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1.GIRIS

Osteoartrit(OA) en sik goriilen dejeneratif eklem hastaligi olup sikligi yasla
birlikte artan, eklem kikirdaginda erozyon, eklem kenarlarinda osteofit,
subkondral skleroz, sinoviyal membran ve eklem kapsiiliinde biyokimyasal ve
morfolojik degisikliklerle karakterize dejeneratif bir eklem hastaligidir.
Dejeneratif artrit, osteoartroz ve hipertrofik artrit gibi adlar da verilen bu
hastalikta eklem kikirdaginin giderek kaybi s6z konusudur. Bir veya birkag
eklemde gelisebilmektedir. Her sinoviyal eklemde goriilebilmekte olup en sik
olarak diz ve kalca ekleminde goriilmektedir. 65 yas iizeri eriskin popiilasyonun
yaklasik %40’inda semptomatik diz ve kalca osteoartriti bulunmaktadir.

Osteoartrit kesin etyolojisi ve patogenezi tam olarak aydinlatilamamuigtir.
Genetik, metabolik, biyokimyasal ve biyomekanik faktorlerin yikim zincirini
baslattigt ve Kkartilaj hasarina neden olarak osteoartrit’e neden olabilecegi
bilinmektedir. Toplumdaki sikligi, ortalama yasam siiresinin uzamasi ve
obezitenin insidansinin artmasi gibi nedenlerle giderek artmaktadir. Gelismis
tilkelerde osteoartrit fiziksel Oziirliiliiglin 6nemli nedenlerindendir, saglik
harcamalarinin artmasina ve hayat kalitesinin diismesine neden olmaktadir.

ADAMTS’ler kanserden romatizmaya, inflamasyondan yara iyilesmesine,
gelisim biyolojisi ve apoptoza kadar bir¢cok biyolojik siirecte dnemli roller aldig1
icin bir¢ok arastirmacinin ilgi odagindadir (1). Son yillarda kanser ve metastazda
aldig1 roller nedeniyle bu ilgi daha da artmaktadir. Kartilaj hasarinda ise

ADAMTS-agrekanazlar, matriks metalloproteazlar (MMP) ile birlikte bas



aktorlerdendir. Romatizmal hastaliklar1 ilgilendiren en Onemli kisim hangi
ADAMTS’in esas enzim oldugu ve Kkartilaj erozyonundaki mekanizmasidir
(2,3,4,5).

Osteoartrit, eklem kikirdagi ve subkondral kemikte yikim ve tamir olaylari
arasindaki normal dengenin bozulmasi sonucu gelisen progresif bir hastaliktir.
Etyolojisinde genetik, inflamatuar, metabolik ve travmatik faktorler suglanmasina
karsin tam olarak kanitlanamamistir. Kikirdagin en dnemli 2 ana bileseni tip-2
kollajen fibrilleri ve agrekan proteoglikanidir. Osteoartritte goze ¢arpan dnemli
bulgulardan biri agrekan pargalanmasi sonucu olusan kartilaj erozyonudur. Bu
yizden agrekan1 parcalayan enzimlerin kesfi yeni tedavi rejimlerinin
gelistirilmesine firsat verebilir. 1997 yilinda Kuno ve arkadaslar1 (6), hiicre dis1
matriks ve kartilaj erozyonu ile iligkili olan ADAMTS (trombospondin motifli
disintegrin ve metalloproteazlar) genlerini kesfetti. Torteralla ve arkadaslar1 (7),
ADAMTS4 genini, agrekani pargalayan ilk agrekanaz enzimi olarak rapor ettiler.
2005 yilinda yayinlanan 2 ayr1 makale (2,3) ile farelerde ADAMTSS5’in kartilaj
erozyonundan sorumlu ana agrekanaz oldugu bulundu. Osteoartritli hastalar
tizerinde yapilan iki ¢alismada ADAMTS4-5 6n plana ¢ikmistir. Ancak 19 adet
ADAMTS genlerinden hangisinin insanda etkili olan esas agrekanaz oldugu hala
netlesmemistir (8,9). 2013 yilinda yapilan bir calismada erken evre osteoartrit
hastalarinda ADAMTS4 enziminin yiiksekliginin ADAMTSS enzim yiiksekligine
gore daha anlamli oldugunu gosteren calismalar yaymlanmistir (10). Son yillarda
ADAMT4 ve ADAMTSS disinda ADAMTS9 o6ne ¢ikan agrekanaz

enzimlerindendir.



1997 yilinda ADAMTS’lerin kesfinden bugiine Pubmed’te konuyla ilgili 239
makale yaymlanmis, Bunlardan 141 tanesi insan ¢alismalaridir. Osteoartrit
patogenezinden sorumlu agrekanazlarin arastirildigit 3 yaym bulunmaktadir
(8,9,10). 3 calismada osteoartriti olan hastalar {izerinde yapilmistir. Literatiirde
hem hayvan calismalari hem de klinik insan ¢alismalar1 olmasina ragmen hangi
agrekanazlarin 6ne c¢iktigini gdsteren prospektif, kontrollii ¢alisma yoktur. Farkli
evrelerde osteoartrit gelisen hastalardan alinan 6rneklerde enzim analizi yapilmis
ancak osteoartrit bulunmayan hastalarla olanlar1 karsilastiran ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu tez ¢aligmasindaki amacimiz, cerrahi tedavi gerektirecek,
son evre osteoartrit gelisen hastalarin kikirdaklarindaki protein ile agrekanaz
enzim Ol¢limii ve kan 6rneklerindeki DNA polimorfizm ve RNA gen ekspresyonu
analiz sonuglarin1 kontrol grubu ile karsilagtirarak patogenezdeki rollerini
gostermektir. Aragtirma kapsaminda, 15 tane kalca ekleminde osteoartrit gelisen,
cerrahi tedavi gerektiren ve total kalgca protezi uygulanan hastalar ile 15 tane
femur boyun kirig1 gelisen, osteoartrit bulgular1 olmayan ve parsiyel kalga protezi
uygulanan hastalarin ameliyat sirasinda alinan ve rezeke edildikten sonra ¢ope
atilan materyallerinden doku Ornekleri alinacaktir. Rezeksiyon materyallerinden
kikirdak 6rnekleri alindiktan sonra soguk zincir kurallarina uygun olarak nakledip
-80°C’de saklanarak ELISA yontemi ile ADAMTS gen analizi, kan 6rneklerinde
PCR ile DNA’da polimorfizm 6l¢limii yapilacaktir.

Bu projedeki amacimiz, cerrahi tedavi gerektirecek, son evre osteoartrit
gelisen hastalarin kikirdaklarindaki protein ile agrekanaz enzim olglimii ve kan

orneklerindeki DNA polimorfizm ve RNA gen ekspresyonu analiz sonuglarini



kontrol grubu ile karsilastirarak patogenezdeki rollerini gostermektir. Aragtirma
kapsaminda, 15 tane kalga ekleminde osteoartrit gelisen, cerrahi tedavi gerektiren
ve total kalgca protezi uygulanan hasta ile 15 tane femur boyun kirigi gelisen,
osteoartrit bulgular1 olmayan ve parsiyel kalga protezi uygulanan hastalarin
ameliyat sirasinda alinan ve rezeke edildikten sonra ¢ope atilan materyallerden
doku oOrnekleri alinacaktir. Rezeksiyon materyallerinden kikirdak ornekleri
alindiktan sonra soguk =zincir kurallarina uygun olarak nakledip -80°C’de
saklanarak serumda ELISA yontemi ile agrekanaz enzim Ol¢limi, kan
orneklerinde PCR ile DNA’da polimorfizm 6l¢iimii yapilacaktir.

Bu hastaligin patofizyolojisinde rol oynayan bu preoteolitik enzimlerin
rollerinin tam olarak agikliga kavusturulmasi tedaviye yonelik yeni stratejilerin
gelistirilmesine olanak saglayacaktir. Enzim veya proteoliz sonucu olusan
tirtinlerin tespiti erken tan1 imkan1 saglayabilir. Patogenezdeki rolii ispatlanacak
enzimlerin inhibitdrlerinin gelistirilmesi sonucunda cerrahi tedaviye gereksinimin
azalmasina ve yeni ila¢ gelisimi ile medikal tedavi olanagi saglayacagindan

etyolojisininin aydinlatilmasi hedeflenmektedir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1 Tarihce
Osteoartrit ismi Yunanca osteo yani “kemiksel, kemikle ilgili, kemikten”,
arthro yani “eklem” ve itis yani “enflamasyon” (iltihap) sdzciiklerinden tiiremistir.
Eklem kikirdaginin yiizeyel tabakalarinda ortaya ¢ikan lokalize fibrilasyon
ve ayrilmalar osteoartritin gozle goriilebilen en erken belirtisidir. Hastalik
ilerledikce eklem ylizeyinin daha biiyiikk boliimii diizensizlesir, fibrilasyon
derinleserek subkondral kemige wulasir. Kikirdaktaki catlak ve yariklar
derinlestikce fibrilasyona ugramis kikirdagin yiizeydeki uclar1 yirtilir ve eklem
boslugunda serbestce dolasan parcalarin kopmasina ve kikirdak kalinliginin
azalmasina yol agar. Bu sirada ortaya ¢ikan enzimatik matriks yikimi kikirdagin
hacmini iyice azaltir sonunda kikirdagin giderek kaybolmasi kemigin acikta

kalmasina neden olur.
Osteoartritteki kikirdak yikiminda mekanik faktorlerin yani sira enzimatik

sire¢ de Onemli rol oynamaktadir. Osteoartrit patofizyolojisinde major rol
oynayan enzimler metalloproteazlar, serin proteazlar, tiol proteazlar ve
agreganazlardir. Eklem kikirdagindaki anabolik ve katabolik siire¢ arasindaki
dinamik dengede sitokinler ve biiyiime faktorleri gibi c¢esitli ekstraselliiler
messanger proteinler de rol oynamaktadir. Son calismalar interlokin-1 ve timor
nekroz faktor alfanin kikirdak bozulmasi siirecini en fazla etkileyen sitokinler

oldugunu gostermistir.



Metalloproteinazlar ilk olarak 1962 yilinda Jerome Gross ve Charles Lapiere
taraifindan tanimlanmistir. Enzimatik aktivite ile kollojenin tiglii heliks yapisinda
bozulma olusturduklarim1  gostermislerdir (11). 1968 yilinda insan deri
dokusundan elde edilmis (12) ve bir zimojen olarak sentezlenebildigi
tanimlanmistir (13). Sistein eklentisi ise 1990 yilinda tanimlanmastir (14).

Serin proteazlar ise 1993 yilinda tanimlanmis olup proteindeki peptit baglarini
serin aminoasitinin niikleofilik aktivite olusturdugu alandan kopararak osteoartrit
olusumunda rol alirlar (15).

[lk olarak 1997 yilinda Kuno ve ark. tarafindan kolon kanserinde,
inflamasyonla iligkili olarak tanimlanmis olan ADAMTS proteinazlarin,
giiniimiizde bir¢ok fizyolojik ve patolojik siire¢lerde yer aldigi bilinmektedir
(1,6). Bazt ADAMTS’ler (1,4,5,8,9, 15, 16 ve 18) kikirdagin ana bileseni olan
agrekan proteoglikanini enzimatik kesme 6zelligine sahiptir (1). Agrekani kesip
pargaladiklar1 igin bu grup agrekanazlar olarak adlandirilir (16). ik kez 1999
yilinda ADAMTS4, agrekanaz-1 olarak isimlendirilmistir (7). Daha sonralari

ADAMTSS, agrekanaz-2 olarak siniflandirilmigtir.

2.2 Insidans

Diinya Saglik Orgiitii’niin tahminlerine gére 65 yas iistii eriskinlerin kabaca
%?25’inde osteoartrite bagli agr1 ve fonksiyon kaybi vardir. OA hemen her yas
grubunu etkilemekle beraber, prevalans erkeklerde 50, kadinlarda 40 yasin
tizerinde dramatik olarak artar (17). Toplumda yagh bireylerin sayisinin giderek

artmasi nedeniyle 6zellikle biiyiik eklem OA’s1 olmak iizere OA 6nemli bir halk



saglig1r problemi haline gelmistir. Amerika Birlesik Devletleri’nde 30 yas ve
iistiinde, semptomatik OA yiizdesi kalgada yaklasik 6 ve dizde 3’diir. 1995°den
2005’¢ dek semptomatik OA oran1 ABD’de 21 milyondan 27 milyona
yiikselmistir. Bu yiikselis muhtemelen popililasyonun yaslanmasin1 ve obezite
epidemisini yansitmaktadir (18). Ulkemizde hastalik yiikii ¢alismalarinda OA 6n
stralarda (yedinci sirada ve toplam hastalik yiikii icinde %2.9) yer almaktadir (19).
Kas iskelet sistemi yakinmalari ile poliklinigimize bagvuran 65 yas iistii hastalarin
tanisal dagiliminin degerlendirildigi retrospektif bir calismada dejeneratif

hastaliklar en sik rastlanan tan1 olarak izlenmistir (20).

2.3 Etiyoloji

OA etiyolojisi multifaktoriyeldir ve gelisiminde sistemik ve lokal faktorlerin
etkilesimi rol oynar. Hastaligin gelisimi, progresyonu, radyografik ya da
semptomatik olusunda risk faktorlerinin goreceli onemi, ekleme ve hastaligin
evresine gore degisir. Ostefit olusumu ve eklem araligi daralmasi gibi bazi
radyolojik ozelliklerin gelismesinde risk faktorlerinin farkl etkileri olduguna dair
de bazi kanitlar vardir.

1. Yas: Osteoartrit ile giiglii iliskisi bulunan bir risk faktoriidir ve OA
insidans1 yasla birlikte artmaktadir (21). Cok sayida epidemiyolojik
caligmada ileri yasin OA i¢in 6nemli bir risk faktorii oldugu ortaya
konmustur (22, 23, 24). Yasin ilerlemesiyle viicutta kikirdagi etkileyen
bircok biyolojik degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir. Eklem kikirdaginda yasla
beraber olusan yapisal degisiklikler arasinda artikiiler yiizeyde yipranma ve

sertliginde kayip vardir. Bu yasa baglh doku degisiklikleri muhtemelen



kondrositlerin dokuyu tamir ve koruma yeteneklerindeki azalmaya baghidir,
¢linkli kondrositlerin yasin ilerlemesiyle mitotik ve sentetik aktiviteleri,
anabolik biiyiime hormonlarina yanitlar1 azalmaktadir (23). Ayrica yasla
birlikte eklemlerin ¢evresindeki ligamanlarin laksitesi artmakta, kas giicii ve
propriyosepsiyon da azalmaktadir. Bu da eklemleri daha kolay zedelenebilir
hale getirmektedir (25).

. Cinsiyet: Genel olarak kadinlarin erkeklere gore daha fazla OA riski tasidigi
bilinmektedir (22,26). 50 yas civarlarinin altinda OA prevelansi kadinlar ve
erkeklerde benzerken, 50 yas iistiinde kadinlarda daha sik, agir ve generalize
olarak goriilmektedir (27). Kadinlarda semptomatik hastalik oranlari,
erkeklere kiyasla anlamli olarak olarak yiiksek oranda goriilmektedir
(21,24). Kadinlarda kalga OA gelisme riski de, poliartikiiler OA’nin bir
parcas1 olarak daha yiiksektir ve kalca OA kadinlarda erkeklere gore daha
ciddi seyreder ve daha hizli progresyon gostermektedir (28,29).

. Obezite: Obezite, OA’da énemli bir degistirilebilir risk faktoriidiir. Ozellikle
diz OA igin yiiksek viicut kitle indeksi 6nemli bir risk faktoriidiir (30,31).
Viicut kitle indeksinin, diz osteoartritinin uzun dénem progresyonununda
cok etkili oldugu gosterilmistir (32). Bununla birlikte obezite ile kalca
osteoartriti arasindaki iliski, diz osteoartriti kadar giiclii bulunamamistir
(33). OA ile obesite arasindaki iligkinin mekanizmasi halen agik degildir.
Obezitede mekanik yiiklenme artisinin OA’ya neden olan temel mekanizma

olarak diistiniilmektedir.



4. Mesleki zorlanmalar: Ekleme tekrarlayici ve asir1 yiiklenme OA gelisme
riskini arttirir. Kiskag kavrama gerektiren tekrarlanan gorevler 6zellikle DIP
ekleminde olmakla birlikte, el OA riskini arttirmaktadir (34, 35). Uzun
siireli ve tekrarlayict dizin biikiili olmasmi gerektiren mesleklerde
radyografik diz OA’inin daha sik gériilmektedir. Ozellikle patellofemoral
OA olmakla beraber diz OA patogenezinde biyomekanik faktorlerin 6nemli
rolii vardir. Agir ylik tagimali igler, merdiven inip ¢ikma da mekanik etkiyle,
diz OA gelisme (36) ve kalca OA (37) gelisme riskini artirmaktadir.

5. Spor aktiviteleri: Sporsal aktivite ile asir1 kullanima ve buna bagl olarak
eklem hasar1 olusmasi arasinda iliski vardir. Bazi1 yapilan calismalar
sonucunda geng erigkinlerde, yiiksek yogunlukta eklemi zorlayan sporlarin
ileride OA gelisme riskini arttirdig1 diistiniilmektedir (38). Bu tip sporlari
yapan profesyonel atletlerde major bir travma olmadan OA gelismesine
neden olabilecegi belirtilmektedir (39,40). Bununla birlikte saglikli uzun
mesafe kosucularinda, diz ve kalga OA riskini arttirmadig1 goriilmiistiir. Ve
uzun mesafe kosusunun eklem dejenerasyonundan koruyucu olabilecegi
diisiiniilmektedir (41). Giinliik fiziksel aktivitelerin ve ilimli dinlenmeli spor
aktivitelerinin, kalca ve diz OA riskini arttirmadigi goriilmektedir (42,43).
Sedanter yasayanlara gore diizenli egzersiz yapanlarda kalga ve diz OA
riskini azaltabilecegi gosterilmistir (44).

6. Eklemdeki bozukluklar ve daha Onceki hasarlar: Kalca ekleminde epifiz
kaymast ve Perthes hastaliginin OA ig¢in predispozisyon olusturdugu

bilinmektedir. Ligaman ya da meniskiislerde daha oOnceden olusmus



hasarlarin ve gecirilmis menisektomi operasyonlarinin diz OA’ini riskini
arttirdig1 gosterilmistir. Biiyiik travmalar ya da kiiglik tekrarlayan travmalar
eklemde dejenerasyona yol agmaktadirlar.
7.Kas giigsiizliimii: Kaslarin giigsiizliigli OA’nin bir sonucu olarak goriliir
(45). Ama baz1 calismalarda kuadriceps kas gii¢siizliigiiniin radyografik OA
gelisme riskini arttirdigi gosterilmistir (46). Bu bulgu eklem cevresi kaslarin
giicstizliigiiniin OA’nin risk faktorlerinden biri oldugunu gostermektedir.
8.Fiziksel egzersiz azlig1
9.Propriosepsiyon  bozuklucu:  Gonartrozu  olan  bazi  hastalarda
propriosepsiyon duyusunda bozulma oldugu bildirilmistir. Bu genel bir
propriosepsiyon  bozuklugu olmayp, eklem i¢ci veya ¢evresindeki
mekanoreseptorlerdeki bir hasar dolayistyladir. Charcot eklemi bunun klasik bir
ornegidir.
10.Genetik faktorler: Genetik faktorlerin OA’deki roli ikiz calismalar1 ve
modern molekiiler teknikler kullanilarak incelenmistir. Genetik faktorler OA’in
baz1 alt gruplarinda daha etkili olurlar (47,48). Ozellikle dizin tibiofemoral ve

patellofemoral kompartmanlart genetik faktorlerden daha fazla etkilenmektedir.

2.4 Kalca Eklemi Anatomisi
Kalga eklemi femur proksimal ucu ve os coxae arasinda yerlesen top-yuva
seklinde bir eklemdir. Os coxae, ilium, iskium ve pubis adi verilen ii¢ adet

kemigin birlesiminden meydana gelir (49).
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Os Pelvis:

Sakrum ile sag ve sol os coxae’larin olusturdugu halkaya ‘cingulum pelvicum’
adi verilir. Her iki tarafin os coxae’si, 6n-orta kisimda symphysis pubica araciligi
ile birlesir. Arka tarafta ise araya os sakrum girerek saglam bir kusak olusturur.
Pelvisin kemik iskeletini, her iki innominate kemik, arkada sakrum, Oonde de
symphysis pubis araciligi ile birbiriyle eklem yaparak olustururlar. Os coxae

aslinda os 1ilii, os ischii ve os pubis adi verilen {i¢ ayr1 kemikten olusmaktadir

(Sekil 1).

Os Ilium:

Kalga kemiginin en genis pargasidir ve asetabulumun 2/5’ini olusturur. Corpus
ossis ilit ve ala ossis ilit olmak iizere iki par¢adan olusmustur. Corpus ossis ilii
asetabulumun yapisina katilir ve burada diger iki kemik ile birlesir. Ala ossis ilit
kemigin kanat seklinde genis ve ince olan kismidir. Bu kisim pelvis boslugunu

yanlardan siirlar. liumun serbest tist kismina crista iliaca denir.

Os Ischium:
Corpus ve ramus diye iki pargaya ayrilir. Corpus asetabulumun yapisina katilir

ve asetabulumun 2/5 ini olusturur. Ramus ossis ischii daha ince ve yassi kisimdir.

Os Pubis:

Corpus, ramus siiperior ve inferior olmak iizere li¢ kisimdan olusur. Corpus
ossis pubis asetabulumun 1/5’ini olusturur. Ramus siiperior ve inferior kollar
birlesirler ve symphisis pubis adi verilen eklem araciligi ile karsi taraf kemigin

ayni yiizii ile eklem yapar.
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Sekil 1. Koksayi olusturan kemik yapilar

Os coxae’da femur basini kapsayan kemik bolime “asetabulum” adi
verilir. (Sekil 2) Asetabulumun i¢ kenarinda agikligi asagiya bakan yarimay
seklinde kikirdak bir yilizey vardir. Asil eklem yiiziinii olusturan bu alana ‘“facies
lunata” denir. Geri kalan kemik c¢ukur asetabulumun fossa’sin1 olusturur.
Asetabulumun dis kenarinda ise 5-6 mm kalinliginda fibroz kikirdaktan olusmus
bir halka bulunur. Temel goérevi asetabulumu derinlestirmek olan bu yapiya
“labrum” adi1 verilir. Bu yap1 sayesinde femur iist eklem yiizlinlin yarisina yakini
asetabulum i¢ine alinir, ayni zamanda eklemin yerinden ¢ikmasini engelleyen

negatif bir basing olusturulur (49).
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Sekil 2: Asetabulumdaki anatomik yapilar

Kalga eklem kapsiilii asetabulumun kemik kenarina yapisir. Labrum ve
transvers ligaman kapsiil i¢cinde kalan yapilardir. Asetabulumdan uzanan eklem
kapsiili 6nde ve arkada femur boynuna tutunur. On tarafta intertrokanterik
cizgiye; arka tarafta ise intertrokanterik ¢ikintinin 1,5 cm i¢ kismina yapisir (49).

Kalga ekleminde eklem kapsiiliinii giiclendiren {i¢ adet bag bulunur.
Bunlardan ilki; 6n tarafta bulunan, tuberculum iliacum’dan baslayip yelpaze
seklinde linea intertrocanterica’ya yapisan “iliofemoral ligament” dir. “Bertin
bag1” olarak da bilinen bu bag viicudun en giiclii bag1 olup temelde gorevi
femurun posteriora fazla ilerlemesini onlemektir. “Pubofemoral ligament” olarak

bilinen i¢ yan bag, ramus superior ossis pubis ve crista obturatoria’dan baslayarak
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asagiya, disa ve arkaya demetler vererek kiigiik trokanter dniindeki ¢ukura yapisir.
Uylugun fazla ekstansiyonu ve abduksiyonunu smirlamakla gérevlidir. Ugiincii
bag, “iskiofemoral ligament” adi verilen arka bagdir. Tuber ischiadicum’dan
baslar, spiral seklinde biikiilerek femur iist ucunun 6n tarafina ¢ikar ve iliofemoral
bagin iist demetleriyle birleserek linea intertrocanterica’da sonlanir. Bu bag da
femurun asir1 arkaya gitmesine engel oldugu gibi ayn1 zamanda i¢ rotasyonu da

sinirlar (49).
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1 t g
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ligament /\ /_
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Sekil 3: Kalca eklem kapsiiliiniin anterior ve posteriordan goriiniimii

Kalga ¢evresinde femur ve asetabulum iligkisinin devamini saglayan kas

ortiisii bulunur.

A)Kalcanin Dorsal Grup Kaslart (Sekil 4):
1-M .Gluteus Maksimus:Viicudun en biiyiik ve en kalin kasidir. Bu bdlgedeki
en yiizeyel kas olup yag kitlesi ile birlikte buranin kabarikliligin1 verir. Bu kas

uylugun en kuvvetli ekstansoriidiir. Ayrica uyluga dis rotasyon yaptirir. Ust lifleri
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abduksiyona, alt lifleri adduksiyona yardim eder. Traktus iliotibialis vasitasiyla
diz ekleminin ekstansiyon pozisyonunda kalmasini saglar. Uyluk sabit iken
govdeye ekstansiyon yaptirir. Siniri N.Gluteus inferior’dur.

2-M.Gluteus Medius: Yelpaze seklinde kalin bir kas olup M. Gluteus
maksimusun altinda bulunur. Uyluga abduksiyon ve i¢ rotasyon yaptirir. Uyluk
tespit edildigi zaman, en kuvvetli ¢alisir. Bu hareket ylirlime sirasinda, pelvisin
yerden temasi kesilmis ekstremite tarafina diismesini onler. M.Gluteus medius
felcinde ordekvari yiiriiyiis denilen durum ortaya c¢ikar. Hasta viicudunu felgli
tarafa egerek yiirlir (Trendelenburg testi). Siniri N. Gluteus superior’dur.

3- M.Gluteus Minimus: M.Gluteus mediusun derininde bulunan ve ondan
daha kiiciik olan yelpaze seklinde bir kastir. Goérevi uyluga abduksiyon ve ig¢
rotasyon yaptirmaktir. Siniri N. Gluteus superior’dur.

4-M.Tensor Fasciae Lata: Uyluga fleksiyon abduksiyon yaptirir. Sonlandigi
tractus iliotibialis, diz eklemininin transvers ekseninin Oniinden geg¢mesi
nedeniyle, M.Gluteus maksimus ile diz ekleminin ekstansiyon pozisyonunda
kalmasini saglar. Siniri N. Gluteus superior’dur.

5-Uyluk Dis Rotator Kaslari:

a) M.Piriformis: Uyluga dis rotasyon ve abduksiyon yaptirir. Siniri birinci ve

ikinci sakral sipinal sinirlerin 6n dallaridir.

b) M.Obturator internus: Uyluga dis rotasyon ve abduksiyon yaptirir. Siniri

sakral pleksus ve N.quadratus femoris’dir.

¢) M.Gemellus Superior: Uyluga dis rotasyon yaptirir. N.obturatorius internus

tarafindan innerve edilir.
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d) M.Gemellus inferior: Uyluga dis rotasyon yaptirir. N quadratus femoris
tarafindan innerve edilir.

e) M.Quadratus femoris: Uyluga dis rotasyon ve adduksiyon yaptirir. Siniri
pleksus sacralis’in dali olan N.quadratus femoris’dir.

f) M.Obturator eksternus: Uyluga dis rotasyon ve adduksiyon yaptirir.

N.obturatoriustur tarafindan innerve edilir.

Ghuneus mi
Suparnior guteal
arlary and nerve
Sacrotubarous
Intesnal pudendd artery ] . ] I Glitous mods
Pudendad nerve \ -
Nevve to cbturaior - ¢ y 4
i B \ — Obturator miermus and gamedi
' Graater trochanter
Tip of coceyx ObAUTEIr axlernus
Infarice gluteal Madial Grcumiar femord artery
n6rvg and artery
POSIENOI CLIANEOUS
rrye af High
Gluteus maximus
Bioaps femorts, long head
4 Postorior cutineaus narve of
dinosus thigh
Semimembranosus 1.4 — 15t perfoeating anary
AJBCI0r MagNUs % 4| o B — Intermusciar saptum

2nd perorating arary

. Biceps fomans, short hoad

Sekil 4: Kal¢anin dorsal grup kaslar1

B)Uyluk Kaslari:
Uylugu saran fasia lata’nin i¢ yiizlinde linea aspera’ya uzanan ii¢ fasial bolme

bulunur. Uyluk bu fasial bolmeler vasitasiyla icerisinde kas, damar ve sinirlerin
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bulundugu ii¢ kompartmana ayrilir. Bunlar anterior, medial ve posterior
kompartmanlar olarak isimlendirilir. (Sekil 5)
a)Uylugun Anterior Fasial Kompartmaninda Bulunan Kaslar:

1) M.Sartorius: ince uzun serit seklinde bir kas olup viicudun en uzun kasidur.
Kalca ve dize fleksiyon, uyluga abduksiyon ve dis rotasyon hareketlerini
yaptirir. Siniri N.femoralis’dir.

2) M.Quadriceps femoris: Bu kas m.rectus femoris, m.vastus medialis,
m.vastus lateralis, m.vastus intermedius isimli dort kasin birlesmesinden
olusmustur. Diz ekleminin en kuvvetli ekstansor kasidir. M.Rektus femoris
kal¢a ekleminin fleksiyonuna yardim eder. Siniri N.femoralis’dir.

3) M .Pectineus: Uyluga fleksiyon ve adduksiyon yaptirir. N.femoralis
tarafindan innerve olur.

4) M. Tliacus: Yelpaze seklinde bir kas olup, karin boslugunda fossa iliacadan
baslar. M.Psoas major ile birleserek m.iliopsoas’t olusturur ve trokanter
mindre yapisarak sonlanir. M.iliopsoas uyluga veya uyluk sabit iken
govdeye fleksiyon yaptirir. Ayrica uyluga dis rotasyon yaptirir. Uylugun en
giiclii fleksoriidiir. M.iliacus n.femoralis tarafindan innerve edilir.

5) M.Psoas Major: Son torakal ve tim lomber vertebralarin transvers
cikintilarinin ~ koklerinden, goévdelerinden ve aralarindaki disklerden
baslayip, distalde m.iliacus ile birleserek m.iliopsoas’1 olusturur. M.Psoas

major pleksus lumbalis’ten gelen dallar tarafindan innerve olur.

17



M lbcus —— % :

MOSAOE ————

=~ Pramarcosum

=== M, pirdormes
M. leerior Inecine lntao -

—————— L. sacrosmnge
M. gheous Moy - ———— tad

~ Peacter cosis pubs

LG putscun supenyue
M. rectus femods -«

M. liepsoas —— M. poctrews

== N s fongus

=== M graciis

=TT Canals adcucions AV femo

=== (Mamtrang vado-adductona)

=TT M danoms

M veatus medals

Sekil 5: Uyluk kaslar1

b)Uylugun Medial Fasial Kompartmaninda Bulunan Kaslar:
1-M. Adduktor Longus: Uyluga adduksiyon ve fleksiyon yaptirir. Uyluk
fleksiyonda iken dis rotasyon yaptirir. N.Obturatorius tarafindan innerve olur.
2- M. Adduktor Brevis: Uyluga adduksiyon ve birazda dis rotasyon yaptirir.
Siniri N.Obturatorius’tur
3- M. Adduktor Magnus: Adduktor bolimii uyluga adduksiyon ve dis

rotasyon, hamstring boliimii ise ekstansiyon yaptirir. Adduktor bolimii
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N.Obturatorius tarafindan, hamstring boliimii ise N.ischiadicus’un n.tibialis
dali tarafindan inerve olmaktadir.
4-M. Grasilis: Uyluga adduksiyon, bacaga fleksiyon ve fleksiyon
pozisyonundaki bacaga i¢ rotasyon yaptirir. N.Obturatorius tarafindan innerve
olmaktadir.

5-M. Obturatorius Eksternus:

¢)Uylugun Posterior Fasial Kompartmaninda Bulunan Kaslar:

1-M Biceps Femoris: Uylugun arka ve dis tarafinda bulunur. Caput longum ve
brevis olarak iki adet bas1 vardir. Kalgaya ekstansiyon yaptirirken, dize fleksiyon
ve bacaga dis rotasyon yaptirir. Caput longum N.Tibialisten, caput brevis
N.Peroneus (fibularis) communis’ten inerve olur.

2-M.Semitendinosus: Kalcaya ekstansiyon yaptirirken, dize fleksiyon bacaga
i¢ rotasyon yaptirir. N.Tibialis tarafindan inerve edilir.

3-M.Semimembranosus: Bu kas da semitendinosus gibi kalgaya ekstansiyon
yaptirirken, dize fleksiyon bacaga i¢ rotasyon yaptirir. N.Tibialis tarafindan inerve
edilir.

Femur basmin arteryel beslenmesi, temel olarak femur boynu etrafinda
bulunan ekstrakapsiiler arteryel halkadan ¢ikan asendan dallar ile saglanir. Bu
ekstrakapsiiler halka lateral ve medial femoral sirkiimfleks arterler tarafindan
anastomoz ile olusturulur. Basin kii¢iik bir boliimiiniin beslenmesini ise

ligamentum teres arteri saglar (49). (Sekil 6)
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Sekil 6: Femur proksimal u¢ vaskiiler anatomisi

2.5 Osteoartrit Patolojisi

Osteoartrit; eklemdeki sinoviyal membran, kikirdak, subkondral

degisiklikler ile sonuglanan yikim zincirini baglattigi bilinmektedir.

kemik,

ligament ve periartikiiler yapilarin hepsini etkiler. Farkli etyolojiler sonucu
biyomekanik-biyokimyasal olaylar gibi lokal faktorlerin kombinasyonu sonucu
olusan, bu faktorlerin morfolojik ve klinik sonuglarinin olusturdugu bir hastaliktir
(50). Osteoartritte kikirdak ve kemik metabolizmasinin degistigini ve yikim-
onarim arasindaki dengenin yikim yoniine kaydigimi goriilmektedir (51).

Sitokinler, mekanik travma ve genetik yapinin; kikirdakta OA’ya 0zgii
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Geleneksel olarak OA’nin dejeneratif ve non-inflamatuvar bir durum oldugu
goriisii hakimdir. inflamasyonun klinik bulgular1 genellikle belirgin deegildir,
fakat OA klinik gidisi sirasinda orta derecede sinoviyal sislik, duyarlilik ve eklem
eflizyonu, inflamasyonun varligimmi gosterir. Ancak bu klinik primer bir patoloji

olmadig1 ve doku hasarina sekonder gelistigi diisiiniilmektedir (52).

Yapisal degisiklikler

Erken OA’da, eklem kikirdaginin ylizeyi diizensizlesir ve yiizeyel ¢atlaklar
olusur. Hastalik ilerledik¢e eklem kikirdaginda kopmalar olusur ve subkondral
kemik aciga ¢ikar. Yeni kemik yapimiyla marjinal osteofitler olusur ve bunlarin
tizerleri yeni olusan, diizensiz yapidaki hiyalin kikirdak ve fibrokartilaj ile

kaplanir (50).

Biyokimyasal degisiklikler

Osteoartritte, ilk olarak eklem kikirdaginin su igeriginde belirgin sekilde artma
olur. Bu da dokunun sismesine ve biyomekanik 6zelliklerin degismesine neden
olur. Bu durum agrekan molekiillerinin yarattig1 osmotik basinca karsi kollojen
aginin zayifladigin1 ve direng gosterme yetenegini kaybettigini gostermektedir.
Baslangicta  proteoglikan  konsantrasyonu artarken, hastalik ilerledikge
ekstraseliiler matrikste tip [ kollajen konsantrasyonu artar, proteoglikan
konsantrasyonu azalir (53). Keratan siilfat konsantrasyonu azalir, kondroitin -4-
siilfat/ kondroitin -6- siilfat oran1 artar. Bu daha immatiir kikirdag1 yansitan bir
durumdur (54). Proteoglikan kaybi ilerledikce baslangicta artmis olan su icerigide
azalir, normalin altina diiser. Ardindan kikirdak fibrilasyonu ve laserasyonuna

neden olan kollojen yikimi olur.
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Osteoartritte, eklem kikirdagindaki ana kollojen normal eklem kikirdagindaki
gibi tip II kollojendir. OA’da kollojen liflerinin boyu normale gore kisalir, lif ¢ap1
azalir ve siki Orgii yapilar1 gevser. Bu durum kikirdagin mekanik streslere daha
direngsiz hale gelmesine neden olur.

Hemokromatozis, Wilson hastalig1, okronotik artropati, gut artriti ve kalsiyum
pirofosfat dihidrat (CPPD) kristal depo hastaligi gibi hastaliklarda, direkt veya

indirekt olarak kondrosit hasar1 olusur ve dokunun sertligi artarak OA gelisir.

Metabolik Degisiklikler

Kikirdak yikiminda proteoglikan sentezi ve yikimi arasindaki dengesizlik
onemlidir. Ayrica erken OA’da artmis proteoglikan sentezi igerik ve
glikoaminoglikanlarin dagilimi gibi 06zellikleri agisindan normal kondrositler
tarafindan sentezlenene gore farkliliklar gosterir. Ekstraselliiler matriksi yikan
enzimler proteinazlardir ve aktiviteleri proteinaz inhibitorleri ile kontrol
edilmektedir. Osteoartritte proteinaz ve inhibitorleri arasindaki denge
bozulmustur. OA’l1 eklemde kondrositler tarafindan iiretilen matriks parcalayici
enzimlerin sentez ve sekresyon miktarlarinda belirgin artis vardir. Bu proteinazlar
ve inhibitdrleri su sekilde siiflandirilabilir (55).

Proteinazlar; metalloproteinazlar, aspartik proteinazlar, sistein proteinazlar ve
serin proteinazlar baslica 4 gruba ayrilirlar. Metalloproteinazlar (MMP) ise
salgilanan tip ve membrana sabit tip MMP olmak iizere ikiye ayrilirlar. ADAM,
ADAMTS, Tip 1 ve Tip 2 transmembran MMP’ler; membrana sabit tip MMP

grubundandir.
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Proteinaz inhibitorleri de, proteinaz aktivitelerini kontrol ederler. Sistein
proteinaz inhibitdrleri, Serin proteaz inhibitorleri, TIMP (Metalloproteinazlarin
Doku Inhibitérleri) ve A2-makroglobulin olarak ayrilirlar. Serin proteaz
inhibitorleri plazminojen aktivatdr inhibitorleridir (PAI-1, PAI-2). TIMP,
MMP’lerin aktivitelerini baskilar. A2-makroglobulin ise tiim proteinazlari inhibe
edebilir (56).

OA’nin erken kikirdak dejenerasyonu, proteoglikan ve kollajen yikimina
neden olan Matriks Metalloproteinazlar (MMP) ailesinin aktivitesi sonucu
olugmaktadir. Kollejenazlar, kollejenin ii¢lii sarmal yapisin1 bozarak diger
proteazlar tarafindan yikima hazir hale getirirler. Agreganazlar ise diger
MMP’lerle beraber aggrekanlar1 yikima ugratirlar. Kollojen, kollojenazlar (MMP-
1, MMP- 8 ve MMP-13) tarafindan parcalanmakta ve ortaya ¢ikan fragmanlar
MMP-2 (jelatinaz A), MMP-9 (jelatinaz B, MMP-3 (stromelizin 1) ve Katepsin B
gibi enzimler tarafindan parg¢alanmaya hazir hale gelmektedir. OA’da kollojen
yikimindan 6zellikle MMP-13’iin (kollejenaz 3) sorumlu oldugu goriilmektedir.
Ciinkii tercihen tip II kollojeni yikmaktadir . OA’da MMP-13 ekspresyonunun
biiylik olgiide arttigi gosterilmis (57,58). MMP’ler diger kikirdak ekstraselliiler
matriks molekiillerini de yikima ugratabilirler. MMP’ye bagli doku yikimi ile
kollajen lifleri incelir, sik1 kollajen ag1 gevser ve kikirdak matriks siser.

Enzimler arasindaki dengenin saglanmasinda 6zellikle TIMP ve plasminojen
aktivator inhibitor-1 (PAI-1) olmak {izere iki enzim inhibitorii rol almaktadir.
TIMP ve PAI-1; transforme eden biiylime faktorii (TGF-B) kontrolii altinda

sentezlenir (59). OA’da MMP sentez ve sekresyonu artmigtir, TIMP diizeyi
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azalmistir ve kikirdak yikimindan MMP’in TIMP’den daha fazla iiretilmesinin
sorumlu oldugunu diisiiniilmektedir (60). Normal kikirdakta TIMP 1 ve 2
bulunurken, OA kikirdaginda ise sadece TIMP 1 saptanmustir (61). Doku (tPA) ve
tirokinaz (uPA) plazminojen aktivatorleri, plazminojeni plazmine g¢eviren serin
proteazlardir. OA’l1 eklemlerde seviyelerinin artmasi ve IL—1 tarafindan stimiile
edilmeleri patogenezde rol aldiklarin1 desteklemektedir. Plazminin, MMP’lar1
aktive ederek kikirdak proteoglikanlarimi yikma potansiyeli de vardir.
Plazminojen aktivator inhibitorii (PAI) seviyeleri de OA kikirdakta azalmaktadir
(62).

Erken OA’da tamir ¢abalar1 sonucu anabolik siirecler de artar. Bu durum
OA’nin yavas ilerlemesini agiklamaktadir. Erken OA’da artmis proteoglikan
sentezi; igerik ve glikoaminoglikanlarin dagilimi gibi 6zellikleri agisindan normal
kondrositler tarafindan sentezlenene gore farkliliklar gosterir (55). Sonugta
hastalik ilerledikce; hiicre sayis1 azalir, kondrositlerin tamir siireci yikimi
karsilayamaz, proteoglikan sentezi azalir ve sonugta kikirdak ekstraselliiler

matriksi dejenere olur (64).

Biyomekanik degisiklikler:

OA’daki ekstraselliiler matriks yapisindaki degisikliklerle elastikiyetin kayb1
sonucu kondrositlere daha fazla mekanik ytik biner, hidrolik gegirgenligin artar ve
bunun sonucu kompresyon sirasinda intertisyel sivi kaybi olur. Eklemin normal
likid film lubrikasyonu bozulur ve yliklenme dinamikleri degisir. Osteofitlerlerin;

kan damarlarimin dejenere olan kikirdagin bazal tabakasina penetrasyonu veya

24



subkondral kemikte olusan stres kiriklarimin anormal iyilesmesi sonucu

olusabilecekleri 6ne siiriilmiistiir (50).

2.6 Osteoartritin Kalitimsal Yatkinhk

OA kalitimsal acidan, ilk olarak 1941 yilinda Stecher tarafindan parmaklarda
Heberden nodiilleri bulunan ailelerde ¢alisilmistir. OA’l1 olgularin kardeslerinde,
parmaklarindaki Heberden nodiillerinin toplumdakine gore iic kat daha fazla
goriildiigiinii belirlenmigstir (64). Ardindan 1944 yilinda Stecher ve arkadaslari, bu
lezyonlarin tekli otozomal dominant genle kalitimsal olarak aktarildigini
gostermiglerdir (65). 1952 yilinda Kellgren ve Moore tarafindan da kalitimsal
osteoartritin en yaygin sekli olan primer jeneralize osteoartriti olgu olarak
tanimlanmustir (66). 1963 yilinda Kellgren ve arkadaslari tarafindan Ingiltere’de
yapilan epidemiyolojik calismada, birinci derece akrabalarin radyografik olarak
osteoartritin tagima olasiliginin iki kat fazla oldugu gosterilmistir (67). Kalca
osteoartritinin prevelansini arastirmak icin cesitli calismalarda, total eklem
replasmani yapilmis hastanin kardesinin, kontrole goére 2-3 kat daha fazla
osteoartrite yakalanma riski tasidigi belirtilmistir (68). Lanyon ve arkadaslar
tarafindan yapilan bir diger ¢alismada ise bu riskin 4,7 kat oldugu tespit edilmistir
(69).

Bir¢ok c¢alismada, primer jeneralize OA’ll bireyler genetik acidan
incelenmistir. Heberden ve Bouchard nodiilleri ile karakterize primer jeneralize
nodal osteoartritin genetik komponentinin yiiksek oldugu goriinmektedir. Bu form
OA; HLA-A1, B8 haplotipleri ve alfa-1 antitripsin izoformlar1 ile iligkili

bulunmustur (70). Bununla birlikte baz1 ¢aligmalarda ise bu iligski bulanamamistir
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(71). Ailelerdeki kiimelenme, akraba olan bireylerin ayn1 OA’ya yatkinlik yapan
DNA allellerini tagimasi ile veya benzer gevresel etkileri paylasmalart ile

aciklanabilir.

2.6.1.0steoartrit kaliiminda genom taramalari ve aday genler

Genom taramalari:

Diz osteoartritli ve saglikli bayanlarda yapilan genom taramalarinda LRCH1
geninin iligkili olabilecegi belirtilmistir. Kromozom 13 iizerindeki LRCHI
polimorfizminin, diz OA’lilarda kontrol grubuna gore anlamli olarak daha sik
oldugunu tesbit etmislerdir (72). Baz1 arastirmacilar tarafindan, kromozom 11
tizerinde bayanlarda kalga OA riskiyle iliskili bir lokus tanimlanmistir (73). Bu
bolgenin daha detayli haritalamasi ile 11q bolgesindeki iki bolge one stiriilmiistiir
(74). El osteoartritinde, 296 soy iizerinde yapilan genom taramalarinda eldeki
radyografik osteoartrit ile iligkili lokus tanimlanmaya calistimistir (75).
Kromozom 1, 7, 9, 13 ve 19. Kromozomda 8 potansiyel baglant1 bolgesi tesbit
edilmistir. El osteoartritinde en kuvvetli baglanti 1. Kromozomun kisa kolunda
tesbit edilmistir (76). Osteoartrite genetik yatkinlikta; 4. kromozom, 16.

kromozom (77) ve 2. kromozom (78) da incelenen diger alanlardandir.

Aday genler:

OA’daki genetik anormalliklerin; kikirdak veya kemik metabolizmasinda bir
degisiklige ya da yapisal bir defekte (6rnegin kollejende) neden olabilecegi
diisiiniilmektedir. OA’e yatkinlik yaratan genlerin arastirilmasinda Ozellikle

ekstraselliiler matriksteki diger yapisal proteinler ve tip II kollajeni kodlayan
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genler, vitamin D ve Gstrojen reseptor geni, kemik ve kartilaj biiyiime faktorlerini
kodlayan genler iizerinde durulmaktadir (79). Diz ve multi eklem OA’s1 ile
COL2A, VDR reseptor ve Ostrojen reseptor alfa genleri arasinda iligki agisindan
oldukga tutarli kanitlar elde edilmistir (80).

Yapilan ¢ok sayida calismada; yaygin OA ile 12. kromozomdaki COL2A1
geninde mutasyonlar arasinda bir baglanti gosterilmistir (81). Bir hayvan
calismasinda, farelere mutant insan COL2A1 geninin yerlestirilmesi ile; vertebral
disklerde erken dejenerasyon ve osteoartritik degisikliklere neden olmasi, OA’da
rolii oldugunu gostermektedir (82). COL2A1 genini farkli mutasyonlar1 kalgay1
etkileyen prematiire OA, osteonekrozis ve Legg-Calvé-Perthes hastaligi gibi
cesitli klinik sendromlarla iligkilidir (83). COL2, COL9 veya COL11 genlerini
etkileyen mutasyonlarin kondrodisplazi ve OA’nin hizlanmasi ile sonuglanmast;
bu genlerin kritik ve yapisal fonksiyonlarinin oldugunu gosterir (84). Kalca
OA’ne sahip bayan hastalar1 ile tip IX kollajen geni COL9A1’nin baglantili
oldugu tespit edilmistir (85).

Primer jeneralize osteoartrit genetik yapisi heterojen oldugu ve COL2AI
disinda genlerdeki mutasyonlarin da sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
nedenle mindr kollajen tipleri ve hiicre dist matriks proteinleri kodlayan
genlerdeki mutasyonlar rolii daha fazla arastirilmas: gerekmektedir. OA’da son
zamanlarda ekstraselliiler matriks proteini olan asporin geni polimorfizmleri
tizerinde durulmaktadir (86).

D vitamini reseptdrii ve Ostrojen reseptdr i¢in genlerin spesifik

polimorfizmlerin de, osteoartrite yatkinlik yaptigi ile ilgili ¢esitli calismalar vardir
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(87). Bununla birlikte iyi tasarlanmig bir vaka kontrol ¢alismasinda, bu
polimorfizmler ile OA arasinda herhangi iligski gézlenmemistir (88). Sinirli sayida
veride, IL-1B (-511T alleli) ve ILIRN (variable number of terminal repeats
[VNTR] 2 allel) genlerin polimorfizmlerin radyografik kalga osteoartrit ile iliskili
oldugunu belirtilmektedir (89).

AACT, ADAMI12, BMP2, CALMI (kalmodulin 1), CILP (kikirdak
intermediate tabaka proteini), COX2, CRTL1 (kikirdak link proteini 1) , ESRI,
FRZB, LRCH 1, OPG (osteoprotegerin), TNA (tetranektin), TNFAIP6 ve
ADAMTS genleri; osteoartrit ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir (90).

Micro RNA’lar ise; gen ekspresyonunda Onemli rol oynayan kiigiik
kodlanmayan RNA’lardir. Son zamanlarda microRNA’larin da OA {iizerinde etkili

olabilecegi sdylenmistir (91) .

2.7 Osteoartritte Siniflandirma

Osteoartritin siniflandirilmasinda; tutulan ekleme ve etyolojiye gore olmak
tizere iki ana sistem kullanilmaktadir. OA ayrica spesifik 6zelliklerine gore de
siniflandirilabilmektedir (2). Osteoartrit etyolojiye gore, radyolojik ve patolojik
tanis1 sonucunda primer (idiopatik) ve sekonder OA olmak {iizere iki gruba
ayrilmaktadir. Bununla birlikte primer ve sekonder OA ayrimini yapmak her

zaman kolay olmamaktadir (2).

A. Tutulan ekleme gore siniflandirma

Monoartikiiler, Oligoartikiiler veya Poliartikiiler (yaygin) tutulumlar
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Eklem i¢inde tutulum gosteren ana bolgeler:

Kalga (superor, medial, konsantrik),

Diz (medial, lateral, patellofemoral),

El (Interfalangial eklemler, bagparmak karpometakarpal eklem),

Vertebra (apofizer eklemler, intervertebral disk hastaligi),
Digerleri

B. Etyolojiye gore simiflandirma
1.Primer (Idyopatik) OA
2.Sekonder OA
a. Metabolik nedenlere baglh
1. Okronozis
2. Akromegali
3. Hemakromatozis
4. Kiristal depo hastaligi
b. Anatomik nedenlere bagh
1. Femoral epifiz kaymasi
2. Epifiziyal displaziler
3. Blount hastalig
4. Legg-Calve-Perthes hastalig1
5. Kalganin konjenital dislokasyonu
6. Bacak boyu esitsizligi
7. Hipermobilite sendromlari

c. Travmatik nedenlere baglh
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1. Major eklem travmasi

2. Eklem fraktiirii veya osteonekroz

3. Eklem operasyonu

4. Kronik hasar (is ve ugrasiya bagh artropatileri)
d. Inflamatuar nedenlere bagl

1. Inflamatuar artritler

2. Septik artrit

C. Spesifik ozelliklerine gore

a. Inflamatuvar OA

b. Eroziv OA

c. Atrofik veya destriiktif OA

d. Kondrokalsinozis ile birlikte olan OA

e. Digerleri

2.8 Fizik Muayene

Kalca muayenesi her zaman oldugu gibi iyi bir dykii alinmasi ile baglar.
Daha sonra inspeksiyon, kemik ve yumusak dokularin palpasyonu, hareket
acikligi, norolojik muayene (kas giicii ve duyu muayenesi) ve ozel testler seklinde
devam eder. Bu yazida 6zel testler iizerinde duruldu. Kalga sikayetlerinin bel ve

diz patolojilerinin de bir yansimasi olabilecegi unutulmamalidir.
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Kalca Eklemi Hareketleri

Fleksiyon: 110-120 derece (dizler fleksiyonda iken), ekstansiyon: 0-15 derece,
abdiiksiyon: 30-50 derece, adduksiyon: 30 derece, i¢ rotasyon: 30-40 derece, dis
rotasyon: 40-60 derece.
Alt ekstremitelerde uzunluk farki gergek ya da zahiri (fonksiyonel) olabilir.
Gergek bacak boyu farkinda bacak boyunu degistiren kalic1 bir bozukluk vardir.

Zahiri bacak boyu farki ise pozisyona bagli kompansatuar bir durumdur.

Zahiri bacak boyu farkini tespit etmek i¢in sirtiistii yatan kiside umblikustan
medial malleola kadar olan mesafe karsilastirilir. Gergek bacak boyu farkini
Olemek icin kemik cikintilar arasindaki mesafe Olciiliir. Her iki bacakta spina
iliaka anterior superior ile medial malleol arasindaki mesafe oOlgiilerek
karsilastirilir. Gergek bacak boyu farki varsa femurda mi tibiada mi boy farki
oldugunu anlamak i¢in ayak tabanlar1 ayni hizada olacak sekilde kalca ve dizler
fleksiyona getirilir. Bir diz digerinden yukarda kaliyorsa tibialar esit degildir. Bir
diz digerinden 6ne gidiyorsa boy farki femurdadir.

Thomas testi: Kalca fleksiyon kontraktiirii olup olmadigimi gdsterir. Hasta
sirtiistii yatarken bir kalgasini fleksiyona getirmesi, dizini gégsiine degdirmesi, bu
esnada diger bacaginin sedyeye temas eder durumunu korumasi sdylenir. Eger
kalga fleksiyon kontraktiirii varsa bacak asagida diiz duramaz, kalga ve dizden
fleksiyona gelir (92).

Trendelenburg belirtisi: Kalga abduktorlarinin kalgay1 stabilize edebilme
giicline bakilir. Hastadan tek ayak {istiinde durmasi istenir. Normalde pelvis yere

paralel tutulabilir. Ancak kalga abduktorleri zayifsa hasta bunu telafi etmek i¢in
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govdesini yere basan kalgaya dogru egerek agirlik merkezinin yerini degistirmek
zorunda kalir. Kalca abduktorleri yiiriiylis sirasinda pelvisin hareketlerine
bakilarak dinamik olarak da degerlendirilebilir (92).

Ober testi: liliotibial bant (tensor fasya lata) kontraktiirii olup olmadigini
anlamak i¢in yapilir.Yan yatan hastanin yukaridaki bacagi diz altindan kavranir.
Diz ekstansiyonda ya da 90 derece fleksiyonda olabilir. Kalga 6nce fleksiyona,
daha sonra abduksiyon ve ekstansiyona getirilir ve daha sonra bacak yavasga
asag1 indirilir. Iliotibial bant kontraktiirii varsa bacak abduksiyonunu koruyarak

yere diismez (93).

29. ADAMTS Genleri

ADAMTS enzimlerinin ileride ¢ogu hastaligin bilinmeyen kisimlarinin
anlasilmasina katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Ilk olarak 1997 yilinda
Kuno ve arkadaglar1 tarafindan kolon adenokarsinomunda bulunan ADAMTS
proteazlarin, giliniimiizde bir¢ok fizyolojik ve patolojik siirecte yer aldigi
bilinmektedir (1). ADAMTS proteazlar, 6zellikle OA ve romatoid artrit gibi
hastaliklarda kikirdak ekstraselliiler matriks parcalanmasindan sorumlu proteolitik
enzimler olarak bilinmekle beraber; anjiogenez, bag dokusunun remodellingi,
koagiilasyon ve ovulasyon gibi birgok durumda gorev iistlenen bir proteaz
ailesidir. ADAMTS enzimlerinin; tiimor gelisimi ve metastazi, artrit ve daha
birgok patolojik olayda etkin rollerinin oldugu bilinmektedir (94).

Osteoartrit gibi hastaliklarin tedavisinde ila¢ gelistirme c¢alismalarinda

kullanilmalar1 nedeniyle bu genlere ve gen iiriinlerine ilgi artmistir. ADAMTS
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diizeyleri ve aktiviteleri; gen ekspresyon kontrolii, mRNA’nin baglanmasi, TIMP
tarafindan protein yapimi ve inhibisyonu gibi birgok basamakta kontrol
edilmektedir. Son zamanlarda insan kikirdaginda ADAMTS ailesinin birgok
iiyesinin  konnektif doku hemostazinda ve patolojisinde rol oynadigi
gosterilmektedir (95).

ADAMTS’ler ¢inko bagimli matriks enzimleridir. Matriks metalloproteaz
(MMP) ve ADAM (a disintegrin and metalloproteinase)’lar diger ¢inko bagimli
proteazlardir. ADAMTS’ler kollojen, versican ve agrekan gibi hiicre dis1
matriksinin yapisal proteinlerini parcalayarak etkilerini gosterirler (96).
Proteinlerin aminoasit sirasi, yapisi ve gelisimi agisindan ADAM proteinazlarina
benzerler. Ama bunlardan farkli olarak ADAMTS’ler trombospondin tip 1 dizisi
tekrarin1 (Thrombospondin type 1 Sequence Repeat: TSR) igermektedirler ve
ADAM proteazlar1 gibi epidermal biiylime faktorii bolgesi ve transmembran
modiili icermezler. ADAMTS proteinazlarin, sinyal sekans, pro-domain, katalitik
domain, disintegrin-like domain, sistinden zengin bdlge, spacer adi verilen
baglant1 bolgesini ve Thrombospondin type 1 Sequence Repeat (TSR)
bolgelerinden olugsan kompleks bir yapisi vardir (94).

Propeptid kisim, enzimi inaktif halde tutan kismidir (95). Propeptid sayesinde
enzim substrat ile etkilesim igine giremez. Furin gibi enzimler, propeptid
bolgesinini  kesilip uzaklastirllmasindan sorumludur. Bu aktiflesme siireci,
zimojen aktivasyonu olarak bilinmektedir (97). Bundan dolayt ADAMTS
proteinazlarin zimojen formlarinin intraseliiler olarak parcalandigi ve sonrasinda

ise matir halde sekrete edildiklerine inanilir.
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ADAMTS’larin igerdigi trombospondin-1 tekrarlari; fibronektin, kollojen ve
laminin gibi ekstraselliiler matriks proteinlerine baglanarak, ekstraseliiler
matriksle etkilesimden ve anti-anjiyogenezisten sorumludur (98).

ADAMTS genleri ilk tanimlandiginda 1’den 20’ye kadar numaralandirilmistir.
Fakat daha sonra ADAMTSI11 olarak tanimlanan tipin ADAMTSS oldugu
anlasilmistir. Bu nedenle ADAMTS11 mevcut degildir. Boylelikle 19 farkli insan
ADAMTS gen diiriinii ortaya c¢ikmistir (94). ADAMTS proteazlar1 aldiklar
gorevlere gore degisik sekilde siniflandirilmaktadir.

[Ik defa 1999 yilinda Tortorella ve arkadaslari tarafindan ADAMTS4,
agrekanaz-1 olarak isimlendirilmistir (7). Agrekanazlar, ADAMTS 4 ve 5 artritte
kikirdak yikiminda rol alan 6nemli enzimlerdir. ADAMTS4 uzun kemiklerin
yapisinda ve turn-overinda gorevlidir (99). Bununla birlikte, ADAMTS4 knockout
farelerde higbir iskelet anormalitesi gézlenmemistir (95). Fareler {izerinde yapilan
benzer calismalarda ADAMTSS knockout farelerin, osteoartrite karsi direng
kazandiklar1 gosterilmistir. Bu iki caligmadan sonra ADAMTSS (agrekanaz-2)
farelerde kikirdak dokusundaki major agrekanaz olarak tanimlanmistir (2,3,100).
Aggrekanazlardan ADAMTSS’in  yapisal oldugu, ancak IL-1 ve TNF’nin
ADAMTS4’1 indiikledigi anlasilmaktadir (101).

Ayrica bu grubun bazi iiyeleri anjiogenezi de diizenler. ADAMTSI1 ve
ADAMTSS anti anjiogenik ajanlar olarak bilinirler. ADAMTS1 ve ADAMTSS
endotelde FGF-2, VEGF inhibe ederek anjiogenezisi engellerler. Bu yiizden bu iki

proteaz tlimor supresyonunda hedef proteinazlardir. Benzer sekilde ADAMTS gen
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alesinin diger iiyelerinde de anjiyogenez inhibisyonu iizerine potansiyel bir etki
mevcuttur (102).

ADAMTSI’in VEGF ile etkilesimi gosterilmistir fakat bu etki GF’u
parcalayarak olmaz, bu da gosterir ki inhibitor etki VEGF’i hiicredeki
reseptoriinden ayirarak gerceklesir (103). ADAMTSI null farelerde primer olarak
iirogenital sistem, normal biiyiime, organ morfolojisi ve fonksiyonu, kadin
fertilitesi gibi c¢esitli sistemlerde gelisimsel anormalliklere neden oludugu
gosterilmistir (104). ADAMTSI1 ovulasyon gibi siireclerde gorev almakla birlikte
kalp krizinde gii¢lii bir sekilde ekspresse edilen bir proteazdir (105). 2009 yilinda
hipoksinin, HIF-1 (hipoksi indiiklenebilir faktdr) yoluyla ADAMTSI’1
indiikledigi ilk kez gosterilmistir. Bu verilerle ADAMTS1’in akut hipoksi-
indiiklenebilir gen oldugu diisiiniilmektedir (106).

ADAMTS9 ve ADAMTS20 GON-ADAMTS proteazlar olarak adlandirilirlar
(1, 130, 107). GON embriyonik gelisimde gonad distal tip hiicrelerinde eksprese
edilen bir metalloproteazdir. ADAMTS9 ve ADAMTS20 gonadlarin gelismesinde

hiicre migrasyonundan sorumludurlar (108,109).

Prokollojen N-propeptidazlar: ADAMTS-2, -3 ve -14:

ADAMTS-2, -3 ve -14 prokollojen kesim enzimleri olarak bilinmektedir. N
bolgesini kestigi i¢in bu adi alir. Prokollojenin kollojen haline doniistimiinii
saglarlar. Genetik analizlerde ADAMTS2 gen mutasyonunlar1 tip VIIC Ehlers-
Danlos sendromuna yol agar (110). ADAMTS2’nin derinin yap1 ve

formasyonunun diizenlenmesinde ve sperm maturasyonunda onemli gorevleri
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vardir (111). ADAMTS3 ise deride ADAMTS2’den ¢ok daha az, kikirdak dokuda

ise ADAMTS2’nin 5 kat1 kadar fazla bulunmustur (112).

Von Willebrand faktor-kesen proteaz: ADAMTS13

ADAMTSI3 biiyiik multimerik vWF (Von Willebrand faktor) prekiirsorlerini
pargalaylp ve koagiilasyonu olusturabilmesi i¢in vWF’iin optimal biiyiikliikte
olmasini saglar. Boylece pihtilasma i¢in gerekli olan, dah kii¢iik boyutlu vWF
meydana gelir (113). ADAMTS13 ile ilgili olan mutasyonlar herediter (114) ya da
ADAMTSI13’e karst otoantikorlarin olustugu sporadik (115) olarak trombotik

trombositopenik purpura hastaligina yol agar (95).

COMP-ADAMTS proteazlar: ADAMTS-7 ve -12

ADAMTS-7 ve -12; COMP (kikirdak oligometrik matriks protein)’u parcalar.
COMP, Kkartilajin yapisal biitiinliiglinden ve diger matriks proteinleri ile
etkilesimden sorumlu bir ekstraselliiler matriks glikoproteinidir. Agresif artrit

hastalarinda COMP diizeyleri yiiksek bulunmustur (116).

Diger ADAMTS Proteinleri: ADAMTS-6, -10,-16 ,-17,-18 ve -19
Bu gruba ait {iyelerin fonksiyonu tam olarak tanimlanmamistir. ADAMTS10
geni tam mutasyonlar1 Weill-Marchesani Sendromunun resesif formunda tespit
edilmistir. Bu sendrom; kisa boy, brakidaktili, eklem sertligi, gézde lens
anormallileri ve bazen de kalp defektleri ile karekterizedir. ADAMTS10’un goz,
deri ve kalbin gelisiminde kritik roller iistlendigi diisiiniilmektedir (95).
ADAMTSI16’nin palmar fasia denilen dokunun fibrotik bir hastalig1 olan ve

kollojen birikimi ile karakterize Dupuytren hastalifinda fazla eksprese edildigi
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goriilmiistir (117). Joe ve arkadasalnm ADAMTS16’nin kan basinci
regiilasyonunda yeni bir gen oldugunu bildirmislerdir (118). Yapilan bir
calismada ADAMTS16’nin 6zefagial skuamoz hiicreli karsinomada potansiyel bir
gen oldugu bulunmustur (119).

ADAMTSI18 proteazinin cesitli kanserlerle siki bir iligski igerisinde oldugu
bilinmektedir (120). Endotel hiicrelerinin ADAMTSI18 salgiladiklari,
ADAMTSI18 C-terminal fragmentinin in vivo kanama zamanini diizenleyerek

karotid arter trombiis olusumunu 6nledigi gosterilmistir (121).
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3. HASTALAR VE YONTEM

3.1 Materyal

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Ortopedi ve Travmatoloji kliniginde 15 tane
kalca ekleminde osteoartrit gelisen, cerrahi tedavi gerektiren ve total kalga protezi
uygulanan hastalar ile 15 tane femur boyun kirigi gelisen, osteoartrit bulgular
olmayan ve parsiyel kalga protezi uygulanan hastalarin ameliyat sirasinda alinan
ve rezeke edildikten sonra ¢ope atilan materyallerden doku ornekleri alinmistir.
Rezeksiyon materyallerinden kan ve kikirdak ornekleri alindiktan sonra soguk
zincir kurallarina uygun olarak Turgut Ozal Universitesi Tibbi Biyoloji
Laboratuarina nakledip -80°C’de saklanarak ELISA yontemi ile ADAMTS gen
analizi, kan orneklerinde PCR ile DNA’da polimorfizm 6l¢iimii yapilmaistir.

Gelisimsel kalga displazisi sekeli, avaskiiler nekroz sekeli, travma sekeli,
perthes sekeli, steroid kullanim 6ykiisli olan ve sigara i¢en hastalar caligma dis1
birakilmistir. Primer kalca dejeneratif artriti olan 60-80 yas arasi hastalar ¢calisma
grubuna dahil edilmistir. Kontrol grubunda ise kalca ekleminde dejeneratif
degisiklikleri olan hastalar calisma dis1 birakilmistir.

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu onayi
aliarak yapilmstir.

Calismamiz, TUBITAK 3001 programu ile desteklenerek gergeklestirilmistir.
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3.2 Metod
Kan alma, serum ayristirma ve ELISA testi

Ayrica her iki gruptan rutin biyokimya (SERUM ELISA) tetkikleri i¢in BD
Vacutainer (Ref:367896 Lot:3266203) marka kirmizi kapakli tiipe yaklasik 5-6
ml, hemogram ve genetik testler icin BD Vacutainer (Ref:368857 Lot:300361)
EDTA igeren mor kapakl tiiplere 3 ml kan alinmistir. Rutin biyokimya, hormon
ve tam kan testleri aym giin i¢inde Turgut Ozal Universitesi Tibbi Biyokimya
Laboratuvarindaki otoanalizorlerde calisilmistir. Genetik testler igin alinan

EDTA’ I tiipler ¢alisma yapilincaya kadar -80°C saklanmustir.

VY
|

-80 C
> Sakla.

Kiiguk biyokimya tipune 5 mi

venoz kan alimir. NSNS 7
Pihtilagmasi igin oda isisinda | Ustteki yaklagik 3 ml serum 6
10-30 dk beklenir. | ependorf tiipiine 500 ul'lik olacak ->
| gekilde PORSIYONLANIR.
Not: Serum, pihtilagma faktorlerini icermez; plazma ise fibrinojen igerir. I | 6 adet 500 ul= 3 mi |

Sekil 7. Kan alma, santrifiij ve serum ayristirma islemleri.
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ELISA Calisma Asamalari: Serum Aywrimi

Ornekler -80°C den ¢ikartilarak c¢alismaya baslamadan once oda 1sisina
gelmesi beklenildi. Calisma icin gerekli soliisyonlarin hazirlanmasi islemi ticari
firmanin vermis oldugu kit prospektiisiinde belirtildigi gibi yapildi. Genel hatlar
ile ELISA yontemi su sekilde agiklanabilir:

1. Daha onceden bakacak oldugumuz proteine (6rnek; ADAMTS) kars
antikorla kaplanmis mikroplatlere (Hazir kit) serum /plazma 6rnekleri
test protokuliinde sdylendigi kadar eklenir. Serum/plazmada bulunan
bakmak istedigimiz (Ornegin: ADAMTS9) antijeni, daha 6nceden
hazirlanmis ve mikroplate fikse edilmis ADAMTS’e kars1 olusturulan

monoklonal antikorlara baglanmasi i¢in 370 etliivde de 2 saat

inkiibasyona birakilir.

Antikorun antiienle birlesmesi
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2. Inkiibasyon sonrasinda mikroplate icindeki sivi dokiiliir ve tamamen
kurumasina izin vermeden hemen HRP (horseradish peroxidase) ile isaretlenmis
olan ikinci antikor (Detection antibody) kit prospektiisiinde soylendigi sekilde
eklenir. Ikinci antikorun antijene baglanmasi igin 60 dakika 37° de etiivde

inkiibasyona birakilir.

L V)

I
Wi %4
_Iﬁ i ?fly
-ai;-[-ﬂ

e

| Ikinci antikorun antijenle baglanmasi

3. Non-spesiifik baglanmalar1 onlemek i¢in ELISA yikayici ile prospektiisde
sOylendigi gibi yikanir.

4. Tetramethylbenzidine (TMB) substrat soliisyonu prospektiiste soylendigi
kadar eklenir, karanlikta 37°’de 20-30 dakika inkiibe edilir. Ornekte bulunan
ADAMTS miktarina orantili bir sekilde HRP enzim subtratin1 kullanarak
mavi renk olusturur.

5. Son olarak stop soliisyonu reaksiyonu durdurmak i¢in eklenir ve daha 6nce
olugmus olan mavi renk sar1 renge doniistir.

6. Olusmus olan sar1 renk 450 nm dalga boyunda okutularak absorbans

degerleri almir. Orneklerle birlikte daha &nceden hazirlanmis olan
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standartlara karsilik gelen absorbans degerlerinden 6rnekteki ADAMTS9

miktari ¢izilen standart grafigi kullanilarak hesaplanir.

T™B “

STOP SOLUSYONU

1 1

\ ‘ﬂ N
)

Sekil 8. RNA izolasyonu, cDna sentezi ve RT-PCR

Total RNA, ticari olarak satilan TRIzol maddesi kullanilarak izole edilmis,
cDNA sentezi SuperScript first strand sentezi yontemiyle gergeklestirilmistir.
RNA ekstraksiyonunun ardindan NCBI gen Bankasindan yararlanarak hazirlanan
uygun primerler kullanilarak kantitatif RT-PCR yapilmistir. Internal control

olarak beta aktin kullanilmistir.

Kikirdaktan DNA Izolasyon Protokolii

Orneklerden yaklasik 5 gram doku pargast almip iizerine Iml tripsin

EDTA eklenerek 37° C inkiibatérde 30 dk. inkiibe edildi. Santrifiij edilip

siipernatant kismi atildi. 1ml HBSS igerisine 1 ul olan kollejenaz ve kollejenezin
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kofaktorii olan 1 M CaCl 2 dokunun {izerine eklenerek 37C° inkiibatdrde 18 saat
inkiibasyon yapildi. 1000 g de 15 dk. Santrifiij yapildi.

Bir kisim pargalanmayan ama yumusayan dokularin pargalanmasini
saglamak amaciyla bisturi ve homejenizatdrden yardim alindi.

30 6rnegin her biri i¢in lysing buffer(%95)+pi (%5) olacak sekilde 600 ul
eklendi. Buffer ile etkilesime girmesi i¢in 10 dk. bekletildi. Sonrasinda 1400 rpm
de 15 dk. santrifiij yapildi. Santrifiij sonunda siipernatanti alindi. Pelleti atildi.

Izole edilen proteinlerin dl¢iimii yapilds.

Kandan Serum ve RNA Eldesi

Hastaneden labaratuvara taze olarak gelen kanin 200 ul si RNA izalosyonu
icin ayrild1 ve tizerine 1000 ul trizol eklenerek iyice calkalandi ve -80 C° ye
kaldirild1. Tiipiin icerisinde
kalan kan santrifiij edilerek serum kismi ayr1 bir tlipe alinarak elisa ¢aligmasi igin

ayrild.

Kandan RNA eldesi

-80 C° ye kaldirilan 6rnekler dolaptan ¢ikartilarak erimesi beklendi. Her
birisinin tlizerine 200 ul kloroform kondu. Tiipteki soliisyonlarin karigtirilmasi
saglandi. Oda sicakliginda 5 dk. inkiibasyona birakildu.

121x100 g de 4 C° de 10 dk. santrifiij yapildi.
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Tek tek santrifiijden alinan tiiplerin seffaf (slipernatant) kisimlar1 baska bir
tiipe aktarildi. Aktarilan kismin iizerine 2-propanol 500 ul koyuldu. Tersyliz
ettikten sonra 10 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

1200 g 4 C° de 10 dk. santrifiij yapildi. Siipernatant ile pellet kismi
birbirinden ayrilarak pellet tizerine 1000 ul %75 lik etenol eklendi.

1200 g 4 C° de tekrar 5 dk. santrrifiij yapildi. Pelletten alkol uzaklastirildi.

Kuruduktan sonra 45ul DEPC su koyularak nano dropta dl¢tim yapildi.

RNA dan ¢cDNA eldesi

RNA nin niikleik asit konsatrasyonlari nano dropta Olciildiikten sonra
RNA su ile diliie edildi. Thermo reverted first strand ile cDNA sentez Kkiti ile
cDNA sentezi RNA ve nukleaz free su toplamda 11 ul olacak sekilde diliie edildi.
Uzerlerine 1 ul primer eklenerek tolplam hacmin 12 ul olmasi saglandi. 65 C° de

5 dk inkiibe edildi.

| 5X reaction buffer 4pl
Ribolock RNAase inhibitdr 1l
100 mM dNTP mix 2ul
Reverted M-Mulvrt (200 u/ul) Ll
| RNA-su-primer 12pl
Total | 20ul

Tablol: cDNA sentez kiti

44



Her 6rnek 20 pl olacak sekilde hazirlandi. Yavasga karistirildiktan sonra
42 C° de 60 dk. , 70 C° de 5 dk. inkiibe edildi. cDNA sentezinin gergeklesip
gerceklesmediginin kontrolii i¢in agoroz jel elektrofarezinde kullanilacak 4 6rnek

ile PZR sentezi yapildi.

Resim 9: B- aktin sonuglar

cDNA iiretimi kontrol edildikten sonra Real Time PZR a baslandi.
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4. BULGULAR

01-09-2014 tarihinde baslanilan ¢alisma, yaslar1 60-77 arasinda degisen

(ortalama 67+7,8), 30 bayan hasta iizerinde yiriitiilmustiir. 18 aylik siirecte

calisma ve kontrol gruplari i¢in planlanan kan ve kikirdak dokular1 uygun sekilde

topland.
ELISA Sonuclari:
ADANTS-1 | ADAMTS-4 | ADAMTS-5 | ADAMTS-8 | ADAMTS-2 | ADAMTS-15
{ng,/ml) (ng/mil) ing/mil) ing/mil) {ng,/ml) (ng/mil)
CAT NO: CAT NO: CAT NO: CAT NO: CAT NO: CAT NO:
E1155Hu E1577Hu E3557Hu E3481Hu E3558Hu E3486HU
K1 12,34 4337 80,1 Py 1710 83,93
K2 7,58 310,9 63,5 186,264 113,82 70,12
K3 5,41 175,85 44 & 12208 B7.4 27.27
[ 24,68 966,4 2221 BET, 793 336,8 217,53
K5 7,52 2BE,1 54,3 143218 B2,1 32,12
K& 10,52 146,4 27,9 71,544 53,8 14,58
K7 21,92 9381 153,3 463,403 254,4 170,31
KB 5,00 217.0 48,2 136,275 BE,2 55,93
] 872 317.6 73.6 274,551 135,8 BE.5E
K10 E,80 2114 52,2 140,055 50,7 61,17
K11 E,43 238,1 50,3 140 B84 9,2 48,79
K12 29,95 1857 .6 780,2 705,347 B1,7 4146
K13 29,37 1112,0 2304 715,652 486,5 314,89
K14 9,76 2209 58,8 55,570 399,0 202,12
cl 30,05 18481 5720 799,347 4787 342,12
C2 13,81 413,1 70,4 186,801 1420 76,70
c3 6,49 252,6 46,3 123,058 80,5 37.74
c4 6,86 2181 48.0 138,37 62,5 37.55
CS B.81 2276 44 4 140,457 79,2 38,31
CE 8,27 3314 77.5 185,557 118,1 £8.83
7 g,26 217.0 46,9 133,324 78,5 36,03
B E,66 165,% 445 135,126 B4,4 40,85
co 5,40 2237 417 138,32 86,2 38,79
c20 6,61 187.6 43,1 147 336 73,2 53,08
Cil 6,50 282,0 53.6 175,362 97,4 50,79
ciz2 7.00 254.8 447 TI3,768 75,8 25,08
£13 6,56 265,% 51,7 145 543 78,7 33,74
C14 5,79 210,9 438 124336 70,8 17,27
Tablo 1. Kan 6rneklerinde calisilan ELISA sonuglari
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ADAMTS | ADAMTS | ADAMTS | ADAMTS | ADAMTS | ADAMTS
1 4 5 8 9 15

Mann- 65,000 77,500 52,000 79,500 51,500 63,000

Whitney

U

Wilcoxo | 170,000 182,500 157,000 184,000 156,500 168,000

n W

Sig. 0,129 0,352 0,35 0,395 0,33 0,108

Tablo 2. Kan oOrneklerinde c¢alisilan ELISA sonuglarinin istatistiksel

degerlendirilmesi

Mann-Whitney U testine gore, ADAMTSS (p:0,035) ve ADAMTS9

(p:0,033) genleri agisindan, ¢alisma ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark bulunmustur.

800,07

£00, 0

400, 0

ADAMTSS

~00, 0

15

Zo

8
———

:

L

Deney Grubu

Fontrol Grubu

Deney ve Kontrol Grubu

47




e ADAMTSS degiskenine goére deney grubunun verileri kontrol grubunun
verilerine gore daha homojen olmakla beraber diisik degerlerde
toplanmistir ve deney kontrol grubunda 3 deger aykirt deger iken kontrol

grubunda 1 deger aykirilik géstermistir.

500, 0 15

400, 0

300, 0]

ADAMTS 9

200,07

l&
o]

- =k L

0,0

T T
Deney Grubu Fontrol Grubu

Deney ve Kontrol Grubu

e ADAMTS9 degiskenine gore deney grubunun verileri kontrol gurubunun
verilerine gére daha homojen olmakla beraber diisiik degerlerde toplanmis
ve deney grubunda 2 deger aykiri deger iken kontrol grubunda aykiri

deger bulunmamaktadir.

Real Time-PCR Sonucglari:

Kikirdak dokusundan RNA izolasyonu ve cDNA sentezi yapildi.

Ekspresyon sonuglar1 delta Ct methodu ile istatistiksel olarak degerlendirildi. RT-
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PCR analizi ile elde edilen sonuglar, one-simple T-test kullanilarak ortalama

katlanma degisiklikleri agisindan degerlendirildi.

One-Simple Test

Ortalama | %95 Farkin  Giivenli
t df Sig. Fark Aralig1

TS1 -2,832 12 ,015 -,6147709 | -1,087714 | -,141828
TS4 -2,558 12 ,025 -,5233444 | -969111 -,077578
TS5 -5,210 11 ,000 -,6130609 | -,872044 -,354078
TS8 ,770 12 456 2,2995500 | -4,209422 | 8,808522
TS9 ,723 13 ,482 ,3537088 | -,703109 1,410527
TS15 -,272 14 ,790 -,1005711 | -,893848 ,692706

Tablo 3: Kan 6rneklerinde ¢alisilan RT-PCR sonuglari

One Simple Test’e gore, ADAMTS-1 (p:0,015), ADAMTS-4 (p:0,025) ve

ADAMTS-5 (p:0,000) genleri agisindan, ¢alisma ve kontrol gruplari arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.
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5. TARTISMA

Osteoartrit, eklemdeki birgok dokuyu etkileyerek eklem
kikirdagimnin ilerleyici yikimi ile karakterize bir hastaliktir. Genellikle yaslt
popiilasyonda goriilityor olup kikirdak hasari, subkondral kemik remodelizasyonu,
eklem araliginda azalma, sinoviyal inflamasyon ve osteofit formasyonu ile
karakterizedir. Avaskiiler nekroz, travma, gelisimsel kalga displazisi, hemofili,
romatoid artrit gibi altta yatan hastaliklara bagli gelisen tipine sekonder
osteoartrit; altta yatan bir neden bulunamayan ve genetik faktorlerin suglandigi
tipine ise primer osteoartrit denilmektedir. Bu g¢alismada c¢alisma grubu igin,
sekonder nedenler hasta hikayesi ve radyografilerden yararlanilarak ekarte
edilmis, primer osteoartriti olan hastalar se¢ilmistir. Kontrol grubu i¢in femur
boyun kirig1 olan ve makroskopik ve radyolojik dejenerasyon bulgusu olmayan
hastalar secilmistir.

Osteoartrit etyolojisi hala tam olarak anlasilamamistir. Mekanik,
biyokimyasal ve enzimatik faktorlerin hepsinin birlikte bu hastalig: tetikledigi
diisiiniilmektedir. Bu faktorlerin hastaligin gelisimindeki rollerinin 1yi anlagilmasi,
hastaligin Onlenmesi ve tedavi modalitelerinin gelistirilmesi i¢in Onem arz
etmektedir. Tiim bu faktdrlerin hepsinin ortak sonucu, kondrosit kaybi ve kikirdak
yapimi-yikimi arasindaki dengenin bozulmasidir (9).

Patogenezde genel kabul edilen goriis; aktive olan sinoviyal dokular ve
eklemle iligkili yag yastik¢igindan tiretilen inflamatuar mediyatorlerin osteoartrit
patogenezinden sorumlu oldugu yoniindedir. Patogenezin  baslangici

multifaktoriyeldir. Kikirdak bozulmasi kontrol edilemeyen ekstraseliiler matriks
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tahribati sonucu olusmaktadir. Bu su¢lanan mekanizmalardan ve inflamatuar
mediyatorlerden baslicalar1 ise metalloproteinaz-13 (MMP-13), hipoksi ile
indiiklenebilen faktér-2 (HIF-2), dengesiz otofaji, interlokin-1 (IL-1),
transforming growth faktor-beta (TGF-B) ve agrekanaz-1 ve -2 (ADAMTS4-
ADAMTSS) dir. (122).

Kikirdak doku, kondrositler ve ekstraseliiler matriks elemanlarindan
olusmaktadir. Ekstraseliiler matriksin baslica komponentleri; tip II kollojen ve
dokuya kompresif diren¢ kazandiran bir proteoglikan olan agrekanlardir.
Agrekan, omurga kisminda 210-250 kDa biiyiikliiglinde protein igeren bir
glikoproteindir. N-terminal ucunda iki adet (G1-G2), C-terminal ucunda da bir
adet (G3) globuler yapiya sahiptir. G2 ve G3 yapilari, 1491 aminoasitten olusan
bir glikoaminoglikan zinciri (GAG) ile ayrilmistir. G1 ve G2 yapilarini ise
yaklastk 150 aminoasit biiylikliiglindeki bir interglobular yap1 (IGD)
baglamaktadir (Resim 1). Agrekanlar, kollojenler arasindaki biiyiik bosluklart
hyaliiran ve link proteinleri ile birlikte biiyiik kompleksler olusturarak doldururlar.
Agrekan molekiilii igindeki glukozaminoglikanlar yiiksek negatif ylik yogunlugu
olusturarak su tutar ve yiiksek osmotik basing olusturur (123). Boylece kompresif
giiclere dayanikli kikirdak formasyonu olustururlar (124). Agrekan molekiiliiniin
yapisinin, boliimlerinin  ve parcalangigi  kisimlarinin(klivaj) anlasilmasi,

gelistirilecek inhibitor molekiiller ve ilag ¢aligmalari i¢in 6nemlidir (Resim 10).
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GAG attachment Region (1491 AA)
A
a Chondroitin Sulphate I

Keratan
Sulphate
rich region

G3

C-terminal

Hyaluronan

Resim 10. Agrekan molekiiliiniin ve klivaj boliimlerinin gosterimi (9).

Agrekan molekiilli, osteoartritik kikirdak dokusunda agrekanaz sahasi
denilen spesifik bir boliimden ( interglobuler yapi igindeki Glu 373 - Ala 374),
metalloproteinazlarin ADAMTS ailesine ait bazi iiyeleri ile parcalanir (125,126).
Agrekanazlarin etki ettigi 6zellikle G2-G3 arasinda yer alan, baska klivajlarda
vardir; Glul480-Gly1481, Glul667-Gly1668, Glul771-Alal772, ve Glul871-
Leul872 (127).

ADAMTS ailesinin bilinen 19 iiyesinin herbirinini farkli bir hayati islemde
rolii oldugu hatta bazilarinin birden ¢ok sistemde gorev aldiklar1 bilinmektedir.
Gelisim, anjiogenezis, koagiilasyon, artirt gelisimi bunlardan bazilardir
(1427,128,129). ADAMTS ailesinin kikirdak bozulmasinda rolii oldugu sug¢lanan

iiyeleri ise ADAMTS 1, 4, 5, 8, 9 ve 15°dir (130). Ancak ADAMTS proteazlarin
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osteoartrit patogenezindeki tek basina aldiklar1 roller ve hangi ADAMTS {iyesinin
baslica sorumlu oldugu tam olarak aydinlatilamamaistir. Osteoartrit tedavisinde bu
izoformlarin olasi rollerine terapotik hedef olduklar igin ilgi giderek artmaktadir.
2002 yilinda Malfait ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir hayvan ¢alismasinda
ADAMTS4 ve ADAMTSS enzimlerinin agrekanaz enzim aktivitesinin oldugunu,
kikirdak dokusunda bu genlere ait mRNA ve protein 6rneklerini ve eklem sivinda
ise agrekan yikim iriinlerini gostererek kanitlamislardir (131). Yine hayvan
modellerinde, ex vivo ortamda yapilan caligmalarda ADAMTS-4 ve ADAMTS-5
genlerinin silinmesinin, proteoglikan yikimindan korudugu ve hayvanlarda
osteoartrit siddetini azalttig1 gosterilmistir. 2005 yilinda Glasson ve arkadaslarinin
yaptiklar1 bir hayvan g¢aligmasinda, Oncelikle genetik olarak modifiye edilmis
farelerin ADAMTSS (agrekanaz-2)’inin katalitik kism1 silinmis ve cerrahi olarak
dizlerinde instabilite olusturulmustur. Kontrol grubuna gore anlamli olarak
kikirdak bozulmasinin siddetinin azaldigi goriilmistiir (2,130). Bu calisma
osteoartritik hayvan modelleri {izerinde bir gen silinmesinin kikirdak
bozulmasinin seyrini gosteren ilk caligmadir. Little ve arkadaslar1 ise ADAMTS-
I’in devre dis1 birakilmasinin hayvanlar1 deneysel artritten kurtarmadigini
gostermiglerdir  (132). Gendron ve arkadaglari, insan rekombinant
ADAMTS’lerinin enzimatik aktivitesini dlgmiisler ve ADAMTS-5’in ADAMTS-
4’ten daha aktif oldugunu bulmuslardir (133). 2007 yilinda Majumdar ve
arkadaglarinin yaptiklar1 bir ¢alismada, ADAMTS-4 ve ADAMTS-5 genlerinin
beraber silindigi ve cerrahi olarak instabilite gelistirilen hayvanlarda daha az

osteoartrit gelistigini ve bu hayvanlarin fenotipik olarak genetigi degistirilmemis
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hayvanlardan farkli olmadiklarmi gostermisler (134). 2007 yilinda Ilic ve
arkadaslarinin yaptiklar1 bir hayvan caligmasinda ise, fareler dort gruba ayrilmis,
gruplar; hem ADAMTS-4 hem de ADAMTS-5’1 silinen, sadece ADAMTS-4’1
silinen, sadece ADAMTS-5’1 silinen ve genetigi degistirilmemis normal
farelerden olusturulmugstur. Kikirdak kaybi ve agrekan yikim {riinleri
incelendiginde hem ADAMTS-4 hem de ADAMTS-5’1 silinen grubun agrekan
kaybinin daha az oldugunu gostermislerdir (135). Tim bu calismalar, hem
ADAMTS-4’tin hem de ADAMTS-5’in sitokinle uyarilan normal kikirdakta ve
bozulmanin devam ettigi osteoartritik kikirdakta agrekan kaybinin 6nemli bir
mediatorii oldugunu bize gostermektedir. Ancak giiniimiizde hangi agrekanazin,
kikirdak bozulmasinda esas rolii oynadigi tam olarak aydinlatilamamistir (9).
2009 yilinda Botter ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir hayvan caligmasinda ise
ADAMTSS’in kikirdak harabiyetinin yaninda subkondral kemik degisikliklerine
de yol agtiklarini gostermislerdir (136).

2007 yilinda yapilan bir insan ¢alismasinda, ADAMTS1-4-5 genleri diz
osteoartriti olan ve olmayan kikirdak orneklerinde RT-PCR ve Western Blot ile
arastirtlmistir. ADAMTS-4 ve ADAMTS-5’in insan osteoartritindeki kikirdak
bozulmasinda rol aldiklari, ADAMTS1’in ise rolii olmadig1 gosterilmistir (128).
2013 yilinda romatologlarin yaptiklari bir ¢aligmada, 144 hasta hafif-orta-agir
seklinde ii¢ gruba ayrilmis ve sinoviyal sivi 6rneklerinde ELISA ve Western Blot
yontemleri ile ADAMTS-4 ve -5 seviyeleri ve yikim iriinleri ile iliskileri

incelenmistir. ADAMTS-4"iin 6zellikle hastaligin erken evresinde yiiksek oranda
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bulundugunu ve ADAMTS-5’e¢ gore yikim friinleri ile daha korele oldugunu
belirtmislerdir (10).

Bizim calismamiz hem kalgca kikirdaklar1 {izerinde olmasi hem de
osteoartritle ilskisi oldugu suclanan tim ADAMTS genlerini igeriyor olmasi
nedeniyle literatiirdeki diger insan calismalarindan farklilik gostermektedir.
Ayrica bildigimiz kadartyla literatiirdeki prospektifkontrollii tek insan
calismasidir. Bizde ¢alismamizda, osteoartrit gelisen grupta ve kontrol grubunda
ADAMTS-1,-4,-5,-8,-9 ve -15 genlerini analiz ettik. Kan 6rneklerinde yapilan
ELISA testleri sonucunda ADAMTS-5 ve ADAMTS-9°da kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli sonu¢ bulunmustur. RT-PCR ¢alismasi sonucunda ise
ADAMTS-1, ADAMTS-4 ve ADAMTS-5 kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. Her iki sonug birlikte degerlendirildiginde 6zellikle
ADAMTS-5’in kalca osteoartriti etyolojisinden sorumlu ana gen ve enzim
oldugunu diisiiniiyoruz.

Orta-agir evre osteoartrit tedavisinde, non-steroid-anti-inflamatuar ilaglar
ve steroidler agr1 kontrolii ve inflamasyonun baskilanmasinda etkilidir ancak
kikirdagin korunmasinda rolii yoktur. Hastalik ilerlerse proteazlar kikirdaga
saldirir ve kikirdak bozulmasimna yol acgarlar, ekstraseliiller matriks geri
doniistimsiiz kaybolur ve kronik instabilite geligir. Artritteki kikirdak bozulmasini
onlemek icin proteazlarin kikirdaktaki potansiyel hedeflerine yonelik terapotik
calismalar yapilmaktadir. Bu calismanin amaglarindan birisi de, kikirdaktaki

agrekanlar1 hedef alan ADAMTS genlerinin belirlenmesi ile daha sonraki
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asamalarda yapilacak terapotik calismalar ile hastaligin  ilerlemesini

durduracak/geciktirecek ajanlar gelistirilmesine olanak saglamaktir.

Osteoartrit gibi hastaliklarda ekstraseliiler matriksteki makromolekiillerin
yapilariin yikimi yapimim1 asarsa kikirdak matriks miktarinda azalma ile
sonuclanir, kikirdagin kismi veya tam kat erozyonuna neden olur. Eklem
kikirdagindan agrekan yikimi ile agrekan katabolizmasi iiriinlerinin sinoviyal
stviya salinmasi osteoartrit patofizyolojisinin erken evrelerinde goriilmektedir
(123,137). Agrekanaz enzim aktivitesinin belirlenmesinde enzime spesifik yikim
triinlerinin analizi kullanilabilir. Bu yikim friinleri ARGSV and NITEGE
adindaki neoepitoplardir (138). Ayrica, bu enzimlerin sentezi IL-la, IL-1,
onkostatin M (OSM), tiimor nekrozis faktér-o (TNF-a), retinoik asit ve diger
sitokinler tarafindan ayarlanabilmektedir. Yapilan in vitro ¢aligmalarda,
ADAMTS -4 ve -5’in sentezinin baskilanmasi ile insan kikirdagindaki agrekan

bozulmasi/katabolizmasi ciddi derecede azaldig1 gosterilmistir (8).

Agrekanaz aktivitesinin diizenlemesi direk olarak fizyolojik veya
farmakolojik inhibitorler tarafindan yapilabilmektedir. Normal insan viicudunda,
agrekan katabolizmasi endojen inhibitoérler yardimiyla siki kontrol altinda
tutulmaktadir. Ancak osteoartritte, bu kontrol katabolizma lehine bozulmustur.
TIMP-3 (Tissue inhibitor of metalloproteinases-3), en énemli endojen agrekanaz
inhibitorii olarak belirlenmistir (139,140). Diger TIMP tiplerinin (TIMP-1/-2) ise
agrekanazlar tizerinde smirl etkisi olmasina ragmen diger MMP’lar {izerinde

baskin olan inhibitorler oldugu gosterilmistir (141). TIMP-3 benzersiz 6zelliklere
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sahip bir MMP inhibitoriidiir. Ekstraseliiler matriks i¢inde, hem heparan siilfat
hem de kondritin siilfat ile etkilesimi kolaylastiran, arjinin ve lizin gibi
aminoaistlerden zengin olan N-terminal ucuna sikica baglanir. Ayrica doz bagimli
olarak, IL-1 ve retinoik asit gibi agrekanaz indiikleyicilerin etkisini de azaltir
(142). In vivo ortamda yapilan hayvan c¢alismalarinda TIMP-3 devre dist
birakilmis farelerde, hafif kikirdak bozulmasi ile artmis agrekan kaybi ve artmis
NITEGE neoepitop iiretimi tespit edilmistir (143,144). ADAMTS-4 ve -5 i¢in
baska inhibitér mediatorlerde tanimlanmistir (145,146). Tim bu laboratuar ve
hayvan g¢aligmalarindan sonra ticari olarak temin edilebilen inhibitdr bilesikler
iretilmeye baslanmistir (147,148). TIMP-3’lerden baska c¢inko kenetleyen
inhibitérler (GM6001-ilomastat), non-selektif metalloproteinaz inhibitdrleri
olduklari i¢in kas iskelet sisteminde artralji, myalji, eklem sertligi ve tendinit gibi
yan etkilere yol acarlar. Buna benzer yan etkilerden kurtulmak icin anti-
ADAMTSS monoklonal antikorlar tizerine yogunlasilmistir (149). ADAMTSS,
proteinaz ve yardimci igeren kisimlar nedeniyle bipartit organizasyona sahiptir.
Santamaria ve arkadaglar1 2015 yilinda faj goriintiileme ¢aligmalar1 sonucunda
anti-ADAMTSS monoklonal antikorlar izole etmislerdir (150). Yine 2016 yilinda
Miller ve arkadaslari, karsilastirilmali hayvan c¢alismasinda anti-ADAMTS-5
antikoru uygulanan grupta kikirdak dejenerasyonu ve osteofit olusumunun
azaldigini, subkondral sklerozun etkilenmedigini goézlemlemislerdir (151).
Shiraishi ve arkadaslar1 da yine ADAMTS-4 ve ADAMTS-5’in agrekanaz

aktivitesi i¢in spesifik olan (273-53), bu enzimleri molekiiler ve hiicresel diizeyde,
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kismi/neredeyse tamamen inhibe eden insan rekombinant antikorunu bulmuslardir
(129).

Agrekanazlarin osteoartritteki agrekan bozulmasi iizerine etkilerinini
belirlenmesi ilag gelistirilmesinin  6nlinii  agmistir (152, 153). Agrekan
katabolizmasin1 bloke edecek kiiclik agrekanaz inhibitérlerinin dizayn edilmesi
farmasétik endiistrinin ilgisi ¢ekmektedir (154,155,156) Bu calisma sonucunda,
osteoartrit gelisiminden asil sorumlu gen oldugunu diisiindiigiimiz ADAMTS-
5’in inhibisyonun maksimum etki ve minimum yan etki elde edilmesi i¢in yeterli
ve gerekli olacagini diisiiniiyoruz. Ancak, ADAMTS-5 birden ¢ok dokuda exprese
edildigi i¢in inhibisyonundan kaynaklanacak potansiyel yan etkileri heniiz
bilinmemektedir. Inhibitdrler ile gelistirilecek yeni ilaglarm etki ve
giivenilirliginini belirlenmesi i¢in preklinik ve klinik ¢aligmalara ihtiyag vardir.
Diger organlardaki fonksiyonlarmin belirlenmesi ile ilag caligmalarinin hiz

kazanacagini diislinliyoruz.
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6.SONUCLAR

Bu caligmaya baslarken amacimiz, cerrahi tedavi gerektirecek, son evre
osteoartrit gelisen hastalarinin, kan ve kikirdak 6rneklerinde, yapilan laboratuar
calismalar1 ile analiz ederek, sonuglarimi kontrol grubu ile karsilagtirarak
patogenezde ADAMTS genlerinin rollii olup olmadigini arastirmakti.

Ikincil amacimiz ise, ADAMTS genlerinden hangisinin/hangilerinin
osteoartrit patogenezinden sorumlu esas gen/genler oldugunu bulmakti.

Daha oOnce yapilan hayvan ve insan c¢alismalarinda, osteoartrit
patogenezinde suglanan 6 gen (ADAMTS-1,-4,-5,-8,-9,-15) kal¢a osteoartriti olan
ve osteoartriti olmayan hasta gruplarinda incelendi. Kan &rneklerinden ELISA ve
RT-PCR caligmalari ile gen analizi ve DNA polimorfizmi degerlendirildi. ELISA
ile ADAMTS-5 ve ADAMTS-9; RT-PCR ile ise ADAMTS-1, ADAMTS-4 ve
ADAMTS-5 genlerinde istatistiksel olarak fark bulundu.

Her iki sonug¢ degerlendirildiginde;

1. ADAMTS genlerinini osteoartrit gelisiminde rolii oldugunu,
2. ADAMTS-5’in kalga osteoartriti gelisiminde esas soumlu olan
ADAMTS geni oldugunu sonuglaria vardik.

Hayvan calismalarinda ortaya konulan ADAMTS-5 inhibitérlerinin,

preklinik/klinik ¢alismalari ile yan etkilerinin tam olarak belirlenmesinden sonra

osteoartrit tedavisi i¢in iyi bir farmakolojik se¢enek olusturacagini diisiiniiyoruz.
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8. OZET

Osteoartrit en sik goriilen eklem dejeneratif ekle hastaligi olup siklig1 yasla
birlikte artan, eklem kikirdaginda erozyon, eklem kenarlarinda osteofit,
subkondral skleroz, sinoviyal membran ve eklem kapsiiliinde biyokimyasal ve
morfolojik degisikliklerle karakterize dejeneratif bir eklem hastaligidir.

Osteoartrit etyolojisinde genetik, inflamatuar, metabolik ve travmatik
faktorler suclanmasina karsin tam olarak agikliga kavusturulamamistir. 1997
yilinda Agrekanazlarin kesfi ve ADAMTS genlerinin agrekan1 pargalayan
enzimler olarak tespit edilmesinden beri osteoartritle etyolojisindeki rolleri gerek
hayvan calismalar1 gerekse insan ¢alismalar1 ile kanmitlanmaya calisilmistir.
Osteoartritte; ADAMTSI, 4, 5, 8, 9 ve 15 genleri su¢lanmis ancak literatiirde
ADAMTS 4 ve 5’in en aktif Agrekanazlar oldugunu gosteren yayinlar vardir. Son
yillarda ADAMT4, ADAMTSS disinda ADAMTSY o6ne c¢ikan agrekanaz
enzimlerindendir. Literatirde hem hayvan c¢alismalart hem de klinik insan
caligmalar1 olmasina ragmen hangi agrekanazlarin One ¢iktigin1 gdsteren
prospektif, kontrollii ¢alisma yoktur. Farkli evrelerde osteoartrit gelisen
hastalardan alinan orneklerde enzim analizi yapilmis ancak osteoartrit
bulunmayan hastalarla olanlar1 karsilastiran ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu ¢alismadaki amacimiz, cerrahi tedavi gerektirecek, son evre osteoartrit
gelisen hastalarin kikirdaklarindaki protein ile agrekanaz enzim olglimii ve kan
orneklerindeki DNA polimorfizm ve RNA gen ekspresyonu analiz sonuglarini
kontrol grubu ile karsilastirarak patogenezdeki rollerini gostermektir. Arastirma

kapsaminda, 15 tane kal¢a ekleminde osteoartrit gelisen, cerrahi tedavi gerektiren
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ve total kalgca protezi uygulanan hasta ile 15 tane femur boyun kirig1r gelisen,
osteoartrit bulgular1 olmayan ve parsiyel kalca protezi uygulanan hastalarin
ameliyat sirasinda alinan ve rezeke edildikten sonra ¢ope atilan materyallerden
doku oOrnekleri alinmistir. Rezeksiyon materyallerinden kikirdak o6rnekleri
alindiktan sonra soguk =zincir kurallarina uygun olarak nakledip -80°C’de
saklanarak Western blot yontemi ile kikirdaktan protein analizi, serumda ELISA
yontemi ile agrekanaz enzim OoOlglimii, kan Orneklerinde PCR ile DNA’da
polimorfizm Sl¢limii yapilmastir.

Sonug olarak; ADAMTS genlerinini osteoartrit gelisiminde rolii oldugu
ve ADAMTS-5’1n kalga osteoartriti gelisiminde esas soumlu olan ADAMTS geni
oldugu sonuglarina vardik. Bu hastaligin patofizyolojisinde rol oynayan bu
preoteolitik enzimlerin rollerinin tam olarak agiklifa kavusturulmasi tedaviye
yonelik yeni stratejilerin gelistirilmesine olanak saglayacaktir. Enzim veya
proteoliz sonucu olusan {riinlerin tespiti erken tani imkani saglayabilir.
Patogenezdeki rolii ispatlanacak enzimlerin inhibitorlerinin  gelistirilmesi
sonucunda cerrahi tedaviye gereksinimin azalmasimna ve yeni ilag gelisimi ile
medikal tedavi olanag1 saglayacagindan etyolojisininin  aydinlatilmasi

hedeflenmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Osteoartrit, ADAMTS genleri, agrekanaz, kikirdak.
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9. SUMMARY

Osteoarthritis is a degenerative joint disease which frequency increasing
with age characterized by erosion of the articular cartilage, osteophytes at the
edges of the joint, subchondral sclerosis, biochemical and morphological changes
in the synovial membrane and joint capsule. Osteoarthritis is the most common
degenerative joint disease.

In 1991, John Sandy reported enzyme cutting site first time in the
interglobuler domain of aggrecan. But this enzyme did not discovered at that time.
These newly identified enzymes play an important function in the turnover of
extracellular matrix proteins in various tissues and their dysregulation has been
implicated in diseases such as cancer, arthritis, diabetes and atherosclerosis. 19
members of ADAMTS have been cloned, including ADAMTSI to ADAMTS20
and 6 ADAMTS enzymes called group of aggrecanases (ADAMTSI, 4, 5, 8, 9,
15) with activity against aggrecan. Except ADAMTS4 and ADAMTSS,
ADAMTS?9 is a another aggrecanase may be new candidate for this question’s
answer. In both animal and human studies in the literature, although there are no
prospective, controlled study, which indicating come forward in aggrecanase. The
specimens taken from patients with different stages of osteoarthritis of the enzyme
were analyzed, but those studies that compared with patients without osteoarthritis
is not available.

The aim of this project; will require surgical treatment, patients with end-
stage osteoarthritis is their role in the pathogenesis show that testing enzyme

aggrecanase with the protein in cartilage, and blood sample with the protein and
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RNA in gene expression analysis, DNA polymorphism results by comparing with
the control group. Within this study, tissue samples will be taken resected during
surgery after received and trashed materials of 15 patients developing
osteoarthritis in the hip joint, 15 patients requiring surgery and who underwent
total hip arthroplasty femoral neck fractured, without signs of osteoarthritis and
patients who underwent partial hip replacement. After cartilage samples were
taken from resection materials, will be transferred according to the rules of cold
chain and will be stored at -80 ° C and will be tested the Western blot analysis of
protein from cartilage and will be tested the aggrecanase enzymes in serum with
ELISA and will be tested the polymorphisms in DNA by PCR in blood samples.

As a result; we have to concludes that ADAMTS genes play a role in the
development of hip osteoarthritis and ADAMTS-5 gene primarily responsible for
the development of the hip osteoarthritis. Clarifiyng the exact role of proteolytic
enzymes which involved iin the patophysiology of this disease will allow
development of new treatment strategies. Proteolysis enzyme or detection of
resulting products can arrange early diagnosis. To prove its role in the
pathogenesis of the development of inhibitors of enzymes as a result of a
reduction in the need for surgical treatment and medical treatment will provide an

opportunity to clarify the etiologic aims

KEYWORDS: Osteoarthritis, ADAMTS genes, aggrecanase, cartilage.
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