edebilmektedir. Ugiincii asamada kondrositler onarim aktivitesini
siirdiirememekte, boylece kikirdak dokusunun tamaminin kaybiyla sonu¢lanmaktadir.
Subkondral kemikte fibrilasyon ve kistik yapilarin olusumu gozlenir ve OA'yr diger
artritlerden ayiran osteokondral nodiiller yani osteofit olusumu gergeklesir (Sekil 2.4)

(2, 60).

_ Kas atrofisi —B;fmma,'—l
Kemik yeniden Kalsitonin
_ sekillenmesi -— BMP7 |
~ ve sklerozis e
IL-1{ inhibisyonu
Kikirdak o ]IzI!tIP irghl_K'i ?“nu
s Ka' Kin n
bozulmasi Agrekanaz inhibitarieri
Meniskal hasar BMP7
| FGF18
Sinoviyal q— ¢ =2 TR 3
TNF inhibitérleri
it 1L-1 inhibitorleri
~ Osteofit Bradikinin antagonistieri

™ Ligament islev yitimi

\ - = -
Dedismis yag f =
metabolizmasi | Leptin

Sekil 2.5: Sinoviyal eklemlerde OA gelisimine sebep olan molekiiller ve aktivite gosterdikleri dokular
(61).

Osteoartritik kikirdakta fizyolojik olarak kartilaj gelisiminde gerekli birgok
bliylime faktorii, sitokin ve sinoviyum kondrositler tarafindan iiretilmektedir. ECM
sentezi IGF-1, TCF-B, FGF ve BMP gibi anabolik faktorlerce stimiile edilmektedir
(Sekil 2.5) (2).
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Sekil 2.6: Osteoartritin molekiiler ve hiicresel mekanizmasi (1).

Kondrositler matriks onarim prosesini stimiile ederken fibronektin ve tip-2
kollajen  fragmentleri  gibi  protein  degredasyon fragmentlerinin  kikirdak
degredasyonunun indiiklenmesinde rol oynadigi goriilmiistiir. Katabolik kissmda MMP
sentezi artmus ve TNF-a, IL-8, IL-17, IL-1 gibi inflamatuar sitokinlerin, ECM

komponentlerinin ve MMP inhibitorlerinin sentezi azalmistir (Sekil 2.6) (2).

2.5 TANI KRITERLERI

OA tanist basglica klinik ve radyografik olarak belirlenir ve radyografi
goriintiileri hastaligin derecesini belirlemek altin standarttir. En yaygin olarak kullanilan
tani kriterleri Amerikan Romatoloji Koleji (ACR) (2012) tarafindan gelistirilmistir (62).
OA heterojen bir hastalik oldugu i¢in farkli eklem bolgeleri igin farkli tani kriterleri
gelistirilmistir (9). Klinik kriterler, klinik ¢alismalarda hastalarin dogru siniflandirilmasi
icin  kullanilirken, radyolojik  kriterler hastaligin  tam1  ve progresyonunun

degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Yayinlanan ¢ogu raporda degerlendirme tanisi
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icin, Kellgren ve Lawrence tarafindan gelistirilen 0-4 kademeli radyografik o6l¢ekte, 2
veya daha yukarist (belirli osteofitler ve olasi eklem araliginda daralma) bir altin

standart olarak kullanilmistir (63, 64).

Onceden yapilan bir ¢ok calisma, etkilenen eklemin radyografik OA bulgular1
ile klinik semptomlar1 arasinda korelasyon olduguna dair sonuglar elde ederken (65, 66,
67), son zamanlarda farkli bolge ve biiyiikliikteki popiilasyon ¢alismalari bu iki bulgu

arasinda her zaman korelasyon olmadigini gostermistir (68, 69).

2.6 SINIFLANDIRILMASI

OA’nin smiflandirilmast igin etiyolojik sebebi ve eklem tutulumuna gére olmak

tizere iki biiylik sistem One stirilmiistiir (25).

A) Tutulan ekleme gore simiflandirma

-Monoartikiiler, Oligoartikiiler veya Poliartikiiler (yaygin) tutulumlar
-Eklem i¢inde tutulum gosteren ana bolgeler:
Kalcga (superor, medial, konsantrik),
Diz (medial, lateral, patellofemoral),
El (Interfalangial eklemler, bagparmak karpometakarpal eklem),
Vertebra (apofizer eklemler, intervertebral disk hastaligi),

B) Etiyolojiye gore siniflandirma

1. Primer (idyopatik) OA
2. Sekonder OA (Nedeni tespit edilebilenler)
a. Metabolik nedenlere bagh
1. Okronozis
2. Akromegali
3. Hemakromatozis

4. Kristal depo hastaligi
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b. Anatomik nedenlere bagh
1. Femoralepifiz kaymasi
2. Epifiziyaldisplaziler
3. Blount hastalig1
4. Legg-Calve-Perthes hastaligi
5. Kalganin konjenitaldislokasyonu
6. Bacak boyu esitsizligi
7. Hipermobilitesendromlari
c. Travmatik nedenlere bagh
1. Major eklem travmast
2. Eklem fraktiirii veya osteonekroz
3. EKlem operasyonu
4. Kronik hasar (is ve ugrasiya bagh artropatileri)
d. inflamatuar nedenlere bagh
1. Inflamatuarartritler
2. Septik artrit

Bunun haricinde spesifik 6zelliklerine gore de siniflandirma yapilabilmektedir
(25).

C. Spesifik ozelliklerine gore

a. Inflamatuvar OA

b. Eroziv OA

c. Atrofik veya destriiktif OA

d. Kondrokalsinozis ile birlikte olan OA

e. Digerleri

18



2.7 DiZ OSTEOARTRITI

Osteoartrit diinya genelinde yetiskinlerde en sik rastlanan eklem hastaligidir. Diz
osteoartriti en sik goriilen (biitiin yetigkinlerin %6 s1) tipidir. Diz OA ozellikle yash
insanlar arasinda ¢ogu Oliimle sonuglanan sakatlanmalarin en yaygin sebebidir. OA
gelisimi gibi diz OA da yasla birlikte artar. Primer diz OA, bilinen herhangi bir baslatan
faktor olmadan gergeklesir. Diz OA tanis1 Amerikan Romatoloji Koleji (ACR)
tarafindan belirlenen kriterlere gore koyulur (62). Eklem kikirdaginda goriilen
yumusama, yarilma ve fibrilasyon ile subkondral kemik sklerozu, kist ve osteofitler
OA’ya igaret eden baslica makroskobik bulgulardir (70). Epidemiyolojik ¢alismalar diz
osteoartrit de endojen ve eksojen risk faktorlerinin etkili oldugunu ortaya koymustur
(Cizelge 2.1) (71).

Diz OA prevalansit 70 ve 74 yaslar arasinda %40'lara varacak oranda artar.
Klinik isaretler ve semptomlar baz alinarak yapilan teshiste bu oran %10’a diigmektedir.
Amerikada son zamanlarda yapilan bir ¢calismaya gére 2005 yilinda 27 milyon kisiyi
etkileyen OA'nin son 10 y1l i¢inde % 29 arttig1 belirtilmistir (71).

Cizelge 2.1. Diz OA gelisiminde risk faktorleri (71).

Yas Makro travma

Cinsiyet Tekrarlayan mikro travma
Kalitim Fazla kilo

Etnik Koken Rezektif eklem operasyonu
Post-Menapozel Yasam bic¢imi etkenleri
Degisimler (Alkol,Sigara...)
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Ingiltere Hindistan ve Cin'de diz OA goriilme siklig1 kadinlarda erkeklere oranla
daha fazladir (3). Diz OA’nin radyolojik bulgularina semptomlar eslik etmeyebilir. Diz
OA’s1 radyolojik olarak gosterilmis hastalarin sadece %15'inde diz agris1 sikayeti
mevcuttur. Calismalar, 60 ve 64 yaslar arasindaki erkeklerde diz OA'nin sag dizde
(%23) sol dizden (%16,3) daha sik rastlandigini gosterirken, kadinlarda her iki dizde
yaklagik oranlarda (sag dizde %24,2, sol dizde %24,7) bulundugunu gostermistir (71).

Cizelge 2.2. Farkli populasyon ¢aligmalarinda Semptomatik Diz OA' nin yasa bagimli artis1 (72).

20 —e&— Johnston County

—@—Framingham
15 —m— NHANES(IIl)
" 0—0—/_.—.

55 60 65 70 75 80

Semptomatik Diz QA Prevalansi
(Etkilienenlerin % Qrani)

Yas

Diz OA'nin yasla birlikte artis gosterdigi populasyon tabanli ¢aligmalarla da
gosterilmistir (Cizelge 2.2). Ornegin, Framingham osteoartrit calismasi, diz OA
prevalansini 60 yas ve tlizeri 1420 kiside belirlemistir (73). Johnson Country Osteoartrit
Projesi, diz ve kalga OA'l1 bireyler ile Kuzey Carolina'da yapilmis populasyon tabanli
bir calismadir. 1/3'i Afrikali Amerikan olan 3000 bireyle ¢alisilmistir. Radyografik KL
skoru 2 ve ilizerinde diz OA's1 olan ve semptomatik OA'ln bireylerin dahil edildigi
calismada, diz OA prevalansi arastirilirken, 56-64 yaslar1 arasindaki bireylerin
%?26.2'sinda ve 75 yas ve lizeri bireylerin yarisinda goriildiigi tespit edilmistir. Ayni
grupta semptomatik OA %16.3 ve %32.8 civarinda bulunmustur (73). Ayrica, yeni bir
Framingham osteoartrit ¢alismasi son 20 yil iginde, semptomatik diz OA'nin oraninda

iki ya da ii¢ kat bir artis oldugunu belirtilmistir (70).

Populasyon diizeyinde yapilan bazi ikiz ¢aligmalari incelendiginde, kadinlardaki
diz ve kalga OA varyasyonlarinin %39-65'nin genetik faktorlerin etkisiyle gelistigini

gostermistir. Son zamanlarda, manyetik rezonans (MR) goriintiileme sonuglar1 baz
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alinarak kadinlardaki diz kikirdak voliimiiniin yliksek oranda (%61-76) kalitildig:
belirtilmistir. Diger populasyon calismalari, hastaliga genetigin belirgin bir katkisi
oldugunu gosterirken, farkli eklem bolgelerinde yapilan ¢alismalarla karsilastirildiginda
diz OA'nin genetik etmenler ile iliskisinin bulunmasinda basarisiz olmustur. Sebebi ise

heniiz agiklanamamuistir (10).

2.8 OSTEOARTRITIN GENETIK YONU

Osteoartrit genetik ve cevresel faktorler ile sekillenebilen multifaktoriyel bir
hastaliktir. OA'da genetik yatkinligin kaniti ilk olarak 1940'larda rapor edilmistir (74).
Aile oykiisii ya da ailesel yigilim g¢alismalart gibi epidemiyolojik ¢alismalar, evlat
edinme c¢aligmalari, ikiz c¢aligmalari, baglant1 analizleri, aday gen calismalar1 ve
kondrodisplazi gibi nadir goriilen genetik diizensizliklerin OA ile iliskisinin kesfi, bu

konuda kaynak olarak kullanilan arastirmalardir (13, 75, 76).

Bu konuda ilk ¢alisma 1941'de Stecher tarafindan yapilmistir (74). Devam eden
calismalarda arastirmacilar eldeki osteoartritik parmakta bulunan Heberden nodiillerinin
genel populasyonla kiyaslandiginda ikiz ciftlerinde 3 kat daha fazla benzer oldugunu
gostermistir (77). Ayrica bu lezyonlarin otozomal dominant karakterli ve kadinlarda
prevalansinin daha yiiksek oldugu sonucuna varilmistir. Benzer bir aile ¢alismasi
1960'da Ingiltere'de genel osteoartrit semptomlari olan bireylerle yapilmis ve bir dnceki
vaka ile benzer sekilde hastalik ile ikiz olmak arasinda bir iliskinin oldugu gosterilmistir
(78). Daha sonraki ¢alismalar ise Heberden ve Bouchards nodiillerinin aile baglantisinin
varhig ile iliskisi oldugunu destekler niteliktedir (79, 80). Ilk olarak en énemli genetik
bozuklugun kollajen molekiillerini kodlayan genlerde olmasi beklenmistir fakat Col2Al
(tip-2 kollajen) genindeki polimorfizm osteoartritten ¢ok kondradisplazi ile iligkili
bulunmustur. Baz1 tek niikleotid polimorfizmleri ise primer OA nin kii¢iik bir alt grubu
ile iligkili bulunmus fakat bununda hafif kondradisplazisi ile direkt iligkili oldugu tespit
edilmistir. Benzer sonucu olan c¢aligmalara dayanarak OA'nin tek gen hastaligi degil

multifaktoriyel bir hastalik oldugu anlasilmistir (3).
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OA ile iliskili olarak yapilan ailesel yigilim c¢alismalari sonucunda, hastaligin
otoimmiin artropatilerden daha diisiik ve tip 2 diyabet gibi metabolik artropatilerden
daha yiiksek bir ailesel yigilim gosterdigi tespit edilmistir. Ancak ailesel yigilim
durumunun yalnizca genetik faktérlerden kaynaklanmayacagi, benzer ¢evre kosullarina

ortak maruziyet sonucu da gelisebilecegi belirtilmistir (75, 81).

Zhai G. ve ark.larinin (2007) yaptiklan ikiz c¢aligmasinda, monozigotik ve
dizigotik ikiz gruplar1 arasinda yas, cinsiyet ve viicut kiitle indeksi gibi diger bilinen
risk faktorleri icin veriler esitlendikten sonra OA'nin kalitsalligi hesaplanmistir. Bu
calismalarin sonucunda radyografik osteofitler, eklem araligindaki daralma, Heberden
nodiilleri ve diz agris1 arasindaki korelasyonlarin monozigotik ikizlerde dizigotik
ikizlerden daha yiiksek oldugu gosterilmistir (81, 82). Bu bulgular kadinlarda, bilinen
cevresel veya demografik faktorlerden bagimsiz olarak, genetik faktorlerin radyografik
kalca OA da %60, diz OA da ise %39 etkili oldugunu gdstermistir. Ikiz calismalar1 ve
ailesel yi1gilim calismalarinin diger bir ¢alisma odagi da kikirdak hacmi ve hastaligin

progresyonuna genetik katkinin aragtirilmasidir (75).

Bunun yani1 sira genetik temele sahip bir dizi nadir hastalik erken baglayan OA
ile kesin olarak iligkili bulunmustur. Yapilan ¢alismalarda, ¢ogu otozomal dominant
olarak kalitilan ailesel kalsiyum piropsfat depozisyonu (KPD), hidroksiapatit artrit,
Stickler sendromu, kondrodisplazi, epifiziyal displazi, multiple epifiziyal displazi ve
Kniest displazi gibi genetik diizensizlik kaynakli hastaliklarin, ¢esitli dejeneratif ailesel
OA tipleri ile birlikte seyrettigi tespit edilmistir (83).

Bugiine kadar Ingiltere, Finlandiya, izlanda, ve Amerika Birlesik Devletleri'nde
kalga, diz, veya el OA tespit edilmis hastalarda yapilan, kiiciik aile ya da ikiz
caligmalarina dayali genom baglant1 analizleri sonucunda 2, 4, 6, 7, 11, 16, 19 ve X
kromozomlar1 {izerinde OA yatkinlifi barindiran birgok genis genomik aralik
belirlemistir (84-89). Son zamanlarda gerceklestirilen bir OA meta-analiz ¢aligmasinda
ise 893 ailede 3000 etkilenen bireye tiim genom taramasi yapilmis ve yapilan
calismanin sonucuna dayanarak biiylik olasilikla 7934-7936.3, 11p12-11q13.4, 6p21.1-
6015, 2031.1-2934 ve 15021.3-15026.1 gibi kromozom bolgelerinin OA yatkinlik

genlerini bulundurabilecegi sonucuna varilmistir (Cizelge 2.3) (86).
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Cizelge 2.3. Genomik baglanti1 analizi sonucu osteoartriti ile iligkilendirilen kromozom bélgeleri (13).

Bolgede bulunan

Kromozom Sitogenetik lokasyon genler Baglanti calismasi Baglantih vaka

1 1p32—p22 - ABD El OA

2 29122921 IL1 Finlandiya El/Diz/ Kalga OA
2931.1-2934 FRZB Ingiltere Kalga OA
2p23.2-2p16.2 MATN3 Izlanda/ ABD El OA

3 3p22.2-3p14.1 - izlanda El OA

4 4026-4q32.1 - Finland, El OA

Izlanda

6 6p21.1-6915 BMP5, HLA Ingiltere Kalga OA

7 7034-7036.3 - ABD El OA
7p15-7p21 - Finlandiya El OA

11 11p12-11q13.4 LRP5 Ingiltere Kalga OA

13 13033.1-13934 - ABD El OA

15 15021.3-15026.1 - ABD El OA

16 16p13.1-169g12.1 IL4R Ingiltere/ izlanda Kalga OA
16022.1-923.1 - Ingiltere Diz OA/ Kalga OA

19 19qg13 - ABD, Ingiltere El OA

X X cen - Finlandiya El OA

OA ile iliskili yapilan ilk biiylik genom genisligi iliskilendirme ¢aligmasinda diz
OA'l1 hastalarda 500000 marker taranmis fakat belirlenen varyantlardan anlamli sonug
elde edilemistir (91). Daha sonra Japon bir grup, 94 diz OA'll hasta ve 658 kontrolde
80000 e yakin marker kullanarak ve ikinci bir ¢alisma olarak da 646 diz OA'l1 hastada
ve 631 kontrolde 2153 single nucleotid polymorphism (SNP) tarayarak bir ¢alisma
yapmislardir. Sonug olarak double von Willebrand factor A (DWVA) gen lokusunda
kodlanan 2 varyant (rs11718863 ve rs7639618) ile giiclii bir baglanti (OR=1.43,
P<7x 10'11) bulmuslardir. Bu iki SNP'nin ayrica DWVA proteininin B-tiibiilin proteinine
baglanmada da etkili oldugunu gostermistir ve arastirmacilar tiibiilin ve mikrotiibiillerin,
osteoartrit patogenezinde koruyucu bir faktér oldugunu ileri siirmiislerdir (92). Daha
sonra yapilan calismalarda bu iki SNP'nin beyaz ik (Ingiltere ve Avrupa) iizerinde
yapilan ¢alismalarda diz ve kalca OA {izerinde bir etkisi olmadig1 belirlenmistir. Bu
sonuglar OA da genetik risk acisindan iki populasyon arasinda heterojenite oldugunu

gostermistir (93,93,95).
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Osteoartrit gelisimi ve patogenezinde etkili olabilecek aday genlerin
belirlenmesi i¢in benzer ¢alismalar, farkli populasyonlarda ve farkli markerlar ile meta-

analiz ¢alismalariyla da desteklenerek devam etmektedir (75,76,96,97).

2.8.1 Aday Genler

Osteoartritin kalitsal bir hastalik olduguna dair bulgular hangi genlerin sorumlu
oldugu sorusunu ortaya ¢ikarmistir. Osteoartrit, eklem kikirdaginin ilerleyen kaybiyla
karakterize edilen bir hastalik oldugu i¢in aday gen arastirmalarinda, genom g¢apinda
iligkilendirme ve baglanti analiz calismalarinin da sonuglarindan yararlanilarak,
ozellikle eklem ve kemikte bulunan yapisal protein genleri, ekstraselliiler matriks
bilesenlerine ait genler ya da yapisal olmayan proteinlere ait genler {izerine
odaklanilmistir (1,13,83,98). Bunun yani sira, bireylerde OA i¢in risk faktorii olugturan
lokal biyokimyasal faktorler, obezite, eklem deformitesi, iskelet ve kas formasyonu,
kemik yogunlugu, sinovit, inflamatuvar yanit, oksidatif stres gibi etkenler kalitsal
olarak sekillenen ozellikler oldugu icin OA yatkinligit veya progresyonunun

arastirilmasinda aday gen bulundurabilecek yolaklari teskil ederler (Sekil 2.7) (13).

Hastaligin kalittimi iizerine yapilan ¢alismalardan elde edilen ipuglari, hayvan
modellerindeki iskelet diizensizliklerinden yola g¢ikarak bir kisminin tek-gen
defektlerinden kaynaklandigini (99, 100), daha nadir goriilen ailesel OA'nin ise kollajen
ve diger yapisal genlerden kaynaklandigini gostermektedir (101, 102). Yapilan
caligmalarda, OA bulunan bazi ailelerde COL2A1 geninde mutasyon oldugu rapor
edilirken (103, 104) bazilarinda OA'l ailelerde bu genin hastalik lokusu olmadig:
belirtmistir (105, 106). Bu tip tamamen ailesel hastaliklar nadirdir ve az sayidaki ailesel

calisma sonugclari hastaliga genetik katkinin ortaya koyulmasi i¢in yeterli degildir (76).
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Sekil 2.7. Genlerin OA iizerine etki mekanizmasi (13).

Erken aday gen calismalari COL2A1 gibi kikirdak komponentleri {izerine
odaklanmistir. COL2A1 eklem kikirdaginin baglica kollajen6z komponenti olan tip-2
kollajenin alfa-1 polipeptit zincirini kodlar. COL2A1 gen bélgesinde meydana gelen
mutasyonlar genellikle bazi kondroplazi formlari ile iligkili bulundugu i¢in bu vakalarda
genel OA olabilecegi rapor edilmistir. Akraba olmayan ailelerde yapilan bir ¢aligmada
ise COL2AL1 gen bolgesinde, 19. arjininin sisteine ve 75. arjininin sisteine doniisiimiine
neden olan iki mutasyonun erken OA, genel OA ve kondraplazi ile iliskili oldugu rapor
edilmistir (13, 83). Bunun yanisira tip 1V, V ve VI kollajen, eklem oligometrik protein
(COMP) gibi eklemde eksprese olan diger genlerde meydana gelen nokta mutasyonlarin

OA'nin kalitilan formlarinin sebebi olabilecegi belirtilmistir (1).

Bugiine kadar yayinlanmis derleme ¢alismalar1 tizerine yapilan bir incelemede
80'den fazla aday gen ortaya kondugu tespit edilmistir (98). Baglanti ¢alismalar1 2q, 4q,
69, 9q, 11q ve 16p kromozom bolgeleri iizerinde yer alan kantitatif 6zellik lokuslarini
(QTL) ortaya c¢ikarmistir. Bu kromozomlar {izerindeki, extraselliiler matrikste bulunan

bir glikoprotein olan fibronektin, kemigin 6nemli bir bileseni olan tip V kollajenin 2-

25



alfa zinciri, 2. kromozomun 2¢g23-25 bolgesinde yer alan ve nétrofil aktivasyonu ile
kemotaksi regiilasyonu i¢in Onemli olan interlokin-8 reseptér proteini ve 11.
kromozomun q kolu {izerinde kiimelenmis MMP genleri, Cartilage Matrix Protein
(CRTM) (martilin-1), Agrekan (AGC1), Cartilage Link Protein (CLTP)-1, Vitamin D
Reseptor (VDR) protein, Estrogen Reseptor (ER) Protein ve Insulin Growth Factor
(IGR)-1 genleri OA i¢in aday gen olarak gosterilmistir (76, 107). Yapisal olmayan
proteinler arasinda belirtilen aday genlerde ise, frezzled-related protein 3 (FRZB 3),
Asporin (ASP) ve Double von Willebrand faktéor (DWVA), Growth Differentiation
Factor (GDF)-5, Transforming Growth Factor (TGF)-p baglanma proteini 3 genleri
calistlmistir (Cizelge 2.4) (1).
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Cizelge 2.4. Osteoartrit ile genetik baglantisi bulunan bazi genler (13).

Sembol Gen Adi Baglanti Bilinen ya da Varsayilan
vaka Fonkiyonu
. . . . Kikirdak proteoglikan
AACT (Alpha-1 antiproteinase, an_tlt_rypsm) Diz OA degredasyonunda  gorevli
Alfa 1 antiproteinaz, antitripsin serin proteinazin  dogal
inhibitorii
A Disintegrin And Osteoklast f
Metalloproteinase . steoklast formasyonu ve
ADAM12 (Bir Disintegrin ve Diz OA hiicre-hticre ~ fiizyonunda
Metalloproteinaz) gorevli metalloproteazlar
TGF-B biiyiime faktoriiniin
ASPN Asporin Kalga OA, Diz OA aktivitesini diizenleyen
ekstraseliiler kikirdak
ekstraseliiler proteini
Bone Morphogenic Protein 2 . 0
BMP2 ; . . Diz OA steogenez ve
(Kemik morfogenetik protein 2) kondrogenezde gorevli
Bone Morphogenic Protein 5 e :
BMP5 - . . Kalca OA Artikiiler kondrosit
(Kemik morfogenetik protein 5) alga aclisimi regiilasyonu
. Sinyal transdiiksiyonunda
Calmodulin 1 ; :
CALM1 : Kalga OA gerekli proteinlerle
(Kalmodulin 1) etkilesen intraseliiller
protein
Cartilage Interm.ediate Layer . Kikirdak matriks genlerinin
CILP Protein . Diz OA, LDD TGF-Bl-aracili
(Kikirdak ara tabaka protein) indiiksiyonunun inhibisyonu
(Collagen, type I, alpha 1) . Major kikirdak kollajen,
COL2A1 Tip Il kollajen Diz OA yapisal kikirdak
komponenti
Cartilage oligometric matriks
protein i Kikirdak trik
comp (Kikirdak oligomerik matriks Diz OA mlaklrro?nolekﬁl fatris
protein)
. OA’da  COX-2-saliniml
COX2(PTGS2) Prostaglandin Diz OA Omurga  pGg2) ~  aracil
OA kartilajproteoglikan
degradasyonu
lodotreonin deiodinaz enzyme type 2 Hedef dokuda aktif tiroid
D102 (lyodotreonin deiodinaz enzim tip 2) Kalga OA, GOA  hormon diizeyinin
intraseliiler regiilasyonu
Kondrositlerde,
Estrogen receptor alfa . proteoglikan degradasyonu
ESR1 (OstrOJ'gen resegtér alfa) Diz OA, GOA  (iizenlenmesi ve matriks
metalloprotease mRNA
ekspresyonu
Secreted fri;zled-rg!atts'd' protei'n Kalca/diz OA, Wnt  antagonisti ve
FRZB (Salinmis frizzled-iligkili protein GOA kondrositlerin olgunlasma

3)
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Cizelge 2.4. Osteoartrit ile genetik baglantis1 bulunan bazi genler (devami) (13).

Sembol Gen Ad1 Baglantih Bilinen yada Varsayilan
vaka Fonkiyonu
Growth and Differentiation Factor 5 Kemik  morfogenetik aile
GDF5 (Biiyiime farklilagma faktorii 5) Kalga OA tiyesi, bliylime ve farklilasma
regiilasyonu
Antijen sunumu  ve immiin
HLA Human leukocyte antigen system El/kalga/diz OA, ~ Yamt spesifitesinde
(Insan 16kosit antijen sistemi) GOA HLA/antijen  kompleksinin
T-hiicre reseptoriine
baglanmasi
L-igen intrioukin l oceptor antagonist Sinoviyum ve kondrositerde
) i metalloproteaz en
grubu (Interl6kin-1 ahia, beta ve interlokin Kalga/diz OA ekspresgonunun g
1 reseptor antagonist) diizenlenmesi
. . Kikirdak kondrositinde
IL-4R Interlokin-4 reseptor Kalga OA mekanik sinyallere cevap
olusumunda
) ILR-a  indiklii  kikirdak
IL-6 Interlokin 6 Kalga/Diz OA degredasyonunda
gerekli proinflamatuvar yanit
) Anti-inflamator  sitokinlerin
IL-10 Interlokin 10 Diz/El OA IL-1 sentezini
inhibe etmesi
Leucine-Rich Repeats And
Calponin Homology (CH) 1 . o
LRCHI (Losin-zengin tekrarlar ve Kalca/Diz OA Bilinmiyor
kalponin homoloji (CH) 1)
Low Density Lipoprotein Receptor- ) Beta-katenin yolagiyla Wnt
LRP5 Related Protein 5 Diz OA sinyal iletiminde rol alan
(Diisiik dansiteli lipoprotein reseptor
reseptor-iliskiliprotein 5)
MATN3 Matrilin 3 El OA Omurga OA  Ekstraseliiler matriks
makromolekiilii
OPG Osteoprotogerin Diz OA Osteoklastogenezin
diizenlenmesi
RHOB Ras Homolog Family Member B Kalga OA, Diz GTPaz ile timor siipresor
Ras homolog gen ailes iiyesi B OA aktivitesi _(PIBK/AKt
yolaginin antagonisti)
. . . . Redoks aracili reaksiyonlarla
TXNDC3 Thlqredoxm.Dc.)ma.ln Qontammg 3 Diz OA bazi hiicresel  proseslerde
(Tioredoksin igerikli domain 3) protein disiilfidrediiktaz
katilimi
Plasminojen-bagli  protein,
TNA Tetranektin Diz OA ekstraseliiler matriks
degredasyonunun
diizenlenmesi
Vitamin D receptor . OA progresyanunda serum
VDRI (Vitamin D reseptor) Diz OA diizeyini etkileyen niiklear
reseptor
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2.8.1.1 A Disintegrin And Metalloproteinase 12 (ADAM12)

Ekstraselliiler matriksin (ECM) proteolitik prosesinde gorev alan ¢ok sayida
protein ailesi, alt birim yapilarina gore gruplandirilmistir. Bunlarin iki biliyiik grubunu
serin protezlar (trombin, doku plazminojen aktivatdrii, urokinaz ve plazmini gibi...) ve
23 iyeden olusan yiiksek oranda korunmus Zn-bagimli endopeptidaz olan Matriks
Metalloproteinazlar (MMP) teskil eder. Bu iki biiylik grubun ECM yikiminda ve kanser
metastazinda 6nemli rolleri vardir. Ugiincii grup tolloid ailesi metalloproteinazlar iken
son grup hiicre-hiicre adezyonu ve proteolizde gorevli, transmembran bir glikoprotein
olan ADAM veya Metalloproteaz/Disintegrin/Sistein (MDC)'lerdir (108). Bunlara ek
olarak tendon ve diger bag dokulardaki ECM kompozisyonunun regiilasyonunda A
Disintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin Motifs (ADAMTS) ve Tissue
Inhibitor Metalloproteinase (TIMP) aileleri de gérevlidir (109).

ADAM ailesi iiyeleri, trans-membran, ¢inko-bagimli metalloproteazlar olup,
diger islevsel kisimlarini olusturan bir disintegrin bulundururlar. Bu yapilariyla adezyon
proteinlerinin ve proteinazlarin 6zelliklerini bir arada tasirken, hiicre-hiicre etkilesimleri
ve hiicre matriks etkilesimlerinde 6nemli rol oynarlar (108). Ayrica bu molekiillerin
bliylime faktorii salinimi, hiicre adezyonu ve filizyonu, inflamasyon ve immiin
reaksiyonlarda rol aldig1 gosterilmistir (109). ADAMI12 malignant timor ve plasenta
gibi yeniden diizenlenmenin ve gelisimin hizli oldugu dokularda yiiksek diizeyde ifade
edilen aktif bir proteinazdir (18). Bugiine kadar hiicre-hiicre interaksiyonu, fertilizasyon
veya kas gelisimi gibi ¢esitli fonksiyonlara sahip yaklagik 30 tane ADAM ailesine ait
protein ve 19 farkli gen tanimlanmistir (108,109).

ADAM12 birbirine eklenen iki varyant olarak eksprese edilir; transmembran
ADAM12-L (uzun form) ve salgilanan ADAM12-S (kisa form). ADAMI12-L prototipi
ekstraselliiler prodomain (P), katalitik (C), disintegrin (D), sisteince zengin (CR) ve
Epidermal Growth Factor (EGF) benzeri 5 bolge, sinif 1 transmembran bolge ve bir
sitoplazmik kuyruktan olusturacak sekilde diizenlenir. ADAMI12-S 5 ekstraselliiler
bolge ve C terminal ucunda 33 amino asitlik bir kuyruk bulundurur. Bu iki varyant
furin-benzeri bir proteaz ile prodomain ve katalitik domainin arasindan islenir ve

olgunlagir. Daha sonra ekstraselliiler bosluga ya da plazma membranina transloke olur.
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ADAMI12 aktif bir metalloproteazdir, IGFBP-3 ve -5 tarafindan boliiniir ve pro-EGF
ektodomaininin salinimina aracilik eder. ADAMI12'nin metalloproteaz aktivitesinden
katalitik domain sorumludur ve ii¢ tane ¢inko bagimli histidin ile korunmus
HEXXHXXGXXH motifi i¢erisinde katalitik bir glutamik asit igerir (Sekil 2.8) (110).
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Sekil 2.8. Transmembran ADAM proteinlerinin genel molekiiler yapisi . PRO; intraselliller trafigin
kontrol edilmesinde rol oynayan amino-teminal propeptit, MP; metalloproteinaz domain, DIS;
katalitik aktivitesi i¢in {i¢ tane karboksil u¢ bulunduran disintegrin domain, CR; genellikle EGF
ile iligkili disiilfit baglari bulunduran sisteince zengin bolge, TM; transmembran domain, CD;
sitoplazmik domain (111).

ADAMI12 geni 376,178 baz cifti uzunlugunda, 24 ekzona sahip, anlamli zincir
tizerinde, 10926 bolgesine lokalize olarak bulunur (Sekil 2.9.) (112,113).
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Sekil 2.9: ADAM12 geninin kromozom {izerindeki lokalizasyonu (114).
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Yapilan c¢alismalarda ADAMI2°nin OA patogenezi ile iliskisi oldugu
saptanmistir. ADAMI12 gen polimorfizmi diz OA gelisimi ve progresyonu ile iligkili
bulunmustur fakat farkli populasyon ¢aligsmalari bu bilgiyi destekler nitelikte degildir.
Simdiye kadar ADAMI12'min OA vyatkinlig1 iizerindeki etkisini arastirmak icin
fonksiyonel bir ¢alisma veya meta-analiz ¢alismasi yapilmamistir (115).

Osteoartritik eklemde diger ADAM genlerinden farkli olarak, ADAMI12 fazla
miktarda eksprese edildigi ve insiilin benzeri IGFBP-5 degredasyonu ile IGF-I aracili

kondrosit proliferasyonunu arttirdigi belirlenmstir (110).

2.8.1.2 Growth and Differentiation Factor 5 (GDF5)

Cartilage Derived Morphogenetic Protein 1 (CDMP1) olarak da bilinen GDF5,
bir TGF-B siiper ailesi iiyesi olup, Bone Morphogenic Protein (BMP) alt familyasi ile
iligkilidir (116).

TGF-B siiper ailesi, serin/treonin kinaz reseptorlerine baglandiklarinda yanit
olusturan, fonksiyonel olarak farkli biiyiime faktorleri ve sinyallerden olusurlar.
Proteinlerin herbiri polibazik proteolitik proses bdlgesi ile 7 korunmus sistein
rezidiislinii iceren bir C-terminal bolgeden olusur. 2 ekzon igermekle birlikte insan
kromozomal 20q11.2 bolgesinde lokalizedir. Bu genler BMP’lerle yakindan iligkilidir
(117).

BMP familyast1 TGF-B siliperfamilyasinin  bir kismimi olusturur. BMP

familyasina ait proteinler yapisal benzerliklerine gore 3 alt gruba ayrilirlar;
1) BMP-2 ve BMP-4,
2) BMP-5, BMP-6/Vgrl, Osteojenik Protein (OP)-1/BMP-7,

3) GDF-5, GDF-6, GDF-7.

31



BMP proteinlerinin in vivo ektopik kemik ve kikirdak olusumunu indiikledigi
belirlenmistir. In vivo olarak yapilan diger ¢aligmalar BMP’lerin kondroblastlarda
proteoglikan sentezinin stimiilasyonu, kondrojenik ve osteojenik farklilasmada kollajen
ve alkalin fosfataz sentezi ve noral hiicrelerde farklilasmanin indiiklenmesi gibi farkli

hiicre tiplerinde farkli biyolojik gorevlere sahip oldugunu gostermistir (118).

GDF5 geni 21,424 baz ¢ifti uzunlugunda, 4 ekzona sahip, anlamli zincir
tizerinde ve 20ql1.2 kromozom boélgesine lokalize olarak bulunur (Sekil 2.10.)
(119,120).
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Sekil 2.10. GDF5 geninin kromozom tizerindeki lokalizasyonu (121).

BMP ailesi iiyesi olan GDF-5, in vivo kemik ve kikirdak olusumunu, in vitro
kondrojenik fenotip ekspresyonunu indiikkler. GDF-5/CDMP1 predominant olarak
prekartilajendz mezensimal kondenzasyonda ve gelismis uzun kemiklerin kikirdak
¢ekirdeginde eksprese olur. Fare GDF-5 genindeki mutasyonlar brakipodizm olarak
bilinen anormal iskelet gelisimi ile sonug¢lanmaktadir (118). GDF5 insan embriyosunda,
uzun kemiklerdeki promordial kikirdagin aktif degredasyon bolgesinde ve kemik
matriks formasyonunda eksprese edilir fakat aksiyal iskelette eksprese olmamaktadir
(Sekil 2.11.) (122).
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A — — GDF5-001

P.cys268_ser276delCPSGRAPASINSLLSALLDVN

& Brachydactyly, type A1, C MIM 615072
S Brachydactyly, type A2, MIM 112600
@—— Brachydactyly, type C, MIM 113100
®—— Acror dysplasia, Hunter-Thompson type, MIM 201250
Chondrodysplasia, Grebe type, MIM 200700
e Du Pan Syndrome, MIM 228800
Osteoarthritis susceptibility, MIM 612300
Multiple synostoses syndrome 2, MIM 610017
@ Symphalangism, proximal, 1B MIM 615298

Sekil 2.11: A. Ensembl veritabaninda gosterilen insan GDF genine ait genomik diizen
(http://www.ensembl.org) B. Amino asit baz ¢iftlerinden olusan kodlayan bdlgenin uzunlugu;
ekzon 1 tarafindan kodlanan 210 a.a. ve ekzon 2 tarafindan kodlanan 291 a.a. C. Molekiiler
proseslere gore insan GDF-5 proteinin bolgeleri (http://www.uniprot.org/uniprot/P43026) D.

Insan GDF-5 proteinin domaninleri (123).

Son yillarda yapilan ¢alismalar, insan GDF-5 genindeki mutasyonlarin resesif
kondroplaziyle iliskili oldugunu gostermistir (118). Insanlarda GDF-5 mutasyonlar
apendikiiler iskelette degisimlere neden olmaktadir. Ayrica insanda, ¢esitli kondraplazi
tipleri, proksimal simfalanjizm ve brakidaktili tip C ve A gibi bir¢ok iskelet sistemi

hastaligit GDF5 mutasyonu ile iliskili bulunmustur (122,124).

2.8.1.3 Tissue Inhibitor Metalloproteinase 4 (TIMP4)

Eklem kikirdag:i kondrosit ve ekstraselliiler matriksten (ECM) olusur. Tip II
kollajen ve proteoglikan agrekanlar ekstraseliiler matriksin iki biiyiik komponentini
olusturur. Artritik hastaliklarin genel endikasyonu olan kikirdaktaki kollajen ve
agrekanlarin degredasyonu, kondrositlerdeki MMP'lerin asir1 ekspresyonu ile saglanir.

MMP aktivitesi, TIMP olarak bilinen endojen doku inhibitorleri ile regiile edilir (125).
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TIMP gen ailesi MMP inhibisyonu, anti-anjiyogenez, biiyiime ve proliferasyonun
indiiklenmesi ve farkli sistemlerin proapoptotik aktivitesinde rol alan dort iyeden
(TIMP1, -2, -3, -4) olusur (126, 127). Doku yeniden sekillenmesi ve mevcut durumunun
korunmasi sirasinda ECM metabolizmasinin dengesi TIMP ekspresyonu ile kontrol
edilir. ECM dengesinin bozulmasi matriks yeniden sekillendirilmesinin kontrolii ile
iligkili artrit, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, nefrit, norolojik diizensizlikler, doku
tilserasyonu ve fibrozis gibi hastaliklara yol acar (21). TIMP-MMP/ADAMT dengesi
kikirdak biitiinliigliniin saglanmasinda Kritik bir 6neme sahip oldugu i¢in eklemlerdeki
TIMP ailesinin ekspresyon ve regiilasyonunun anlasilmasi biiyiikk &neme sahiptir
(126,127).

TIMP4, TIMP gen ailesinin belirlenen en yeni iyesidir ve artritlerdeki doku
zararlarinda aktif oldugu bilinen MMP13 dahil MMP'lerin biiyiik bir ¢ogunlugunun
inhibisyonunda, anjiyogenezi engellemeden endoteliyal hiicrelerin migrasyonunda rol
alir (125,126). TIMP4 ekspresyonu kalp, bobrek, pankreas, kolon, beyin ve adip6z
dokularda kisitlanmigtir. Bu durumun molekiilin farkli ve spesifik fizyolojik

fonksiyonu ile iligkili oldugu diistiniilmektedir (127).

TIMP4, glikozile edilmemis 195 amino asitten olusan simdiye kadar belirlenmis
en bliylik matriks metallo proteaz inhibitériidiir. TIMP ailesinden farkli olarak TIMP4
alt1 disiilfit bagiyla korunan 12 sistein kalintist bulundurur. Ug boyutlu yapisi tam olarak
belirlenememistir fakat diger TIMP iiyeleri ile yiiksek sekans benzerligi oldugundan,
ozellikle TIMP?2 ile olmak iizere, benzer yapiya sahip olduklar belirtilmektedir. TIMP
protenleri belirgin iki domainden olusur; MMP inhibitor aktivitesi tasiyan biiyiik bir N-
terminal domain, diger non-inhibitor interaksiyonlarin saglandigi C-terminal domain.
TIMP4 ve diger TIMP iiyeleri gerek sekans benzerligi agisindan gerekse proteinin i¢
boyutlu yapis1 bakimindan birbirinden ¢ok az molekiiler bir farkla ayrildiklari i¢in
inhibe ettikleri molekiiller (pro-MMP2) biiyiik oranda aynidir. Tek fark inhibisyonun
siddetidir (127).

TIMP2 siirekli olarak kondrositlerde eksprese olup, MMP-2 yi baglayarak,
membran tip MMP (MT-MMP)' leri inhibe eder. TIMP2'ye benzer olarak, TIM4 de

giiclii bir sekilde MMP2' nin karboksil-homeopeksin domainine baglanir ve MT-MMP-
1 aktivitesiyle inhibisyonu saglanir (Sekil 2.12) (125).
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Matriks Metalloproteaz Inhibisyonu

Ekstraseliulen
A Bale g

Shiaksaglobulial

Sekil 2.12. TIMP ailesi proteinlerinin MMP inhibisyonundaki rolii (128).

TIMP genleri ayr1 kromozomlar {izerinde bulunur. TIMP4 geni 6,301 baz cifti
uzunlugunda ve 5 ekzon bdolgesine sahip, anlamli zincir iizerinde ve 3p25 bolgesinde

lokalize olarak bulunur (Sekil 2.13) (129).
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Sekil 2.13. TIMP4 geninin kromozom iizerindeki lokalizasyonu (130).
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Farelerde TIMP4 gen terapisi artrit ve periodontiti azaltmistir. Bu durum bu iki
hastalik arasinda baglanti olabilecegini ve TIMP4'lin terapotik potansiyeli oldugunu
akla getirmektedir (126).

TIMP4 mRNA diizeylerin OA sinoviyal membraninda artmis durumdadir,
bunun asirt MMP aktivitesine bagli yikimi 6nlemek i¢in oldugu distliniilmektedir.
TIMP4 gen expresyonu diz kondrositlerinde artritle iligkili sitokinlerle regiile edilir.
TIMP4'tin TGF-B 1 ile indiiklenmesi kikirdak matriks sentezi i¢in dnemli bir stimiilant
ve sinoviyal fibroblastlar icin antiapoptotik faktdr olarak islev goriir. Bunun OA
patogenezi sirasinda kartilaj yeniden sekillenmesi ve tamirinde rol aldigi

distiniilmektedir (126).
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3. GEREC ve YONTEM

Mersin Universitesi Rektorliigii Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
BAP-SBE TBB (NPO) 2014-4 YL kodlu proje ile desteklenen ve Mersin Universitesi
Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan onaylanan; “ADAM12, GDF5 ve TIMP4 Gen
Polimorfizmlerinin Diz Osteoartriti ile Iliskisi” baslikli calismada, hasta ve kontrol
gruplarinin  olusturulmasi, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Saghk Arastirma ve
Uygulama Merkezi Hastanesi Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon Poliklinigi tarafindan
gerceklestirildi. Molekiiler biyolojik analizler ise Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Molekiiler Genetik Laboratuvari’nda yapildi.

Calismada; hasta ve kontrol gruplarimi olusturan bireylerden DNA izolasyonu
igin, 6-8 ml’lik venoz kan 1 ml % 2 ‘lik etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) igeren, 15
ml’lik santrifiij tiiplerine alindi. DNA izolasyonu yapilana kadar +4°C de saklandi.
DNA eldesi Miller’in tuz ¢oktiirme (131) ve DNA izolasyon kit (Invitrogen, Pure Link
Genomik DNA Mini Kit K1820-02) yontemlerine gore yapildi. Elde edilen DNA’lardan
GDF-5 geninin 5' UTR bolgesinde +104 A/G; rs143383, ADAM12 geninin ikinci
eksonunda glisinin arjinine doniisiimiine neden olan G/C; rs3740199 ve TIMP-4 3.
intron bolgesinde A/G; rs308952 polimorfizmlerine ait gen bolgelerinin gogaltilmas,
genotiplendirilmesi ve analizleri “ABI Prism 7500 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems)” cihazi ve “SDS 2.0.3 software for allelic discrimination (Applied
Biosystems)” programi kullanilarak gergeklestirildi. Elde edilen veriler istatistiksel

olarak degerlendirildi.
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3.1. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Kullamilan Cihaz Marka ve Modeli
Real Time-PCR cihazi Applied Biosystems-ABI Prism 7500 Real Time-PCR System
Mikrosantrifiij Hermle, Z160M
Santrifiij Niive NF-800
Etiiv Niive EN-500
Otoklav Niive OT 4060 V
Vorteks VELP
Mikropipet Seti Eppendorf
Elektromanyetik Karistirict  Niive MK-418
Derin Dondurucu Argelik-2031D
Buzdolab: Argelik-8188 NF

3.1.2. Kullanilan Kimyasallar

Kullanilan Kimyasal Maddeler Marka ve Modeli

EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit) Sigma E-5134

TrisHCL (Tris-Hidroklorid) Sigma T-7149
SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) Serva 20760
DNA izolasyon Kiti Invitrogen Pure Link Genomik DNA
Mini Kit K1820-02
Absolute Etanol Riedel-de Haen 32221
Proteinaz K Sigma P2308-10MG
Steril distile su Polifarma C-1411047
Amonyum asetat AMRESCO MW 77.08
TagMan Genotyping Master Mix Applied Biosystems, 4371355, (400 reaksiyon)
TagMan SNP Genotyping Assays Applied Biosystems, 4351376, 40X
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3.1.3. Cozeltiler

Cizelge 3.1. Manuel DNA izolasyonunda kullanilan tampon ¢ozeltiler

Manuel DNA izolasyonunda Kullamlan Tampon Céozeltiler

Niiklei Lizis Buffer

STris-HCH 1.576¢
-NaCl ., 2344¢
-NaEDTA ..o 0.79g

Hazirlamisi: 1 litre  distile  suya
tamamlanip ¢oziildiikten sonra otoklavda

steril edilir ve +4°C’de saklanir.

%10 Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Cozeltisi

-10 g SDS

Hazirlamisi: 100 ml distile suda ¢oziiliir.

10 M Amonyum Asetat Tampon Cozelti

-148 g Amonyum Asetat

Hazirlamisi: 200 ml distile suda ¢oziilir.

TE Buffer

STris-HCl e, 0.394 ¢
-NaZ EDTA ..o 0.093 g

Hazirlamisi: 250 ml  distile  suya
tamamlanip ¢oziildiikten sonra otoklavda
steril edilir ve +4°C’de saklanir.

Proteinaz K (Sigma)

- Liyofilize 100 mg proteinaz-K

Hazirlamisi: 10 ml steril distile su ile
coziilerek 10 mg/ml’lik konsantrasyona
getirilir ve —20°C’de saklanur.
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3.2 Hasta ve kontrol grubunun olusturulmasi

Arastirmaya baslamadan Once yapilacak c¢alismayla ilgili olarak Mersin
Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu'ndan onay alindi. Calismaya, Mersin
Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi Hastanesi Fizik
Tedavi ve Rehabilitasyon Poliklinigi’nde Amerikan Romatoloji Koleji kriterlerine gore
diz osteoartriti tanis1 alan 100 hasta birey ve kontrol grubu igin hari¢ tutulma kriterlerine
uygun 75 saglikli birey dahil edildi. Hasta ve kontrol grubundaki bireylerden ¢alismaya
dahil olmay1 kabul ettiklerine dair, etik kurul tarafindan belirtilen yonergelere uygun bir

bicimde hazirlanmis bilgilendirilmis onam formu doldurtulup onaylar1 alind1.

Calismaya dahil olmayi1 kabul eden her bireyden 6-8 ml periferik kan alinarak 1
ml, % 2‘lik EDTA igeren santrifiij tiiplerine konularak DNA eldesine kadar +4 °C’lik
buzdolabinda saklandi.

3.3 DNA izolasyonu

Hasta ve kontrol bireylerine ait EDTA’l1 tliplere alinmis periferik kandan
manuel (Miller tuz ¢oktiirme) (131) ve kit (Invitrogen, Pure Link Genomik DNA Mini
Kit K1820-02) yontemi kullanilarak DNA izolasyonu gerceklestirildi.

3.3.1 Miller tuz ¢oktiirme yontemi

Hasta ve kontrol grubuna ait bireylerden DNA izolasyonu igin igerisinde 1 ml
EDTA bulunan 15 ml’lik polipropilen santrifiij tiiplerine alinan 7-8 ml periferik kanin
bir kismi, gerekli goriildiigii durumda kit ile izolasyon yapabilmek igin ayrilip asagidaki
manuel DNA izolasyonu basamaklarina gegildi (131).

40



1)

2)

3)

4)

5)

6)
7)

8)

1. Giin Basamagi:

Periferik kan ornekleri, steril soguk distile su ile 10 ml’ye tamamlandi ve 2-3 dk
hizl1 olarak ¢alkalandi.

Calkalandiktan sonra 10 dk 2000 rpm’de santrifiijlenerek santrifiigasyon
sonrasinda, stipernant kisimlar1 transfer pipeti yardimiyla atildi. Pellet iizerine
steril soguk distile su ilave edilerek 12 ml’ye tamamlandi.

Soguk distile su eklenen tiipler tekrar hizli olarak calkalandi ve 10 dk 2000
rpm’de santrifiij edildi.

Supernatant kisim berrak bir goriintii alana kadar steril soguk distile su ile
yikama islemleri yaklasik 4-5 kere tekrarlandi. Yikama islemi sonunda tiim
eritrositlerin parcalanarak uzaklagmasi saglandi.

Supernatant kisim berraklastiktan sonra, pelet tizerine 3 ml niiklei lizis tampon
eklendi.

Niiklei lizis tampon eklenen tiipler yaklasik 15-20 defa ¢alkalandi.

Tiiplere 200 pl % 10’luk SDS ve 150 pl proteinaz-K eklenerek yavasca
calkaland.

Bir gece 37°C’de etiivde inkiibe edildi.

2. Giin Basamag:

1) Inkiibasyon sonrasi alman tiipler 55 °C’de 1 saat bekletildi.

2) Tiiplere 2 ml, 6 M amonyum asetat eklendi ve karigtirildiktan sonra 10 dk oda

1s1sinda bekletildi.

3) Tiipler 15 dk 3500 rpm’de santrifiijlendi.

4) Supernant transfer pipetiyle yeni bir tiipe alindi ve iizerini tamamlayacak

sekilde, soguk absolii etanol (%99,8) eklenerek, DNA’nin yogunlagsmasi

saglandi.

5) Absolii etanol iginde; yogunlasip goriilebilir hale gelen DNA mikropipet

yardimiyla, dikkatlice mikropipet ucuna sarilacak sekilde alinarak daha nce 500
ul steril distile su konulan ependorf tiiplere aktarildi. 37°C’lik etiivde bir gece
bekletilerek, DNA’larin ¢6ziinlip homojen hale gelmesi saglandi. Molekiiler

analize kadar 4°C’de saklandi.
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3.3.2 Kit yontemi

1) 200 ul periferik kan alinip 1.5’lik ependorf tiiplere, mikropipet yardimiyla
aktarildi.

2) 20 ul proteinaz K ve lizis buffer, 200 pl periferik kanin bulundugu tiipe
eklenerek, 10-20 sn. hizlica vortekslendi.

3) 55 °C’lik etiivde 10 dk. inkiibe edildi.

4) Ornekler etiivden cikarildiktan sonra 200 ul absolii etanol eklenerek hizlica
vortekslendi.

5) 1,5’lik tiiplerdeki ornekler mikropipet yardimiyla filtreli tiiplere aktarilarak,
mikrosantrifiijde 11000 x g’de 1 dk. santrifiij edildi.

6) Santrifiijden ¢ikarilan filtreli tiiplerin toplama tiipleri atilarak yeni bir toplama
tiipiine aktarildi. Orneklerin {izerine mikropipet yardimiyla 500 ul WB I (wash
buffer 1) eklendi. Mikrosantrifiijde 11000 x g’de 1 dk. santrifiij edildi.

7) Santrifiijden ¢ikarilan filtreli tiiplerin toplama tiipleri atilarak tekrar yeni bir
toplama tiipiine aktarildi. Ornekler iizerine 500 ul WB I (wash buffer I1)
soliisyonu eklenerek mikrosantrifiijde 11000 x g’de 1 dk. santrifiij edildi.

8) Santrifiij sonrasinda filtreli tiipler yeni 1,5’lik ependorf tiiplerine koyuldu ve
toplama tiipleri atildi. Filtreli tiiplere 6rnek basina 100-200ul EB (elution buffer)
eklenerek, ornekler 11000 x g’de 1 dk. santrifiij edildi.

9) Santrifiij sonrasinda DNA 6rnegi filtreli tiipten ependorf tiipe birikerek DNA

ornegi elde edildi. Molekiiler analize kadar 4°C’de saklandi.

3.4 Genotiplerin Belirlenmesi

Elde edilen DNA’lardan ADAM12 G/C; rs3740199, GDF-5 T/C; rs143383 ve
TIMP-4 AJ/G; rs308952 polimorfizmleri, “Pre-designed TagMan Single Nucleotide
Polymorphism (SNP) Genotyping Assays” kullanilarak Ger¢ek Zamanli Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (Real Time Polymerase Chain Reaction) yontemiyle belirlendi.
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3.4.1 SNP Ozellikleri

Cizelge 3.2. ADAM12 genine ait rs3740199 6zellikleri (132).

Genin Ad1
SNP rs No

Varyant (M>m)

Cogaltilan Sekans

Gen Lokalizasyonu

ADAM12 —rs3740199

2. ekson — G>C

ACTGGGATCCAGAGGTCCCCACTCC[ -/ ]JAACAGAGGC
ACTGACAACTTCATCA

CCCTGGGCTTATTTAACTTCCAAATATTTTCACTGTGTC
ATTTATGTAATAAGCTTCTGATGCCAAACTCTTCCTGAC
TAGAGTGAAATATAGGGCTGTTTTCCTTTTGATTCAGGG
GTGAGCTTATGGAACCAAGGAAGAGCTGATGAAGTTGT
CAGTGCCTCTGTT[G/C]JGGAGTGGGGACCTCTGGATCCC
AGTGAAGAGCTTCGACTCCAAGGTGAGTTCCTCTCCTTT
TCTCAGCTTTGAGACTGCCGAAGCTTTTAAATCACATTA
GCTGCTTTGGTATTCTCTC

Cizelge 3.3. GDF5 genine ait rs143383 ozellikleri (133).

Gen Ad1
SNP rs No:

Varyant(M>m)

Cogaltilan
Sekans

Gen
Lokalizasyonu

GDF5 —rs143383

S'UTR — T>C

AGTTGTGCAGGAGAAAGGGGGCGGT[ '/ ]GGCTTTCTCCT
TTCAAGAACGAGTT

CTCCTTCAAGCCCTCAGTC

ATTTTCA
GCTGCTGACTGGAGACGGTGCACGTCTGGATACGAGAGC
ATTTCCACTATGGGACTGGATACAAACACACACCCGGCA
GACTTCAAGAGTCTCAGACTGAGGAGAAAGCCTTTCCTT
CTGCTGCTACTGCTGCTGCCGCTGCTTTTGAAAGTCCACT
CCTTTCATGGTTTTTCCTGCCAAACCAGAGGCACCTTCGC
TGCTGCCGCTGTTCTCTTTGGTGTCATTCAGCGGCTGGCC
AGAGGATG

Cizelge 3.4. TIMP4 genine ait rs143383 6zellikleri (134).

43



Gen Ad1

SNP rs No: TIMP4 —rs308952

Varyant(M>m) 3. intron — G>A

AACTCGTTCTTGAAAGGAGAAAGCC[/ /- ]JACCGCCCCCTT

Cogaltilan Sekans | ror0cTGCACAACT

TCTTTAGGGATGGGGGAAGGGTTCTGAGCCTTCATTCATG
CATGAATTTATTCACTTACTAGACTATACTTGAGATCTGCA
CTGTATGAAGTTGGGGATGAGAAAGCAATACAGTCTATA
GGCCCTGATCTCAAAGTACTTACACTTTGGCTGGGAAGGT

_ GGCCATCACAGGAGGCAGAC[T/C]JGAGATAACTGTAACAC

(%g‘mbgﬁ't'ﬁse{fn’;‘)u AGCTACCCTTTAAAGAGAGTCTATTCTTTGCCAGCCACTG
TAATAGTAAATTTACTGTAAATGTTTAATTTAGTCTCCAAA
ACATATTTATGAAGAATTAAGATTTCCATTTTAAGGTGAA
GAAATGAAAGCTCTGGCAAGTGAAGTGCTCAAGGTCAGT
GGTAGAGTAAGGACCCTCAGAGCTGTCTGACTCCAGAGAT
GC

3.4.2. Real Time-PCR reaksiyon ortaminin hazirlanmasi

Her bir polimorfizm i¢in asagidaki Real Time-PCR reaksiyon karisimi

kullanilmistir:

= 2X TagMan Universal PCR Master MiX ..........ccccoevene. 12.5 pl
= 40X SNP Genotyping Assay MiX........ccccccevvevieiveieannens 1,2 ul
B DISHHE SU..cece 9,5 ul

Verilen miktarlarin her biri calismada kullanilacak 6rnek sayisi ile carpilarak
hazirlandi (Cizelge 3.6). Real Time-PCR reaksiyon karigimi 96 kuyucuklu saydam
plate'in (Applied Biosystems) kuyucuklarina, her bireye ait DNA 6rnekleri 2.5 pl olacak
sekilde dagitildi. Hazirlanan karisimin kontamine olup olmadigini belirlemek i¢in her
bir reaksiyon tabaginda 6rnek DNA igermeyen negatif kontrol kuyucugu kullanildi.

Reaksiyon karisimi  kuyucuklara dagitildiktan sonra 96 kuyucuklu plate igin
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Microamp® TM Optical Adhesive Covers (Applied Biosystems) ile kuyucuklarin iizeri
kaplandi ve Cizelge 3.5’deki protokollere gore SDS 2.0.3 software for allelic

discrimination (Applied Biosystems)” programi ayarlanarak plate cihaza yerlestirildi.

Cizelge 3.5. Real-Time PCR i¢in kullanilan miktar ve protokoller.

SNP ADAM12/rs3740199 GDF5/rs143383 TIMP4/rs308952
Reaksiyon
Basamaklar Sic (C°) Siire Sic (C°) Siire Sic (C°) Siire
[k denatiirasyon 95°C 10 94°C 5 95°C 10
Denati 95°C 15" 94°C 1 95°C 15"
enaturasyon
Bas 60°C 1 53°C 45" 54°C 1,5
aglanma
Uzama 60°C 1 60°C 1 60°C 1
Son uzama 60°C 1 60°C 1 60 °C 1
Dongii sayist 50 50 50

3.5 Genotip Tayini

ADAM12  (rs3740199), GDF5 (rs143383), TIMP4 (rs308952) gen
polimorfizmleri igin 100 hasta ve 75 kontrol ile gergeklestirilen arastirmada, her bir
birey i¢cin “Pre-designed TagMan Single Nucleotide Polymorphism (SNP) Genotyping
Assays” sistemine gore Real Time-PCR yontemiyle, allellere uygun floresan boya
(VIC, FAM) ile isaretlenip elde edilen amplifikasyon egrileri ile her bir 6rnegin genotip
analizi yapildi (Sekil 3.1, 3.2, 3.3, 3.4).
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Allelik Ayrim Grafigi
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Sekil 3.1: GDF5 rs143483 i¢in TagMan® MGB problar (A=VIC, G=FAM) ile allelik ayrim. elde edilen
PCR orneklerinde, hasta gruplariin allel dagilimi (n=95, N kontrol). Mavi renkli kiireler G/G
genotipini, kirmizi renkli olanlar ise A/A genotipini gostermektedir. Yesil renkli kiireler ise
heterozigot A/G genotipli 6rnekleri gostermektedir.
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Sekil 3.2: ADAM12 rs3740199 polimorfizmi G>C i¢in genotipleme sonucunda elde edilen grafikte
homozigot C/C genotipi. Yesil renkli egri C allelini (VIC), mavi renkli egri G allelini (FAM), ve
kirmizi renkli yatay ¢izgi arka plandaki 1s1mayi belirten ROX referans boyay1 temsil etmektedir.
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Sekil 3.3: ADAM12 rs3740199 polimorfizminde genotipleme sonucunda elde edilen grafikte homozigot
G/G genotipi.
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Sekil 3.4. ADAM12 rs3740199 polimorfizmi igin elde edilen grafikte heterozigot C/G genotipi.
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3.6 istatistiksel Analiz

Yapilan ¢alismada diz osteoartritli hastalar ve kontrollerdeki ADAM12, GDF5,
TIMP4 genlerinin polimorfizmleri arasindaki iligkinin belirlenmesi amaciyla uygulanan
istatistiksel testler, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik ve Tibbi Bilisim

Anabilim Dali’ndan danigmanlik alinarak yapildi.

Allellerin genotiplere dagilimi ve bu dagilimin beklenen degerlerle uyumunun
(Hardy-Weinberg (HW) dengesi) incelenmesinde Ki-kare testi kullanilmistir.
Genotiplerin ve allelerin olas1 riskleri odds oran1 hesaplanarak belirlenmistir.
Genotiplerin diger parametrelerle karsilastirllmas1 icin Ki-kare testi kullanilarak

belirlenmistir. Sonuglar i¢in p<0.05 anlamlilik degeri olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu calismada Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Arastirma ve Uygulama
Merkezi Hastanesi Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon Poliklinigi'nde Amerikan Romatoloji
Koleji kriterlerine gore diz osteoartriti tanis1 konmus, 40 yas lizeri 100 hasta ve dahil

edilme kriterlerini tasimayan 40 yas iizeri 75 kontrol ile ¢aligmustir.

Cizelge 4.1. Hasta ve kontrol gruplarinin cinsiyet agisindan dagilimi

CINSIYET Kadin (%)  Erkek (%) Toplam

Hasta 86 (86) 14 (14) 100
Kontrol 65 (86,7) 10 (13,3) 75
Toplam 151 (86,3) 24 (13,7) 175

Cinsiyetler bakimindan degerlendirildiginde hasta ve kontrol grubunda 151
(%86,3) kadin, 24 (%13,7) erkek bireyle calisilmistir. Yas bakimindan elde edilen
istatistik veriler, vaka grubunun yas ortalamasinin 55,57(+ 5,457), kontrol grubunun ise
yas ortalamasinin 54,91 (£5,5) oldugunu gostermistir. Hasta kontrol gruplari arasinda
cinsiyet (p=1,000) ve yas (p=0,429) dagilim1 bakimindan anlamli bir farklilik olmadig:
tespit edilmstir (Cizelge 4.1, 4.2).
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Cizelge 4.2 . Hasta ve kontrol gruplarinin yas ortalamalar1

YAS Say1 Ortalama  Std. Sapma P

Hasta 100 55,57 5,457
0,429
Kontrol 75 54,91 5,

4.1 Genotip Dagilim ve Allel Frekanslarimin Degerlendirilmesi

Calismada cinsiyet ve yas bakimmdan benzer, hasta ve kontrol gruplarindaki
ADAM12, GDF5, TIMP4 gen polimorfizmlerinin genotip oranlar1 ve allel frekanslari
istatistiksel olarak incelenmistir ve Hardy Weinberg denge kontrolii sonucunda tiim
polimorfizmler bakimindan hasta ve kontrol gruplarinin dengede oldugu gozlenmistir

(p>0,05).

411 ADAM12 G>C rs3740199 Polimorfizmine Ait Allel ve Genotip

Frekanslarimin Hasta ve Kontrol Grubu Arasindaki Dagilim

Yapilan istatistiksel analizde; kontrol ve hasta gruplarinin ADAM12 geninin
rs3740199 polimorfizmi agisindan tespit edilen, hasta grup i¢in p=0,253 ve kontrol
grubu igin p=0,525 degerleri, “Hardy-Weinberg” dengesinin sagladigini gostermistir.
Hasta ve kontrol grubu arasinda genotip dagilimi bakimindan istatistiksel olarak anlaml

bir farklilik bulunamamistir (p=0,943) (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.3. ADAM12 genine ait rs3740199 polimorfizminin hasta ve kontrol bireylerindeki genotip

dagilin
ADAM12 Hasta (n=100) Kontrol (n=75) P
Genotip n (%) n (%)
cC 20 (20) 15 (20)
GC 43 (43) 34 (45) 0,943
GG 37 (37) 26 (34)
HW (p) 0,253 0,525

ADAM12 geninin  rs3740199 polimorfizmine ait genotip  oranlari
karsilagtirildiginda, diz osteoartritli hasta ile kontrol grubu arasinda genotip dagilimlari;
hasta grubunda G/G genotipinin sikligi1 %37, C/C genotip sikligi %20 ve G/C genotip
sikligt ise %43 olarak bulunmustur. Kontrol grubunda ise benzer sekilde G/G
genotipinin siklig1 %34,7, C/C genotipinin siklig1 %20 ve G/C genotipinin sikligt %45,3
olarak bulunmustur (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. ADAM12 genine ait rs3740199 polimorfizminin hasta ve kontrol bireylerindeki allel

frekanslar1
ADAM12 Hasta (n=100) Kontrol (n=75) P
Allel Frekansi n (%) n (%)
C 83 (41,5) 64 (42,7)
0,913
G 117 (58,5) 86 (57,3)

Sonuglar allel siklig1 acisindan oransal olarak incelendiginde, hasta grubunda G
allelinin frekans1 % 58,5, C allelinin frekans1 %41,5 iken, kontrol grubunda G allellinin
frekanst %57,3, C allelinin frekansi %42,7 olarak bulunmustur. Hasta ve kontrol
gruplar1 arasinda allelik dagilim agisindan da istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamustir (p=0,913) (Cizelge 4.5.)
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412 GDF5 A>G rs143383 Polimorfizmine Ait Allel ve Genotip

Frekanslarimin Hasta ve Kontrol Grubu Arasindaki Dagilim

Calismada gruplarin GDF5 geninin rs143383 polimorfizmi agisindan istatistiksel
olarak degerlendirilmesi sonucu, hasta grup i¢in p=0,139 ve kontrol grubu i¢in p=0,884
degerleri ile “Hardy-Weinberg” dengesini sagladiklari tespit edilmistir. Hasta ve kontrol
grubu arasinda genotip dagilimi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamistir (p=0,141) (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.5. GDF5 genine ait rs143383 polimorfizminin hasta ve kontrol bireylerindeki genotip dagilimi

GDF5 Hasta (n=100) Kontrol (n=75) P
Genotip n (%) n (%)
AA 31 (31) 20 (26,7)
AG 50 (50) 31 (41,3) 0,141
GG 19 (19) 24 (32)
HW (p) 0,139 0,884

GDF5 geninin rs143383 polimorfizmi agisindan genotip oranlari karsilastirilmas,
diz osteoartritli hasta grubu ile kontrol grubu arasinda genotip dagilimlarinin; hasta
grubunda A/A genotipinin siklig1 %31, G/G genotip siklig1 %19 ve A/G genotip siklig
ise %50 oldugu tespit edilmistir. Kontrol grubunda ise A/A genotipinin siklig1 %26,7,
G/G genotipinin sikligi %41,3 ve A/G genotipinin sikligi %32 olarak bulunmustur
(Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6. GDF5 genine ait rs143383 polimorfizminin hasta ve kontrol bireylerindeki allel frekanslar

GDF5 Hasta (n=100) Kontrol (n=75) P
Allel Frekansi n (%) n(%)
A 112 (56 71 (47,3
(6) (47.3) 0,134
G 88 (44) 79 (52,7)

Sonuglar allel siklig1 agisindan oransal olarak incelendiginde, hasta grubunda A
allelinin frekansi %56, G allelinin frekans1 %44 iken, kontrol grubunda A allellinin
frekanst %47,3, C allelinin frekansi %52,7 olarak bulunmustur. Hasta ve kontrol
gruplar1 arasinda allelik dagilim acisindan da istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamstir (p=0,134) (Cizelge 4.7).

413 TIMP4 G>A rs308952 Polimorfizmine Ait Allel ve Genotip

Frekanslarimin Hasta ve Kontrol Grubu Arasindaki Dagilim

Kontrol ve hasta gruplarinda TIMP4 geninin rs308952 polimorfizmi agisindan
yapilan istatistiksel analizde; hasta grubu i¢in p=0,721 ve kontrol grubu i¢in p=0,268
degerleri ile “Hardy-Weinberg” dengesinin saglandigi saptanmistir. Hasta ve kontrol
grubu arasinda genotip dagilimi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunmamstir (p=0,257) (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.7. TIMP4 genine ait rs308952 polimorfizminin hasta ve kontrol bireylerindeki genotip dagilimi

TIMP4 Hasta (n=100) Kontrol (n=75) P
Genotip n (%) n (%)
GG 84 (84) 58 (77,3)
GA 15 (15) 17 (22,7) 0,257
AA 1(1) 0(0)
HW (p) 0,721 0,268

TIMP4 geninin rs308952 polimorfizmine ait genotip oranlari karsilastirildiginda
ise; diz osteoartritli hasta grubu ile kontrol grubu arasinda genotip dagilimlarinin; hasta
grubunda G/G genotipinin siklig1 %84, A/A genotip sikligr %1 ve G/A genotip siklig1
ise %15 olarak, kontrol grubunda ise benzer sekilde G/G genotipinin siklig1 %77,3, A/A
genotipinin sikligi %0 ve G/A genotipinin sikligi %22,7 olarak bulunmustur (Cizelge
4.8.).

Cizelge 4.8. TIMP4 genine ait rs308952 polimorfizminin hasta ve kontrol bireylerindeki allel frekanslar

TIMP4 Hasta (n=100) Kontrol (n=75) P
Allel Frekansi n (%) n (%)
G 183 (91,5) 133 (66,5)
0,482
A 17 (8,5) 17 (33,5)

Sonuglar allel siklig1 agisindan oransal olarak incelendiginde, hasta grubunda G

allelinin frekansi %91,5, A allelinin frekans1 %8,5 iken, kontrol grubunda G allellinin
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frekans1 %66,5, A allelinin frekans1 %33,5 olarak bulunmustur. Hasta ve kontrol
gruplar1 arasinda allelik dagilim agisindan da istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit

edilmemistir (p=0,482) (Cizelge 4.9).

55



5.TARTISMA

Osteoartrit, ortopedik hastaliklar icerisinde en 6nemli hastaliklardan biridir ve
diinya genelinde en yliksek prevalansa sahip eklem hastaligidir. Hastalik etkilenen
eklemde kronik agrilara ve fonksiyon kaybina sebep olan progresif eklem kikirdag:
kayb1 ve osteofit formasyonu ile karakterize edilir. OA gelisiminde farkli faktorler rol
oynayabilir. Cogunlukla travmatik olaylar sebep olsa da genetik yatkinlik, eklemin
hatali pozisyonu, yaslanma ve yanlis beslenme gibi faktorlerde eklem kikirdaginda
benzer degisikliklere sebep olmaktadir (2).

Epidemiyolojik calismalar sonucu elde edilen prevalans paterni, osteoartritin
yas ile arttigin1 ve cinsiyetler arasi farkliliklar olabilecegini gostermistir. 50 yasindan
once ¢ogu eklem bolgesindeki OA prevalansi erkeklerde kadinlardan daha yiiksektir. 50
yas ve sonrasinda ise el, ayak ve diz OA acisindan kadinlar erkeklerden daha fazla
etkilenmektedir. Genel olarak, kalga OA erkeklerde daha sik rastlanir. Populasyon
tabanli arastirmalar, hastaligin insidans ve prevalansinin 30 ve 65 yaslar1 arasinda 2 ile

10 kat arasinda artig gosterdigini belirmektedir (28).

Osteoartrit, semptomlar1 ya da patolojisi ile belirlenir. OA patolojisi, tiim eklemi
kapsayan bir hastalik prosesidir. Bu proses kemik ylizeyini kaplayan bolgesel ve
progresif kikirdak kaybina eslik eden, anormal gelisen ¢ikintilar, osteofit ve kemik
zarinin kalinlagmasi (kemik sklerozu) gibi degisimleri igerir. Ayrica eklemde ve

cevresindeki sinoviyum, ligament ve kas gibi yumusak dokular da etkilenir (28).

Osteoartrit, genetik ve cevresel faktorler ile belirlenen multifaktoriyel bir
hastaliktir. OA' da gii¢lii genetik bir yatkinlik durumunun s6z konusu oldugu Stecher
ve ark. el OA fizerine 1941'de yaptiklar1 ¢alismadan beri bilinmektedir (74). Daha
sonraki aile ve ikiz ¢alismalari akrabalar ve yiiksek benzerlik gosteren ikizler arasinda
prevalansin arttigini gostermistir (75,81). Baglant1 analizleri 2, 4, 6, 7, 11, 16 ve X
kromozomu iizerinde OA'ya yatkinlik olusturabilecek genlerin bulundugunu
gostermistir. Diinya ¢apinda birkag merkezde genetik yatkinlik ¢calismalar1 yapilmasina
ragmen, bu genlerdeki polimorfizmlerin frekansi1 farkli populasyonlarda belirgin bir

farklilik gosterir. OA yatkinligr i¢in ADAMI12, BMP2, CD36, COX2 ve NCORD2
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genlerinde onemli bir baglanti bulunmustur. Bu durum iizerinde jeo-etnik
farkliliklarinda etkili olduguna dair kanitlar vardir. Ornegin, GDF5 gen polimorfizmi
Japon ve Cin populasyonlarinda OA yatkinhig1 icin iliskili bulunurken Ingiliz, ispanyol
ve Kafkas populasyonlarinda iligkili bulunamamistir. OA ile iligkili birgok gen
polimorfizmi mevcuttur fakat bu polimorfizmlerin hastalikla kesin olarak
iligkilendirilebilmesi icin farkli jeo-etnik gruplarda da c¢alisilmasi gerekmektedir. OA’ya
yatkinlikta aday genler i¢in, ozellikle tipll kollajen ve ekstraselliiler matriksteki diger
yapisal bilesenleri kodlayan genler, 0strojen ve vitamin D reseptér geni, kemik ve

kartilaj biiylime faktorlerini kodlayan genler lizerinde odaklanilmistir (3).

Genotip analiz yontemlerinde kaydedilen gelismeler, tek bir ¢alismada 1000
bireyin genotipinin kisa bir siirede belirlenmesini ve her bir kisi i¢in 1 milyondan fazla
tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNP) tespit edilmesini (genotipleme) miimkiin hale
getirmistir. Simdiye kadar yapilmigs SNP haritalama ¢alismalarinda beyazlardaki
genomun %385 inin SNP'leri kapsamasi, genomik baglanti ¢alismalarinin osteoartrit gibi
multifaktoriyel hastaliklarda genetigin katkisini belirleme potansiyeli oldugunu
gostermektedir (75). Bu nedenle biz c¢alismamizda, hem osteoartrit gelisimindeki
belirlenen rolleri, hemde genom iliskilendirme ¢alismalari, baglant1 analizleri gibi
tiniversal diizeyde gergeklestirilen arastirmalar sonucu aday gen olarak belirlenmeleri
nedeniyle aragtirmamiza dahil ettigimiz ADAMI12 genine ait rs3740199, GDF5 genine
ait rs143383 ve TIMP4 genine ait rs308952 polimorfizmlerinin diz OA'nin molekiiler

patogenezindeki olas etkisini aragtirdik.

Osteoartrit, eklemlerde yapim ve yikim arasindaki dengenin yikim yoniinde
bozulmasiyla meydana gelir ve eklem dokusunda meydana gelen bu dejenarasyondan
genel olarak metallo proteinazlar sorumludur. Bunlardan 6zellikle MMP, ADAM ve
ADAMT ailesi iyeleri artirik yikimda rol oynayan kilit molekiillerdir (135, 136).
ADAM12 plasenta ve malignant tiimorler gibi hizli gelisen dokularda yiiksek derecede
eksprese edilen aktif bir proteazdir. ADAMI2'nin bir splice varyantinin insan OA
kikirdaginda asir1 eksperese edildigi bulunmustur ve son g¢alismalar OA hastalarinin
serumunda ADAMI12 protein miktarinin arttig1 gostermistir. Bunlara ek olarak genetik
varyantlarindan biri (SNP rs 1871054) diz radyografik OA da bir risk 6n gostergesi
olarak belirlenmistir (18, 137).
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Valdes ve ark.'larinin (2004) 24 farkli aday gene ait 26 gen polimorfizmi ile diz
OA iliskisini arastirdiklar1 ¢aligmada, ADAM12, BMP2, CD36, COX2, NCOR2 ve
NCOR3 genleri ile OA yatkinligi arasinda giiglii bir iliski tespit edilmistir (10).

Kerna ve ark.'larinin (2009) yaptig1 bir ¢alismada ise 32-55 yaslar1 arasindaki
189 radyografik diz OA (RDOA)'l1 hastada ADAMI12 genine ait iki gen (rs3740199 ve
rs1871054) polimorfizmi arastirilmis ve rs3740199 ile kadinlardaki patellofemoral OA
arasinda istatistiksel olarak giicli bir iliski bulmustur. Ayrica kadinlarda OA
progresyonu ve eklem boslugundaki daralma ile rs3740199 polimorfizmi arasindaki
iligki istatistiksel olarak anlamlidir. rs1871054'nin OA yatkinlig1 ve progresyonu ile

hangi bir iligkisi bulunamamustir (138).

Kerna ve ark.'lar1 (2013) yaptiklart populasyon tabanli ¢aligmada ise 32-52
yaslar1 arasinda radyografik diz OA (RDOA)'ya sahip 303 tanesi kadin 438 hasta
tizerinde ADAMI12 genine ait rs3740199, rs1871054, rs1278279 ve rs1044122
polimorfizmlerini aragtirmiglardir. Arastirmaya dahil olan hastalarin % 51.4'linde erken
RDOA tespit edilirken, %12,3 iinde ilerlemis RDOA tespit edilmistir. rs1044122 A
alleli tibiofemoral eklemdeki (TFE) erken RDOA ile, rs1871054 C alleli ise ilerlemis
RDOA ile iligkili bulunmustur. rs3740199 ve rs1278279 polimorfizmleri ile belirli bir
istatistik baglanti bulunamamistir (18).

Suliang ve ark."lar1 (2014) tarafindan Cin populasyonu iizerinde yapilan, diz OA
yatkinliginin ADAMI12 genine ait rs3740199, rs1871054, rs1278279 ve rs1044122
polimorfizmleri ile iligkisinin arastirildig1 calismada, rs1871054 polimorfizmi ile OA
gelisim riskinin artig1 arasinda belirgin bir iligski bulunmustur (54). Yine Cin'de Wang ve
ark tarafindan yapilan diz OA ile ADAMI2 gen polimorfizmlerinin iligkisinin
arastirilldigr  bir calismada, rs1278279, 1s3740199, 1s1044122 ve 1s1871054
polimorfizmleri incelenmis ve benzer sekilde diz OA gelisim riski ile sadece rs1871054

istatistiksel olarak iligkili bulunmustur (139).

Yaptigimiz c¢alismada diz OA'lh hastalarda arastifimiz ADAMI12 genine ait
rs3740199 polimorfizmi istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. ADAM12 geninin
veya proteininin artritik kikirdaktaki ekspresyon diizeyindeki artis (136) tek niikleotid

polimorfizmlerinden kaynaklanabilecegi i¢cin bu gende osteoartritle iliskili diger
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polimorfizmlerin de arastirilmasi1 gerekmektedir. Literatiir caligmalar1 incelendiginde,
osteoartrit ile alakali ayn1 populasyon grubu iginde farkli 6rneklem sayisi ile yapilan iki
calisma (18 ve 138) bu polimorfizm bolgesinin osteoartrit ile iligkisi agisindan farkl
veriler sunmaktadir. Bu durum Orneklem sayisi yeterli seviyeye ulastiginda elde
edilecek sonuglarin degisecebilecegini ve bu agidan yaptigimiz calismanin bundan
sonraki ¢alismalara 1s1k tutabilecegini diistindiirtmektedir. Bunun yani sira ADAMI12
genine ait farkli populasyonlarda yapilan SNP arastirmalarinda OA ile en sik iliskili
bulunan rs1871054 (18,54,139), daha sonra Tiirk populasyonu iizerinde yapilacak

calismalar i¢in 6nemli bir arastirma konusu olabilir.

GDF5 eklem kikirdagmin gelisiminde ve onariminda hayati bir rol oynayan,
onemli bir biiylime faktoriidiir. GDF5 geninin regiilator bolgesindeki rs143383
polimorfizmi C ve T iki allelik forma sahiptir. Farkli etnik populasyonlarda yapilan
genetik calismalarda T allelinin osteoartrit riskini arttirmasiyla iliskili bulunurken,
onceden yapilmis fonksiyonel ¢aligmalarda bu allelin C alleline gére daha diisitk GDF5
transkipsiyonuna sebep oldugu tespit edilmistir (140).

Evangelou ve ark.'larinin (2009) yaptigi GDF5 ve FRZB gen polimorfizmi ve
osteoartrit fenotipi iligkisinin belirlenmesi i¢in 14 arastirma grubu verilerinin dahil
edildigi bir meta-analizi calismasinda, kalca ve dizin her biri i¢in 5000’den fazla
hastanin ve yaklasik 8000 kontroliin verilerine dayanarak, GDF5 genindeki polimorfizm
ile diz osteoartriti arasindaki baglanti i¢in kuvvetli kanitlara, kalga osteoartriti i¢in ise

zay1f kanitlara ulasgilmistir (141).

Shin ve ark’larmin (2012) Kore’de 50 yas ve iizeri 2462 hasta bireyin katildigi
ve diz OA ile GDF5 ve ADAMI12 genleri arasinda genetik iliskinin arastirildig
calisgmada; GDF (rs 143383) ve ADAM12 (rs 3740199) genlerinde hasta ve kontrol
grubu arasinda genotip frekans agisindan istatistiksel olarak anlamli bir iliski

bulunmamustir (142).

Chapman ve ark’larinin (2008) OA’ya yatkinlik ile GDF5 geni 5° UTR
bolgesinde fonksiyonel SNP ‘nin Avrupa ve Asya populasyonlarindaki roliiniin meta
analiz yapilarak arastirildigi ve 11000 bireyin katildigi calismada GDF5 (+104 T/C
rs143383) SNP’sinin hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik goriilmiis
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ayrica Avrupa ve Asya gibi farkli etnik gruplarda diz OA progresyonunda risk faktorii
olabilecegi gosterilmistir (19).

Vaes ve ark’larinin (2009) 6365 bireyde yaptiklar1 populasyon dayali ¢alismada,
GDF5 geninin (rs 143383 T>C) polimorfizminin GDF5 gen varyantlarinin el OA ve diz
OA kadinlarda risk faktorii oldugunu gostermislerdir (122).

Mishra ve ark’larmin (2013) diz OA ile GDF5 polimorfizmleri arasindaki
iliskinin arastirildig1 ¢alismada; +104 T/C GDF5 polimorfizmi ile diz OA arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmustur (55).

Rovaault ve ark’larinin (2010) Kafkas populasyonunda dizde konjenital
dislokasyon ve GDF5 polimorfizmi arasindaki iligskinin arastirildigi ¢alismada rs143384

polimorfizmi ile OA arasinda anlamli bir iliski bulunmus (124).

Minafra ve ark’larmin (2014) yaptigi diz OA'ya yatkinlikta genetik, klinik ve
radyografik bulgularin etkisi adli calismada GDFS5 (rs143383) polimorfizmi 66 Sicilyali
ve primer olarak diz OA olan bireyle ¢alisilmistir. Sonug olarak KL derecelendirme ile

hastalik arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmistiir (9).

Valdes ve ark.'larmin (2009) ingiliz populasyonunda, DVWA ve GDF5 gen
polimorfizmlerinin OA 1ile iliskisini arastirdiklar1 ¢alismada, GDF5 rs143383
polimorfizmi yiikksek diz OA riski le iligskili bulunurken, DVWA 157639618

polimorfizminin diz OA ile iliskisi bulunmamistir (143).

Literatlir taramasi sonucu farkli cografik bolgelerde yapilan caligmalarin
cogunda rs143383 polimorfizmi 6zellikle diz OA ile iligkili bulunmasina ragmen, bizim
calismamizda bu polimorfizm i¢in hasta ve kontrol bireyleri arasinda genotip
dagilimlart ve allel frekanslari agisindan anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,005).
Dodd ve ark.lar1 (2013) 5' UTR bolgesinde yer alan rs143383 polimorfizminin C/A
transversiyon varyantinin, transkripsiyon faktorlerinin promotora baglanmasini
etkileyerek GDF5 ekspresyonunu arttirdigini tespit etmislerdir (144). Daha Once
yapilmis c¢aligmalardaki rs143383 T>C polimorfizminde T allelinin ekspresyonu
arttirdigr yoniindeki bulgular ve bu polimorfizmin lokasyonu, bu SNP'deki her tiirlii

varyasyonun genin ifadesini  direkt etkiledigini = distindiirmektedir.  Bizim
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bulgularimizda rs143383 polimorfizmi i¢in T/C allelik oranlar1 hastalarda 112/88,
kontrolde 71/79 oldugu goz oOniine alindiginda daha giiglii sonuglar elde etmek igin

orneklem sayisinin arttirilmasi gerektigi diistiniilmektedir.

Kartilaj degredasyonundan biiyiik 6l¢iide sorumlu olan MMP'lerin inhibisyonu
TIMP'ler tarafindan saglanir. Kartilaj homeostazisi i¢in bu iki molekiil arasindaki denge
cok 6nemlidir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda TIMP3'iin agrekanaz aktivitesinin
inhibisyonun da, farkli olarak TIMP1 ve TIMP2 'nin biiyiime-indiikleme aktivitesinde
rol aldig1 belirtilmistir (145). Huang ve ark.'larinin (2002) TIMP4 geni ile osteoartrit
arasindaki iligkiyi arastirdiklari ¢alismalarinda ise femur basi kikirdaginda OA bulunan
hastalarda TIMP4'e ait RNA, protein ekspresyon seviyesi ve protein miktarinin artmis

oldugunu tespit etmislerdir (146).

Yine Huang ve ark’larmin (2011) yaptigi osteoartritik sinoviyal membranlarda
TIMP4 geninin ekspresyonundaki artisi ve kondrositlerde sitokinlerce diizenlenmesinin
arastirildig1 ¢aligmada sinoviyal fibroblast hiicrelerinde TIMP4 geninin ekspresyonunda

artis oldugu gosterilmistir (126).

Lee ve ark.’larinin (2008) Kore populasyonunda OA riski ile TIMP 4 gen
polimorfizminin arastirildigi ¢alismada; 109 OA’li, 177 RA ‘It hasta ve 175 saglikli
kontrol bireyde TIMP2 ve 4 genlerinde lokalize SNP’ler e bakilmistir. TIMP4 geninde
C/T (rs 7035945) polimorfizminin allel frekansi hasta ve kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu gosterilmis. TIMP2 SNP polimorfizmin
de hasta ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamastir.
Sonug olarak TIMP4 geninin 3' transkribe edilmeyen bolgesinde lokalize C/T allelik
varyasyonun OA'ya yatkinlikla bir iliskisi olabilecegi belirlenmistir (125).

TIMP4 ailesi tiyelerinin MMP, ADAM ve ADAMT metalloproteinaz ailelerinin
regiilasyonundaki rolii, osteoartritik kartilaj degredasyonundan birinci derecede bu
protein ailelerinin sorumlu oldugu diistiniildiigiinde, OA etiyopatogenezinin agiklanmasi
icin Onemli bir basamaktir. Yapilan literatiir taramalar1 bu gen ile ilgili bir ¢ok
ekspresyon calismasi olmasina ragmen nispeten az sayida polimorfizm c¢alismasi
oldugunu gostermistir. Bizim ¢alismamizda TIMP4 genine ait rs308952

polimorfizminde diz OA'l hastalar ve kontrol gruplari arasinda genotipik dagilim ya da
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allel frekanslar1 arasinda anlamli bir farklilik tespit edilememistir (p>0,005). Fakat
bizim sonuglarimiz, bu giine kadar az sayida calisma yapilmis olan bu polimorfizm ya
da genin OA ile iliskisinin arastirilmasinda kaynak olarak kullanilmasi agisindan

Onemlidir.

Yaptigimiz bu vaka-kontrol ¢alismasinda, osteoartrit hastaligiin ADAMI12,
GDF5 ve TIMP4 genlerindeki ti¢ polimorfizm ile iliskisi arastirilmis ve diz osteoartritli
hasta ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamastir,
fakat orneklem sayimmiz diisiik olsa da li¢ polimorfizm igin tespit ettigimiz allel
frekanslari, Tiirk populasyonun genel itibar1 ile benzerlik gosterdigi Kafkas ve Avrupa

wrklart ile paralellik gostermektedir (147,148,149).
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6.SONUC ve ONERILER

OA, sinoviyal eklemlerde kikirdak, kemik, sinovyal zar basta olmak iizere biitiin
dokularinin etkilendigi, giinliik yasamda kisitlanmaya yol acan agri ile Kkarakterize,
dejeneratif, multifaktoriyel bir eklem rahatsizligidir. Etiyolojisinde ¢ogu zaman sistemik
(vas, cinsiyet, beslenme, genetik...) ve mekanik (obezite, yaralanma, kas zayifligi,
travmalar...) farktorlerin birlikte etkilesimi s6z konusudur. Prevalansi ve insidansi
cinsiyetler arasinda farklilik gosterse de genel itibari ile yasla birlikte artmakta ve
toplumun yaklasik %60'min etkilemektedir. Osteoartritte genetik yatkinligin kaniti
1940’larda bildirilmistir. O zamandan giliniimiize kadar yapilan ailesel yigilim
calismalari, ikiz ¢caligmalari, baglant1 analizleri ve genomik iliskilendirme ¢aligmalari ile

hastaligin genetik profili olusturulmaya ¢alisilmaktadir.

Bu ¢alismada diz osteoartritli 100 hasta ve 75 saglikli bireyde, real-time PCR ile
hastaligin patogenezinde etkili olabilecegi diisiiniilen ADAMI12 rs3740199, GDF5
rs143383, TIMP4 rs308952 polimorfizmleri arastirilmistir. Elde edilen verilerin
istatistiksel analizi sonucunda; bu polimorfizmler agisindan, hasta ve kontrol grubu
arasinda anlamli bir iligkisinin bulunmadigi saptanmistir (p>0,05). Calismaya dahil
ettigimiz Orneklem sayisinin populasyonu yeterince yansitamayabilecegini ve bu
konuda farkli bolgelerde ve daha fazla sayida orneklem ile yapilmis calismalara ve
ayrica bu genler ile OA iliskisini aciklayabilmek i¢in ayni1 gene ait farkh
polimorfizmlerinde arastirilmasina ihtiya¢ oldugunu diistinmekteyiz. Bunun yani sira
osteoartrit mekanik faktorlerin de etkisiyle meydana gelebilen bir hastalik oldugu i¢in
hasta ve Orneklem grubu olusturulurken hastalifin etiyolojik nedenleri géz Oniine
alinabilirse hastaligin genetik baglantis1 ile alakali daha belirleyici sonuglar elde

edilebilecegi diistiniilmektedir.

Diz osteoartriti ile iligkisinin belirlenmesi i¢in seg¢ilen bu polimorfizmler Tiirk
populasyonunda ilk defa arastirildigi i¢in bu hastalik iizerine yapilacak c¢alismalara yol

gosterici olacaktir.
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