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Ozet

Osteoartrit (OA) kikirdak, kemik ve sinoviyal dokularda cesitli
travmatik, biyomekanik, gelisimsel, metabolik ve genetik faktorlerin
etkisiyle meydana gelen, kikirdak yapimi ve yikimi arasindaki dengenin
bozulmasi ile ortaya cikan, biyokimyasal ve morfolojik degisiklikler ile
karakterize bir eklem hastalididir. OA’da hicre uyari yolaklarinin tam
olarak bilinmesiyle eklemde kaybolan homeostazin yeniden yapilanmasi ve
tamir mekanizmasinin gelismesi mumkin olabilecektir. Bu uyan
yolaklarinda &énemli bir role sahip olan mitojenle aktive olan protein
kinazlar (MAPK)In OA’y1 da iceren cesitli hastaliklarda teropatik hedef
olabilecegi disltnilmektedir. Bir MAPK olan Jun-N-terminal kinaz (INK);
timodr nekroz faktér-alfa (TNF-a) ve interlékin-1beta (IL-1B) gibi
proinflamatuar sitokinlere cevap olarak aktive olmaktadir. Bu kinazlar
Ozellikle niklear faktér kappa b (NF-kB) olmak lzere gesitli transkripsiyon
faktorlerini aktiflestirir. Inflamatuar yolda énemli bir yeri olan NF-«kB; TNF-
a, IL-1B, lipopolisakkarit ve serbest oksijen radikallerini iceren bircok farkli
uyaran tarafindan aktive edilmektedir.

mikroRNA  (miRNA)’larin  gelisim, homeostaz ve badisiklik
fonksiyonlarinda 6nemli rol oynadigi, kanserden inflamasyona kadar ¢ogu
hastalikla iliskili oldugu bilinmektedir. miRNA ekspresyonlarinin 0Ozel
immuUn cevabi ve inflamatuar uyarilyi da duzenledikleri belirlenmistir.
mMiRNA-146a ve miRNA-155; TNF-a ve IL-1 gibi pro-inflamatuar aracilarla
uyarilan miRNA’lardir. Bu miRNA’larin ekspresyon mekanizmalarini igeren
calismalarda NF-kB'nin inflamatuar uyariya cevapta merkezi bir rol
oynadigi gosterilmistir. Bununla birlikte bu miRNA’larin seviyelerinin
dizenlenmesinde MAPK uyarisinin énemli bir role sahip oldugu ve JNK’'nin
bu ekspresyonu dizenledigi distnltlmektedir.

Bu calismada, OA hastaliginin patofizyolojisinin anlasilmasina katki
saglamak igin, yeni bir terapétik hedef olan miRNA’lardan miRNA-146a ve
miRNA-155, yine birgcok hastalik icin potansiyel terapdétik hedef olarak
tanimlanan MAPK’lardan JNK ve transkripsiyon faktoérlerinden NF-kB'nin
OA hastaligindaki rollerinin belirlenmesi amaclandi.

Calismada OA tanisi alan 100 hasta ve 50 saglikh bireyden periferal
mononuklear kan huicreleri elde edildi. Bu hicrelerde miRNA-146a,
miRNA-155 ve JNK gen ekspresyonlari real-time PCR ydntemiyle ve NF-kB
aktivitesi ELISA yontemiyle belirlendi.

Calisma sonuglarina goére; OA hasta grubunda miRNA-155
ekspresyonunun istatistiksel olarak anlamli artis gosterdigi bulundu.
Sonuglar cinsiyetlere gore incelendiginde, OA’ll kadinlarda miRNA-146a ve
miRNA-155 ekspresyon seviyelerindeki artisin anlamli dizeyde oldugu
belirlendi. miRNA-146a, miRNA-155 ve JINK ekspresyonlari ile NF-kB
aktivitesinin hasta grubunda tanisal degerleri incelendiginde, miRNA-146a



ve miRNA-155 ekspresyonun hassasiyeti hastalarda yulksek olmasina
ragmen 0zgllliginin distk olmasi bu verilerin tek baslarina hastalik
tanisinda kullanilamayacagini goésterdi. Bununla birlikte bu 4 parametre
birlikte degerlendirildiginde en ylksek hassasiyet ve 06zglllige ulasildig
goralda.

Bu sonucglara goére yaygin ve kompleks bir hastalik olan OA’nin
molekller mekanizmasinda miRNA-146a, miRNA-155, JNK ve NF-kB'nin
iliskisi oldugu ancak bu iliskinin daha detayli arastiriimasi ve boylece
hastaligin ilerlemesi ve patogenezinde kullanilmak UGzere vyeni birer
biyobelirteg olarak miRNA'larin kullanitlip kullanilmayacadinin
anlasiimasinin tam olarak ortaya konulmasi mimkun olacaktir.

Anahtar Sézciikler : Osteoartrit, Inflamasyon, JNK, NF-kB, miRNA-146a,
miRNA-155.



Summary

Osteoarthritis (OA) is a disease characterized by biochemical and
morphological changes resulting from unbalanced cartilage anabolism and
catabolism that occur wunder the effects of several traumatic,
biomechanical, developmental, metabolic and genetic factors in cartilage,
bone and synovial tissues. If the cell signal pathways that regulate these
activities are fully understood, restructuring of homeostasis and
development of repair mechanisms in joints can be possible in OA.
Mitogen activated protein kinases (MAPK) are considered to be potential
therapeutic targets for several diseases, including OA. Jun-N-terminal
kinase (JNK), is activated in response to cytokines, such as tumor necrosis
factor a (TNF-a) and interleukin 1 beta (IL-1B). These kinases activate
several transcription factors, particularly nuclear factor kappa b (NF-kB).
NF-kB is activated by various stimuli including TNF-a, IL-1B,
lipopolysaccaride and free oxygen radicals in inflammatory processes.

microRNA (miRNA) has an important role in development,
homeostasis and immune functions. miRNA was shown to be associated
with several diseases from cancer to inflammation. miRNA regulates the
specialized immune response and inflammatory stimulus. miRNA-146 and
miRNA-155 are induced by proinflammatory stimuli, such as TNF-a and IL-
1B. Studies related to expression mechanisms of miRNA-146a and miRNA-
155 suggests a central role in inflammation for the proinflammatory
transcription factor, NF-kB. JNK may regulate miRNA-155 expression. This
study aims to investigate the expression of miRNA-146a, miRNA-155 and
INK, activity of NF-kB in OA.

In this study, peripheral mononuclear blood cells were drawn from
100 patients with a diagnosis of OA and from 50 healthy subjects. miRNA-
146a, miRNA-155 and IJNK expressions were analyzed by qRT-PCR. NF-«kB
levels were determined by ELISA in nuclear extracts.

Our results show that miRNA-155 expression increased significantly in
OA patients. Analyzing the results by gender, miRNA-146a and miRNA-
155 levels increased significantly in women with OA. When miRNA-146a,
miRNA-155 and JNK expressions and NF-kB activity values of patient
analyzed, specificity of the miRNA-146a and miRNA-155 expressions were
found to be low even sensitivity to them are high at patients. Therefore, it
is not suggested to use each of those parameters alone in diagnosis of OA.
However when these 4 parameters evaluated all together, the highest
specificity and sensitivity might be obtained.



According to these results, miRNA-146, miRNA-155, JNK and NF-kB
are related to molecular mechanisms of OA. This evidence could lead to
elucidation of the mechanism underlying OA pathogenesis and hence to a
novel therapeutic strategy for OA.

Key words: Osteoarthritis, Inflammation, JNK, NF-kB, miRNA-146a,
miRNA-155.
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1- GIRIS VE AMAC

Osteoartrit (OA) kikirdak, kemik ve sinoviyal dokularda cgesitli
travmatik, biyomekanik, gelisimsel, metabolik ve genetik faktorlerin
etkisiyle meydana gelen kikirdak yapimi ve yikimi arasindaki dengenin
bozulmasi ile ortaya cikan, biyokimyasal ve morfolojik degisiklikler ile
karakterize bir hastaliktir (Sharma, Kapoor, & Issa, 2006). Noninflamatuar
bir hastalilk olarak bilinmesine ragmen son zamanlarda vyapilan
calismalarda, sinovitin ve dlistk derece inflamasyonun OA
patofizyolojisinde rol oynadigi gosterilmistir (Pelletier, Martel-Pelletier, &
Abramson, 2001; Saxne, Lindell, Mansson, Petersson, & Heinegard,
2003). Kikirdak metabolizmasinda yer alan enzimlerdeki degisiklikler tek
basina OA’'daki yikimi agiklayamamaktadir (Van der Kraan & van den Berg,
2000).

Anabolik ve katabolik aktiviteler arasindaki dengenin bozulmasi
sonucu olusan OA’da, bu aktiviteleri dlizenleyen hlicre uyari yolaklarinin
tam olarak bilinmesiyle eklemde kaybolan homeostazin yeniden
yapilanmasi ve tamir mekanizmasinin gelismesi mumkin olabilecektir.
Mitojenle aktive olan protein kinazlar (MAPK) hiicre codalmasi ve sadg
kalimi kontroliinde, matriks sentezinde ve agri aracilarinin Gretilmesindeki
uyari yolaklarinda merkezi bir dlzenleyicidir. Bu nedenle MAPK'lar OA'yi
da iceren c¢esitli hastaliklarin potansiyel terdpatik hedefleri olarak
dusunulmektedir (Loeser, Erickson, & Long, 2008). MAPK’larin 3 uyari
grubu vardir, bunlar Ekstraselliler uyar duzenleyici kinaz (ERK), Jun-N-
terminal kinaz (JNK) ve 38 kd protein kinaz (p38) dir. ERK, sitokin ve
bliyume faktorleri tarafindan aktive edilirken, JNK ve p38, timodr nekroz
faktor-alfa (TNF-a), interlékin-1beta (IL-1B) gibi sitokinlere cevap olarak
aktive olur (Harris et al., 2006d) Bu kinazlar 6zellikle ntklear faktoér kappa
b (NF-kB) olmak uzere g¢esitli transkripsiyon faktoérlerini aktiflestirir
(Roach, 2008). Hucre farklilasmasi, canlilidi ve aktivasyonu icin gerekli
olan NF-kB inflamatuar yoldaki en énemli transkripsiyon faktdrlerinden
birisidir (Harris et al., 2006d). NF-kB; TNF-a, IL-1pB, lipopolisakkarit ve
serbest oksijen radikallerini iceren bircok farkli uyaran tarafindan aktive
edilir (Harris et al., 2006d). NF-kB, eklem kikirdaginda matriks
metalloproteinaz (MMP) gen ekspresyonu olusmasinda ve ¢ok sayida pro-
inflamatuar aracinin salinmasinda rol alr (Harris et al., 2006d). NF-kB,
inflamatuar sitokinlerle birlikte c¢esitli hicre disi matriks yikim
proteinlerinin ekspresyonlarini artirir (Roach, 2008). NF-kB’nin OA’li hasta
kondrositlerinde, anormal gen urdnlerinin uyarilmasi ve normal kondrosit
gen Urlnleri Uretiminin baskilanmasinda etkili oldugu ileri strdlmustir
(Roach, 2008).

Kiguk kodlamayan RNA’larin bir sinifi olan mikroRNA (miRNA)'lar
gelisim, homeostaz ve badisiklik fonksiyonlarinda o6nemli rol oynar
(Iliopoulos, Malizos, Oikonomou, & Tsezou, 2008; Luo, Tsai, Shen, & Yu,
2010). miRNA’larin kanserden inflamasyona kadar cogu hastalikla iliskili
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oldugu gosterilmistir (Sonkoly & Pivarcsi, 2009). mRNA yikilmasi veya
translasyon baskilanmasi ile gen ekspresyonunu dizenleyen miRNA’larin,
cesitli hastaliklardaki rollerinin 6grenilmesi onlarin yeni bir biyobelirteg
olarak degerlendiriimesine yol agmaktadir (Sonkoly & Pivarcsi, 2009).
miRNA’larin ekpresyonlarinin hlicre kaderinin belirlenmesindeki 6nemli
roli disinda, 6zel immuun cevabi ve inflamatuar uyariyl da dlzenledikleri
belirlenmistir (Sheedy & O'Neill, 2008). Eklem kikirdaginda miRNA
ekspresyonlarinin  arastinlmasi OA gibi hastaliklarda hedeflerin
tanimlanmasina imkan saglayabilir (Dunn, DuRaine, & Reddi, 2009).

mMiRNA-146a ve miRNA-155; IL-1B ve TNF-a gibi pro-inflamatuar
aracilar tarafindan uyarildigi bilinen miRNA’lardir (Sheedy & O’Neill, 2008).
miRNA-146a ve mIiRNA-155'in ekspresyon mekanizmalarini igeren
calismalar pro-inflamatuar transkripsiyon faktéri NF-kB'nin inflamatuar
uyariya cevapta merkezi bir rol oynadigini gostermektedir (Ceppi et al.,
2009; Taganov, Boldin, Chang, & Baltimore, 2006). Bununla birlikte
mMiRNA-155 seviyesinin dlizenlenmesinde MAPK uyarisinin énemli bir role
sahip oldugu ve INK'nin bu ekspresyonu dizenledigi distntlmektedir
(O'Connell, Taganov, Boldin, Cheng, & Baltimore, 2007). Yapilan
arastirmalarda, bu baglantiy! destekleyen deneysel kanitlar az oldugundan
uyari yolaginda miRNA-146a, miRNA-155, INK ve NF-kB arasindaki
iliskisinin anlasilmasi icin daha gok calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Eklem hasari veya tamiri sirasinda gesitli biyobelirtecler menisktls ve
ligamentler, eklem kikirdagi, kemik doku, osteofitler ve sinoviyal zardan
salinarak sinoviyal sivi havuzuna ve buradan da lenfatik dolasima ve
sistemik dolasima katiimaktadir (Ozgul, 2002). Bu biyobelirteclerin serum,
idrar veya kanda belirlenmesi, OA'nin erken ddénemde saptanmasi,
hastaligin seyrinin ve tedaviye cevabinin izlenmesi icin 6nemlidir.

Bu nedenlerle bu calismada, OA mekanizmasinin anlasilmasina katki
saglamak icin yeni bir terapétik hedef olan miRNA’lardan miRNA-146a ve
miRNA-155, yine bircok hastalik icin potansiyel terapétik hedef olarak
tanimlanan MAPK’lardan JNK ve transkripsiyon faktérlerinden NF-kB’nin
OA patofizyolojisindeki rollerinin belirlenmesi amaclanmistir.



2- GENEL BILGILER
2.1 - Osteoartrit

Osteoartrit (OA) kikirdak, kemik ve sinoviyal dokularda cesitli
travmatik, biyomekanik, gelisimsel, metabolik ve genetik faktorlerin
etkisiyle meydana gelen kikirdak yapimi ve yikimi arasindaki dengenin
bozulmasi ile ortaya cikan, biyokimyasal ve morfolojik degisiklikler ile
karakterize bir eklem hastaligidir (Sharma et al., 2006).

Insan viicudunun en biyiik eklemi olan diz eklemi OA’nin siklikla
gorialdigiu eklemlerdendir. YUirime, denge, durma, edilme ve ¢comelmede
onemli bir eklem olan dizde gérilen OA, ylurime, merdiven inip gikma gibi
alt ekstremitelerin temel gunlik yasam aktivitelerini olumsuz yoénde
etkileyerek sakatlia ve sonucgta sosyoekonomik problemlere neden
olmaktadir (Akcavus, Karagdz, Aybay, Celik, & Ylcel, 2001; Samanci,
Kacgar, Sayin, & Tuncer, 2003).

Diz OA’sinda (gonartroz), dizin fonksiyon ve stabilizesini saglayan
eklem kapsuli, kemik yapilar, eklemin dis ve i¢ badglari, meniskusler,
kaslar, kikirdak, sinoviyal zar ve sinoviyal sivi 6nemli rol oynar (Samanci
et al., 2003). Diz OA’si normal ekleme asir yluklenme veya anormal
ekleme normal yikleme sonucu gelisebilir. Diz OA gelisimi dize binen
stresin artmasi ve buna kas iskelet sisteminin cevap vermesidir. Ancak
codgu olguda diz OA'nin gelismesine yol acacak neden bulunamaz (Oguz,
1992a) (Sekil 2.1).

Normal Diz Osteoartritli Diz

Zayiflamis ve Yipranmis
Kaslar, Tendonlar ve Ligamentler

Kas
Inflamasyonlu Sinoviyum
Tendonlar/Ligamentler / R \ Akiskanhgi Azalmis Sinoviyal Sivi
7 4 Hasarli Kikirdak

i K|_I<|IE<_:l_ak I —

eniskus i = ] ) .
H—— : : ‘< Osteofit

Sinoviyum Y R | !
Sinoviya| Sivi \ \ | o/ Kemik Sklerozu

Eklem Kapsld ; 4 Yipranmis Meniskiis

Kalinlagmigs Eklem Kapstili
Kemik

Sekil 2.1 Normal ve OA’ll diz yapisi
(Wieland, Michaelis, Kirschbaum, & Rudolphi, 2005)



Diz OA’si tanisinda yaygin olarak klinik, laboratuvar ve radyolojik
verilerin kombinasyonundan olusan, Amerikan Romatoloji Dernegi (ARD)
tarafindan dnerilen kriterler kullanilir (Tablo 2.1) (Altman et al., 1986).

Tablo 2.1 Diz OA’ sinda ARD tani kriterleri

Klinik Gerekli kriterler
1. Onceki ayin ¢cogu giiniinde diz agrisi

2. Aktif eklem hareketi ile krepitasyon varhgi 1,2,3,4 veya

3. Dizde 30 dakika veya altinda sabah sertligi 1,2,5 veya

4. Yasin 38 ya da lzerinde olmasi 1,4,5

5. Muayenede dizde kemiksel genisleme varligi

Klinik, Laboratuvar ve Radyolojik

veya

WN =

(o) IO, I N

. Onceki ayin ¢odu giiniinde diz agrisi olmasi
. Radyolojik olarak eklem koéselerinde osteofitler
. OA’ nin tipik sinoviyal sivi bulgulan (berrak, visk6z

beyaz kiire < 2000/mm?den en az ikisi )

. Yasin 40 veya Uzerinde olmasi
. Dizde sabah sertliginin 30 dakika ya da altinda olmasi
. Dizin aktif hareketlerinde krepitasyon varligi

2.1.1- Osteoartrit siniflandirmasi

OA icin yaygin olarak tutulan ekleme, etiyolojiye ve spesifik dzelliklere
gore degisik siniflamalar kullanilir (Tablo 2.2) (Loeser et al., 2008;
Pelletier et al., 2001).

OA, geleneksel olarak primer (idiopatik) ve sekonder olarak iki tipe
ayrilir. Eklem dejenerasyonunun nedeni bilinmiyorsa buna primer OA denir
ve OA’'in en sik gorilen formudur. Altta yatan etkenin belli oldugu
durumlar ise sekonder OA olarak isimlendirilir. Primer OA 40 yasindan
énce nadir goérulir. Travma, infeksiyon, avaskiler nekroz, hemofili gibi
nedenlere bagh sekonder OA ise daha cok genc eriskinlerde gorular
(Pelletier et al., 2001).



Tablo 2.2 Osteoartrit siniflandirmasi

1-Tutulan Ekleme Gore Siniflandirma
a) Tutulan eklem sayisina gbére (mono, oligo ve poliartiktler)
b) Tutulan eklem lokalizasyonuna gére (kalga, diz, el, vertebra OA)
2-Etyolojiye Gore Siniflandirma
a) Primer (idiopatik) OA
b) Sekonder OA
1. Metabolik sebepler
2. Anatomik sebepler
3. Travmatik sebepler
4. Inflamatuar sebepler
3- Spesifik Ozelligin Varhigina Gore Siniflandirma
a) Inflamatuar OA
b) Eroziv OA
c) Atrofik veya destriktif OA
d) Kondrokalsinozis ile OA
e) Digerleri

2.1.2- Osteoartrit prevalansi ve insidansi

OA tum irklarn ve her iki cinsi etkileyen, dinyada en sik gérilen ve
fiziksel bozukluga yol acan bir eklem sorunudur. 55 yasin Uzerindeki
bireylerin % 80‘inden fazlasinda OA’ya ait radyografik bulgular saptanir
(Atay, 2011). Ulkemizde yapilmis olan genel bir OA prevalans galismasi
bulunmamaktadir. Bununla birlikte, 2005 yilinda yapilan 50 yasin Ustlnde
655 kisinin katildigi bir arastirmada semptomatik diz OA prevalansi %
14,8 (kadinlarda % 22,5 ve erkeklerde % 8) olarak bildirilmistir (Kacar et
al., 2005). Amerika Birlesik Devleti'nde eriskinlerde klinik OA
prevalansinin % 4,5 oldugu, yasla prevalansin arttigi (60 yas Uzerinde
erkeklerde % 17 ve kadinlarda % 29,6) belirlenmistir (Hooper,
Holderbaum, & Moskowitz 2005; Tuncer & Gilgil, 2007). Yine ABD’de ileri
yastaki kadinlarda OA insidansinin yaklasik % 1’oldugu bildirilmistir. Yilda
her 100.000 kisi icin el OA insidansi 100, diz OA insidansi 240 ve kalga OA
insidansi 88 bulunmustur (Dennison & Cooper, 2003).

2.1.3- Osteoartrit risk faktorleri

OA ile iliskili risk faktorleri hastaligin gelisiminde, ilerlemesinde,
radyografik ya da semptomatik olusunda géreceli olarak tutulan eklem ve
hastaligin evresine gore degiskenlik gostermektedir. Genel olarak risk
faktorleri sistemik ve lokal olmak izere iki kisimda incelenebilir. Ileri yas,
kadin cinsiyeti, kalitsal ve etnik 6zellikler, kemik mineral yodunlugunda
artis gibi sistemik faktorler eklem kikirdagini zedelenmeye yatkin hale
getirir. Obezite, sportif ve mesleki aktiviteler, eklem zedelenmesi, eklemin
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yapisal 6zellikleri, eklem laksitesi ve kas glcinde azalma veya artma gibi
lokal faktorler de mekanik etkilerinden dolayl eklem dejenerasyonuna
dogrudan katkida bulunurlar (Tablo 2.3) (Bodur, 2011; Dennison &
Cooper, 2003; Harris et al., 2006c; Tuncer & Gilgil, 2007).

Tablo 2.3 Osteoartritte sistemik ve lokal risk faktorleri

Sistemik Faktorler Lokal Faktorler

Yas Obezite

Cinsiyet Sportif ve Mesleki Aktiviteler
Kalitsal Ozellikler Eklem Zedelenmesi

Etnik Ozellikler Eklem Biyomekanigi

Kemik Mineral Yogunlugu Kas Glcu

2.1.3.1- Sistemik risk faktorleri
2.1.3.1.1- Yas

Tum eklemlerdeki OA insidansi ve prevalansi vyasla birlikte
artmaktadir. Yasin ilerlemesiyle vicutta kikirdak yapiyi etkileyen birgok
biyolojik degisiklik ortaya cikmaktadir. Bu degdisikliklerin sonucunda da
eklemler daha kolay zedelenebilir hale gelmektedir. Felson ve
arkadaslarinin yaptigi calismada 63 yas Uzeri bireylerin diz eklemleri
radyolojik olarak incelenmis ve 70 yas altinda osteoartrit sikhdinin % 27
oldugu, 80 Uzerinde ise sikligin % 44’e ciktigi belirlenmistir (Atay, 2011;
Dennison & Cooper, 2003; Felson et al., 1987; Hooper et al., 2005;
Tuncer & Gilgil, 2007).

2.1.3.1.2- Cinsiyet

OA kadinlarda erkeklere gbére daha sik goértlmektedir ve erkeklerle
karsilastirildiginda kadinlarda daha cok eklemi tutma egilimindedir. OA
goridlme sikhdr kadinlarda 50 yastan once daha azken, 50 yasindan sonra
kadinlar belirgin olarak daha fazla etkilenirler. Kadinlarda OA gérilme
sikhdinin artmis olmasinin genetik yapiya ya da hormonal nedenlere bagli
olabilecegi distlmektedir (Atay, 2011; Harris et al., 2006c; Tuncer &
Gilgil, 2007).

2.1.3.1.3- Kalitsal faktérler

Aile ve ikiz calismalari OA'da kalitimin etkisinin % 50-65 dizeyinde
oldugunu gostermektedir (Atay, 2011). Kadinlarda OA icin kalitsalligin
etkisi erkeklere nazaran daha fazla gérilmektedir (Hooper et al., 2005;
Tuncer & Gilgil, 2007). Heberden nodllleri ile birlikte seyreden primer
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generalize OA'nin kadinlarda dominant erkeklerde resessif olan otozomal
bir gen ile tasindigi bildirilmistir (Dennison & Cooper, 2003). Diz ve kalca
OA’si icin de genetik yatkinlik oldugunu distndiren calismalar vardir
(Lanyon, Muir, Doherty, & Doherty, 2000; Neame, Muir, Doherty, &
Doherty, 2004; Spector, Cicuttini, Baker, Loughlin, & Hart, 1996). Eklem
kikirdagint  olusturan major kollajen olan tip 2 kollajen gen
polimorfizmlerinin generalize OA ile iliskisi gosterilmistir (Meulenbelt et al.,
1999; Uitterlinden et al., 2000). Vitamin D reseptdér gen polimofizimi ile
OA ligkisi tespit edilmistir (Zhu et al., 2014). OA’'da birden fazla yatkinlik
geni olabilecegi Uzerinde durulmaktadir (Atay, 2011; Harris et al., 2006c).

2.1.3.1.4- Etnik ve irksal 6zellikler

OA’da tutulan eklemler irklara gére bazi  varyasyonlar
gosterebilmektedir. Afrikali-Amerikalilarda diz OA’si beyazlardan daha
yuksek oranda ve daha siddetli gértilmektedir (Dennison & Cooper, 2003;
Hooper et al., 2005). Kalga OA yayginhdi Avrupa’h beyazlarda Afrikali-
Amerika’lilardan daha yuksektir. Cinlilerde el ve kalgca OA’sI beyazlara gére
daha dusuk oranda goérulmektedir. Buna karsilik lateral diz OA’sina
Cinlilerde daha ¢ok rastlanmaktadir (Hooper et al., 2005; Tuncer & Gilgil,
2007). OA prevalansi ve siddetindeki etnik farkhliklarin genetik etkenlere
veya bazi durumlarda eklemin asiri kullanimi veya hasarlanmasina bagh
olabilecegi disintlmektedir (Atay, 2011).

2.1.3.1.5- Kemik mineral yogunlugu

Yiksek kemik kitlesine sahip kadinlarda diz ve kalga OA gelisme riski
daha yuksek bulunmustur. Diger yandan yiksek kemik kitlesinin yeni
baslamakta olan diz OA riskini artirdigi ancak hastalik gelismis olanlarda
radyografik ilerleme riskini azalttigi gosterilmistir (Atay, 2011). Kemik
mineral yogunlugunda azalmayla karakterize olan osteoporozlu hastalarda
OA beklenenden daha az gorilmektedir. Osteoporoza bagh kemik
kitlesindeki azalma subkondral kemigin sok absorbe edici yetenegini
arttirmakta, bdylece kikirdak hasari ve dolayisiyla OA gelismesi
engellenmektedir (Dennison & Cooper, 2003; Tuncer & Gilgil, 2007).

2.1.3.2 - Lokal risk faktérleri
2.1.3.2.1- Obezite

Obezite diz OA’sinin hem olusumu hem de seyri agisindan énemli bir
risk faktértidur (Atay, 2011; Dennison & Cooper, 2003; Harris et al.,
2006c). Diz OA riskinin, viicut kitle indeksi (VKI) <25 bireylere gére, VKI
>30 olan bireylerde yaklasik sekiz kat fazla oldugu gosterilmistir (Coggon
et al., 2000). Kadinlarda VKI'deki 2 birimlik azalmanin (yaklasik 5 kg)
semptomatik diz OA gelismesi prevalansini yaklasik % 50 azalttid
gosterilmistir (Felson, Zhang, Anthony, Naimark, & Anderson, 1992).
Ayrica obezite radyolojik bulgularin ilerlemesi igin de bir risk faktértdur
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(Harris et al., 2006c). Obezite ve OA iliskisinin kalca, el ve generalize
OA’da diz OA’sindaki kadar belirgin olmamasi obezitenin bir risk faktori
olarak sistemik etkilerinden cok mekanik etkilerinin daha agir bastigini
gdstermektedir (Atay, 2011; Tuncer & Gilgil, 2007).

2.1.3.2.2- Sportif ve fiziksel aktiviteler, mesleki faktérler ve travma

Profesyonel olarak spor yapan kisilerde erken diz OA riskinin arttig
(Kujala et al., 1995; Spector, Harris, et al., 1996; Tuncer & Gilgil, 2007),
bununla birlikte amatér olarak spor yapan kisilerde bdéyle bir riskin s6z
konusu olmadigi bildirilmistir (Hannan, Felson, Anderson, & Naimark,
1993; Tuncer & Gilgil, 2007). Hatta dizenli olarak spor yapanlarda diz ve
kalca OA riskinin azaldigi gosterilmistir (Rogers, Macera, Hootman,
Ainsworth, & Blair, 2002). Spesifik eklemlerin uzun slreli ve tekrarl
kullanimini gerektiren meslek sahibi kisilerde OA gelisebilmektedir. Cesitli
arastirmalarda madencilerde omurga ve diz, rihtim iscilerinde el ve diz,
pnomatik kompresor kullanan iscilerde dirsek ve el biledi, ciftcilerde kalga
ve insaat iscilerinde diz eklemlerinde OA'nin daha fazla gelistigi
belirtilmistir (Atay, 2011; Tuncer & Gilgil, 2007). Uzun sureli diz bikmeyi
ve ¢oOmelmeyi gerektiren mesleki aktivitelerin de diz OA riskini artirdigi
bulunmustur (Tuncer & Gilgil, 2007). Buyuk travmalar sonucunda da OA
gelisebilmektedir. Yapilan bir calismada agir diz yaralanmasinin diz OA
gelisim riskini erkeklerde 3,5 kat, kadinlarda 2,2 kat artirdigi
gosterilmisitir (Atay, 2011; Maetzel, Makela, Hawker, & Bombardier,
1997).

2.1.3.2.3- Eklem biyomekanigi

Eklem biyomekanigindeki bozukluklar OA’ya yol agabilir. Eklem
kapsuli ve ligamentlerindeki gevseklik sonucu eklemde instabilite gelisimi
OA riskini arttirmaktadir (Tuncer & Gilgil, 2007). Degisen eklem geometrisi
eklem kikirdaginin  beslenmesini etkileyebilir veya vyik dagilimini
degistirebilir ve bunlardan herhangi biri kikirdagin biyokimyasal yapisini
degistirerek diz OA’sinin olusumuna ve ilerlemesine katkida bulunabilir
(Harris et al., 2006c¢).

2.1.3.2.4- Kas gucl

Kas glclnin azalmasi veya artmasi OA gelisiminde bir risk faktora
olarak ortaya cikmaktadir (Tuncer & Gilgil, 2007). Bacadin, kalcadan diz
eklemine dek uzanan Ust bdéliminde vyer alan kuadriseps kasinin
kuvvetinde meydana gelen azalmanin diz OA’sinin bir sonucu olarak
dasundlurken, vyapilan bir calismada baslangicta OA saptanmayan
kadinlarda kuadriseps kasinin gigslzliginin radyografik OA gelisime
riskini artirdig1 gosterilmistir (Atay, 2011).



2.1.4- Osteoartritin klinik bulgulari

OA’'da belirtiler genellikle yavas ve sinsi seyirli baslar ve etkilenen
ekleme lokalizedir. OA'nin basilica klinik 6zellikleri agri, eklem tutuklugu,
eklem sisligi, krepitasyon (citirdama), deformite (bicim bozuklugu) ve
subliksasyon (eklem vyuzlerinin birbirinden tamamen uzaklasmadan,
kismen ayrilmasi, kismi cikik), lokal hassasiyet ve hareketle agri, hareket
kisitlanmasi ve fonksiyon kaybi olarak siralanabilir (Atay, 2011; Ergin,
2007; Eskiyurt, 2000; Kirazli, 1999; Oguz, 1992b).

2.1.5- Osteoartritin radyolojik bulgulari

Direkt radyografi cok hassas olmamasina karsin diz OA tanisinda en
faydali gorintileme ydntemidir. OA’da sik gorilen radyolojik bulgular,
eklem araliginda asimetrik daralma, subkondral kemikte skleroz
(eburnasyon), subkondral kistler ve eklem kenarlarindaki osteofitlerdir.
Deformiteler, subliksasyon ve eklem fareleri daha cok ileri vakalarda
goérulir (Atay, 2011).

Diz OA’sinda hastaligin radyolojik olarak evrelendirilmesinde, klinik

olarak OA ile uyumu gdsterilmis olan Kellgren-Lawrence skalasi (K-L)
kullanilir (Kellgren & Lawrence, 1957) (Tablo 2.4.).

Tablo 2.4 Kellgren-Lawrence radyolojik evreleme sistemi

Evreler Tanim

Evre O Normal

Evre 1 Eklem araliinda stipheli daralma, osteofit olasiligi

Evre 2 Kesin osteofit, eklem araliginda stipheli daralma

Evre 3 Orta derece osteofit, eklem araliginda kesin daralma, hafif skleroz
Evre 4 Genis osteofit, eklem araliginda belirgin daralma, deformite

2.1.6- Osteoartritin laboratuvar bulgulari

OA icin 0Ozgul bir tanisal test yoktur. Primer OA’da eritrosit
sedimantasyon hizi (ESH), c-reaktif protein (CRP), rutin kan sayimlar ve
biyokimyasal analizler normaldir. Romatoid faktdér (RF) ve antintklear
antikor (ANA) negatiftir. Sinoviyal sivida hafif inflamasyona ait nonspesifik
Ozellikler goérulir. Bunlar; hacimde artis, viskozitede azalma, hafif
pleositoz ve proteinde hafif artistir (Evcik & Babaoglu, 2007). Eklem
sivisinda kalsiyum pirofosfat dihidrat veya hidroksiapatit kristalleri
saptanabilir (Atay, 2011; Doganavsargil & Gimiusdis, 2003).



2.1.7- Osteoartrit patogenezi

OA eklemi olusturan kikirdak, subkondral kemik, sinoviyal doku,
eklem kapsulli, ligamentler ve kaslar gibi eklemin tim elemanlarini
etkilemesine ragmen, primer degisiklikler eklem kikirdaginin kaybini,
subkondral kemigin yeniden sekillenmesini ve kemik c¢ogalmasi sonucu
olusan osteofitlerin gelisimini icermektedir (Harris et al., 2006c). OA
yaslanan kikirdaktan farkh bir streg olarak kabul edilmekte, tim eklemin
dinamik, biyomekanik ve hicresel islevlerini olumsuz yénde etkileyen bir
patoloji olarak distnulmektedir. Bu nedenle, patolojik siirecin merkezinde
eklem kikirdagi, subkondral kemik ve sinoviyal doku bulunmaktadir
(Lohmander, 2000).

2.1.7.1- Eklem kikirdagi

Normal eklem kikirdagi fonksiyonu geregi yari-kati yapi gerektiren
eklem araliklarinda sekil olusturmak, esneklik, dayanikhlik ve ylike uyum
saglamak Uzere bulunan c¢ok 0zel bir dokudur (Atay, 2011). Kikirdak,
%65-80'i su, %20-35'i kati olan bir hicre disi matriks ve bu matriks igine
dagiimis olan kondrositlerden meydana gelir (Atay, 2011; Sarpel, 2007).
Kondrositler, hem yapim hem de yikimdan sorumlu hucreler olarak
kikirdak homeostazini saglar, dedgisen kimyasal ve mekanik sartlara gore
periselliler matriksin yapimi, idamesi, yikimi ve gerekirse yeniden
sekillenmesini gercgeklestirir (Atay, 2011). Hlcre disi matriks baslica
kollajen lifler ve proteoglikanlardan olmak Uzere nonkollajenéz asidik
glikoproteinler, lipidler ve kalsiyum tuzlarindan meydana gelir (Sarpel,
2007). Matriks igeriginin yarisindan fazlasini en c¢ok tip II kollajen Iif
olusturur. Kollajen liflerin arasi glikozaminoglikan zinciri igeren bir protein
olan proteoglikanlarla doludur. Kikirdakta en c¢ok bulunan proteoglikan
agrekan proteinidir (Atay, 2011; Harris et al., 2006a; Sarpel, 2007).
Baslica glikozaminoglikanlar ise hiyaluronik asit, kondroidin sulfat, keratan
slilfat ve dermatan silfat olarak siralanabilir (Sarpel, 2007). Kikirdagin su
icerigi, kollajen ag ve negatif ylklli proteoglikan zincirlerinin olusturdugu
basingla dengede tutulur. Bu nedenle kikirdagin esnekligi yani hidrolik
permeabilite, kikirdagin su ve proteoglikan icerigi ile dogru orantihdir
(Atay, 2011; Harris et al., 2006a). Kikirdagin fonksiyonel 6zelliklerini
belirleyen bu biyokimyasal temel g6z o6nlne alindiinda su kapsami,
proteoglikanlar ve kollajen fibriller arasinda hem fizyolojik kosullarda hem
eklem Uzerine yilk bindiginde son derece karmasik etkilesimler gerceklesir
(Atay, 2011; Harris et al., 2006a). Kikirdakta hicre disi matriks elemanlari
ve buylime faktérleri gibi cesitli kimyasal ailelere ait makromolekdiller de
bulunur. Bu molekitller hem kikirdagin yapisini olusturmakta hem de hiicre
islevlerinin dizenlenmesinde rol alirlar. Normal kikirdagin fonksiyonel
ozellikleri, kikirdagin ana hicresi olan kondrositler ile matriks ve diger
matriks molekdlleri arasindaki iliski OA patogenezinin daha iyi anlagiimasi
acisindan 6nem tasir (Atay, 2011; Evcik & Babaoglu, 2007; Harris et al.,
2006a; Sarpel, 2007).
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OA gelisim sirecinde morfolojik olarak eklem kikirdagr ylzeyinde
dizensizlesme, ylzeyel catlaklarda belirginlesme, proteoglikan dagiliminda
degisim gorulir. OA ilerledikce bu catlaklar derinlesir, ylzeyin dizensizligi
artar, eklem kikirdagi Ulserlesir ve altta yatan kemik acida cikar (Harris et
al., 2006c; Kuru, 2000). Kemik proliferasyonunun sonucu eklem
kenarlarinda ve kikirdak tabaninda osteofit adi verilen cikintilar olusur ve
bunlarin Gzerleri yeni olusan, dlzensiz yapidaki hyalin ve fibréz kikirdak ile
kaplanir. Osteofitler kismen OA’daki agri ve eklem hareketindeki
kisithhktan sorumludur (Atay, 2011; Harris et al., 2006c).

OA’da zaman igerisinde eklem kikirdaginin kaybina biyokimyasal ve
metabolik degisimler de eslik eder (Atay, 2011; Harris et al., 2006c).
OA'nin ilk evresinde kondrositlerde gecici bir cogalma yaniti, hiicre disi
matriks sentezinde artig, sitokin ve proteinaz enzim aktivitelerinde artis
gozlenir. Eklem dokusu tarafindan Uretilen en 6nemli sitokin ve aracilari
interlokin-1beta (IL-1B) ve timoér nekroz faktdér alfa (TNF-a) iken;
proteinazlar, matriks metalloproteinaz (MMP)’ler (kollojenaz, jelatinaz,
stromelizin, matrilisin ve disintegrin-metalloproteinaz ailesi (ADAM)),
aspartik proteinazlar, sistein proteinazlar ve serin proteinazlardir.
Kondrositlerde gézlenen bu aktivite artisi erken dénemde ortaya c¢ikan
“doku onarimi yaniti” olarak kabul edilir (Evcik & Babaoglu, 2007;
Goldring, 2000b; Taskiran, 2007).

Ikinci evrede kondrositler, doku hasari ile osmolarite ve yiik
yogunlugundaki degisikligi farkedip hizla hilicresel yaniti uyaran aracilar
salgilarlar (Harris et al., 2006b, 2006c). Matriks makromolekdllerinin
sentezinde ve kondrositlerin cogalmasinda anabolik ve mitojenik
faktorlerin dnemli rolG vardir. Kondrositler birtakim mekanik ve kimyasal
streslere yanit olarak serbest bir radikal olan nitrik oksit (NO) Uretirler. NO
hizla yayilir ve matriks makromolekullerinin yikilmasina yol agcan IL-1'in
salinimini uyarir (Evcik & Babaodglu, 2007; Harris et al., 2006c). IL-1
matriks bilesenlerinin sentezini azaltir, yikici enzimlerin yapimini artirir ve
kondrosit gogalmasini baskilar. Kondrosit aktiviteleri Gzerinde TNF-a'nin da
etkisi vardir (Evcik & Babaoglu, 2007; Van der Kraan & van den Berg,
2000; Westacott & Sharif, 1996). Sitokinlerin yani sira, yine kondrosit ve
sinoviyositlerden salinan bazi blUylime faktoérleri proteolitik enzimlerin
inhibisyonu, proteoglikan ve kollajen sentezinin uyarilmasi ve hasar goéren
kikirdak dokusunun onariminda ve korunmasinda gérev vyaparlar. Bu
evrede tamir yaniti proteazlarin katabolik etkisine karsi koyabilir ve bazen
dokunun tamirini sadlayabilir. Tamir yaniti yillarca surebilir; bazen
hastaligin gidisini gecici de olsa durdurabilir (Evcik & Babaoglu, 2007;
Goldring, 2000b; Harris et al., 2006b, 2006c; Taskiran, 2007).

Stabilizasyon veya tamir girisiminin basarisiz olmasi hastaligin Ggtnci
evresinin olusumuna yol acar. Ilerleyici bir kikirdak kaybi, kondrositik
anabolik ve cogalma yanitlarinda azalma s6z konusu olur. Bu azalma
fonksiyonel ve stabilize bir matriks tarafindan korunulmayan kondrositlerin
mekanik hasarindan ve 6liminden kaynaklanabilecedi gibi, kondrositlerin
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anabolik sitokinlere cevabindaki azalmadan da kaynaklanabilir (Harris et
al., 2006c; Martel-Pelletier, Lajeunesse, & Pelletier, 2005; Wolheim,
2003).

OA'nin ileri déneminde 6zellikle tip 2 kollajen ve agrekan sentezindeki
azalma kikirdagin gergin yapisini bozar ve kikirdak dejenerasyonunu
dénlsl olmayan bir evreye sokar (Goldring, 2000a).

OA'nin derecesiyle orantih olarak eklem kikirdaginin proteoglikan
icerigi azalir, proteoglikanlarin glikozaminoglikanlar ile birlesmesi azalir.
Hastalik ilerledikce proteoglikan konsantrasyonu normal konsantrasyonun
yarisinin altina iner ve glikozaminoglikan zincirleri kisalir (Sarpel, 2007).
Kollajenaz, kollajen liflerinde incelme yapar, kollajen agini gevsetir ve
matrikste sismeye neden olur. Bu dedisiklikler kikirdagin kompresyon ve
mekanik streslere daha direngsiz hale gelmesine ve ilerleyici bir kikirdak
kaybina yol acar (Martel-Pelletier et al., 2005).

OA’daki kikirdak yikiminda dokuda ylksek oranda bulunan MMP’ler
onemli rol oynamaktadir. OA'da bu aileden kollajenaz (MMP-1, MMP-8 ve
MMP-13), sitromelisin (MMP-3, MMP-10) ve jelatinaz enzimlerinin (MMP-2,
MMP-9) ylksek oldugu gorilmektedir (Atay, 2011; Martel-Pelletier et al.,
2005).

OA’da kollajenaz, sitromelisin ve jelatinaz kondrositler tarafindan
proenzim olarak salgilanmakta ve IL-1 ve TNF tarafindan bu sekresyon
arttinlmaktadir (Martel-Pelletier et al., 2005). Kollajenaz dogal kollajenin,
stromelisin proteoglikanlarin yikimindan sorumlu iken jelatinaz denatlire
kollajenin yikimindan sorumludur (Martel-Pelletier et al., 2005; Wolheim,
2003). MMP’ler, tip 9 ve 11 kollajenler ve diger molekdllerin
degradasyonunu sadlayarak tip 2 kollajen lif agini destabilize ederler
(Harris et al., 2006c; Martel-Pelletier et al., 2005; Wolheim, 2003).

Eklem kikirdaginda yikimin baslamasindan sorumlu gergek kollajenaz
olarak MMP-13 saptanmistir (Evcik & Babaoglu, 2007). MMP-13, tip 2
kollajeni spesifik parcaladigi icin 6nemlidir ve OA'nin baslangic doneminde
sentezi artmaktadir (Martel-Pelletier et al., 2005; Wolheim, 2003).
Fizyolojik kosullarda enzimlerin yikici etkileri doku metalloproteinaz
inhibitérad (TIMP) adi verilen molekdlllerle baskr altinda tutulur. Bu
inhibitdérler transforming buylUme faktori-beta (TGF-B) kontroll altinda
sentezlenirler. Bu inhibitér molekdller, enzim-inhibitér kompleksleri
olusturarak MMP’leri etkisiz hale getirirler (Martel-Pelletier et al., 2005).
Eder aktif enzimlere gbre sentezleri daha azsa artmis matriks yikimi
gozlenir. OA kikirdagi TIMP acisindan fakirdir. Normal kikirdakta TIMP 1 ve
2 bulunmaktayken OA kikirdaginda sadece TIMP 1 saptanmistir (Evcik &
Babaoglu, 2007; Harris et al., 2006c; Martel-Pelletier et al., 2005).
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2.1.7.2- Subkondral kemik doku

Subkondral kemik viskoelastiktir, kikirdak dokuya goére daha iyi sok
emicidir. Ani asin yuklenmelerde kikirdak dokuyu koruyucu davranarak
yUuk dagihminda gorev alir ve kikirdaktan cok daha fazla oranlarda yuki
karsilar (Evcik & Babaoglu, 2007; Hough, 2005).

OA’'da ekleme asiri ylklenme ile subkondral kemik yogunlugunda ve
sertliginde artis olur, ancak eklemin ylik dagitim kapasitesi azalir.
Subkondral kemik yogunlugundaki artisin erken dénemde gelistigi ve
sonrasinda tim kalinllk boyunca kikirdak kaybina kadar ilerledigi
gosterilmistir (Evcik & Babaoglu, 2007). OA ilerledikce adirhk tasiyan
eklemlerdeki mekanik stress, subkondral kemik tabakasi ve kikirdakta
mikrofraktirlerin gelisimine katkida bulunabilir. Mikrofraktirler iyilesirken
kemik sertliginde artis meydana gelir. Kikirdak hasari arttikga subkondral
skleroz ve sertlik ilerler. Subkondral kemik, ortaya cikan bu tekrarlayici
uyarilara yeniden yapilanma ve sertlesmis kemik dokusu ile cevap verir.
Ancak bu yeni kemigin sok emici 6zelligi azalmistir. Calismalar, subkondral
kemik kalinligi ile OA siddeti arasinda yakin iliski oldugunu géstermistir
(Evcik & Babaoglu, 2007; Hough, 2005; Kuru, 2000).

2.1.7.3- Sinoviyal doku

Sinoviyal doku, sinoviyal zar ve sinoviyal sividan olusur. Sinoviyal zar
eklem kapsulinin arka i¢ ylzeyi boyunca yayilan, eklem kikiragini
ortmeyen, damardan zengin bir bag dokudur (Doral et al., 2007).
Sinoviyal zar normalde bir veya iki hiicre kalinligindadir (Harris et al.,
2006a). Bu hicreler sinoiyositler olarak bilinir ve plazmanin
ultrafilitrasyonu ile sinoviyal sivi olusmasindan sorumludurlar. Sinoviyal
tabakada bulunan bu hilcreler, makrofaj benzeri etki gb6sterir ve
hyaluronik asit, proteoglikan, kollajen tip I-III, TIMP, latent proteinaz ve
kollajenaz sentezler. Sinoviyal doku vaskiler beslenmesi iyi oldugu igin
yuksek yenilenme kapasitesine sahiptir. Sinoviyal sivi, plazmanin sinoviyal
araliga gecen bir filtratidir. Sinoviyal sivi miktari 2-4 ml arasindadir.
Renksiz, berrak, viskositesi yluksek bir sividir. (Apras & Cobankara, 2000;
Doral et al., 2007; Kuru, 2000). Viskosite hyaluronik asit icerigine baghdir.
Sinoviyal sivi eklemden diflizyon yoluyla eklemi cevreleyen lenfatik ve
kapillerlere atilirken normal déngl slrecine ugrar. Sinoviyal sivi eklem
cevresindeki kikirdaga besin destegi saglar ve ekleme binen yike bagli
olarak eklem kayganlastirici veya sok absorbe edici olarak gdérev yapar.
Sinoviyal sivi bariyer dislama olarak adlandirilan ylksek molektl agirhkli
hiyaluronat molekillerinin kesismesine bagh olarak inflamatuar hicre
(6rnegin, notrofil) ve molekller debrisin eklem icinde hareket etmesini
sinirlar (Apras & Cobankara, 2000; Kuru, 2000).

OA noninflamatuar bir hastalik olarak bilinmesine ragmen son
zamanlarda yapilan calismalarda, sinovitin ve dlsuk derece inflamasyonun
OA patofizyolojisinde rol oynadigi goOsterilmistir (Atay, 2011; Pelletier et
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al., 2001; Saxne et al., 2003). Kikirdak yikimi sonucu kikirdaktan
parcalanmis makromolekuller ile OA’da sinoviyal inflamasyon baslar.
Kollajen, proteoglikan ve diger matriks parcalari sinoviyal siviya gecer ve
sinoviyal makrofajlar tarafindan fagosite edilir. Bunlar antijen gibi hareket
ederek IL-1B ve TNF-a gibi sitokinlerin salinimina yol acar (Evcik &
Babaoglu, 2007; Harris et al., 2006c). Artan sitokin sentezi kikirdak
yikimini arttinr ve bu parcalanma udrdnleri inflamasyonun daha da
artmasina neden olur. Sinoviyal inflamasyon, sinoviyositler ve kondrositler
tarafindan yapilan biyokimyasal faktorler, prostanoidler, sitokinler ve
reaktif oksijen tlrleri tarafindan kontrol edilmektedir (Henrotin, Bruckner,
& Pujol, 2003).

2.2 - Osteoartritte Terapotik Hedefler

Eklem hasari veya tamiri sirasinda gesitli biyobelirtecler menisktls ve
ligamentler, eklem kikirdagi, kemik doku, osteofitler ve sinoviyal zardan
salinarak sinoviyal sivi havuzuna ve buradan da lenfatik dolasima ve
sistemik dolasima katilirlar (Ozguil, 2002). Bu biyobelirteglerin serum, idrar
veya kanda belirlenmesi, OA'nin erken donemde saptanmasi, hastaligin
seyrinin ve tedaviye cevabinin izlenmesi icin O6nemlidir. Bu nedenle
hastaligin erken dénemlerinde eklemlerdeki degisimleri nicel, glvenilir ve
duyarl bicimde saptayabilecek yeni terapdtik hedeflere ve alternatif
yontemlere ihtiyag vardir.

2.2.1- Mitojenle aktive olan protein kinaz uyari iletimi

Hlicre uyari mekanizmasi; hicrenin normal islevlerinin devamliligi igin
gerekli iletisim ve etkilesimden sorumludur. Okaryotik hicrelerin
tamaminda yer alan bu proteinler hiicre zarindan cekirdege bilgi
aktarilmasinda 6nemli goérevlere sahiptir. Protein fosforilasyonu bu uyari
iletim vyolaklarinda, hiucre disi uyarilara yanit vermek igin hicreler
tarafindan en sik kullanilan mekanizmadir. Uyari ileti yolu embriyogenezis,
yasama, c¢odalma, farklilasma ve apoptoz gibi biyolojik slreglerin
dizenlenmesinde rol alir (Cooper & Hausman, 2006a; Firestein &
Manning, 1999; Loeser et al., 2008).

MAP kinaz yolu reseptdr araciligiyla uyarinin hicre igine iletiminden
sorumludur. Uyar iletimi G-proteinin aktive olmasi ile baslar (Ras
aktivasyonu) ve MAPKKK'nin (MAP kinaz kinaz kinaz) aktivasyonundan
sonra sirasiyla MAPKK (MAP kinaz kinaz) ve MAPK (MAP kinaz) aktive
olmasiyla devam eder. Aktif MAPK, sitoplazmik substratlari ve/veya
nlkleus transkripsiyon faktoérlerini fosforilasyon yoluyla aktive eder ve
hicrenin bu uyariya kars! verecegi biyolojik yaniti olusturur. MAP kinaz
ailesinin 3 dyesi vardir. Bunlar Ekstrasellller uyari-dizenleyici kinaz
(ERK), Jun-N-terminal kinaz (JNK) ve 38 kd protein kinaz (p38) dir
(Cooper & Hausman, 2006a; Glunes, 2013; Harris et al., 2006d; Loeser et
al., 2008).
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Hucresel bircok olayda énemli roller oynayan JINK, hlcre gelisimi,
blylimesi, apoptoz ve immuin cevaptan sorumludur. Stres faktdrlerine
cevap sirasinda aktive oldugu icin stres ile aktive olan protein kinaz
(Stress-activated protein kinase, SAPK) olarak da bilinir. JNK; JNK1, JNK2
ve IJNK3 genleri tarafindan kodlanir. Hilcrede stres olusturan i1si soku,
osmolarite degisimleri ve DNA hasarina hemen her zaman JNK ve p38
aktivasyonu eslik eder (Bogoyevitch, Ngoei, Zhao, Yeap, & Ng, 2010;
Davis, 2000).

INK uyarn iletiminin bozulmasi norodejenerasyon, dogum kusurlari,
kanser, iskemi/reperfiizyon hasari ve kronik inflamasyon gibi bircok
hastaligin gelisimine katki saglamaktadir (Johnson & Nakamura, 2007).

JNK, c-Jun’u fosforlayarak transkripsiyon faktorlerini aktive eden AP-1
(Aktivator protein-1)’i aktiflestirmede merkezi bir rol oynar (Weston &
Davis, 2002). JNK, MMP dretimini dizenler ve TNF-a ve IL-1B gibi pro-
inflamatuar sitokinlere cevap olarak aktive olur (Bogoyevitch et al., 2010;
Han et al., 2001; Harris et al., 2006d; Loeser et al., 2008). Bu kinazlar
Ozellikle NF-kB olmak Uzere cesitli transkripsiyon faktérlerini aktiflestirir
(Roach, 2008). AP-1 kollajenaz genini dilzenlediginden, JINK artritte
terap6tik bir hedef olarak goérulmektedir. Sinoviyositlerde JNK
aktivasyonunun artmis oldugu gosterilmistir (Han et al., 1999). Secici bir
JNK inhibitérinin adjuvan artritte gdérilen radyolojik hasari ve hastalik
siddetini azalttigi bildirilmistir (Han et al., 1999; Han et al., 2001; Harris
et al., 2006e). Yapilan calismalarda aktif JNK duzeyinin OA’li kikirdakta
normal insan kikirdagindan daha fazla oldugu goérilmistir (Clancy et al.,
2001; Fan, Séder, Oehler, Fundel, & Aigner, 2007; Loeser et al., 2008).

2.2.2- Transkripsiyon faktoriu niiklear faktor kappa B

Nuklear faktér kappa B (NF-kB), ilk olarak matir B lenfositlerinin
cekirdeklerinde, immunglobulin kappa hafif zincir enhancer bdlgesinde 10
baz ciftlik DNA elemanina baglanan bir transkripsiyon faktorli olarak
tanimlanmistir (Sen & Baltimore, 1986).

Memeli hicrelerinde bes ayri NF-kB Uyesi bulunmaktadir. Bunlar; NF-
kBl (p50/p105), NF-kB2 (p52/p100), RelA (p65), RelB ve c-Rel (Rel)dir.
Bu proteinler homodimerik ve heterodimerik halde sitoplazmada bulunur
(Chen, Castranova, Shi, & Demers, 1999; Marcu, Otero, Olivotto, Borzi, &
Goldring, 2010; Perkins, 2007). NF-kB Uyeleri amino ug¢ bdlgelerinde
‘kappa B’ DNA baglanma bdlgesi veya ‘Rel Homoloji Bolgesi’ (RHD) olarak
bilinen yliksek derecede korunmus ortak bir DNA baglanma/dimerizasyon
bdlgesi icerir. Bu bodlge NF-kB’nin hcre igi inhibitéord (IkB) ile iliski
kurmasinda da rol oynar (Baldwin Jr, 1996; Chen et al., 1999; Perkins,
2007). Sitoplazmada IkB proteini ile inaktif sekilde bulunan NF-kB
aktivasyonu IkB protein ailesiyle dizenlenmektedir. IkB protein ailesi
Uyeleri IkB-alfa (IkB-a), IkB-beta (IkB-B), IkB-gama (IkB-y), IkB-epsilon
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(IkB-g), IkB-zeta (IkB-C), p100, p105 ve Bcl-3'den olusmaktadir (Baldwin
Jr, 1996; Perkins, 2007; Yamazaki, Muta, & Takeshige, 2001). NF-kB
uyari yolagi inflamatuar aracilarla IkB kinazin (IKK) fosforlanmasiyla
aktiflesmektedir. Aktif IKK, IkB'nin yikimina yol acarak NF-kB’nin
aktiflesmesine ve gelen uyariyi ¢ekirdede tasimasini saglar. Boylece hedef
gen transkripsiyonu gerceklesir (Cooper & Hausman, 2006b; Gines,
2013; Harris et al., 2006d; Perkins, 2007).

NF-kB normal fizyolojik slire¢ igin &nemli bir transkripsiyon
faktoéradidr. Bununla birlikte NF-kB aktivitesinde orataya c¢ikan
dizensizlikler romatoid artrit, osteoartrit, astim, multiple skleroz,
inflamatuar badirsak hastaligi, tip II diyabet ve kanser gibi cesitli
hastaliklarin patogenezinde rol oynamaktadir (Chen et al., 1999; Marcu et
al., 2010; Roman-Blas & Jimenez, 2006; Tak & Firestein, 2001)

NF-kB transkripsiyon faktérlerl pro-inflamatuar sitokinler, asin
mekanik stres ve hicre disi matriks yikim Urinlerini iceren stres iligkili
uyarilarla aktiflesebilir. Aktif NF-kB sitokinlerin, kemokinlerin, adhezyon
molekdllerinin, inflamatuar aracillarinin ve c¢esitli matriks yikim
enzimlerinin ekspresyonunu dizenler. NF-kB uyari yolagi sadece
kondrositlerin stresle iliskili pro-inflamatuar yanitinda merkezi bir rol
oynamaz, ayni zamanda kondrositlerin farkhlasmasinin kontrolinde de
gbrev yapar (Marcu et al., 2010).

NF-kB; TNF-a, IL-1B, lipopolisakkarit ve serbest oksijen radikallerini
iceren birgok farkh uyan tarafindan aktive edilir. Hlcreler TNF-a veya IL-
1B’ya maruz kaldiklarinda IkB fosforlanir, bu da NF-kB'nin serbestlesip
nikleusa girerek gen ekspresyonunu aktive etmesine neden olmaktadir
(Baldwin Jr, 1996; Harris et al., 2006d).

NF-kB, eklem kikirdaginda MMP gen ekspresyonu olusmasinda ve cok
sayida pro-inflamatuar aracinin salinmasinda rol alir. Bunlar; TNF-a, IL-18,
IL-2, IL-6, IL-8, nitrik oksit indukleyici (iNOS), siklooksijenaz (COX)-2, c-
fosfolipaz (c-PLA2), interselliler adhezyon moleklltd (ICAM)-1, vaskiler
hicre adhezyon molekilid (VCAM)-1 ve E-selektin gibi hlicre adhezyon
molekdlleri, makrofaj inflamatuar protein-1a (MIP-1a) ve monosit
kemoatraktan protein-3 (MCP-3) gibi kemokinlerdir (Harris et al., 2006d;
Liacini, Sylvester, Li, & Zafarullah, 2002; Roman-Blas & Jimenez, 2006).
NF-kB, inflamatuar sitokinlerle birlikte cgesitli hlcre disi matriks yikim
proteinlerinin ekspresyonlarini artirir (Roach, 2008). NF-kB’nin OA’li hasta
kondrositlerinde, anormal gen urdnlerinin uyarilmasi ve normal kondrosit
gen Urlnleri Uretiminin baskilanmasinda etkili oldugu ileri strdlmustir
(Roach, 2008). Romatoid artrit sinoviyumunda NF-kB proteinleri p50 ve
p65’in makrofajlarda, sinoviyal 6rtl hicrelerinde ve vaskiiler endotelde bol
miktarda bulunmasi NF-kB'nin romatoid artrit icin patolojik oldugunu
distindirmektedir (Handel, Mcmorrow, & Gravallese, 1995). NF-kB
aktivasyonunun sinoviyal 6rtid hcrelerinde apoptozu engelleyerek asiri
hicre c¢ogalmasina yani hiperplaziye neden olabilecedi disintlmektedir
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(Harris et al., 2006e). Fibroblast-benzeri sinoviyosit (FLS) hicrelerin
kiltir ortaminda, NF-kB’nin aktiflesmesini saglayan IKK’larin salindigi ve
bunun TNF ve IL-1 tarafindan uyarildigi gosterilmistir (Aupperle et al.,
2001). In vivo ve in vitro calismalar artritte NF-kB'nin hedef alinmasi
didslncesini destekler niteliktedir (Harris et al., 2006e).

2.2.3- Kodlamayan RNA'lar

Insan genomunda 30.073 gen oldudu bilinmektedir. Bu genlerden
21.598 tanesi protein kodlamada goérev alirken, 8.475 tanesi RNA genleri
olarak gérev yapar (Tobias, Connor, & Ferguson-Smith, 2014). Hlcrede
proteine cevrilmeyen RNA molekilleri, kodlamayan RNA'lar (non-coding
RNAs, ncRNA’lar) olarak adlandiriir. ncRNA'lar, uzun kodlamayan RNA'lar
(long non-coding RNA, IncRNA), kigcuk kodlamayan RNA'lar (snoRNA’lar,
piRNA’lar, siRNA’lar ve miRNA'lar) olarak ikiye ayriir (Tablo 2.5).
Kodlamayan RNA’lar biyolojik sdrecin dizenlemesinde énemli bir role
sahiptir (Barter & Young, 2013; Derrien et al., 2012; Djebali et al., 2012).

Tablo 2.5 Kigcik kodlamayan RNA’lar

Kodlamayan RNA’lar Islevi

?gz:zl;‘lANucleolar RNA) Ribozomal RNAIlarin modifikasyonlarini gergeklestirir.

PiRNA Embriyo gelisimi sirasinda transpozonlarin susturulmasinda
(Piwi-associated RNA) ve spermatogenezde gbrev alir.

SiRNA Post-transkripsiyonel gen susturmasinda rol oynar

(small interfering RNA) :

miRNA Gen ekspresyonunun post-transkripsiyonel dizenlenmesinde
(micro RNA) gorev alir.

2.2.3.1- MikroRNA (miRNA)

mikroRNA (miRNA) yaklasik 22 nikleotid uzunlugunda tek iplikgikli
RNA molekdlt taradir ve gen ekspresyonun duzenlenmesinde rol oynar
(Ha & Kim, 2014; Huntzinger & Izaurralde, 2011). miRNA'nin etkileri ilk
1993'te Lee ve calisma arkadaslant tarafindan Victor Ambros
laboratuvarinda C. elegans solucaninda kesfedilmis ve varliklar gesitli bitki
ve hayvanlarda gosterilmistir (R. C. Lee, Feinbaum, & Ambros, 1993). Her
gecen gun sayisi artan miRNA'lara ait bilgiler miRBase isimli merkezi bir
veri tabaninda toplanmaktadir (Griffiths-Jones, Saini, van Dongen, &
Enright, 2008). Haziran 2014 tarihi itibariyle bu veri tabanina giris yapilan
MiRNA sayisi 28.645’e ulasmistir (miRBase).

mMRNA parcalanmasi veya translasyon inhibisyonu ile gen
ekspresyonunu dizenleyen, kiliclk kodlamayan RNA’larin bir sinifi olan
mikroRNA (miRNA)’larin kesfiyle normal gelisim slreci ve hastaliklardaki
rollerinin arastiriilmasi onlari yeni bir biyobelirtec sinifi yapmaktadir
(Nakasa, Nagata, Yamasaki, & Ochi, 2011; Sonkoly & Pivarcsi, 2009).
miRNA’larin gelisim, homeostaz ve badisiklik fonksiyonlarinda énemli bir
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rol oynadigi, hiicre cogalmasini ve apoptozu dizenledigi go6sterilmistir
(Callis, Chen, & Wang, 2007; He, He, Lowe, & Hannon, 2007; Nakasa et
al., 2011; Sonkoly & Pivarcsi, 2009). miRNA’larin kanserden inflamasyona
kadar codgu hastalikla iliskili oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte bircok
mMiRNA'nin dizileri, temel ekspresyon bilgileri ve fonksiyonlari hakkinda
yapilan arastirmalar gun gectikce artmaktadir (Nakasa et al., 2011;
O'Connell, Rao, Chaudhuri, & Baltimore, 2010; Sonkoly & Pivarcsi, 2009).

miRNA’lar diger genler gibi DNA (zerinden transkribe edilir ve
proteine donustlrilmeden kiglik RNA molekdllleri halinde gen
regllasyonunda gérev alir (Filipowicz, Bhattacharyya, & Sonenberg,
2008). miRNA'lar post-transkripsiyonel olarak gen ekspresyonunu kontrol
eden molekillerdir. mRNA’larin 3’ gevirime ugramayan bdélgeleriyle (UTR-
untransled region) baz eslesmesi yaparak onlarin yikimini saglar veya
translasyona ugramalarini engellerler (Filipowicz et al., 2008; O'Connell et
al., 2010; Yates, Norbury, & Gilbert, 2013).

2.2.3.2- miRNA biyogenezi

miRNA’lar miRNA genlerinden RNA Polimeraz II tarafindan transkribe
edilir. Olusturulan transkript ‘cap’ ve ‘poli(A)’ kuyruguna sahiptir. Bu
olusan ilk transkript primer-miRNA (pri-miRNA) olarak isimlendirilir. pri-
miRNA’lar sac tokasi (Ing. hairpin) seklindedir. Bu yapida olgun miRNA
dizisi ilmedin (Ing. loop) yakinindaki sap kisminda (Ing. stem) bulunur
(Carthew & Sontheimer, 2009; Kim, Han, & Siomi, 2009).

pri-miRNA iki adimli bir strecten gegerek olgun ve islevsel miRNA
haline gelir. Ilk adim gekirdekte gerceklesir ve pri-miRNA ‘mikroislemci
kompleks’ adli bir protein kompleksi tarafindan kesilir. Mikroislemci
komplekste Drosha adli bir ntikleaz ve DGCRS8 (DiGeorge critical region 8)
adli cift iplikgikli RNA baglayici protein bulunur (Filipowicz et al., 2008;
Yoontae Lee et al., 2003; Y Lee, Han, Yeom, Jin, & Kim, 2006). Drosha
enzimi pri-miRNA'nin sap-ilmek yapisini taniyarak sap kisminda belli bir
noktadan kesim yapar (Yoontae Lee et al., 2003; Y Lee et al., 2006; Melo
& Kalluri, 2012; O'Connell et al., 2010; Yates et al., 2013). 160 kD'luk bir
niklear ribonikleaz III endonlkleaz olan Drosha, yaklasik 200 ntkleotit
blaylkligindeki pri-miRNA’y1 keserek 70-80 nuikleotitlik sap-ilmek sekilli,
oncul (preklrsér)-miRNA’y1 ortaya cikarir. Drosha’nin  tanimadaki bu
6zgulligl, yardimci proteinlerle sagladigi distnilmektedir (Filipowicz et
al., 2008; Y Lee et al., 2006; Yates et al.,, 2013). Pre-miRNA’lar
nikleustan sitoplazmaya Exportin-5 (XPO5) isimli tasiyici protein ile
tanisinir. XPO5, Ran-GTP ve pre-miRNA ile heterotrimerik yap! olusturur
(Yi, Qin, Macara, & Cullen, 2003). Bu vyap!t pre-miRNA'nin yapisini
stabillestirerek hicre zarinda bulunan porlardan sitoplazmaya tasinmasini
saglar. Sitoplazmada Ran-GTP'nin Ran-GDP’ye hidrolize olmasiyla pre-
mMiRNA serbest kalir (Lund, Gittinger, Calado, Dahlberg, & Kutay, 2004).
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Ikinci adim sitoplazmada gerceklesir ve pre-miRNA 200 kD’luk
sitoplazmik ribonlikleaz III enzimi Dicer ve cift zincirli RNA baglanma
proteini olan TRBP (Ing. Transactivation-responsive RNA-binding protein-
Transaktivasyon cevabi olusturan RNA bagdlanma proteini) tarafindan ilmek
kismindan kesilerek ¢ift dal RNA dubleksi (miRNA:miRNA*) olusturulur. Bu
dubleks yapida hem olgun miRNA dali hem de onun tamamlayici dali
(miRNA*) birlikte bulunur. Tamamlayici dal uzaklastirilarak yaklasik 22
nikleotitlik uzunlugunda tek zincirli olgun mMiRNA olusur (Carthew &
Sontheimer, 2009; Chendrimada et al., 2005; Filipowicz et al., 2008; Y
Lee et al., 2006; Melo & Kalluri, 2012; Yates et al., 2013).

Olgun miRNA'lar islevlerini gerceklestirmek icin baska proteinlere de
ihtiyagc duyar. Bu proteinlerle birlikte '‘RNA ile tetiklenen sessizlestirici
kompleks’ (Ing. RNA-induced silencing complex; RISC)’i olustururlar. Bu
yapida en iyi tanimlanmis proteinler Argonat (Ing. Argonaute; Ago) ailesi
proteinleridir (Carthew & Sontheimer, 2009; Filipowicz et al., 2008;
Meister, 2013; O'Connell et al., 2010; Yates et al., 2013). Olgun miRNA
bu yapiya katilirken tek zincir hale gecer. Argonat protein ailesinin Uyeleri
Dicer’'a benzeyen PAZ bdlgesiyle tek zincir RNA'nin 3’ ucuna badlanir.
Yapillan c¢alismalar Argonat proteinlerinin  hedef mRNA'y1 kesen
endonikleazlar oldugunu géstermektedir (Carthew & Sontheimer, 2009; Y
Lee et al., 2006; Meister, 2013; Yates et al., 2013).

RISC kompleksi miRNA’larin sahip olduklari 6-8 nukleotitlik tohum
dizisiyle (Ing. seed sequence) hedef mRNAnin 3’ UTR bdlgesine ydnelir ve
etkilerini hedefledikleri mRNA'nin 3" UTR bdélgesindeki baz eslesmesine
gbre gosterir. 3’ UTR bdlgesinde ylksek oranda baz eslesmesi varsa mRNA
yikilir. Memelilerde oldugu gibi baz eslesmesi azsa mMRNA'nin translayonu
baskilanir (Carthew & Sontheimer, 2009; Huntzinger & Izaurralde, 2011;
Yates et al., 2013).

miRNA’lar hedef mMRNA U(zerinde genellikle 3’ UTR boélgesine
baglanarak gen ifadesini baskilar. Bununla birlikte 5" UTR bdlgesini veya
aclk okuma c¢ergevesini (ORF-open reading frame) hedef aldiklarn
durumlarda da gen ifadesi baskilanir (Carthew & Sontheimer, 2009;
Filipowicz et al., 2008; Lewis, Burge, & Bartel, 2005) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2 miRNA biyogenezi (Melo & Kalluri, 2012)

2.3 — miRNA ve Osteoartrit

miRNA’larin hastaliklarin mekanizmalarinda 6énemli bir role sahip
oldugu ileri sirtlmekle birlikte halen ilgili mekanizmalar tam olarak
bilinmemektedir. Kikirdak ve kondrositlerdeki patoloji sonucu ortaya ¢ikan
OA ile miRNA iliskilerinin agiklanmasini saglayan calismalar her gegen gin
artarak devam etmektedir. Bu sirecte miRNA biyogenezinde rol olan
molekdllerin arastirilmasi 6énemli bir basamadi olusturmaktadir. miRNA
biyogenezinde temel bir role sahip Dicer enziminin normal iskelet
gelisiminin esas elemanlarindan oldugu gdsterilmistir (Kobayashi et al.,
2008). Kobayashi ve arkadaslari miRNA’larin kikirdak fonksiyonunda
onemli oldugunu go6stermistir. Calismada Dicer-null farelerde Dicer-
deficient kondrositler nedeniyle iskelet gelisiminde defektler ve premature
6limler go6zlenmistir. Dicer miRNA sentezinde kritik bir role sahip
oldugundan bu bulgular kondrositlerin biyolojik rolinde miRNA’larin
etkisinin dnemini dolayli olarak géstermektedir (Kobayashi et al., 2008).

miRNA’larin OA patogezindeki rolinin acgiga cikarilmasi icin normal
ve OA eklem dokularinda miRNA ekspresyon seviyelerinin karsilastirildigi
arastiriilmalar yapilmistir. Bu arastirmalardan birinde, OA’li 33 hasta ve 10
saghk bireyin kikirdak dokusunda, 365 miRNA'nin durumu incelenmis ve
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calisma sonucunda bu miRNA'larin 16’sinin farkli eksprese oldugu
bunlardan miRNA-483, miRNA-22, miRNA-377, miRNA-103, miRNA-16,
mMiRNA-223, miRNA-30b, miRNA-23b ve mIiRNA-509'un ekspresyon
dizeylerinin arttigi ve miRNA-29a, miRNA-140, miRNA-25, miRNA-337,
miRNA-26a, miRNA-210, miRNA-373’Un ekspresyon dlzeylerinin azaldigi
vurgulanmis, bazilarinin ise obezite ve inflamasyonla ilgisi oldugu ileri
surtlmaustur (Iliopoulos et al., 2008). Baska bir arastirmada OA ile normal
kikirdak ve kemik arasinda 157 miRNA ekspresyonu arastiriimistir.
Kikirdak dokuda normale gdére 17 miRNA'nin ve kemik dokuda normale
gore 30 miRNA'nin 4 kattan fazla eksprese oldugu belirlenmistir (Jones et
al., 2009). Ayrica bu calismada izole insan kondrositlerinde miRNA-9,
MiRNA-98 ve miRNA-146'nin asin ekspresyonunun TNF-a dretimini
indlkleyen IL-1B’y1 azalttigini bildirmislerdir (Jones et al., 2009).

Diger bir arastirmada primer kondrosit kiltliriinde 723 miRNA analiz
edilmis ve 7’sinin istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli eksprese
oldugu belirlenmistir. Bu 7 miRNA'dan 11 (miRNA-483) OA
kondrositlerinde artarken, 6’st (miRNA-149, miRNA-582, miRNA-1227,
mMiRNA-634, miRNA-576 ve miRNA-641) normal kondrositlerde artmis
olarak bulunmus, bu miRNA’larin TGF-beta, Wnt, Erb and mTOR uyari
yolaklari araciligiyla eklem kikirdaginda gorev aldiklari éngoérilmistir
(Diaz-Prado et al., 2012). Beyer ve arkadaslari yaptiklari arastirmada
kalca ve diz OA’si olan 816 hastanin serum 0&rneklerinde mikroarray
yontemiyle miRNA taramasi yapmislar, sonugta hasta grubunda let-7e,
mMiRNA-454 ve miRNA-885-5p’nin diz ve kalga OA’si ile iligili biyobelirteg
olabileceklerini 6nermislerdir (Beyer et al., 2014).

Calismalarda miRNA-140'In hem uzun hem de yassi kemik gelisimi
sirasinda fare embriyolarinin kikirdak dokularinda sentezlendigi kikirdak
spesifik bir miRNA oldugu bildirilmistir (Tuddenham et al., 2006)
Mikroarray analizi kullanilan baska bir arastirmada normal insan kikirdak
dokusunda miRNA-140n ekpresyonu gdsterilmis ve OA’'nin ileri
evrelerinde ekspresyonun o6nemli derecede azaldigr bildirilmistir. Bu
calismada normal insan kondrositleri IL-1B ile muamele edilerek miRNA-
140'In ekspresyonunun baskilandigi ve miRNA-140n IL-1B inddkld
ADAMTSS5  (Disintegrin-metalloproteinaz  trombospondin  motif 5)
ekspresyonunu azaltabildigi gosterilmistir (Miyaki et al., 2009). Ayni
arastirma grubu in vivo fare calismasinda miRNA-140'nin OA
patogenezinde kritik bir rol oynadigini gostermislerdir. miRNA-140 (-/-)
farelerin eklem kikirdadi liflenmesi ve proteoglikan kaybi gibi yasla iliskili
OA benzeri degisimler gosterdigi bildirmistir. miRNA-140'in in vivoda asiri
ekspresyonunun OA’daki dejenerasyonu inhibe ettigi de gosterilmistir.
Sonucgta calismada miRNA-140in ADAMTSS5 ekspresyonunu dlzenleyerek
OA patogenezinde direkt bir hedef oldugu acida cikarilmistir. (Miyaki et
al., 2010) Baska bir arastirma grubu da miRNA-140 ekspresyonunun OA
slirecinde azaldigini gostermistir. Bu grup calismalarinda OA kikirdaginda
MMP-13 ve IGFBP-5 (Insiilin benzeri biyime faktdér baglayici protein 5)
ekspresyonlarina odaklanmis, MMP-13 ve IGFBP-5'nin 3’-UTR dizilerinde
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fonksiyonel baglanma alanlarini 6ngérmislerdir. miRNA-140 ve miRNA-
27a’nin MMP-13 ve IGFBP-5'nin 3’-UTR’lerine baglanma potansiyeline
sahip oldugu ve bu miRNA’larin normal kondrositlerde eksprese oldugu,
OA kondrositlerinde ise ekspresyonlarinin azaldigi gosterilmistir (Tardif,
Hum, Pelletier, Duval, & Martel-Pelletier, 2009).

MiRNA-27b’nin insan OA kondrositlerinde MMP-13 ekspresyonunu
dizenledigi bildirilmistir. miRNA ekspresyon profili IL-1B ile uyarilan ve
uyarilmayan kondrositlerden elde edilen RNA'lar kullanilarak arastiriimistir.
miRNA-27b'nin IL-1B ile uyarilan kondrositlerde azaldigi bulunmustur. Bu
calisma MMP-13’Un ekspresyon artisinin, miRNA-27b'nin azalisi ile
korelasyonunu ve miRNA-27b’'nin MMP-13‘Un direkt hedefi oldugunu
gostermistir (Akhtar et al., 2010).

OA’da miRNA ekspresyonlarina yaslanma gibi risk faktérleri aracilik
edebilir. Bircok calismada, ya dolasimdaki miRNA'lar ya da periferik kan
hiicrelerinde eksprese olan miRNA'lar insanlarda farkh yaslar arasinda
incelenmistir. OA ile ilgili bazi miRNA’larda dahil, spesifik miRNA'larin yasla
farkll ekpresyon gosterdigi sonucuna varilmisdir (ElSharawy et al., 2012;
Hooten et al., 2010; Olivieri et al., 2012) Dederlendirmeler sonucunda,
miRNA-21 ekspresyon seviyesinin arttigi ve bu artisin inflamasyon belirteci
c-reaktif protein ve TGF uyarisiyla uyumlu oldugu (Olivieri et al., 2012),
miRNA-221 ekspresyonunun yasla azaldigi ve OA’yi igine alan uyari yolagi
PI3K (Fosfoinozitol 3 kinaz)'nin artisina aracilik ettigi (Hooten et al.,
2010), miRNA-146a ekspresyonunun ise yasa badl olarak arttig
vurgulanmistir (Okuhara et al., 2012). Bu miRNA'larin, yasin édnemli bir
risk faktori oldugu ve spesifik bir markerin bulunmasinin zor oldugu
OA’'nin teshisinde kullanilabilecegdi bildirilmistir.

miRNA'larin ekpresyonlarinin 6zel immun cevabi ve inflamatuar
uyarlyl da dizenledikleri belirlenmistir. miRNA’lar hematopoezde belirli bir
role sahiptir ve bdylece bu slrecin bozulmasi inflamatuar hastaliklarin
patogenezinde 6nemli olabilmektedir. miRNA-146 ve miRNA-155; IL-1 ve
TNF-a gibi pro-inflamatuar uyaricilar tarafindan indiklenen miRNA’lardir
(Sheedy & O'Neill, 2008). miRNA-146a/b immin fonksiyonlarin
dizenlenmesinde tanimlanan ilk miRNA’lardir. Normal olmayan miRNA-
146 ekspresyonu OA, romatoid artrit ve sedef hastaligi gibi cesitli
inflamatuar hastaliklarda gosterilmistir.  Immun hicrelerin gelisimi ve
dogustan gelen badisiklik kadar kazanilmis badisikliga olan cevabi da
kapsayan immin fonksiyonlarda miRNA-155'in etkisi in vivo ve in vitro
calismalarda gosterilmistir (Sonkoly & Pivarcsi, 2009). Eklem kikirdaginda
mMiRNA ekspresyonlarinin arastiriimasi OA gibi hastaliklarda hedeflerin
tanimlanmasi igin imkan saglayabilir (Dunn et al., 2009).

miRNA-146a ve miRNA-155'in ekspresyon mekanizmalarini iceren
calismalar pro-inflamatuar transkripsiyon faktéri NF-kB'nin merkezi bir
roli oldugunu gostermektedir (Ceppi et al., 2009; Taganov et al., 2006).
Bununla birlikte miRNA-155 seviyesinin dlizenlenmesinde MAPK uyarisinin
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onemli bir role sahip oldugu ve INK'nin bu ekspresyonu dizenledigi
distnulmektedir (O'Connell et al., 2007). Yapilan arastirmalarda, bu
baglantiy! destekleyen deneysel kanitlar az oldugundan bu uyan yolaginda
mMiRNA-146a ve miRNA-155 nin NF-kB ve JNK ile olan iligkisinin
anlasilmasi icin daha ¢ok calismaya ihtiyac duyulmaktadir.

Yamasaki ve arkadaslari histopatolojik evreleme de kullanilan Mankin
skoruna goére disuk evre OA hastalarinin kikirdak dokusunda miRNA-
146a’nin asiri derecede ekprese oldugunu bu ekpresyonun IL-B uyarimi ile
indlklendigini bildirmislerdir. Calismada 9'u kalga ve 6’sI diz olmak Ulzere
15 OA hastasindan alinan kikirdak dokusunda miRNA-146a ekpresyonu
real-time pcr ve immunohistokimyasal olarak incelenmistir. Normal insan
dokusundan kdultire edilerek elde edilen kondrosit hicrelerinde ortamdaki
IL-B varhginda miRNA-146a ve MMP-13’(n eksprese oldugu bulunmustur
(Yamasaki et al., 2009).

Periferal mononiklear kan hicrelerinde (PMKH) miRNA’larin
belirlenebilmesi OA gibi hastaliklarda biyobelirte¢ olarak kullanilabilmesi
icin ©6nemlidir. Hastaligin ilerlemesi ile baglantii proteinaz ve pro-
inflamatuar sitokinleri Ureten dolasimdaki PMKH’ler OA hastalarinin
sinoviyumunda birikebilmektedir. Yapilan calismada PMKH'lerde normal
kontrole karsi OA grubunda miRNA-146a, miRNA-155, miRNA-181a ve
miRNA-223’Un fazla ekspresyonun OA patogeneziyle ilgili olabilicegdi
bildirilmistir (Okuhara et al., 2012).

miRNA’lar periferal kanda RNAaz aktivitesinden korundugu icin
fizyolojik ve patolojik strecte iyi bir biyobelirteg olarak kullanilabilecekleri
bildirilmistir (Mitchell et al., 2008; G.-K. Wang et al., 2010; K. Wang et
al., 2009). OA kikirdaginda miRNA ekspresyonlarinin diizensizligi yapilan
arastirmalarda gosterilmis olmasina ragmen OA hastalarinda dedisen
sirkile miRNA seviyeleri hakkinda kisitli bilgi bulunmaktadir. miRNA'larin
inflamasyon ve OA ilerlemesini azaltabilecedi ya da kikirdakta anabolik
isleve sahip olabilecegi tespit edilmistir. Bu miRNA'larin enjektabl
formunun eklemlerdeki OA’'nin lokal tedavisi igin gelistirilebilecedi
dusunulmektedir. Bdylece miRNA’'ya dayal tedavinin potansiyel zararli yan
etkiler olmadan tedavi slirecine baska bir yaklasim sunabilecegdi
ongoérulmektedir (Miyaki & Asahara, 2012; Nakasa et al., 2011)

Ileride yapilacak calismalarla OA gelisimini diizenleyen farkl
miRNA’larin aranmasi mimkin olacak, OA patogenezinde ve hastaligin
ilerlemesinde 6nemli oldugu su an icin bilinen miRNA’larin hedeflerinin
daha iyi tanimlanmasi yapilabilecektir.
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3 - GEREC VE YONTEMLER

3.1 - Gereg

3.1.1 - Calisma grubu

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulunun
08.02.2011 tarih ve 36 sayilli kurul onay! ile Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi E§itim Arastirma ve Uygulama Hastanesi Fiziksel
Tip ve Rehabilitasyon Anabilim Dal Poliklinigine diz adrisi sikayeti ile
basvuran, Amerikan Romatoloji Dernedi (ARD) kriterlerine (Bakiniz,
Tablo 2.1) (Altman et al., 1986) gore primer diz osteoartrit (OA) tanisi
alan 100 hasta ve 50 sadlikh birey calismaya dahil edildi. Calismaya
katilan her birey calismanin igerigi, amaci ve uygulanisi konusunda
bilgilendirildi ve yazili onaylan alindi. Calismaya alinma ve calismadan
dislanma kriterleri Tablo 3.1'de 6zetlendi.

Tablo 3.1 Calismaya alinma ve calismadan dislanma kriterleri

Calismaya alinma kriterleri

40-80 yas arasi olma

ARD kriterlerine gore primer (idiopatik) diz OA tanisi konmasi

Diz OA disinda diz agrisi yapabilecek farkl bir patolojinin olmamasi
Dizi etkileyebilecek bel veya kalcaya ait bir patolojinin olmamasi
Calismadan dislanma kriterleri

Sekonder osteoartrit tanisi konmasi

Gegirilmis diz cerrahisi

Son 6 ay iginde diz travmasi ve intraartikiler enjeksiyon uygulanmasi
Son 6 ay iginde dize yonelik fizik tedavi uygulanmis olmasi
Semptomatik kalca ve ayak-ayak bilegdi hastaligi olmasi

Genel saglik durumunun koti olmasi (kalp yetmezligi, KOAH vb)
Kooperasyon bozuklugu olmasi

Calismaya dahil edilen bireylerin yasi, cinsiyeti, kullandigi ilaglar
belirlendi. Ayrintili sistemik ve fizik muayeneleri yapildi. Bireylerin kilosu
ve boyu 6lciilerek viicut kitle indeksleri (VKI) hesaplandi ve laboratuvar
tetkikleri (tam kan sayimi, sedimantasyon, c-reaktif protein, kreatinin,
alanin aminotransferaz, alkalen fosfataz, kalsiyum, fosfor) degerlendirildi.

Calismaya alinan hastalarin diz OA evrelemesi Kellgren Lawrence
osteoartrit indeksine (Kellgren & Lawrence, 1957) gére yapildi (Bakiniz,
Tablo 2.4). Ayakta anteroposterior olarak c¢ekilen mukayeseli
konvansiyonel diz grafikleri degerlendirildi.
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3.1.2- Kullanilan cihazlar

- Buz makinesi (Hoshizaki FM120DE)

- Buzdolabi (Argelik (+4°C,-20°C) 5080NF)

- Ceker ocak

- Dagitici pipet (Xstream Eppendorf)

- Derin dondurucu (Bosch (-20°C) GSD30N12NE)

- Derin dondurucu (New Brunswick Scientific (-80°C) U410)

- Hassas terazi (Precisa 125A)

- Manyetik karistirici (Hotplate Stir Isolab)

- Mikroplaka okuyucu (ELISA cihazi) (Labsystems Multiskan EX)
- Otomatik pipet seti (5000,1000,200,100,10 ul) (Biohit Proline Plus)
- PCR cihazi (Sacem SCM 96G)

-pH metre (WTW Inolab ph720)

- Real-time PCR (gRT-PCR)( Mx3000p Stratagene)

- Sicak su banyosu (Nuve BM402)

- Sogutmali mikrosantriftij (Sigma 1-14K)

- Sogutmal santrifij (Gyrozen 1580MGR)

- Spektrofotometre (Nanodrop™ Thermo Fisher Scientific)
-Vorteks (IKA MS 3)

3.1.3- Kullanilan malzemeler ve kimyasallar

- Absolu alkol (100% ACS ayar) (O3665EG Surgipath)

- Asit fenol:kloroform (AM9720 Ambion)

-cDNA sentez kiti (4368814, Applied Biosystems)

- Distile su (dH20)

-EDTA’h tap (10 ml)

- Eldiven (Non-steril)

- Eldiven (Steril)

-Enjektdér (10 ml)

- Ficoll (L6113 Biochrom)

-JNK primer-prob (Hs00177083_m1, Applied Biosystems)
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- Kontrol miRNA-U44 (RNU44 001094, Applied Biosystems)
- Kontrol RNA 18S (Hs99999901_s1 Applied Biosystems)

- Mikropipet ucu (1 pl)

- Mikropipet ucu (10 pl)

- Mikropipet ucu (100 pl)

- Mikropipet ucu (1000 pl)

- Mikropipet ucu (5000 pl)

- mikroRNA cDNA sentez kiti (4366596, Applied Biosystems)
-miRNA-146a primer-prob (hsa-miR-146s 000468 Applied Biosystems
-miRNA-155 primer-prob (hsa-miR-155 002623 Applied Biosystems)
- NF-kB ELISA kiti (40096, Active Motif)

- Niklear ekstrakt kiti (40010, Active Motif)

- Niikleaz free su (L0015 Biochrom)

- Parafilm

- Pastor pipeti

- Polipropilen kapakh tip (0,2 ml)

- Polipropilen kapakh tip (1,5 ml)

- Polipropilen optik kapakh tip (0,2 ml)

- Real-time PCR master miks (4369016 Applied Biosystems)
-RNA izolasyon kiti (AM1560 Applied Biosystems)

- Steril PBS (L1815 Biochrom)

-Vidali kapakli santriftij ttpa (15 ml)

-Vidali kapakli santriftij ttpa (50 ml)
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3.2 - YOntem

3.2.1- Periferal mononiiklear kan hiicre (PMKH) eldesi

Calisma grubu bireylerinden EDTA’l tUplere 8 ml vendz kan alindi.
Alinan bu kan steril bir tlup icerisinde fosfat tamponlu tuz (phosphate
buffer saline, PBS) (L1815 Biochrom, Berlin, Almanya) ile 1:1 oraninda
seyreltildi. 8 ml seyreltilen kan 0Ornedi icerisinde 8 ml ficoll (Biocoll
Separation Solution L6113 Biochrom, Berlin, Almanya) bulunan steril bir
tlpe pastor pipeti ile yavas yavas eklendi ve 2000 rpm’de 18°C’de 25 dk
santriflj edildi. Santriflij sonrasi ara fazda toplanan mononuklear hicreler
pipetle toplanarak, 2 ml PBS iceren yeni bir santrifiij tiplne kondu ve
2500 rpm’de 18°C'de 5 dk santrifij edildi. Santriflij sonrasi santrif(j
tipundn dibinde 0,5 ml pellet kalacak sekilde dipte toplanan hicreler
kaldirilmadan (st kissmdaki sivi atildi. Uzerine 2 ml PBS eklenen hiicreler
tekrar 2500 rpm‘de 18°C’de 5 dk santrifij edildi. Yine santrifij sonrasi
hlicreler santriflij tipldndn dibinde 0,5 ml hacim icinde kalacak sekilde Ust
kisimdaki sivi atildi. Tlpe disaridan hafifcge vurularak hicre pelleti
kaldirildi. Homojen hale gelen karisim yeni bir viale aktarildi ve Uzerine 1
ml PBS eklendikten sonra hicreler —80°C de saklandi.

3.2.2- Gen ifadelerinin belirlenmesi
3.2.2.1- RNA izolasyonu

Mononiklear hiicrelerden RNA izolasyonu kit (mirVana™ miRNA
Isolation Kit, AM1560, Applied Biosystems, California, USA) kullanilarak
yapildi. Buna goére; derin dondurucuda (-80°C) PBS icerisinde saklanan
mononuklear hicreler 2500 rpm’de 4°C’de 5 dk santrifij edildi, santriflj
sonrasinda vialin dibinde toplanan hucreler 0,2 ml hacim iginde birakilarak
Ust sivi kisim atildi. Hicre pelleti Gzerine 600 pl lizis/baglama sollisyonu
(lysis/binding solution) eklendi ve pipetleme yapilarak karistirildi. Karisima
60 pl miRNA homojenat ilavesi (miRNA homogenate additive) eklenerek,
vial 10 dk buz lGzerinde bekletildi. Bekleme siresinden sonra 600 ul asit-
fenol:kloroform karisimi eklenerek vial 30-60 sn vortekslendi ve 10000
g’'de 18°C 5 dk santriflj edildi. Bu asamada santrifiij sonrasinda ara faz
kompakt dedilse santriftij tekrar edildi. Daha sonra tipln Ust sivi fazinda
olan hicre lizati yeni bir viale aktarilarak tzerine 750 ul oda sicakhdindaki
%100°lUk etanol eklenerek hafifce pipetlendi. Hazirlanan filtreli viale hicre
lizati en fazla 700 pul olacak sekilde yuUklenerek, lizati iceren filtreli vial 15
sn 18°C 10000 g'de santrifij edilerek lizatin filtreden gecmesi saglandi.
Santrifij sonrasi filtreden viale gecen sivi atildi, kalan lizat ayni
islemlerden gecirildi. Tum lizat filtreden gectikten sonra 700 pl miRNA
ylkama solisyonu 1 (wash solution 1) filtre igine eklendi ve 10 sn 18°C
10000 g'de santrifiij edildi. Santrifij sonrasi viale gecen sivi tekrar
bosaltildi, filtre ayni viale yerlestirildi. Filtreli vialin Gzerine 500 pl yikama
solisyonu 2/3 (wash solution 2/3) eklendi ve 10 sn 18°C 10000 g'de
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santriflj edildi. Santriflij sonrasi viale gecen sivi yine bosaltildi ve filtre
ayni viale yerlestirilerek bu basamak bir kere daha tekrar edildi. Santrif(j
sonrasi viale gecen sivi bosaltildiktan sonra filtre ayni viale yerlestirilerek
Uzerine bir sey eklenmeden icerisindeki tim sividan kurtulmak icin 1 dk
18°C 10000 g’de santrifiij edildi. Santriflij sonrasi filtre yeni bir toplama
vialine gecirildi ve filtrenin merkezine énceden 95 °C'ye isitilmis 100 pl
ayristirma c¢ozeltisi (elution solution) ilave edilerek 30 sn 18°C 10000 g'de
santriftij edildi. Santriflij sonrasinda elde edilen RNA'larin safligi nanodrop
spektrofotometre cihazinda (Nanodrop™ Thermo Fisher Scientific, Vanta,
Finland) belirlendi. Absorbans 260 ve 280 nm’de yapilan 6lgim orani
(A260/280) ~1,8-2 arasinda olan RNA’lar saf olarak kabul edildi. RNA
miktarlari belirlenen 6rnekler daha sonraki asamalarda kullanilmak Gzere -
80 °C’de saklandi.

3.2.2.2- Komplementer DNA (cDNA) hazirlanmasi

Real time PCR ile gen ifadeleri belirlenirken tim &rneklerden esit
miktarda RNA (200 ng) kullanilarak komplementer DNA (cDNA) sentezleri
gerceklestirildi.

miRNA ifadesinin belirlenmesi icin cDNA hazirligi;

Mononuklear htcrelerden izole edilen RNA’lardan miRNA-146a ve
miRNA-155 gen ifadelerini belirlemek icin, TagMan® MicroRNA Reverse
Transcription Kiti (Applied Biosystems, California, USA) kullanilarak cDNA
sentez edildi. Nanodropta RNA miktarlari belirlenen érnekler érnek basina
200 ng RNA igerecek sekilde hesaplanarak nilkleaz free su (LOO15
Biochrom, Berlin, Almanya) ile 10 pl hacime tamamlandi. Bu o6rneklere
Tablo 3.2'de gésterilen uygun primerler ve Tablo 3.3'de go6sterilen kit
bilesenleri reaksiyon basina gerekli miktarlarda ilave edildi. Hazirlanan
reaksiyon karisimi cDNA sentezi igcin PCR cihazinda (Sacem Hayat
Teknolojileri, SCM 96G, Turkiye) Tablo 3.4'de verilen kosullarda inklbe
edildi. Elde edilen cDNA’lar Real Time PCR asamasinda kullanilana kadar -
20 °C de saklandi.

Tablo 3.2 Kullanilan primer-prob setleri

Gen Kod

mMiRNA-146a hsa-miR-146a 000468 (Applied Biosystems, California, USA)
miRNA-155 hsa-miR-155 002623 (Applied Biosystems, California, USA)
miRNA-U44 RNU44 001094 (Applied Biosystems, California, USA)

JNK Hs00177083_m1 (Applied Biosystems, California, USA)

18S RNA Hs99999901_s1 (Applied Biosystems, California, USA)
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Tablo 3.3 cDNA sentezi igin reaksiyon basina gerekli kit bilesenleri

Reaksiyon Bilesenleri Miktar
RNA + Nikleaz Free Su 10 pl
100 mM dNTP 0,15 pl
MultiScribe™ Revers Transkriptaz, 50 U/ul 1l
10X Revers Transkripsiyon Tamponu 1,50 pul
RNaz Inhibitér, 20 U/ul 0,19 ul
Primer (miRNA-146a, miRNA-155, miRNA-U44) 3l
Toplam Hacim 15,84 ul

Tablo 3.4 cDNA sentezi icin gerekli PCR kosullarn

Inkiibasyon Siiresi | Sicakhik
30 dk 16 °C
30 dk 42 °C
5 dk 85 °C
00 4 °C

Jun-N-terminal Kinaz (JNK) ifadesinin belirlenmesi icin cDNA hazirligi;

JNK gen ifadesini belirlemek igin ise cDNA sentezi High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kiti (Applied Biosystems, California, USA)
kullanilarak gergeklestirildi. Nanodropta RNA miktarlari belirlenen érnekler
ornek basina 200 ng RNA icerecek sekilde hesaplanarak ntikleaz free su ile
10 pl hacime tamamlandi. Bu o6rneklere Tablo 3.5'de goésterilen kit
bilesenleri reaksiyon basina gerekli miktarlarda ilave edildi. Hazirlanan
reaksiyon karisimi cDNA sentezi igin PCR cihazinda Tablo 3.6’da verilen
kosullarda inklbe edildi. Elde edilen cDNA’lar Real Time PCR asamasinda
kullanilana kadar -20 °C de saklandi.

Tablo 3.5 cDNA sentezi igin reaksiyon basina gerekli kit bilesenleri

Reaksiyon Bilesenleri Miktar
RNA + Niikleaz Free Su 10 pl
25X dNTP (100mM) 0,8 pl
10X RT Random Primer 2 ul
MultiScribe™ Revers Transkriptaz, 50 U/pl 1l
10X RT Tamponu 2 ul
RNaz Inhibitér, 20 U/pl 0,19 pl
Nikleaz Free Su 4,01 pl
Toplam Hacim 20 pl
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Tablo 3.6 cDNA sentezi igin gerekli PCR kosullari

Inkiibasyon Siiresi | Sicaklik
10 dk 25 °C
120 dk 37 °C
5 dk 85 °C
(o] 4 °C

3.2.2.3- Real-Time PCR (gRT-PCR)

Mononuklear hiicrelerde incelenecek hedef gen ifadeleri elde edilen
cDNA’lar araciligi ile Real Time PCR (Stratagene, Mx3000p, California,
USA) cihazinda belirlendi.

miRNA gen ifadelerini belirlemek igin; Tablo 3.7'de verilen reaksiyon
bilesenleri, her bir érnek icin 3’er adet olmak Uzere, optik kapakli PCR
tiplerinde hazirlandi. Tablo 3.2’de verilen miRNA-146a, miRNA-155 ve
miRNA-U44 icin uygun olan problar kullanilarak, érnekler Tablo 3.8'de
verilen PCR kosullarinda Real Time PCR cihazinda okundu.

Tablo 3.7 Real-time PCR icin reaksiyon basina gerekli kit bilesenleri

Reaksiyon Bilesenleri Miktar
cDNA (RT reaksiyon urini) 1,33 ul
Prob (TagMan® Small RNA Assay (20X)) 1l
PCR Master Mix (TagMan® Gen Ekspresyon Master Mix) 10 pl
Nukleaz Free Su 7,67 ul
Toplam 20 pl

Tablo 3.8 Real-time PCR kosullari

PCR

Déngii (40 dongii)

Denatiirasyon Baglanma/Uzama
Sicakhik 95 °C °95 C 60 °C
Zaman 10 dk 15 sn 60 sn

Enzim
Aktivasyonu

JNK gen ifadesini belirlemek icin ise Tablo 3.9’da verilen reaksiyon
bilesenleri, her bir 6érnek icin 2’ser adet olmak Uzere, optik kapakh PCR
tiplerinde hazirlandi. Tablo 3.2’de verilen JNK ve 18S RNA igin uygun
olan primer-problar kullanilarak, o6rnekler Tablo 3.10'da verilen PCR
kosullarinda Real Time PCR cihazinda okundu.
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Tablo 3.9 Real-time PCR igin reaksiyon basina gerekli kit bilesenleri

Reaksiyon Bilesenleri Miktar
cDNA (RT reaksiyon urini) 4 ul
Primer-Prob (TagMan® Gene Expression Assay (20X)) 1l
PCR Master Mix (TagMan® Gen Ekspresyon Master Miks) | 10 pl
Nikleaz Free Su 5 ul
Toplam 20 pl

Tablo 3.10 Real-time PCR kosullari

PCR

Déngii (40 dongii)

Denatiirasyon Baglanma/Uzama
Sicakhik | 50 °C [ 95 °C 95 °C 60 °C
Zaman | 2 dk 10 dk 15 sn 60 sn

Enzim
Aktivasyonu

Hedef gen ifadeleri miRNA-U44 ve 18S RNA housekeeping genler ile
normalize edildi. Gen ifadeleri Real-Time PCR cihazindan elde edilen Ct
dederleri kullanilarak 22 = 27(Ct gen - Ct nousekeeping gen) formyjliine gére
hesaplandi (Schmittgen TD & Livak KJ., 2008). Real-time PCR da yapilan
her okumada cDNA kalibi icermeyen kontrol grubu da (no template
control, NTC) okundu. Kullanilan primer-prob bilgileri Tablo 3.2'de
verilmistir.

3.2.3- Niiklear faktor kappa B (NF-kB) aktivitesinin
belirlenmesi

3.2.3.1- Nuklear ekstrakt hazirlanmasi

GCalisma grubundan elde edilen mononuklear hicrelerden, Nuklear
Faktdér Kappa B (NF-kB) aktivitesini belirlemek Ulzere, nliklear ekstrakt kiti
(Active Motif, California, USA) kullanilarak hiicrelerin cekirdek igerigi elde
edildi. Kit protokolliine goére kit icerigindeki tampon ¢ozeltiler hazirlandi
(Tablo 3.11). Derin dondurucuda (-80°C) PBS igerisinde saklanan
mononuklear hicreler 2500 rpm‘de 4 °C’de 10 dk santriftj edildi. Santrif(j
sonrasi vialin dibinde kalan hicre pelleti kaldirilmadan Ust sivi kisim atildi.
Hiicre pelletine 1,5 ml buz gibi soguk olan PBS/Fosfataz inhibitdr karisimi
yavasca pipetlenerek eklendi. Hicre stspansiyonu 2500 rpm’de 4 °C’de 10
dk santrifij edildi. Santrifij sonrasi supernatant atildi ve pellet buz
Uzerinde muhafaza edildi. Pellet Gzerine 1 ml 1X hipotonik tampon
pipetleme vyapilarak ilave edildi ve 15 dk buz lzerinde inkibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi 25 ul deterjan eklendi ve yiksek hizda 10 sn
vortekslendi. Daha sonra suspansiyon 12000 g’de 4 °C’de 1 dk santrifij
edilerek supernatant atildi. NUklear kismi iceren pelletin tGzerine 50 pl lizis
tampon pipetleme yapilarak eklendi ve yluksek hizda 10 sn vortekslendi.
Vialler buz dolu kabin icersinde, 150 rpm hizdaki calkalayici lzerinde 30
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dk siureyle bekletildi. Daha sonra yuksek hizda 30 sn vortekslendi ve

12000 g'de 4

°C'de 10 dk santrifij edildi.

Niklear

kismi iceren

sipernatant yeni bir viale aktarilarak kullanilana kadar -80 °C’de saklandi.

Tablo 3.11 Nuklear ekstrakt kit iceriginin hazirlanisi

Reaktifler Bilesenler 96 kuyucuk icin
10X PBS 1,6 ml
Co . | Distile Su 13,6 ml
PBS/Fosfataz Inhibitdrleri Fosfataz Inhibitorleri 0,8 ml
Toplam 16 ml
1X Hipotonik Tampon 1QX_Hipotonik Tampon 100 pl
(1X Hypotonic Buffer) Distile Su 0,9 ul
Toplam 1 ml
10 mM Dithiothreitol (DTT) 10 pl
Tam lizis tamponu Lizis Tamponu AM1 89 ul
(Complete Lysis Buffer) Proteaz Inhibitér Koktely 1pl
Toplam 100 pl

3.2.3.2- Niklear faktér kappa B aktivitesinin belirlenmesi

Hazirlanan nlklear ekstraktlarda TransAM™ NF-kB kiti (Active Motif,
California, USA) kullanilarak, kit protokoline gére ntliklear faktor kappa B
(NF-kB) aktivitesi belirlendi (Tablo 3.12).

Tablo 3.12 Kit protokoliinde belirtilen reaktiflerin hazirlanisi

Reaktifler Bilesenler 96 kuyucuk icin
Dithiothreitol (DTT) 10,8 ul
Tam lizis tamponu Proteaz inhibitor koktely 21,6 pl
(Complete lysis buffer) Lizis tamponu AM2 2,128 ml
Toplam 2,16 ml
DTT 6,5 pl
Tam baglama tamponu Herring sperm DNA 32,4 ul
(Complete binding buffer) Lizis tamponu AM2 3,2 ml
Toplam 3,24 ml
Distile su 194,4 ml
1X Yikama tamponu 10X Yikama tamponu AM2 21,6 ml
(1X Wash buffer)
Toplam 216 ml
i o Distile su 19,44 ml
(li(XA:rtmltli(t?;dbagbliama taanEfgl:)u 10X Antikor baglama tamponu AM2 | 2,16 ml
Y 9 Toplam 21,6 ml
Gelistirme sollisyon
(Developing solution) Toplam 10,8 ml
Durdurma sollsyonu
(Stop solution) Toplam 10,8 ml
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Kit icerisinde bulunan oligonlkleotid kapli 96 kuyucuklu plakanin her
bir kuyucuguna 30 ul baglama tamponu eklendi. Kor olarak kullanilacak
kuyucuklara niklear ekstraktin icerisinde bulundugu lizis tampondan 20 pl
ve diger kuyucuklara da 6lcimu yapilacak 6rneklerden 20 pl ilave edildi
(Tablo 3.13).

Tablo 3.13 Kuyucuklara 6rneklerin ylklenmesi

Pozitif

Reaktifler Kor Ornek
Kontrol

Tam baglama tamponu 30 pl 30 pl 30 pl

Tam lizis tamponu 20 pl - -

Tam lizis tamponu iginde érnekler - 20 pl 20 pl

Toplam 50 ul 50 ul 50 ul

Daha sonra plakanin Gzeri yapiskan bant ile kapatilarak 100 rpm
hizda oda sicaklifinda 1 saat inkiibe edildi. Inkibasyon sonrasinda
kuyucuklar 3 kere 200 pl yikama tamponu ile yikandi. Yikanan plakanin
tim kuyucuklarina antikor baglama tamponu ile (1:1000) seyreltilen NF-
KB (p65) antikorundan 100 pl eklendi ve plakanin Gzeri tekrar kapatilarak
oda sicakhdinda 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklar
200 pl yikama tamponu ile 3 kere yikandi. Sonra her bir kuyucuga antikor
baglama tamponu ile (1:1000) seyreltilen HRP (Horseradish peroksidaz)
bagli antikordan 100 ul eklendi ve yine plakanin Uzeri kapatilarak oda
sicakhidinda 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklar 4 kere
200 pl yikama tamponu ile yikandi. Batin kuyucuklara 100 pl gelistirme
solisyonu eklendi ve plaka isiktan korunarak 30 sn-5 dk arasinda oda
sicakliginda inkibe edildi. Kuyucuklarin renginin maviden koyu maviye
donusmesi gobzlendi ve sonrasinda 100 pl durdurma sollsyonu ilave
edilerek mavi rengin sariya déntismesi saglandi. Plaka 5 dk icinde 450 nm
de ELISA (Labsystems Multiskan EX, Vanta, Finland) cihazinda élgulda.

3.2.4- Istatistiksel Analiz

Sirekli degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile
dederlendirildi. Normal dagihm gostermeyen dediskenlerin gruplar
arasindaki karsilastiriimalari grup sayisina bagl olarak Mann-Whitney U
testi ya da Kruskal-Wallis testi ile yapildi. Kategorik degiskenlerin gruplara
gore karsilastirilmasinda ki-kare analizlerinden vyararlanildi. Veriler
ortalama ve standart sapma ile ortanca deder (25'inci ve 75’inci ylzdelik
degerler) olarak ifade edildi. Degiskenler arasindaki iliskiler Spearman
korelasyon analizi ile degerlendirildi. miRNA-146a, miRNA-155 ve JNK gen
ekspresyonlari ile NF-kB protein aktivitesinin tanisal dederinin dogrulunun
dederlendirilmesi ROC analizi ile gergeklestirildi. Analizler IBM SPSS
Statistics 21 ile MedCalc 13.3.3.0 paket programlarinda yapildi. p<0.05
dederi istatistiksel anlamlilik dlizeyi olarak kabul edildi.
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4- BULGULAR

Calismamizda inflamatuar sirecle ilgili oldugu disinilen miRNA-
146a, miRNA-155 ve Jun-N-terminal kinaz (JNK) ekspresyon seviyeleri ile
transkripsiyon faktort nuklear faktér kappa B (NF-kB) aktivitesinin
osteartrit slirecindeki etkisi arastirildi. Eskisehir Osmangazi Universitesi
Tip Fakdlltesi Egitim Arastirma ve Uygulama Hastanesi Fiziksel Tip ve
Rehabilitasyon Anabilim Dal Poliklinigine diz agrisi sikayeti ile basvuran,
dislanma ve calismaya alinma kriterlerine uyan (Bakiniz, Tablo 3.1),
primer diz osteoartrit (OA) tanisi alan 40-80 yas arasi 100 hasta ve
kontrol grubu olarak da 50 saglikh birey calismaya dahil edildi.

Calismaya alinan bireylerin gruplara ve evrelere gbére demografik
ozelliklerinin dagihmlari Tablo 4.1 ve 4.2'de 6zetlendi.

Calismada, kontrol grubuna gdére hasta grubunda, yas hem kadin hem

erkeklerde, vicut kitle indeksi (VKI) ise sadece kadinlarda istatistiksel
olarak énemli bulundu (p=0,001) (Tablo 4.1).

Tablo 4.1 Calismaya alinan bireylerin demografik 6zellikleri

Kontrol Grubu Hasta Grubu dederi
(n=50) (n=100) p deg
Cinsiyet Kadin | 42 (% 84) 84 (% 84) 1,000
(%) 0 0
Erkek | 8 (% 16) 16 (% 16) 1,000
Yas (yil) Kadin | 35+12 60+10 0,001
(Ort+SSs) Erkek |38+12 63£13 0,001
VKI (kg/m?) | Kadin | 24,324,74 30,05+4,89 0,001
(Ort£SS) Erkek |25,54+2,6 28,29+3,76 0,120
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Calisma grubu evrelere gore incelendiginde, evreler arasinda yas ve
vucut kitle indeksi (VKI) acisindan istatistiksel olarak fark belirlendi
(p=0,001) (Tablo 4.2).

Tablo 4.2 Calismaya alinan bireylerin evrelere gére demografik 6zellikleri

Yas (yil) VKI (kg/m?)
Gruplar Evreler
Ort+Ss OrtSs
Kontrol Evre 0 | Kadin (n=42) 35412 24,32+4,74
Grubu n=50 Erkek (n=8) 38+12 25,542 60
Evre 1 | Kadin (n=5) 4745 27,00+4,98
n=7 Erkek (n=2) 56420 23,50%0,54
Evre 2 | Kadin (n=26) 55£10 29,14+4,23
Hasta n=32 Erkek (n=6) 58+14 28,47+1,47
Grubu Evre 3 | Kadin (n=31) 60+8 30,75+4,93
n=34 Erkek (n=3) 67+14 27,86%2,67
Evre 4 Kadin (n=22) 678 30,82+5,37
n=27 Erkek (n=5) 7049 30,24+5,51
p degeri 0,001 0,001

Calisma grubuna ait rutin biyokimyasal analiz sonuglari grup, cinsiyet
ve evrelere gére Tablo 4.3.1, Tablo 4.3.2, Tablo 4.4.1 ve Tablo
4.4.2'de verildi. Bu dederler incelendiginde bazi parametrelerde
istatistiksel olarak farklar belirlendi. Ancak analiz sonuglarinin dederleri
hastanemiz laboratuvarinin referans araligi icinde normal olarak kabul
edilen degerler arasinda bulundugundan bu farklar dikkate alinmadi.
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Tablo 4.3.1 Calisma grubunda incelenen biyokimyasal parametreler

Biyokimyasal Parametreler Kontrol Grubu (n=50) Hasta Grubu (n=100) p degeri
H lobi Ort+SS Kadin | 12,78+1,33 Kadin | 12,81+1,32 0.897
emoglobin Ortanca | n=42 [12,95 (12,05-13,7) |n=84 [12,95 (12,1-13,68) |
Ort+SS Erkek [ 16+1,1 Erkek | 13,3+2,5
dl A /A /A
(9/dD) Ortanca n=8 15,7 (15,1-17,3) n=16 | 14 (12,2-15,1) 0,004
. . Ort+SS Kadin | 7,05+1,82 Kadin | 7,06%+1,54
Lokosit Ortanca | n=42 [6,7 (5,5-8,1) n=84 [7,1(5,7-8,4) 0,553
Ort+SS Erkek | 7,51 Erkek [ 6,9£1,5
103/pl L O9£1,
( /v Ortanca n=8 7,2 (6,7-8,5) n=16 [ 6,4 (5,8-8,7) 0,214
Ort£SS Kadin | 268+50 Kadin | 251+57
Platelet Ortanca | n=42 [ 256 (236-308) n=42 [ 251 (214-283) 0,110
Ort+SS Erkek |262+44 Erkek | 250+63
103/pl
( /v Ortanca n=8 258 (233-279) n=8 255 (204-302) 0,928
Eritrosit Sedimantasyon Ort£SS Kadin | 13+7 Kadin [ 22+13 0.001
Hizi Ortanca n=42 | 12 (8-20) n=84 | 20 (11-31) !
Ort+SS Erkek |4+2 Erkek | 18+16 0.001
(mm/hr) Ortanca | n=8 |4 (2-5) n=16 | 10 (8-20) !
Referans Araliklari: Hemoglobin (g/dl) (13,6-17,2); Lékosit (10°/ul) (4,3-10,3); Platelet (10°/ul) (156-373);

Eritrosit Sedimantasyon Hizi (mm/hr) (kadin; 0-20,erkek;0-10).
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Tablo 4.3.2 Calisma grubunda incelenen biyokimyasal parametreler

Biyokimyasal Parametreler Kontrol Grubu (n=50) Hasta Grubu (n=100) p degeri
Ktif brotei Ort+SS | Kadin | 0,649+1,032 Kadin | 0,745+1,243 0.030
c-reaklt protein Ortanca | n=42 [ 0,319 (0,319-0,604) | n=84 [ 0,341 (0,341-0,744) | "’
Ort+SS | Erkek | 0,369+0,102 Erkek | 0,507+0,388
m dI 4 4 4 4
(mg/dl) Ortanca | n=8 | 0,319 (0.319-0,407) | n=16 | 0,341 (0,341-0,639) | >3
Kreatini Ort+Ss Kadin [ 0,71£0,11 Kadin | 0,8+0,23 0056
reatinin Ortanca | n=42 [ 0,7 (0,63-0,77) n=42 | 0,74 (0,66-0,93) ’
Ort+SS | Erkek | 1+0,17 Erkek | 1,03+0,44
m dI /4 4 I
(mg/dl) Ortanca | n=8 [ 0,96 (0,89-1,19) n=8 [0,9(0,85-0,98) 0,320
Kalsi Ort+SS Kadin |9,6%+0,4 Kadin | 9,5+0,4 0207
alstyum Ortanca | n=42 [9,6 (9,3-9,9) n=84 [ 9,5 (9,2-9,8) ’
Ort+SS | Erkek | 10,1%0,3 Erkek | 9,3%0,2
dl I I 4 4
(mg/dl) Ortanca | n=8 |10,1(9,9-10,4) n=16 [9,2(9,1-9,5) 0,001
Alani inot £ Ort+SS Kadin | 16+8 Kadin | 18+9 0.081
anin aminotransteraz Ortanca | n=42 [14 (11-19) n=84 |17 (12-22) ’
Ort+SS | Erkek | 266 Erkek | 19+11
u/L
(U/L) Ortanca | n=8 |25 (22-31) n=16 [15 (12-24) 0,016
Ort+SS Kadin | 160+35 Kadin | 218+61
Alkalen fosfataz Ortanca | n=42 | 159 (136-177) n=84 | 213 (184-240) 0,001
Ort+SS | Erkek | 191+40 Erkek | 187+46
u/L
(U/L) Ortanca n=8 182 (157-220) n=16 [ 184 (146-224) 0,834
Fost Ort+SS | Kadin | 3,67%0,49 Kadin | 3,56+0,49 0112
ostor Ortanca | n=42 [ 3,69 (3,41-4,02) n=84 [ 3,5 (3,24-3,83) ’
Ort+SS | Erkek | 3,43%0,49 Erkek | 3,36+0,48
dl 4 A 4 A
(mg/dl) Ortanca | n=8 | 3,52 (3,06-3,82) n=16 | 3,46 (3,25-3,59) 0,697

Referans Araliklari: c-reaktif protein (mg/dl) (0-0,8); Kreatinin (mg/dl) (0,5-1,2); Kalsiyum (mg/dl) (8,6-10,2);
Alanin aminotransferaz (U/L) (0-41 kadin<33); Alkalen fosfataz (U/L) (0-270 kadin<240); Fosfor (mg/dl) (2,7-4,5).




Tablo 4.4.1 Calisma grubunda evrelere gore incelenen biyokimyasal parametreler

8¢

Kontrol Hasta Grubu
Grubu
Evre O Evre 1 Evre 2 Evre 3 Evre 4 p
n=50 n=7 n=32 n=34 n=27 degeri
Hemoglobin Ort+SS | 13,3+1,8 12,9+0,7 13,2+1,7 13,1£1,6 | 12,3%1,5
(g/dl) S T 12,8 13,3 13,5 12,4 0,079
(12,2-14) (12,5-13,1) | (12,2-14,3) (12,6-14) | (11,6-13,2)
Lokosit ort+SS | 7,1£1,7 6,8+2 6,7+1,3 7,2%1,5 /7,3%1,7
(10°/ul) 6,7 5,9 6,4 7.3 7.3 0,414
oranca | (s,8-8,1) (4,8-9) (5,6-8,1) (6,1-8,3) | (5,8-9)
Plat3elelt Ort+SS | 26749 246+80 243+51 256+45 255+73
(10°/u) ortanca | 257 275 239 261 251 0,315
(236-303) (169-295) (206-278) (240-282) | (206-308)
Eritrosit Ort+SS | 1248 16+6 17£12 22413 26+16
Sedimantasyon 3 2 51 5 0.001
Hizi (mm/hr ; !
( ) | Ortanca |9 (5-19) (10-21) (8-22) (11-33) (9-38)

Referans Araliklari: Hemoglobin (g/dl) (13,6-17,2); Lékosit (103/ul) (4,3-10,3); Platelet (10%/pl) (156-373); Eritrosit
Sedimantasyon Hizi (mm/hr) (kadin; 0-20,erkek;0-10).
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Tablo 4.4.2 Calisma grubunda evrelere gore incelenen biyokimyasal parametreler

Kontrol Hasta Grubu
Grubu
Evre O Evre 1 Evre 2 Evre 3 Evre 4 p
n=50 n=7 n=32 n=34 n=27 degeri

C'realgtlif protein | Ort+SS | 0, 604+0,951 | 0,504+0,39 0,783+1,451 |0,795+1,354 | 0,559+0,355

(mg/d) Ortanca | 0,319 0,341 0,341 0,448 0,341 0,030
(0,319-0,581) | (0,308-0,439) | (0,341-0,702) | (0,341-0,756) | (0,34-0,707)

Kreatini" Ort£SS | 0,76+0,16 0,76+0,15 0,77+0,24 0,85+0,35 0,91+0,25

(mg/d) Ortanca | 0,73 0,74 0,71 0,8 0,85 0,019
(0,64-0,82) (0,62-0,86) (0,63-0,87) (0,67-0,95) (0,77-0,99)

Kalsi\:jl;m Ort£SS | 9,7+0,4 9,3+0,4 9,4+0,4 9,7+0,4 9,4+0,4

(mg/dl) Ortanca | 9,7 9,2 9,3 9,7 9,5 0,001
(9,3-10) (9-9,7) (9,1-9,7) (9,4-9,9) (9,2-9,6)

Alanin ] Ort+3SS | 1848 23+14 19+10 18+4 17+11

?S’;E;’tra"s €raz ortanca | 16 18 17 18 12 0,162
(12-22) (11-36) (12-22) (15-21) (11-22)

Alkalen fosfataz | Ort+SS | 165+37 187+50 200+51 220445 226483

(u/L) Ortanca | 161 168 195 214 219 0,001
(139-185) (151-212) (161-221) (202-237) (184-245)

Fosfocr" Ort£SS | 3,63+0,49 3,6+0,45 3,38+0,49 3,56+0,42 3,63+0,56

(mg/dl) Ortanca | 3,67 3,5 3,5 3,5 3,51 0,231
(3,35-4) (3,09-4,12) (3,02-3,74) (3,35-3,86) (3,26-4,21)

Referans Araliklari: c-reaktif protein (mg/dl) (0-0,8); Kreatinin (mg/dl) (0,5-1,2); Kalsiyum (mg/dl) (8,6-10,2); Alanin
aminotransferaz (U/L) (0-41 kadin<33); Alkalen fosfataz (U/L) (0-270 kadin<240); Fosfor (mg/dl) (2,7-4,5).




4.1- miRNA-146a gen ekspresyonu

Osteoartrit hasta grubunda miRNA-146a gen ekspresyonunun kontrol
grubuna gore arttigi, ancak bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
(p=0,303) bulundu (Tablo 4.5, Grafik 4.1).

Tablo 4.5 Kontrol ve hasta grubunda miRNA-146a gen ekspresyonu

Gruplar miRNA-146a p degeri
OrtxSS | 3,82+5,76
Kontrol Grubu (n=50)
Ort 2,11 (1,24-3,70
rtanca ( ) 0,303
Ort£SS | 5,52+11,16
Hasta Grubu (n=100)
Ortanca | 2,46 (1,49-4,25)

MiRNA-146a

18
16
14
12
10

oM PR Ov@

H Kontrol Grubu
(n=50)

B Hasta Grubu
(n=100)

Grafik 4.1 Kontrol ve hasta grubunda miRNA-146a gen ekspresyonu
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Bununla birlikte kontrol ve hasta grubu cinsiyete goére incelendiginde,
miRNA-146a ekspresyonunun kadinlarda kontrole gére 6nemli dlizeyde
arttigr (p=0,036), erkeklerde ise kontrole gore onemli dizeyde azaldigi
(p=0,011) gbézlendi (Tablo 4.6, Grafik 4.2).

Tablo 4.6 Cinsiyete gore kontrol ve hasta grubunda miRNA-146a gen ekspresyonu

miRNA-146a
Gruplar adin ek
Kontrol Grubu (n=50) Ort£SS | 2,62+3,52 10,12£10,26
Kadin (n=42)
Erkek (n=g) | Ortanca | 1,9 (1,2-2,88) 5,91 (3,84-13,58)
Hasta Grubu (n=100) Ort+SS | 4,85+8,19 9,07+20,85
Kadin (n=84)
Erkek (n=16) Ortanca | 2,39 (1,48-4,25) 2,51 (1,7-4,51)
p degeri 0,036 0,011
MiRNA-146a
35
30 -
25
20 H Kontrol Grubu
(n=50)
15 H Hasta Grubu
(n=100)
10
5
0

Kadin Frkelk

Grafik 4.2 Kontrol ve hasta grubunda cinsiyete gére miRNA-146a gen ekspresyonu
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mMiRNA-146a

Grafik 4.3).

ekspresyonu
karsilastirildiginda ise ileri evrelerde artis goérilmekle birlikte bu artisin
istatistiksel olarak o6nemli olmadigi (p=0,450) bulundu (Tablo 4.7,

osteoartrit evreleri acgisindan

Tablo 4.7 Evrelere gbre kontrol ve hasta grubunda miRNA-146a gen ekspresyonu

Gruplar Evreler | miRNA-146a p degeri
Kontrol Grubu Evre 0 Ort+SS | 3,82+5,76

(n=50) |oOrtanca | 2,11 (1,24-3,7)

Evrel | Ort+SS | 3,52+2,29

(n=7) Ortanca | 2,73 (2,11-4,23)

Evre 2 OrtxSS | 3,3+4 0,450
Hasta Grubu (n=32) | Ortanca | 2,02 (1,33-3,19)

Evre 3 Ort£SS | 6,34+11,67

(n=34) | Ortanca | 2,71 (1,53-3,82)

Evre 4 OrtxSS | 7,66+16,37

(n=27) | Ortanca | 2,66 (1,51-6,5)

30

25

20

15

10

MiRNA-146a

@Evre 0 (n=50)
HEvre 1l (n=7)

WdEvre 2 (n=32)
@Evre 3 (n=34)
WEvre 4 (n=27)

Grafik 4.3 Evrelere gore kontrol ve hasta grubunda miRNA-146a gen ekspresyonu
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4.2- miRNA-155 gen ekspresyonu

Osteoartrit hasta grubunda miRNA-155 gen ekspresyonunun kontrol
grubuna gore onemli dlizeyde arttigi (p=0,039) bulundu (Tablo 4.8,

Grafik 4.4).

Tablo 4.8 Kontrol ve hasta grubunda miRNA-155 gen ekspresyonu

Gruplar miRNA-155 p degeri
Ort+SS | 0,58+0,65
Kontrol Grubu (n=50)
Ortanca | 0,34 (0,20-0,65)
0,039
Ort£SSs | 1,02+1,9
Hasta Grubu (n=100)
Ortanca | 0,44 (0,25-1,02)
MiRNA-155
3,5
3
2,5
M Kontrol Grubu
2 (n=50)
1,5 ® Hasta Grubu
(n=100)
1
0,5
0

Grafik 4.4 Kontrol ve hasta grubunda miRNA-155 gen ekspresyonu
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mMiRNA-155 ekspresyonu kontrol ve hasta grubunda cinsiyete goére

incelendiginde, kadinlarda 6nemli dizeyde arttigi

(Tablo 4.9, Grafik 4.5).

(p=0,005) go6zlendi

Tablo 4.9 Cinsiyete gore kontrol ve hasta grubunda miRNA-155 gen ekspresyonu

miRNA-155
|
Gruplar Kadin Erkek
Kontrol Grubu (n=50) | ort+Ss | 0,43+0,41 1,35+1,05
Kadin (n=42)
Erkek (n=8) | Ortanca | 0,32 (0,19-0,47) 0,9 (0,71-2,15)
Hasta Grubu (n=100) | ort+Ss |0,89+1,38 1,7+3,55
Kadin (n=84)
Erkek (n=16) | Ortanca | 0,44 (0,24-1) 0,48 (0,39-1,03)
p degeri 0,005 0,172
MIRNA-155
6
5
4
E Kontrol Grubu
3 (n=50)
H Hasta Grubu
2 (n=100)
1
]

Kadin

Erkeak

Grafik 4.5 Cinsiyete gore kontrol ve hasta grubunda miRNA-155 gen ekspresyonu
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mMiRNA-155

ekspresyonu

osteoartrit evreleri

acgisindan

karsilastirildiginda ileri evrelerde artis gorilmekle birlikte evreler arasinda
gen ekspresyonunun fark géstermedigi (p=0,166) bulundu (Tablo 4.10,

Grafik 4.6).

Tablo 4.10 Evrelere gore kontrol ve hasta grubunda miRNA-155 gen ekspresyonu

Gruplar Evreler miRNA-155 p degeri
Kontrol Grubu Evre O Oort£Ss | 0,58+0,65
(n=50) [Ortanca | 0,34 (0,2-0,65)
Evre 1 Ort£SS 0,73+0,77
(n=7) Ortanca | 0,53 (0,37-0,55)
Evre 2 Ort+SS 0,62+0,67 0,166
(n=32) Ortanca | 0,38 (0,24-0,8)
Hasta Grubu Evre 3 | Ort+SS | 1,08+1,91
(n=34) | Ortanca | 0,45 (0,3-0,8)
Evre 4 Ort£SS 1,48+2,82
(n=27) | Ortanca | 0,48 (0,25-1,45)

4,5

3,5

2,5

1,5

0,5

mMiRNA-155

@Evre0 (n=50)
#@Evrel (n=7)

MEvre 2 (n=32)
#Evre 3 (n=34)
HEvre 4 (n=27)

Grafik 4.6 Evrelere gore kontrol ve hasta grubunda miRNA-155 gen ekspresyonu
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4.3- Jun-N-terminal Kinaz (JNK) gen ekspresyonu

Osteoartrit hasta grubunda JNK gen ekspresyonunun kontrol grubuna

gobre arttigi, ancak bu artisin

istatistiksel olarak anlamli olmadigi

(p=0,809) bulundu (Tablo 4.11, Grafik 4.7).

Tablo 4.11 Kontrol ve hasta grubunda JNK gen ekspresyonu

Gruplar JNK p degeri
Ort+SS | 1,26+0,55
Kontrol Grubu (n=50)
Ortanca | 1,24 (0,83-1,48)
0,809
Ort+SSs | 1,32+0,72
Hasta Grubu (n=100)
Ortanca | 1,09 (0,82-1,57)

2,2

1,8
1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

JNK

H Kontrol Grubu
(n=50)

E Hasta Grubu
(n=100)

Grafik 4.7 Kontrol ve hasta grubunda JNK gen ekspresyonu
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JNK ekspresyonu
incelendiginde, kadinlarda kontrole gore arttigi, erkeklerde ise kontrole
gore azaldigi her iki durumunda istatistiksel olarak anlamli olmadigi
(p=0,686; p=0,834) gbzlendi (Tablo 4.12, Grafik 4.8).

kontrol

ve hasta

grubunda

cinsiyete gore

Tablo 4.12 Cinsiyete gore kontrol ve hasta grubunda JNK gen ekspresyonu

JNK

Gruplar Kadin Erkek
Kontrol Grubu (n=50) Ort+SS | 1,25%0,55 1,2840,63

Kadin (n=42)

Erkek (n=8) Ortanca 1,24 (0,87-1,41) 1,08 (0,72-1,85)
Hasta Grubu (n=100) ort+SS | 1,34+0,77 1,22+0,46

Kadin (n=84)

Erkek (n=16) | Ortanca | 1,05 (0,82-1,59) 1,17 (0,81-1,52)
p degeri 0,686 0,834

0,5

2,5

I

1,5

=

Kadin

JNK

Erkel

H Kontrol Grubu
{n=50)

E Hasta Grubu
(n=100)

Grafik 4.8 Cinsiyete gore kontrol ve hasta grubunda JNK gen ekspresyonu
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IJNK ekspresyonu osteoartrit evreleri acisindan karsilastirildiginda
evreler arasinda gen ekspresyonunun fark gostermedigi (p=0,531)
bulundu (Tablo 4.13, Grafik 4.9).

Tablo 4.13 Evrelere gore kontrol ve hasta grubunda JNK gen ekspresyonu

Gruplar Evreler | JNK p degeri
Kontrol Grubu Evre 0 Ort*35 | 1,260,55

(n=50) [Ortanca [ 1,24 (0,83-1,48)

Evre1 |Ort+SS |1,18+0,18

(n=7) Ortanca | 1,18 (0,98-1,4)

Evre 2 Ort+SS 1,43+£0,67 0,531
Hasta Grubu (n=32) | Ortanca | 1,28 (0,84-1,77)

Evre 3 Ort£SS | 1,33+£0,91

(n=34) | Ortanca | 1,03 (0,77-1,34)

Evre 4 OrtxSS |1,21+0,62

(n=27) | Ortanca | 0,95 (0,76-1,56)

2,5

1,5

0,5

JNK

MEvre 0 (n=50)
EBEvre 1l (n=7)

uEvre 2 (n=32)
@Evre 3 (n=34)
HEvre 4 (n=27)

Grafik 4.9 Evrelere gére kontrol ve hasta grubunda JNK gen ekspresyonu
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4.4- Niiklear faktor kappa B (NF-kB) aktivitesi
Osteoartrit hasta ve kontrol grubunda NF-kB aktivitesi incelendiginde,

kontrol grubuna gore bir artis oldugu ancak bu artisin istatistiksel olarak
anlamli olmadigi (p=0,405) bulundu (Tablo 4.14, Grafik 4.10).

Tablo 4.14 Kontrol ve hasta grubunda NF-kB diizeyi

Gruplar NF-xB p degeri

Ort+£SS | 0,356+0,033
Kontrol Grubu (n=50)

Ortanca | 0,356 (0,329-0,374)

0,405

Ort£SS | 0,368+0,05
Hasta Grubu (n=100)

Ortanca | 0,355 (0,333-0,393)

NF-kB
0,45
0,4
0,35

0,3 |
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

H Kontrol Grubu
{(n=50)

H Hasta Grubu
(n=100)

Grafik 4.10 Kontrol ve hasta grubunda NF-kB aktivitesi
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NF-kB aktivitesinin cinsiyete gore kontrol ve hasta gruplarinda da
artis gosterdigi, bu artisin da istatistiksel olarak anlamli olmadigi
(p=0,260; p=0,610) gozlendi (Tablo 4.15, Grafik 4.11).

Tablo 4.15 Cinsiyete gore kontrol ve hasta grubunda NF-kB aktivitesi

NF-«B
Gruplar
Kadin Erkek
Kontrol Grubu (n=50) | ort+sSs | 0,354+0,034 0,366+0,026
Kadin (n=42)
Erkek (n=8) | Ortanca | 0,353 (0,329-0,374) | 0,365 (0,349-0,392)
Hasta Grubu (n=100) | ort+Ss | 0,367+0,05 0,368+0,053
Kadin (n=84)
Erkek (n=16) | Ortanca | 0,355 (0,333-0,393) | 0,352 (0,336-0,399)
p degeri 0,260 0,610
NF-kB
0,45
0,4
0,35
0,3
0.25 H Kontrol Grubu
0 (n=50)
0 £5 @ Hasta Grubu
' (n=100)
0,1
0,05

Kadin Erkelk

Grafik 4.11 Cinsiyete gore kontrol ve hasta grubunda NF-«kB aktivitesi
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NF-kB aktivitesi osteoartrit evreleri acisindan karsilastirildiginda
evreler arasinda fark gostermedigi (p=0,229) bulundu (Tablo 4.16,
Grafik 4.12).

Tablo 4.16 Evrelere gore kontrol ve hasta grubunda NF-kB aktivitesi

Gruplar Evreler | NF-kB p degeri

Evre 0 | Ort£SS [0,356+0,033
(n=50) | Ortanca | 0,356 (0,329-0,374)
Evre1 |Ort£SS [0,381+0,028
(n=7) Ortanca | 0,391 (0,355-0,406)
Evre 2 | Ort£SS | 0,355+0,041
(n=32) | ortanca | 0,348 (0,322-0,376)
Evre 3 | Ort£SS | 0,373+0,055
(n=34) | Ortanca | 0,365 (0,334-0,402)
Evre 4 | Ort£SS |0,371+0,057
(n=27) | Ortanca | 0,349 (0,335-0,401)

Kontrol Grubu

0,229

Hasta Grubu

NF-kB
0,45
0,4
0,35
HEvre 0 (n=50)
0,3
BEyvre 1 (n=7)
0,25
b Evre 2 (n=32)
0,2
015 BEvre 3 (n=34)
' WEvre 4 (n=27)
0,1
0,05
0

Grafik 4.12 Evrelere goére kontrol ve hasta grubunda NF-kB aktivitesi
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4.5-
analizi

Galigmada miRNA-146a, miRNA-155 ve INK gen ekspresyonlari ile
NF-kB protein aktivitesinin yas ve vlcut kitle indeksi (VKI) arasindaki

miRNA-146a,

korelasyonu incelendi (Tablo 4.17).

miRNA-146a ve miRNA-155 ekspresyonlarinin hasta grubunda yas ile
pozitif yonde korele oldugu bulundu (p=0,036; p=0,044). Kontrol ve hasta

miRNA-155, NF-kB ve JNK korelasyon

grubu arasinda VKI yoéninden anlamh bir korelasyon gdzlenmedi
(p>0,05).
Tablo 4.17 Calisma grubunda belirlenen korelasyon analizi
Yas VKi
Kontrol Hasta Kontrol Hasta
Grubu Grubu Grubu Grubu
n=50 n=100 n=50 n=100
0,098 0,210 0,239 0,040
miRNA-146a
0,499 0,036%* 0,095 0,693
0,067 0,202 0,164 0,057
miRNA-155
0,646 0,044 % 0,255 0,573
-0,180 -0,115 -0,024 -0,082
JNK
0,211 0,253 0,867 0,420
0,093 -0,079 -0,044 0,042
NF-xB
0,521 0,435 0,762 0,678
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Korelasyon dederlendirmeleri grup icinde de gergeklestirildi. Kontrol
ve hasta grubunda miRNA-146a ve miRNA-155 ekspresyonlarinin pozitif
ybnde ve istatistiksel olarak anlamlh bir korelasyon goésterdikleri bulundu
(p=0,001) (Tablo 4.18, Tablo 4.19).

Tablo 4.18 Kontrol grubunda belirlenen korelasyon analizi

Kontrol Grubu ] ]
n=50 miRNA-146a | miRNA-155 JNK NF-xB
r 0,803 -0,028 0,086
miRNA-146a
p 0,000* * 0,850 0,554
r 0,803 -0,036 0,178
miRNA-155
p 0,000%* * 0,805 0,217
r -0,028 -0,036 -0,181
JNK
p 0,850 0,805 0,208
NE-kB r 0,086 0,178 -0,181
p 0,554 0,217 0,208
Tablo 4.19 Hasta grubunda belirlenen korelasyon analizi
Hasta Grubu . .
n=100 miRNA-146a | miRNA-155 JNK NF-kB
r -
miRNA-146a 0,870 0,044 0,075
p 0,000** 0,662 0,457
r -
miRNA-155 0,870 0,175 0,052
p 0,000%* * 0,082 0,610
r -0,044 -0,175 0,054
JNK
p 0,662 0,082 0,597
NE-kB r 0,075 0,052 0,054
p 0,457 0,610 0,597
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mMiRNA-146a, miRNA-155 ve IJNK gen ekspresyonlari ile NF-kB protein
aktivitesinin evrelerle yas arasinda herhangi bir korelasyon gosterip
gostermedigi incelendi. Buna gore, evre 3'de yas ile miRNA-146a arasinda
pozitif ydnde bir korelasyon (p=0,035) bulunurken, evre 4’te INK
ekspresyonu ile yas arasinda negatif yonla bir iliski gbzlendi (p=0,018)
(Tablo 4.20).

Tablo 4.20 Evrelerde yas ile ekspresyon ve protein aktivitesi arasindaki korelasyon

Yas
Evre O Evre 1 Evre 2 Evre 3 Evre 4
n=50 n=7 n=32 n=34 n=27
miRNA-146a r 0,098 0,505 0,028 0,363 0,194
p 0,499 0,248 0,878 0,035%* 0,332
] r 0,067 0,162 0,053 0,309 0,199
MIRNA-155 p 0,646 0,728 0,773 0,075 0,320
INK r -0,180 -0,118 0,054 0,073 -0,451
p 0,211 0,801 0,771 0,681 0,018%*
r 0,093 -0,144 0,052 0,010 -0,238
NF-xB
p 0,521 0,758 0,776 0,953 0,232

miRNA-146a, miRNA-155 ve JNK gen ekspresyonlari ile NF-kB protein
aktivitesinin evrelerle vucut kitle indeksi (VKI) arasinda herhangi bir
korelasyon géstermedidi bulundu (Tablo 4.21).

Tablo 4.21 Evrelerde VKIi ile ekspresyon ve protein aktivitesi arasindaki korelasyon

VKi
Evre O Evre 1 Evre 2 Evre 3 Evre 4
n=50 n=7 n=32 n=34 n=27
r 0,239 0,286 -0,001 0,009 0,072
miRNA-146a
p 0,095 0,535 0,997 0,961 0,721
r 0,164 -0,036 0,021 -0,027 0,201
miRNA-155
p 0,255 0,939 0,910 0,880 0,315
INK r -0,024 -0,144 -0,016 -0,090 -0,058
p 0,867 0,758 0,933 0,612 0,775
r -0,044 0,357 0,086 0,020 0,084
NF-xB
p 0,762 0,432 0,639 0,908 0,676
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mMiRNA-146a, miRNA-155 ve IJNK gen ekspresyonlari ile NF-kB protein
aktivitesinin evrelere gére korelasyonu incelendi.

Buna gdre tim evrelerde miRNA-146a ve miRNA-155 ekspresyonlari
arasinda pozitif yénde bir korelasyon bulundu (Tablo 4.22, 4.23, 4.24,
4.25 ve 4.26). Buna ilaveten de miRNA-146a ekspresyonu ile NF-kB
aktivasyonu arasinda evre (2)'de negatif yéonde (p=0,017), evre (3)'de
pozitif yonde (p=0,026) bir korelasyon goézlendi (Tablo 4.24 ve 4.25).

Tablo 4.22 Evre (0) ile ekspresyon ve protein aktivitesi arasindaki korelasyon

Eﬂ";;g miRNA-146a | miRNA-155 INK NF-kB
. r 0,803 -0,028 0,086
RNA-146 , : ;
™ ® o 0,000** 0,850 0,554
. r 0,803 -0,036 0,178
RNA-155 ' ' ,
™ p | 0,000%* 0,805 0,217
r -0,028 -0,036 -0,181
INK ' ' ,
p 0,850 0,805 0,208
r 0,086 0,178 ~0,181
NF-xB / /
¥ D 0,554 0,217 0,208

Tablo 4.23 Evre (1) ile ekspresyon ve protein aktivitesi arasindaki korelasyon

EI‘1’r=e71 miRNA-146a | miRNA-155 INK NF-kB
iRNA-146a L 0,786 0,523 -0,143
) 0,036* 0,229 0,760
MiRNA-155 | 0,786 0,523 -0,286
) 0,036* 0,229 0,535
INK r 0,523 0,523 0,432
) 0,229 0,229 0,333
NF-KB r -0,143 -0,286 0,432
) 0,760 0,535 0,333

55




Tablo 4.24 Evre (2) ile ekspresyon ve protein aktivitesi arasindaki korelasyon

Bure2 miRNA-146a | miRNA-155 | INK NF-kB
: r 0,853 -0,058 -0,417
RNA-14 LA ! /
- r 0,853 20,121 20,297
RNA-155 ' : ,
m! b | 0,000%* 0,510 0,099
r -0,058 -0,121 0,083
K P 0,754 0,510 0,652
r ~0,417 20,297 0,083
NF-kB U A !
¢ p | 0,017% 0,099 0.652

Tablo 4.25 Evre (3) ile ekspresyon ve protein aktivitesi arasindaki korelasyon

Env=r§: miRNA-146a | miRNA-155 JNK NF-xB
i r 0,780 0,182 0,382
miRNA-146a b 0.000% % 0305 a—
: r 0,780 -0,137 0,187
RNA-155 ’ ’
™ p 0,000** 0,440 0,289
r 0,182 -0,137 0.024
NK s / ,
’ p 0,302 0,440 0,893
r 0,382 0,187 0,024
NF-xB 4 ’ o
¢ p 0,026* 0,289 0,893

Tablo 4.26 Evre (4) ile ekspresyon ve protein aktivitesi arasindaki korelasyon

'i“’:;;‘ miRNA-146a | miRNA-155 INK NF-kB
. r 0,929 20,247 0,194
RNA-1 : . :

mi 46a = 0,000%* 0,214 0,331
. r 0,929 20,336 0,170
RNA-1 : : :

mi 55 0,000%* 0,087 0,395

r 20,247 20,336 0,099
NK I 14 I
J D 0,214 0,087 0,624
r 0,194 0,170 0,099
NF-kB b 0,331 0,395 0,624
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4.6- miRNA-146a, miRNA-155, NF-kB ve JNK'nin ROC
analiziyle tanisal degerinin belirlenmesi

Calismamizda elde edilen miRNA-146a, miRNA-155 ve JNK gen
ekspresyonlari ile NF-kB protein aktivitesinin hasta ve kontrol grubu
arasinda tanisal bir dederi olup olmadi§i ROC egri (Alici Islem Karakteristik
Egrisi-Receiver Operating Characteristic Curve) analizi ile incelendi.
Olgiimlerin istatistik sonuclari Tablo 4.27'de, hassasiyet ve 6zgullik
degerleri Grafik 4.13, 4.14, 4.15 ve 4.16’da goOsterilmistir. Yapilan
Olciimlerin tek tek ve kombinasyonlarinin tanisal dederleri analiz edilmistir.
Ozellikle miRNA-146a (hassasiyet 82.0) ve miRNA-155 (hassasiyet 91.0)
gen ekspresyonunda hassasiyet dnemli sekilde ylksek olmasina ragmen
0zgllligan dastk olmasi bu verilerin tek baslarina hastalik tanisinda
kullanilabilme olasihdini azaltmistir (Grafik 4.13). Buna karsilik 4
parametre (miRNA-146a, miRNA-155 ve IJNK gen ekspresyonlari ile NF-kB
aktivitesi) birlikte degerlendirildiginde en yliksek hassasiyete (81.0) ve
ozgullige (40.0) ulasildigi gorildi (Grafik 4.16).

Tablo 4.27 miRNA-146a, miRNA-155 ve JNK gen ekspresyonlari ile NF-kB protein
aktivitesinin ROC analizi.

Olciimler | ROC egrisi Standart Hata | p dederi_ | % 95 Giiven Araligi |
1 0,552 0,0503 0,3037 0,468 - 0,633

2 0,604 0,0504 0,0397 0,521 - 0,682

3 0,512 0,0495 0,8069 0,429 - 0,594

4 0,536 0,0477 0,4463 0,453 - 0,618
1-2 0,640 0,0485 0,0039 0,558 - 0,717
1-3 0,536 0,0496 0,4651 0,453 - 0,618
1-4 0,552 0,0485 0,2888 0,468 - 0,633
2-3 0,594 0,0498 0,0603 0,510 - 0,673
2-4 0,581 0,0484 0,0957 0,497 - 0,661
3-4 0,557 0,0469 0,2269 0,473 - 0,638
1-2-3 0,645 0,0479 0,0025 0,563 - 0,721
1-2-4 0,617 0,0476 0,0144 0,534 - 0,695
2-3-4 0,588 0,0477 0,0647 0,505 - 0,668
1-3-4 0,562 0,0474 0,1921 0,479 - 0,643
1-2-3-4 0,630 0,0470 0,0057 0,547 - 0,707
Olciimler: miRNA-146a (1); miRNA-155 (2); INK (3); NF-kB (4) ile gdsterilmistir.
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Grafik 4.13 miRNA-146a (A), miRNA-155 (B) ve INK (C) gen ekspresyonlari ile
NF-kB (D) protein aktivitesinin ROC analizi sonuglari, hassasiyet ve 6zgullik dederleri

miRNA-146a miRNA-155
100 - Fr/rr.- 100F T |
C [ Hassasiyet: 91.0
80 - Hassasiyet: 82.0 H Ozgiilliik: 28.0
o L (‘jz.c_ll:'l”l:'lk: 32.0 - L | riter: >0,21
g 60 Kriter: >1,27 Z‘ ’;
= & 0 B
0 é [ C
& 40F 0 s
0 B © L
1] P b 5 [
= 2l -
0-/||nl||Al1||I11|I1||l 0-|||||||||||||||I|||l
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Ozgiilliik Ozgiilliik
A B
INK NF-xkB
100 100F
80 80}
w % I
v _ / > 60f
2' 60 L Hassasiyet: 60.0 a 2
g - Ozgiilliik: 52.0 T C
w 4oL Kriter: <1,2308 Y
7] B © =
g L
20 E 20 =
i - Hassasiyet: 20.0
E Ozglliik: 94.0
L o] Kriter: 0,4 | ;
o i M WA [t I T NP 7 ! [ Tl e et ] coR S SO Co | 0 20 40 60 llao.':loo
0 20 40 60 80 100 ‘-
Szgiilliik Ozglluk
C D

58



Grafik 4.14 miRNA-146a, miRNA-155 ve JNK gen ekspresyonlari ile NF-kB protein
hassasiyet ve 6zgullik

sonuglari,
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Grafik 4.15 miRNA-146a, miRNA-155 ve JNK gen ekspresyonlari ile NF-kB protein
aktivitesinin Ugli kombinasyonlarinin ROC analizi sonuglari, hassasiyet ve 06zglllik

leri
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Grafik 4.16 miRNA-146a, miRNA-155 ve JNK gen ekspresyonlari ile NF-kB protein
aktivitesinin kombinasyonun ROC analizi sonuglari, hassasiyet ve 6zgullik dederleri
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5- TARTISMA

Osteoartrit (OA) yasla birlikte sikligi artan, agn ve sakatliklara neden
olarak bireyin yasam kalitesini édnemli dlclide bozabilen dejeneratif bir
eklem hastaligidir (Tuncer & Gilgil, 2007).

Ilerleyen yasla birlikte viicutta kikirdagi etkileyen bircok biyolojik
degisiklik ortaya gikmaktadir (Tuncer & Gilgil, 2007). Bunlarin sonucunda
da eklemler daha kolay zedelenebilir hale gelmektedir. Felson ve
arkadaslarinin yaptigi bir calismada 63 yas Ulzeri bireylerin diz eklemleri
radyolojik olarak incelenmis ve 70 yas altinda OA sikliginin % 27 oldugu,
80 Ulzerinde ise sikhgin % 44’e ciktigi belirlenmistir (Felson et al., 1987).
Bizim calismamizda da OA igin bir risk faktdéri olan yasin hasta grubunda
hem kadin hem de erkeklerde édnemli oldugu belirlendi.

OA gorialme sikhgr kadinlarda erkeklere goére daha fazladir ve
kadinlarda daha cok eklemi tutma egilimindedir. Kadinlarda 50 yastan
once OA gorilme sikhdr erkeklere gore daha azken, 50 yasindan sonra
kadinlarin belirgin olarak daha fazla etkilendigi bildirilmistir (Atay, 2011;
Tuncer & Gilgil, 2007). Kadinlarda sikhidgin artmis olmasinin genetik yapiya
ya da hormonal nedenlere bagl olabilecegi 6ne sirtlmustir (Atay, 2011;
Tuncer & Gilgil, 2007). Benzer sekilde bizimde arastirmaya dahil ettigimiz,
hastaneye miracaat eden hasta grubunun bilylk cogunlugu kadinlardan
olusmakta olup, calismamizda kadinlarin orani % 84 olarak belirlendi.

Obezite diz OA’sinin hem olusumu hem de seyri acisindan énemli bir
risk faktértduar (Atay, 2011; Dennison & Cooper, 2003; Harris et al.,
2006c¢). Diz OA riskinin, vicut kitle indeksi (VKI) <25 bireylere gére, VKI
>30 olan bireylerde yaklasik sekiz kat fazla oldugu gosterilmistir (Coggon
et al., 2000). Kadinlarda VKi'ndeki 2 birimlik azalmanin (yaklasik 5 kg)
semptomatik diz OA gelismesi prevalansini yaklasik % 50 azalttid
gosterilmistir (Felson et al., 1992). Ayrica obezite radyolojik bulgularin
ilerlemesi icin de bir risk faktértdur (Harris et al., 2006c). Obezite ve OA
iliskisinin kalga, el ve generalize OA’da diz OA’sindaki kadar belirgin
olmamasi obezitenin bir risk faktérli olarak sistemik etkilerinden c¢ok
mekanik etkilerinin daha agir bastigini géstermektedir (Atay, 2011; Tuncer
& Gilgil, 2007). Benzer sekilde calismamizda da VKi'nin kontrol ve hasta
grubu arasinda anlamli bir fark gosterdigi belirlendi.

OA temel olarak kikirdak vyikimi ve subkondral kemikteki
degisikliklerle karakterize olmakla birlikte tim eklem ve eklem cevresi
dokularin etkilendigi bir organ hastaligi olarak kabul edilmektedir. Bu
nedenle OA sadece kikirdak metabolizmasinda yer alan enzimlerde
meydana gelen degdisikliklerle agiklanamamaktadir (Van der Kraan & van
den Berg, 2000). Bu aktiviteleri dlizenleyen hicre uyari yolaklarinin tam
olarak  bilinmesiyle eklemdeki kaybolan homeostazinin yeniden
yapillanmasi ve belki tamir mekanizmasinin gelismesi muimkidn
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olabilecektir. Ayrica son zamanlarda bircok hlicresel mekanizmada etkisi
belirlenen mikroRNA (miRNA)’larin gelisim, homeostaz ve badgisiklik
fonksiyonlarinda énemli rol oynadigi bilinmektedir (Iliopoulos et al., 2008;
Luo et al., 2010). Bu iliskiden yola cikarak planladigimiz arastirmamizin
sonuclarina gore saglikh bireylere gore OA hasta grubunda miRNA-146a,
miRNA-155 ve JINK ekspresyonlarinin ve NF-kB aktivitesinin arttig
belirlendi, fakat artislardan sadece miRNA-155 ekspresyonunun artisi
istatistiksel olarak anlamli bulundu.

miRNA’larin kanserden inflamasyona kadar codu hastalikla iliskili
oldugu gosterilmistir (Sonkoly & Pivarcsi, 2009). miRNA’ larin
ekpresyonlarinin hlicre kaderinin belirlenmesindeki énemli roli disinda,
6zel immuln cevabi ve inflamatuar uyariyr da duzenledikleri belirlenmistir
(Sheedy & O’Neill, 2008). miRNA'lardan miRNA-146 ve miRNA-155'in; IL1
ve TNF-a gibi pro-inflamatuar wuyaricilar tarafindan indlklendigi
bilinmektedir (Sheedy & O’Neill, 2008). miRNA’larin OA patogezindeki
rolinlin acgiga cikarilmasi icin normal ve OA eklem dokularinda miRNA
ekspresyon seviyelerinin karsilastirildigr arastiriimalar yapilmistir. Bu
arastirmalardan birinde, OA’ll 33 hasta ve 10 saghkl bireyin kikirdak
dokusunda 365 miRNA’'nin durumu incelenmistir. Arastirmanin sonucunda
mMiRNA-483, miRNA-22, miRNA-377, miRNA-103, miRNA-16, miRNA-223,
miRNA-30b, miRNA-23b ve miRNA-509'un ekspresyon diizeylerinin arttigi
ve miRNA-29a, miRNA-140, miRNA-25, miRNA-337, miRNA-26a, miRNA-
210, miRNA-373’Un ekspresyon dilizeylerinin ise azaldigi vurgulanmis,
bazilarinin obezite ve inflamasyonla ilgisi oldugunu ileri sartlmustir
(Iliopoulos et al., 2008). Baska bir arastirmada OA ile normal kikirdak ve
kemik doku arasinda 157 miRNA ekspresyonu arastirilmistir. Kikirdak
dokuda normale gére 17 miRNA'nin ve kemik dokuda normale goére 30
miRNA'nin 4 kattan fazla eksprese oldugu belirlenmistir (Jones et al.,
2009).

Diger bir arastirmada da primer kondrosit kiltiriinde 723 miRNA
analiz edilmis ve 7’sinin istatistiksel olarak énemli derecede farkl eksprese
oldugu belirlenmistir. Bunlardan miRNA-483’in OA kondrositlerinde,
miRNA-149, miRNA-582, miRNA-1227, miRNA-634, miRNA-576 ve
miRNA-641'in normal kondrositlerde artmis oldugu vurgulanmistir (Diaz-
Prado et al., 2012) Diger bir arastirmada kalca ve diz OA’si olan 816
hastanin serum o6rneklerinde mikroarray yontemiyle miRNA taramasi
yapimistir. Sonucgta calistiklari hasta grubunda let-7e, miRNA-454 ve
miRNA-885-5p'nin diz ve kalga OA’si ile ilgili biyobelirtec olabilecegini
Onermislerdir (Beyer et al., 2014). Yapilan bazi arastirmalarda miRNA-140
ekspresyonunun azalmasinin OA patogenezinde kritik bir rol oynadigi ileri
sdrtilmustiar (Miyaki et al., 2009; Miyaki et al., 2010; Tardif et al., 2009;
Tuddenham et al., 2006).

OA’da miRNA ekspresyonlarina yaslanma gibi risk faktérlerinin aracilik
edebilecedi disunilmistir. Bu amacgla yapilan calismalarda, insanlarda
farkli yaslar arasinda dolasimdaki miRNA'lar ile periferik kan hicrelerinde
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eksprese olan miRNA'lar incelenmistir. Analizler, OA ile ilgili bazi
miRNA’larin ekspresyonlarinin yasa badimh olarak artis ya da azalis
gosterdigi vurgulanmistir (EISharawy et al., 2012; Hooten et al., 2010;
Okuhara et al., 2012; Olivieri et al., 2012). Dederlendirmeler sonucunda,
miRNA-21 ekspresyon seviyesinin arttigi ve bu artisin inflamasyon belirteci
c-reaktif protein ve TGF uyarisiyla uyumlu oldugu (Olivieri et al., 2012),
miRNA-221 ekspresyonunun vyasla azaldigi ve OA’yl igine alan uyari
yolaginin PI3K'nin artisina aracilik ettigi (Hooten et al., 2010), miRNA-
146a ekspresyonunun ise yasa bagl olarak arttigi vurgulanmistir (Okuhara
et al., 2012). Bizim calismamizda da miRNA-146a ve miRNA-155
ekspresyonlarindaki artisin yas artisiyla iliskili oldugu belirlendi.

miRNA’larin ekpresyonlarinin 6zel immin cevabi ve inflamatuar
uyarlyl da duzenledikleri belirlenmistir. miRNA’lar hematopoezde belirli bir
role sahiptir ve bdylece bu slrecin bozulmasi inflamatuar hastaliklarin
patogenezinde dnemli olabilmektedir. miRNA-146 ve miRNA-155; IL-1 ve
TNF-a gibi pro-inflamatuar aracilarlar tarafindan uyarlir (Sheedy & O’Neill,
2008). miRNA-146a immun fonksiyonlarin dlizenlenmesinde tanimlanan ilk
miRNA’lardandir. Normal olmayan miRNA-146 ekspresyonu osteoartrit,
romatoid artrit ve sedef hastaligi gibi cesitli inflamatuar hastaliklarda
gosterilmistir.  Immun hicrelerin gelisimi ve dodustan gelen badisiklik
kadar kazanimis badisikligin dizenlenmesinde de miRNA-155‘in etkili
oldugu in vivo ve in vitro calismalarda gosterilmistir (Sonkoly & Pivarcsi,
2009). miRNA-155 seviyelerinin dizenlenmesinde MAPK uyarisi 6nemli bir
role sahiptir. IJNK'nin, miRNA-155 ekspresyonunu dizenledigi yolunda
bilgiler mevcuttur (O'Connell et al., 2007). Calismamizda OA hastalarinin
periferal mononidklear kan hicrelerinde, birbirleri ile etkilesim iginde
oldugunu ve OA evrelerinde 6nemli olabilecedini dislindigimiz NF-kB,
JNK, miRNA-146a ve miRNA-155 ekspresyonlarini birlikte arastirdik.
Boylece hem OA mekanizmasinin anlasilmasina katki saglamak hem de
osteartritin erken evreleri igin yeni bir terapdtik hedef olabilecek
miRNA’lar ortaya koymayi planladik. 32 saglikli birey ve 41 OA hastasinda
yaptigimiz on calismada miRNA-146a ve miRNA-155 ekspresyonlarini
saglikli bireylere goére ileri derece anlamli bir fark goésterdigini bulduk
(Soyocak et al., 2014). Bu 6n calismamiza benzer olarak Okuhara ve
arkadaslari 36 saglikli birey ve 36 OA hastasinda yaptiklari arastirmada
miRNA-146a, miRNA-155, miRNA-181a ve miRNA-223 ekspreyonlarinin
periferal mononiklear kan hicrelerinde saglikli bireylere gore hasta
grubunda daha fazla oldugunu bildirmislerdir (Okuhara et al., 2012).
Bununla birlikte calisma grubunu genislettigimiz bu calismada saglkl
bireylere oranla OA’li hastalarda miRNA-146a ekspresyonundaki artisin
onemsiz, miRNA-155 ekspresyonundaki artisin énemli dizeyde oldugunu
belirledik.

Calismalarda miRNA ekspresyon seviyeleri ile OA hastalidinin gelisim
evreleri arasindaki iliski de incelenmistir (Okuhara et al., 2012; Yamasaki
et al., 2009). Yamasaki ve arkadaslari, Mankin skoruna gére histopatolojik
olarak evrelendirdikleri, 9'u kalca ve 6’sI diz olmak Uzere 15 OA hastasinin
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kikirdak dokusunda miRNA-146a ekspresyon seviyelerini belirlemislerdir.
Buna gdére miRNA-146a ekspresyon seviyelerinin erken evre OA hastalarin
kikirdaginda asiri derecede ekprese oldugunu bildirmislerdir. Okuhara ve
arkadaslari, yaptiklari arastirmada Kellgren-Lawrence (K-L) evreleme
sistemine gore hastaligi evre 2 seviyesinde olan, 40 ve 67 yasinda iki OA’l
hastada miRNA-146a ekspresyonunun artmis oldugunu bildirmislerdir.
Yine ayni arastirmada miRNA-146a ekspresyonu fazla olan bu iki hasta ile
birlikte, miRNA-155 ekspresyonu fazla iki hasta ve miRNA-181a
ekspresyonu fazla 1 hasta evrelere gore incelendiklerinde ekspresyondaki
bu artisin evre 2 ve evre 3'te oldugunu vurgulamislardir (Okuhara et al.,
2012). Bizde yaptigimiz bu calismada K-L evreleme sistemine gore
siniflandirdigimiz OA hastalarinin periferal mononiklear kan hcrelerinde,
miRNA-146a ve miRNA-155 ekspresyonlarinin ilerleyen evrelerde (evre 3
ve evre 4) arttigini gézlemledik.

Hilcresel birgcok olayda énemli roller oynayan JNK, hicre gelisimi,
blylimesi, apoptoz ve immin cevaptan sorumludur (Bogoyevitch et al.,
2010; Davis, 2000). INK uyan iletiminin bozulmasi nérodejenerasyon,
dogum kusurlari, kanser, iskemi/reperflizyon hasari ve kronik inflamasyon
gibi bircok hastaligin gelisimine katki sadlamaktadir (Johnson &
Nakamura, 2007). INK, c-Jun‘u fosforlayarak transkripsiyon faktorlerini
aktive eden AP-1 (Aktivatér protein-1)’i aktiflestirmede merkezi bir rol
oynar (Weston & Davis, 2002). JNK, MMP uretimini dizenler ve TNF-a ve
IL-1b gibi pro-inflamatuar sitokinlere cevap olarak aktive olur
(Bogoyevitch et al., 2010; Han et al., 2001; Harris et al., 2006d; Loeser
et al., 2008). Bu kinazlar 6zellikle NF-kB olmak Gzere gesitli transkripsiyon
faktorlerini  aktiflestirir (Roach, 2008). AP-1, kollajenaz genini
dizenlediginden, INK artritte terapétik bir hedef olarak gorilmektedir.
Sinoviyositlerde JNK aktivasyonunun artmis oldugu gdsterilmistir (Han et
al., 1999). Secici bir JNK inhibitoérinlin adjuvan artritte goérilen radyolojik
hasari ve hastalik siddetini azalttigi bildirilmistir (Han et al., 1999; Han et
al., 2001; Harris et al., 2006e). Yapilan calismalarda normal insan
kikirdagina gore OA’h kikirdakta aktif JNK dizeyinin daha fazla oldugu
gbsterilmistir (Clancy et al., 2001; Fan et al., 2007; Loeser et al., 2008).
Calismamizda JNK gen ekspresyon dlzeylerinin OA'‘da 6nemsizde olsa
artis gosterdigi bulundu. Bu artisin kikirdak dejenerasyonuna bagh olarak
OA hicrelerinde indiklenen apoptoz ile iliskili olabilecegdi disinitlmektedir.

NF-kB, inflamatuar sitokinlerle birlikte gesitli hicre disi matriks yikim
proteinlerinin ekspresyonlarini artirir (Roach, 2008). NF-kB'nin OA’li hasta
kondrositlerinde, anormal gen urilnlerinin uyarilmasi ve normal kondrosit
gen urlnleri Uretiminin baskilanmasinda etkili oldugu ileri strGlmustir
(Roach, 2008). Yapilan literatir arastirmasinda OA’li hastalarin
mononlklear hicrelerinde NF-kB gen ekspresyonlarinin incelendigi
arastirmaya rastlanmamistir. Artrit sinoviyumunda NF-kB proteinleri p50
ve p65’in makrofajlarda, sinoviyal 6rtl hicrelerinde ve vaskiler endotelde
bol miktarda bulunmasi NF-kB’nin artrit icin patolojik olabilecegini
disiindiirmektedir. In vivo ve in vitro calismalar artritte NF-kB'nin hedef
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alinmasi dusincesini destekler niteliktedir. Calismamizda OA’li hastalardan
elde edilen mononiklear hicrelerde NF-kB aktivitesinin istatistiksel olarak
onemli olmasa da arttigini gézlemledik.

Murata ve arkadaslari yaptiklari calismada, romatoid artrit ve
osteoartrit hastalarinin plazma ve sinoviyal sivilarinda, miRNA-16, miRNA-
132, miRNA-146a, miRNA-155 ve miRNA-223'Un biyobelirte¢ olarak
kullanihp kullanilamayacagini arastirmislardir (Murata et al., 2010).
Calismada bu miRNA’larin tanisal degerleri ROC analizi ile incelenmis ve
plazmada miRNA-132'in romatoid artrit ve osteoartrit hastalarina goére
saglikli bireylerde anlamh olarak fazla oldugu bunun da hastaliklarin
tanisinda kullanilabilecegi bildirilmistir. Biz de yaptigimiz arastirmada
inceledigimiz  parametreleri ROC analizi ile degerlendirdigimizde
parametrelerin tek tek hassasiyet ve 6zgilliginin az oldudgu ancak 4
parametrenin  birlikte  biyobelirteg olarak kullaniimasinin  dederli
olabilecegini belirledik.

Gelecekte yapilacak calismalarla OA gelisimini duzenleyen farkl
miRNA’larin incelenmesi OA patogenezi ve hastalidin ilerlemesinde 6nemli
olacaktir. Butlin bu bulgulara ilave olarak ROC analizi ile hassasiyet ve
6zgulligl inceledigimizde arastirdigimiz bu 4 parametrenin (miRNA-146a,
miRNA-155 ve INK gen ekspresyonu ile NF-kB aktivitesi) birlikte
degerlendirilmesinin potansiyel tani biyobelirteci olabilecedi kanimiz da
yapilacak gesitli arastirmalarla desteklenmelidir.
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6- SONUC VE ONERILER

Yaygin bir eklem hastaligi olan osteoartrit diinyada en sik gorilen ve
fiziksel bozukluga yol acan ciddi bir eklem sorunudur. Bu nedenle
osteoartrit patogenezinin molekiler mekanizmasinin bilinmesi hastaligin
tani ve tedavisinde o6nemli bir yere sahiptir. Bu amacgla; osteoartrit
hastalarinda miRNA-146a, miRNA-155 ve JNK ekspresyon seviyeleri ve
NF-kB aktivitesi belirlenmistir.

Bu calismanin sonucunda;

1. Osteoartritli hastalarda (kadin ve erkek) miRNA-146a gen
ekspresyonunun saglikh bireylere gére 6nemsizde olsa arttigi,

2. Osteoartritli kadin hastalarda miRNA-146a gen ekspresyonunun
saglkl kadinlara gére 6nemli diizeyde arttigi,

3. Osteoartritli hastalarda miRNA-146a gen ekspresyonunun hastalik
evrelerine gére énemli bir fark géstermedigi,

4. Osteoartritli hastalarda (kadin ve erkek) miRNA-155 gen
ekspresyonunun saglikl bireylere gére 6nemli dlizeyde arttigi,

5. Osteoartritli kadin hastalarda miRNA-155 gen ekspresyonunun
saglikl kadinlara gére 6nemli diizeyde arttigi,

6. Osteoartritli hastalarda miRNA-155 gen ekspresyonunun hastalik
evrelerine gére énemli bir fark géstermedigi,

7. Osteoartritli hastalarda (kadin ve erkek) JNK gen ekspresyonunun
saglikli bireylere gére 6nemsizde olsa arttig,

8. Osteoartritli hastalarda JNK gen ekspresyonunun cinsiyete goére
onemli bir fark géstermedidi,

9. Osteoartritli hastalarda JNK gen ekspresyonunun evrelere gore
onemli bir fark gostermedigi,

10. Osteoartritli hastalarda (kadin ve erkek) NF-kB aktivitesinin
saglikl bireylere gore onemsizde olsa arttigi,

11. Osteoartritli hastalarda NF-kB aktivitesinin cinsiyete gdre dnemli
bir fark géstermedigi,

12.Osteoartritli hastalarda NF-kB aktivitesinin evrelere gbére dnemli
bir fark gostermedigi,
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13. miRNA-146a, miRNA-155 ve JNK gen ekspresyonlar ile NF-kB
aktivitesi osteoartrit hastalarinin evrelerine goére incelendiginde
tum evrelerde miRNA-146a ve miRNA-155 ekspresyonlari arasinda
pozitif bir korelasyon,

14. miRNA-146a ekspresyonu ile NF-kB aktivitesi arasinda evre 2
hastalarinda negatif, evre 3 hastalarinda pozitif bir korelasyon
belirlendi.

Butin bu bulgulara ilave olarak 06zellikle miRNA-146a (hassasiyet
82.0) ve miRNA-155 (hassasiyet 91.0) gen ekspresyonunun ROC analizi
ile belirlenen hassasiyeti hastalarda 6nemli derecede ylksek olmasina
ragmen 0Ozgulligin dusik olmasi bu verilerin tek baslarina hastalik
tanisinda kullanilabilirligini distrmesine ragmen incelenen 4 parametrenin
(miRNA-146a, miRNA-155 ve IJNK gen ekspresyonlari ile NF-kB aktivitesi)
birlikte degerlendirilmesinde en ylksek hassasiyete (81.0) ve 6zglllige
(40.0) ulasildigi, dolayisiyla bu 4 parametrenin birlikte kullaniimasinin OA
erken tanisi igin bir biyobelirteg olabilecedi kanisina varildi. Bu kaninin
kuvvetlenmesi ilave arastiriimalarla desteklenmelidir.
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