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OZET

LncRNA PART1 SNP (rs8176070) Polimorfizminin Turkiye’deki Diz
Osteoartritli Hasta Popiilasyonunda DNA Sekans Analizi ile Arastirilmasi

Osteoartrit (OA); kikirdak degredasyonu, sinoviyal inflamasyon, subkondral
kemik yeniden modellenmesi ve osteofitlerin olusumuna yol agan kronik bir
hastaliktir. Hastanin yasam kalitesini 6nemli 6l¢tide bozan agr1 ve eklem fonksiyon
kaybma yol acan, subkondral kemik ve eklem kikirdaginin ilerleyici degredasyonu ile
iliskili dejeneratif bir hastaliktir. Diz OA; diz ekleminin 3 kompartmanini (medial,
lateral ve patellofemoral eklem) etkilemektedir ve genellikle 10-15 yil i¢inde yavas

ilerleyerek giinliik yasam aktivitelerini bozmaktadir.

Son yillarda yapilan calismalarda, kikirdak dokusunda ve kondrositlerde
kodlanmayan RNA (IncRNA) PART1 ifadesi tespit edilmistir. PART1’in miR-373-
3p/SOX4 aksisini diizenleyerek OA gelisimini uyardigr belirtilmistir. LncRNA
PART/!’in insana ait 5. kromozomun q12 kolunda lokalize oldugu gosterilmistir. OA
ile iliskisi oldugu diisiiniilen ¢ok sayida tek niikleotid polimorfizm (SNP)
tanimlanmistir. LncRNA PART1°de goriilen SNP’nin (rs8176070), Tiirkiye’deki diz
OA popilasyonunda olusturdugu riski test etmek i¢in DNA sekans dizileme yontemi

kullanilarak analiz edilmesi ¢alismamizin amacimni olusturmaktadir.

Calismamiz i¢in etik kurul izni alinarak, 102 primer OA hastasindan olusan
calisma grubu ve 81 saglkli bireyden olusan kontrol grubu calismamiza dahil
edilmigtir. Tim katilimcilarin goniillii onamlar1 alinarak, fiziksel ve radyolojik
muayeneleri yapilmistir. Diz OA’i belirlenen bireylerin Kellgren-Lawrence dlgegine
gore dereceleri (grade 1-4) belirlenip Western Ontario and McMaster Universities
Index (WOMAC) anketleri yapilmistir. Her katilimcidan 5 ml periferal vendz kan
alimmis ve genomik DNA izolasyonlar: ticari kitler ile yapilmistir. Saflastirilan
genomik DNA’nin spektrofotometrik absorbanslar1 6lgiilerek konsantrasyonlari
hesaplanmis ve 1 mikrogram (pug) olacak sekilde standart polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) i¢in kullanilmistir. PART1 DNA dizisi i¢in primerler dizayn edilmistir ve PCR
kosullar1 optimize edilmistir. PCR reaksiyonu sonucu 508 baz ¢ift (bg)’lik iiriin elde
edilmigtir. Restriction fragment length polymorphism (RFLP) yontemi ile BseYI



restriksiyon enzimi SNP (rs8176070) polimorfizminin oldugu bélgede tanima dizisine

(5'-CvCCAGC-3') gore enzim kesim islemini gergeklestirmistir. DNA sekans analizi
polimorfizm ¢aligsmalarinda i¢in altin standart durumunda oldugu i¢in ¢alismamizdaki

tiim bireylerin DNA sekans analizleri gergeklestirilmistir.

Calismaya alman bireylerin yas ortancasi (CAG) OA grubunda 60.5 yil (CAG:
53.8-67.0), kontrol grubunda 46.0 yil (CAG: 40.5-51.0) olarak elde edilmistir. OA
grubunun %75.5’inin (n=77), kontrol grubunun %55.6’smin (n=45) kadm oldugu
goriilmiistiir. Tki grup karsilastirildiginda, OA grubu hastalarin yas ortalamasi ve
cinsiyetinin kadin olma oraninin kontrol grubuna gore anlamli diizeyde daha yiiksek
oldugu belirlenmistir (p<0.05). Benzer sekilde hasta grubunda Beden Kitle indeksi
(BKI) ve WOMAC puani kontrol grubuna gére daha yiiksek elde edilmistir (p<0.001).
Hasta grubunun Kellgren-Lawrence derecesine gore dagilimi demografik veri
tablosunda (Tablo 4.1) verilmistir. Yabanil tip genotip (CC) "bb", heterozigot
polimorfik genotip (CN) "Bb" ve homozigot polimorfik genotip (NN) "BB" olarak
kodlanmistir. OA ve kontrol grubunda genotip dagilimi incelendiginde, OA grubunun
%13.8’1 (n=14) ile kontrol grubunun %13.6’sinda (n=11) homozigot polimorfik (NN)
"BB" genotip, OA grubunun %43.1°1 (n=44) ile kontrol grubunun %45.7’sinde (n=37)
heterozigot polimorfik (CN) "Bb" genotipi ve OA grubunun %43.1°i (n=44) ile
kontrol grubunun %40.7’sinde (n=33) yabanil tip (CC) "bb" genotip tespit edilmistir
(Tablo 4.2). Sonug olarak BB veya Bb genotipleri i¢in odds oranlari istatistiksel olarak
anlamli bulunmamuistir (p>0.05). Gruplarda allel dagilimlar1 benzerdir(p=0.875).

Literatlirde, SNP (rs8176070) ile OA arasindaki olas1 iliskiyi analiz etmis
mevcut popiilasyon ¢alismalarindan bir kismi pozitif iliski tarif ederken, bir kismi ise
negatif yonde sonu¢ bulmustur. Bizim calismamizda da, Tiirk diz OA’li olgularda
IncRNA PARTI1 SNP (rs8176070) ile diz OA’1 arasinda anlamli bir iliski olmadig1
gosterilmistir. SNP(rs8176070) ile OA iliskisini analiz eden ileri popiilasyon

caligmalarina ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: LncRNA PART1, osteoartrit, SNP (rs8176070)



ABSTRACT

Investigation of LncRNA PART1 SNP (rs8176070) Polymorphism In Turkey
Knee Osteoartritis Patient Population By DNA Sequence Analysis

Osteoarthritis (OA); is a chronic disease that causes cartilage degradation,
synovial inflammation, subchondral bone remodeling, and osteophyte formation. It is
a degenerative disease associated with the progressive degradation of the subchondral
bone and joint cartilage, leading to pain and loss of joint function that significantly
impairs the patient's quality of life. Knee OA affects the 3 compartments of the knee
joint (medial, lateral and patellofemoral joint) and usually progresses slowly within

10-15 years and disrupts daily life activities.

In recent studies, non-coding RNA (IncRNA) PART1 expression has been
detected in cartilage tissue and chondrocytes. It is indicated that PART1 stimulates OA
development by regulating the miR-373-3p / SOX4 axis. LhcRNA PART1 has been
shown to be localized in the q12 arm of human chromosome 5. Numerous single
nucleotide polymorphisms (SNPs) thought to be associated with OA have been
identified. The aim of our study is to analyze SNP (rs8176070) seen in InCRNA
PART1 using DNA sequencing method to test the risk it creates for the Turkey knee
OA population.

By obtaining the permission of the ethics committee for our study, the study
group consisting of 102 primary OA patients and the control group consisting of 81
healthy individuals were included in our study. Physical and radiological examinations
were performed by obtaining the voluntary consent of all participants. Individuals with
knee OA were determined according to the Kellgren-Lawrence scale (grade 1-4) and
Western Ontario and McMaster Universities Index (WOMAC) surveys were
conducted. 5 ml of peripheral venous blood was taken from each participant and
genomic DNA isolations were made with commercial Kits. Spectrophotometric
absorbance of purified genomic DNA was measured and concentrations were
calculated and used for standard polymerase chain reaction (PCR) as 1 microgram
(1g). Primers for the PART1 DNA sequence have been designed and the PCR

conditions have been optimized. As a result of the PCR reaction, the product of 508

Vi



base pairs (bp) was obtained. By the Restriction fragment length polymorphism
(RFLP) method, BseYl performed the enzyme cut process according to the recognition
sequence (5'-CYCCAGC-3") in the region of the restriction enzyme SNP (rs8176070)
polymorphism. For DNA sequence analysis is the gold standard for polymorphism
studies, DNA sequence analyzes of all individuals in our study has been carried out.

The median age of the subjects included in the study was 60.5 years (MP: 53.8-
67.0) in the OA group, and 46.0 years (MP: 40.5-51.0) in the control group. It was
observed that 75.5% (n = 77) of the OA group and 55.6% (n = 45) of the control group
were women. When the two groups were compared, it was determined that the mean
age and women gender of the OA group patients were significantly higher than the
control group (p <0.05). Similarly, Body Mass Index (BMI) and WOMAC score were
higher in the patient group compared to the control group (p<0.001). The distribution
of the patient group according to the Kellgren-Lawrence degree is given in the
demographic data table (Table 4.1). The wild type genotype (CC) is encoded as "bb",
heterozygous polymorphic genotype (CN) "Bb" and homozygous polymorphic
genotype (NN) "BB". When the genotype distribution in the OA and control groups
was examined, 13.8% (n = 14) of the OA group and 13.6% (n = 11) of the control
group were homozygous polymorphic genotype (NN) "BB", 43.1% (n = 44) of the OA
group and the control group, 45.7% (n = 37) of the heterozygous polymorphic
genotype (CN) "Bb" and 43.1% (n = 44) of the OA group and 40.7% (n = 33) of the
control group, wild type genotype (CC) "bb" was detected (Table 4.2). As a result,
odds ratios were not found to be statistically significant for BB or Bb genotypes (p>

0.05). Allele distributions in the groups are similar (p = 0.875).

In the literature, some of the existing population studies that analyzed the
possible relationship between SNP (rs8176070) and OA described a positive
relationship, while some found a negative result. In our study, it was shown that there
was no significant relationship between the IncRNA PART1 SNP (rs8176070) and
knee OA in cases with Turkish knee OA. Further population studies analyzing the
relationship between SNP (rs8176070) and OA are needed.

Keywords: LncRNA PARTL, osteoarthritis, SNP (rs8176070)
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1. GIRIS

Primer osteoartrit (OA), Amerika ve diinya ¢apinda kisithiliga yol agan
yipranma ve yas ile iligkili artrit olarak bilinen, hastanin yasam Kalitesini 6nemli
Olciide bozan agr1 ve eklem fonksiyon kaybi ile seyreden, kikirdak degredasyonu,
sinoviyal inflamasyon, subkondral kemik yeniden modellenmesi ve osteofitlerin

olusumuna yol agan dejeneratif bir eklem hastaligi olarak tanimlanmustir (1, 2, 3, 4).

OA hastaliginin baslangic olaylar1 tam olarak anlagilamamistir. Genetik
faktorler, primer OA gelistirme riskini etkilemektedir. Tiim genomu kapsayan
calismalar (GWAS), OA hastaligina duyarhlik ile kollajen ile iliskili genler (COL1A1,
COL2Al1, COL9A1 ve COL11A2), IL-1R, TGF-B1, CMP1, TIMP3, IGF1, BMP,
VDR, AGC1, FRZB, GDF5 ve COX-2 gibi proteinleri kodlayan genler arasinda olas1
bir iligki tespit etmeye calismislardir (2).

Matrilinler (MATN’ler), matrilin 1’den 4’e kadar en az dort ilgili proteinden
olusan bir oligomerik ekstraselliiler matriks (ECM) protein ailesidir. MATN'ler, von
Willebrand faktér A (VWFA) domainleri, epidermal blytme faktorii (EGF) benzeri

domaini ve kivrimli-kivrimli domainler dahil olmak {izere ortak yapisal motifler igerir

().

Matrilin-3 (MATN3), yalnizca bir vVWFA alani, dért EGF benzeri alan ve bir C-
terminal kivrimli-bobin alanindan olusan, matrilin ailesinin en az karmasik tyesidir.
MATNS gen ve protein ifadesindeki artisin, OA hastalarinda doku hasarmin derecesi
ile iliskili oldugu diistiniilmiistiir (5). Bu bulgular, MATN3 ifade regilasyonunun,
kikirdak ECM mikro ortami igin gerekli oldugunu gostermektedir (5).

Gu ve ark. (5) ve Diab ve ark. (2) tarafindan yayinlanan arastirma makaleleri,
sirastyla Cin ve Misir popiilasyonlarinda primer diz osteoartriti olan hastalarda
MATNS3 polimorfizminin klinik 6nemini incelemislerdir. Her iki calisma da, MATN3’e

ait oldugu diisiiniilen ve SNP6 olarak tamimlanan spesifik bir tek niikleotid



polimorfizminin (SNP) (rs8176070) OA ile iliskili oldugunu ve diz OA riskini ve
hastaligin klinik agirlik derecesini yansitabilecegini gostermistir. Bu ¢aligmalarda
MATNS3'e ait oldugu savunulan SNP6 ilk olarak 2003 yilinda Stefansson ve ark.
tarafindan el OA'l i¢in genom taramasi yoluyla tanimlanmistir (6). Literatiirde yer alan
ve sirasiyla 2006 ve 2007 yillarinda yayinlanan iki diger calisma (7, 8), MATN3'e ait
olan SNP6 ile el OA'i arasinda benzer bir iligki oldugunu gostermis, ancak SNP6’y1

diz OA ile iligkilendirememistir.

MATN3’e ait oldugu diisiiniilen SNP6 ile iliskili bu farkli sonu¢lardan yola
cikarak, Tiirk popililasyonunda primer diz OA'li hastalarda Onerilen MATN3
polimorfizminin 6nemini arastirmak i¢in bir ¢alisma planlanmistir. Planlanan bu
calismada, Gu ve ark. (5) ve Diab ve ark. (2) tarafindan yaymlanan arastirma
makalelerinde yer alan PCR-RFLP yontemine dayali yaklagim secilmistir. Bu
yaklagim ile 6zetle, MATN3'e 6zgii PCR'n 501 bg fiiriiniiniin BseY1 enzimi ile
muamelesi sonucunda: yabanil tip genotip 149 ve 352 bg'den olusan bir ¢ift bant
olusturmaktadir, heterozigotlar 501, 149 ve 352 b¢'den olusan ii¢ bant iiretmektedir,

ve homozigotlar 501 b¢'den olusan sadece tek bir bant liretmektedir.

Laboratuvarimizda planlanan bu ¢alisma oncesinde yukarida agiklanan her iki
calismada da (2, 5) kullamilan  primer ¢ifti  (ileri  primer: 5'-
GGACAGGATCCCACAAAAAG-3’ ve ters primer: 5'-
GAAAGAGGGCTACAACAGG-3 "), Standart Niikleotid BLAST arastirmasi yoluyla
yeniden incelenmistir (https: // blast. ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Bu calismalarda
iddia edilenlerin aksine, bu primerler, kromozom 2’nin kisa kolunda, 2p24-p23
bdlgesinde yer aldigi bilinen MATNS3 (2) ile eslesmemistir. Bunun yerine, kromozom
S'teki dizilerle eslesmislerdir (erisim numaralar1 AC022428.7 ve AC016591.6). Ek
olarak, ayrintili olarak arastirildiginda, bilinen MATN3 dizisinin (erisim numarast:
NM_002381.5, GenelD: 4148) bir BseYl enzim kesim dizisi igermedigi tespit

edilmistir.

Bu primerler ayrica UCSC genom tarayicismin UCSC In-Silico PCR
uygulamas1 (https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr) araciligiyla insan genomuna
kars1 [Aralik 2013 (GRCh38 / hg38)] (9) dogrulanmistir. Sonuglar, kromozom 5 ile
eslesen 508 bg'lik bir {iriin ortaya ¢ikarmustir. Bu iirliniin Standart Niikleotid BLAST

arastirmasi sonucunda, erisim numaralart AC022428.7 ve AC016591.6 olan

2



sekanslarla eslestigi goriilmiistiir. Ayrintili olarak incelendiginde, 508 bg iirliniin
kromozom 5 (zerindeki (chr5 konumu: 60541290-60541797; erisim numarasi:
NC_000005.10) prostate androgen-regulated transcript 1 (PART1, NCRNAO00206
olarak da bilinir; GenelD: 25859) olarak bilinen diziyle eslestigi tespit edilmistir.
Ayrica, bu 508 b¢ PCR iiriinii bir adet BseY| enzim kesim dizisi igermekte olup, bu
enzim ile muameleden sonra 148 ve 360 bg¢ iceren iki adet DNA fragmenti

olusturmaktadir.

Son olarak, NCBI-SNP veritabaninda (www.ncbi.nlm.nih.gov/snp) SNP
(rs8176070) tarandiginda, bu polimorfizmin kromozom 5'te 60541649 konumunda
tanimlandigi tespit edilmistir. Tanimlanan bu konum ise PART1 ile uyumlu

bulunmustur (10).

Gergeklestirilen bu 6n ¢alismalar, literatiirde Gu ve ark. (5) ve Diab ve ark. (2)
tarafindan MATN3 i¢in analiz edilen SNP (rs8176070)’nin, 2003 yilinda Stefansson
ve ark.(6) tarafindan el OA'i i¢in tanimlanan SNP6’dan farkli oldugunu ve SNP
(rs8176070)’nin MATN3’e degil, PART1 e ait oldugunu gostermistir. Buna ek olarak,
kikirdak dokularinda ve kondrositlerde long noncoding RNA (IncRNA) PARTI1
ifadesinin tespit edildigi bildirilmistir (11). PART1'In miR-373-3p/SOX4 sinyal

yolagini diizenleyerek OA ilerlemesini tesvik ettigi One siirtilmiistiir (11).

Sonug olarak, Diab ve ark. (2) ve Gu ve ark. (5) tarafindan yayinlanan
makaleler iki nedenden dolay1 yanilticidir: PART1'e ait olan SNP (rs8176070)
yanlislikla MATN3'e ait olan SNP6 olarak tanimlanmustir ve her iki ¢alismada da analiz
edilen sekans MATN3 degil, PART1 sekansidir. Giincel literatiir, I'CRNA PART1'In

OA patogenezindeki olasi roliinii desteklemektedir.

Bu nedenle bu tez ¢aligmasi, IncRNA PART1'e ait olan SNP (rs8176070)’in

diz osteoartriti riskini yansitabilecegi hipotezini test etmek icin tasarlanmigtir (10).



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kikirdak Dokunun Genel Ozellikleri

Kikirdak doku 6zellesmis bag doku ¢esitlerinden biridir. Hiicreler, lifler ve
amorf maddenin olusturdugu ECM’den meydana gelen avaskiiler bir dokudur.
Kikirdak dokunun geng hiicrelerine kondroblast adi verilirken olgun hicrelerine

kondrosit denilmektedir.

Kikirdak dokusunun ECM’si kati ve siki formdadir ancak fonksiyonel
gerilimleri kalic1 bir sekil bozuklugu olusmaksizin karsilayabilecek kadar da esnek
yapida olusu kikirdak dokuya direnglilik 6zelligi kazandirmaktadir. Gerilime direncli
kollajen lif aglar1 ve yiiksek oranda hidrate olmus proteoglikanlar arasindaki iliski
sayesinde kikirdagin, sinoviyal eklemler gibi hareket noktalarinda agirliga karsi adapte
olmasin1 saglar. Ozellikle bu dokunun diizgiin yiizeyli, direncli ve esnek olusu
eklemlerde olusan darbeleri emmesini saglar ve kaygan yiizeyleri ile kemik

hareketlerini kolaylastirir (12, 13, 14).

Kikirdak doku ayni zamanda prenatal ve postnatal donemlerde uzun kemiklerin
gelismeleri ve biiytimelerinde taslak gorevi gorerek dnemli bir rol Ustlenmektedir (13).
Bag dokunun aksine kikirdakta hi¢ damar aginin bulunmamasi nedeniyle kikirdak
doku hiicrelerinin yasamlarmi siirdiirebilmeleri i¢in ECM yapis1 6nem tasimaktadir.
Degisen oranlardaki Tip II kollajen lifler ve glikozaminoglikan (GAG) igerigi ¢evre
bag dokudaki kan damarlarindan veya eklem boslugundaki sinoviyal sividan kikirdak
icerisindeki hiicrelere madde gegisine izin verir. Diflizyon kikirdak dokunun
canliligin1 devam ettirmesini saglar (13). Kikirdak dokuda kan damarlari, lenf

damarlar1 ve sinirler bulunmamaktadir (12).

Gelisme doneminde olan kikirdagin c¢evresindeki mezensimal hiicreler
fibroblastik hiicrelere farklanirlar. Bu hiicreler, diizensiz siki bag dokusu yapisindadir
ve ECM’yi organ Kkapsiili gibi saran perikondriyumu olustururlar. Kikirdagin
bluyumesinden, beslenmesinden ve devamliligindan sorumlu olan perikondriyum,
avaskiiler kikirdak dokusuna damar destegi saglar. Ayni zamanda sinirler ve lenf

damarlarini da barmdirr.



Perikondriyum iki tabakadan olusmaktadir. Dig fibroz tabaka agirlikli olarak
tip 1 kollajen, fibroblastlar ve kan damarlarmca zengin tabakadur. i¢ hiicresel tabaka
(kondrojenik tabaka), olgun (matiir) kikirdak doku hiicrelerinin progenitorlerini
(kondrojenik hiicreler) igerir. Bu progenitor hiicreler kikirdak kenarina paralel uzanim
gosterirler ve yassidirlar. Biiyiime plaginda, eklem kikirdaginda ve fibréz kikirdakta

perikondriyum bulunmaz (12).

Kikirdak doku gesitleri: (Sekil 2.1):
1. Hiyalin kikirdak
2. Elastik kikirdak
3. Fibroz kikirdak (Fibrokartilaj)

2.1.1. Kikirdak Doku Hiicreleri

Kikirdak ile iliskili {i¢ tip hiicre bulunmaktadir; kondrojenik hiicreler,
kondroblastlar ve kondrositler (Sekil 2.1).

Kondrojenik (Kondroprogenitdr) hicreler: Mezensimal hiicrelerden kéken
alan mekik sekilli yass1 hiicrelerdir. Bir ya da iki nikleolus iceren oval sekilli
nukleuslar1 bulunmaktadir. Organeller sitoplazmalarinda dagmik yerlesimlidir ve
elektron mikroskobik (EM) goriintiileri kiiciik bir Golgi cisimcigi, az miktarda
mitokondriyum, granulli endoplazmik retikulum (GER) ve bir miktar serbest
ribozoma sahip olduklarmi géstermektedir. Kondrojenik hticreler hem kondroblastlara
hem de osteoprogenitor hicrelere  farklanabilmektedirler. Bu hicreler
perikondriyumun i¢ hiicresel tabakasinda bulunur ve kondroblast hiicrelerine
farklanirlar (15).

Kondroblastlar: ~ Kondroblastlar, kondroprogenitér  hicrelerden  ve
kikirdaklasma merkezinde bulunan mezensimal hiicrelerden koken alirlar.
Kondroblastlar matriks dretiminden sorumludur. Kondroblastlar iri bazofilik
hiicrelerdir ve ¢ok sayida ribozom barmdirirlar. EM gorintulerinde GER’den zengin,
iyi gelismis Golgi cisimcigi, ¢ok sayida mitokondriyum ve salgi graniillerine sahiptir
(15).



grup kondrositier Kondrosit gekirdekleri interteritoriyal matriks  Teritorlyal matriks

Sekil 2.1. Kikirdak tiplerine ait 151k mikroskobik fotomikrograflar (14).
A) Hiyalin kikirdak. Memeliye ait trakea kesiti. Boya: Hematoksilen-Eozin (H-E) B)

Elastik Kikirdak. Memeliye ait epiglottis kesiti. Boya: Verhoeff Boyasi C: Fibroz
Kikirdak. Memeliye ait intervertebral disk kesiti Boya: Mallory’nin Azan Boyasi
Bar: 100 pm.



Kondroblastik hucreler, hiyaltronik asit, aggrecan, keratan sulfat, kondroitin
stilfat olmak iizere ¢esitli GAG’lar ve tip II kollajen salgilarlar. Bu siirecte hiicreler
birbirlerinden uzaklagsmaya baslarlar ve sentezledileri matriks icerisine hapsolurlar.
Olusan bu bagimmsiz bolmelere lakiin ve igerisindeki olgun hiicrelere kondrosit adi
verilir. Bu siiregte kikirdak dokunun cevresel olarak buylimesine appozisyonel

biiylime ad1 verilir.

Kondrositler: Kondrositler kikirdak dokunun olgun hiicreleridir ve yaklasik
10-30 um c¢apa sahiptirler. Perikondriyuma yakin yerlesimli olanlar1 daha oval sekilli
iken i¢ kisimlarda bulunanlar yuvarlak sekillidir. Biiyiik niikleuslarinin i¢inde belirgin
bir niikleolusa sahiptirler. Geng kondrositler soluk boyanan bir sitoplazma, iyi gelismis
Golgi cisimcigi, GER ve glikojene sahiptir. Yash kondrositlerin organel icerikleri
azalmigs ve gen¢ kondrositlere gore daha sessizdirler. Sitoplazmalarinda serbest
ribozom icerdikleri icin ihtiya¢ halinde tekrar aktifleserek protein sentezleyebilirler
(14, 15).

Kondrositler mitotik olarak aktif hiicrelerdir ve bir lakiin icerisinde iki, dort ya
da daha fazla sayida bulunabilirler. Olusan bu topluluga izogen grup adi verilir (14,
15). Eriskin kikirdakta c¢ok fazla bolinmemelerine ragmen ECM sentezi ve
devamliligin korunmasinda gerekli hiicrelerdir. Matriks sentezlenmeye devam ettikce
lakiinlerin arasindaki mesafe agilir ve kikirdak dokusu genislemeye baslar. Bu tip

biiyiimeye interstisyel biiyiime ad1 verilir (16).

2.1.2. Kikirdak Doku Matriks Elemanlari

Kikirdak doku hacminin yaklagik %5°’1 hiicreler %95°ten fazlas1t ECM’den
olugmaktadir. ECM’de %60-80 oraninda su bulunmaktadir (13). Tiim kikirdak tipleri
kollajen, hiyallronik asit, proteoglikanlar (6zellikle kondroitin sulfat ve keratan

stlfattan zengin) ve az miktarda glikoprotein icermektedir (14).

2.1.2.1. Kikirdak Dokunun Fibroz Matriksi

Kollajen, kikirdak doku ECM’sinin ana proteinidir. Hiyalin ve elastik tip
kikirdakta agirlikli olarak tip Il kollajen, fibroz kikirdak tipinde agirlik olarak tip |

kollajen bulunmaktadir. Kikirdak ECM’sinde ince ve kisa liflerin olusturdugu fi¢



boyutlu agin yapisina tip II, IX, X ve XI kollajenler katilmaktadir. Kollajen liflerin
icerisinde en yogun bulunan tip II kollajendir (13). Genis demetler olusturmaz ancak
demetin kalinlig1 lakiinden olan uzaklikla dogru orantili olarak artar. Elastik kikirdagin
fibroz matriksinde kollajen lifler, yogun elastik lif ag1 ve elastik lameller bulunur (13,
14).

Kollajen liflerin doku icerisindeki diizenlenmesi, doku Gzerine uygulanan stres
ile iliskili goriinmektedir (15). Tip II, VI, IX, X ve XI kollajen yalnizca kikirdak
matriksinde belirgin miktarda bulunduklar1 i¢in “kikirdaga 6zgii kollajen molekiilleri”
olarak isimlendirilirler (13) (Tablo 2.1). Tip I ve tip II kollajen orani kikirdagin
bulundugu yere ve bireyin yasina gore farklilik gosterir (15).

Tablo 1.1. Kikirdak dokuda bulunan baslica kollajen tipleri ve ana gorevleri

(13).

Kollajen Tipi Gorevi

Tip | kollajen Fibroz kikirdaga saglamlik verir. Kuvvet, gerilim ve gerilmeye
kars1 direng saglar

Tip Il kollajen Kikirdak dokuyu korumak, desteklemek, fiziksel ve fonksiyonel
Ozelliklerinin devamliligini saglamak

Tip VI kollajen Kondrositlerin ECM’ye tutunmasini saglamak

Tip IX kollajen Kikirdaktaki fibroz bilesenlerin amorf bilesenlerle etkilesimini
saglamak

Tip X kollajen Liflerin ti¢ boyutlu hekzagonal organizasyonunu saglamak

Tip Xl kollajen Liflerin baytkliklerini ayarlamak

2.1.2.2. Kikirdak Dokunun Amorf Matriksi

Kikirdak dokusunun amorf matriksini ii¢ ana grup molekiil olusturmaktadir.
Bu molekiiller proteoglikanlar, GAG’lar ve multiadeziv glikoproteinlerdir. Kikirdak
dokusuna 6zgii direnclilik, saglamlilik ve dayanikliligin kazanmasinda bu ii¢ molekiil

grubun farkli oranlarda bir araya gelmesi aracilik eder.



Kikirdak dokunun ECM’si hiyaliironik asit, keratan siilfat ve kondroitin stilfat
olmak Uzere ug¢ tip GAG igerir (13). Proteoglikan monomeri olan aggrecan, GAG
molekdillerinin (kondroitin-4-sulfat, kondroitin-6-fosfat ve heparan stlfat) kovalent

olarak baglandigi bir protein 6z igerir (15).

Aggrecan molekiil agirhigr 250 kilodaltondur. Aggrecanin her molekiilii
yaklagik 100 kondroitin siilfat zinciri ve 60 kadar keratan stilfat molekull icermektedir
(13). 100-200 aggrecan molekilu hiyaltronik asite non-kovalent olarak (kovalent
olmayan baglarla) baglanir ve 3-4 um uzunlugunda biiyiik aggrecan kompozitleri

(proteoglikan kiimeleri) olustururlar.

Proteoglikanlarin kimyasal bilesimindeki siilfat gruplari (negatif ytiklii), doku
icerisindeki Na* iyonu ve suyu elektrostatik olarak ¢eker. Kikirdak matriksi hidrate
olur ve 1slak agirhigmin yaklasik olarak %80’inini su olusturur. Bu 6zellik, sinoviyal
eklemler gibi hareket bolgelerinde baski kuvvetlerine karsi direng yetenegi olusturur
(15).

Sox9 transkripsiyon faktorii, aggrecan ve tip II kollajen gibi kikirdaga 6zgii
ECM elemanlarinin sentezlenmesini indiikler. Sox9, COL2Al tarafindan kollajen
sentezini aktive eder ve Sox9 yoklugunda kondrojenik hiicreler kondrosit hiicrelerine
farklanamaz. Bunun sonucunda kikirdak ECM elemanlarinin sentezinde bozulmalar

ortaya ¢ikar (16).

GAG zincirleri kollajen moleklleri ile elektrostatik bag kurar. Esas madde ile
matriks liflerinin ¢apraz baglanmasi sonucu sepet 6rglisu benzeri dizenlenim
gerceklesir. Bu diizenlenim kikirdak dokusunda gerilme kuvvetlerine kars1 direng

yetenegi kazandirir (15).

Kikirdak doku ECM’si multiadeziv glikoprotein olan kondronektin igerir.
Kondronektin, tip Il kollajen, kondroitin-4-siilfat, kondroitin-6-sulfat, hiyalironik asit
ile kondroblast ve kondrositlerin integrinleri (transmembran proteinleri) i¢in baglanma
bdlgeleri bulundurmaktadir. Kondronektin molekiilii kikirdak doku hiicreleri ile amorf
ve fibr6z matriksin kompleks baglantisina aracilik eder. Anchorin CII (cartilage

annexin V) molekilu kondrosit hiicrelerinin ylizeyinde kollajen reseptérii olarak gorev



yapar ve fibronektin ve tenascin molekiilleri kondrositlerin matrikse baglanmasini

kolaylastiran multiadeziv glikoproteinlere 6rnektir (13, 14).

Kikirdak doku, ECM 6zellikleri, goruniim ve mekanik 6zelliklerine gore 3 tipe
ayrilmistir: (Sekil 2.1 ve Tablo 2.2) (15).
1. Hiyalin Kikirdak; tip 1l kollajen liflerce zengin ve GAGlIar, proteoglikanlar

ve multiadeziv glikoproteinler iceren ECM ile karakterizedir.
2. Elastik Kikirdak; hiyalin kikirdak ECM bilesenlerine ek olarak elastik lifler

ve elastik lameller ile karakterizedir.
3. Fibroz Kikirdak; hiyalin kikirdak ECM elemanlarinin yani sira baskin sekilde

tip | kollajen lifler icerir.

Tablo 2.2. Kikirdak tipleri, 6zellikleri ve lokalizasyonlari (15).

Kikirdak tipi Ozellikleri Perikondriyum | Lokalizasyonu
Hiyalin Tip 1l kollajen, | Perikondriyum -Hareketli eklemlerin
bazofilik matriks, | bazt bolgelerde | artikller yiizeyleri,
kondrositler bulunur: Epifiz | -Kostalarin ~ sternum  ile
genellikle gruplar | ve eklem | birlestigi uglar,
halinde kikirdag: harig -Solunum yolu (nazal kavite,
diizenlenmis larinks kikirdaklari-tiroid,
krikoid ve aritenoidler),
trakea halkalari, brons
plaklari),
-Fetiiste iskelet taslagi,
-Uzun kemiklerde epifizyal
biiyiime plaklar1
Elastik Tip 1l kollajen, | Perikondriyum | -Kulak kepgesi,
elastik lifler var -Dis ve i¢ kulak yolu,
-Tuba  auditiva  (Ostaki
borusu), -Larinks kikirdaklari
(epiglottis,  kornikulat  ve
kiineiform kikirdaklar)
Fibroz Tip | kollajen, | Perikondriyum | -Intervertebral diskler,
(Fibrokartilaj) | asidofilik matriks, | yok -Simfizis pubis,
kollajen demetleri -Meniskusler (diz eklemi),
arasinda -Sternoklavikular ve
kondrositler temporomandibular eklemler,
paralel diziler -Tendonlarin ~ kemik ile
seklinde birlestigi noktalar,
diizenlenmis -Triangular fibroz kikirdak
kompleksi (bilek eklemi)
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2.2. Kikirdak Doku Tipleri

2.2.1. Hiyalin Kikirdak

Hiyalin kikirdak yapisal olarak yari saydam, mavimsi-beyaz renktedir ve camsi
goriiniimiinden dolay1 hiyalin (Gr. hyalos: camsi) ad1 verilmistir (13). Insanlarda en
yaygin goriilen kikirdak tipidir (16). Fotal donemde, iskeletin biiyiik ¢ogunlugu hiyalin
kikirdaktan olusmaktadir ve iskelet sistemi ic¢in taslak olusturur (12). Kondrositler
zamanla farkl siireclerden gegerler ve hiyalin kikirdakta dejenerasyon baslar ve
ECM’de kalsifikasyon olusur. Bu siire¢ endokondral kemiklesme (ossifikasyon)

olarak adlandirilir.

Hiyalin kikirdak, eriskinde nazal kavite, larinks kikirdaklar1 (tiroid, krikoid ve
aritenoidler) trakea halkalar1 ve brons plaklarinda, epifiz plaklarinda, hareketli
eklemlerin artikiiler yiizeylerinde ve kostalarin sternum ile eklem yaptiklar1 6n
u¢larmda bulunmaktadir (Tablo 2.1)(12, 14). Epifiz plaklarinda ve sinoviyal eklem
yiizeylerinde bulunan hiyalin kikirdak cevresinde perikondriyum bulunmaz. Bu

bdlgeler hari¢ hiyalin kikirdak igeren bélgelerde perikondriyum bulunur (13, 14).

Hiyalin kikirdagin yiizeyinin piiriizsiizliigii, baski ve gerilme kuvvetlerine kars1
koyabilmesi eklem yiizeylerindeki islevi i¢in Onemlidir. Bu bdlgelerde diisiik
slrtinme yuzey saglar, uygulanan giicleri alt kisimdaki kemige dagitir ve sinoviyal

eklemlerin kayganlastirilmasima yardimei olur (13).

Hiyalin kikirdak ECM’sinin kuru agirhiginin yaklagik %40’mi1 kollajenler,
proteoglikan c¢okeltileri  (¢cogunlukla aggrecan formundaki), glikoproteinler
(¢ogunlukla kondronektin) ve hiicre dis1 sivi da igermektedir. Kollajen lifler ve
ECM’nin 151k kiricilik indeksleri yaklasik olarak esit oldugundan 1sik mikroskobik

incelemelerde hiyalin kikirdak amorf ve homojen olarak gozlenir (13).

Hiyalin kikirdak matriksi igerigindeki siilfat gruplari nedeniyle yiiksek
diizeyde hidratedir ve net agirhigmin %60-80’1 sudur. Su molekiillerinin ¢ogu,
aggrecan ve hiyaliironan kiimelerine sikica baglanip dokuya diren¢ kazandirir. Su
molekiillerinin bazilar1 hiicreler ve  ECM arasinda madde diflizyonuna olanak

saglayacak sekilde gevsek baghdir. Basinca maruz kalan eklem kikirdag: su igeriginde
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kalici olmayan ve lokal, kalict olmayan farkliliklar olmaktadir. ileri seviyede
hidrasyon ve ECM igindeki suyun hareketli olmasi, kikirdak dokunun farkli basing

kosullarina yanit vermesine ve yiik tasima seviyesine katki saglar (13).

Hiyalin kikirdak dokusunda perikondriyuma yakin olan kondroblastlar oval
sekilli ve yiizeye paralel dizilimlidirler. Dokunun derinliklerine gidildikce htcreler
yuvarlak sekle sahip olur ve ECM igerisinde tek tek ya da izogen gruplar seklinde
bulunabilirler (12). Aktif bdliinme geciren hiicreler kollajen ve diger matriks
proteinlerini sentezlerler ve kendilerine alan a¢mak i¢cin metalloproteinazlari

sentezleyip salgilarlar (13).

Kondrositler ECM {iretiminden ve devamlilifindan sorumlu o6zellesmis
hicrelerdir (13). Yas parametresi ile birlikte devamli farklilasan bir kikirdak
proteoglikan anabolik-katabolik dongiisii vardir. Yas ile birlikte hormonlar ve
vitaminler de kikirdak dokunun biiylimesini, gelismesini ve islev gormesini
etkilemektedir (Tablo 2.3)(15). Hormon dengesi, kondrositlerin fonksiyonunu
etkilemektedir. Testosteron, tiroksin ve biiyiime hormonu ECM’de siilfath GAG’larin
sentezini hizlandirirken, Ostradiol, hidrokortizon ve kortizon yavaslatmaktadir.
Hipofizden salgilanan biiylime hormonu somatotropin karacigerde somatomedin C

sentezini baglatirken, somatomedin C kikirdak hiicrelerinin biiylimesini indiikler.

Hiyalin kikirdak dokusunda bulunan proteoglikanlar yiiksek seviyede siilfat
grubu bagladiklari i¢in ara madde hematoksilen gibi bazik boyalar ile boyanir. Bazofili

ve metakromazi siilfathh proteoglikanlarin doku igerisindeki dagilimlar1 ve oranlar1

hakkinda bilgi verir (13).

Matriks boyanma 6zelliklerine gore 3 farkh alan igermektedir (Sekil 2.1):

1. Periseluler (Kapsuler) Matriks: 1-3 um kalinliginda, diger alanlara gore daha
yogun boyanan lakiinanin ¢evresinde bulunan periseliiler bir alandir. Ozellikle
tip VI ve IX kollajenleri iceren bazal lamina benzeri bir madde icerisinde
bulunur. Tip VI kollajen kondrositlerin yuzeyinde bulunan integrin
reseptorlerine baglanarak hiicreleri matrikse sabitler. Lifler haricinde

proteoglikanlari, hiyaliironik asiti ve bazi fibronektin, dekorin ve laminin gibi
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multiadeziv glikoproteinleri bulundurur (13, 14). Periselliler matriksin

kondrositleri mekanik stresten korudugu diisiiniilmektedir (15).

2. Teritoryal Matriks: 50 um genisliginde, periselliiler matriksin hemen disinda
ve izogen gruplar1 g¢evreleyen bir banttir. Teritoryal matriks, periselliiler
matrikse gore daha diisiik oranda siilfatli proteoglikan ve glikoproteince zengin
bir matrikse sahiptir. Matriks igeriginden Otiirli bazofilik boyanma ve
metakromazi gosterir ve PAS (Periyodik Asit-Schiff) reaksiyonu pozitiftir. Tip
Il ve tip XI kollajen az miktarda bulunur (14).

3. Interteritoryal Matriks: Teritoryal matriksler arasinda kalan alanlar:
olusturur. Interteritoryal matriks, teritoryal matrikse gore tip 1l kollajenden
daha zengin, proteoglikandan fakirdir (15). Bu nedenle daha az bazofilik ve

yer yer asidofilik boyanma 6zelligi gosterir (14, 17).

2.2.2. Elastik Kikirdak

Elastik kikirdak, hiyalin kikirdak yapisi ile histolojik olarak benzerlik gosterir
ve ECM’de fazla miktarda elastik lif ve elastik lamel icermesi ile karakterize
edilmektedir. Matriksinde tip II kollajen lifleri arasina dagilmis anastamoz yapan ve
dallanan ince elastik lifler icerir (14, 15). Ozellesmis matriksi belirgin esneklige ve

deformasyon sonrasi orijinal seklini yeniden almasina olanak saglar (14, 16).

Bilesimindeki elastik liflerden otiirii taze haldeyken sar1 renkte goriiniir ve
hiyalin kikirdaga gore daha opak yapidadir (15). Elastik lif ve lamel yapis1 6zel
histolojik boyalarla (Verhoeff, Orsein ve rezorsin fuksin) parafin kesitlerde en iyi
sekilde gosterilir (13, 14).

Elastik kikirdak dokusundaki kondrositler, hiyalin kikirdaga gore daha fazla
sayidadir ve daha yakin lokalize olmuslardir. Teritoryal matrikste elastik lif demetleri
interteritoryal matrikse gore daha genis yapidadir (Sekil 2.1)(15). Elastik kikirdak

matriksi yaslanma siirecinde kalsifiye olmamaktadir (13).

Elastik kikirdak dis ve i¢ kulak yolunda, kulak kepgesinde, epiglottiste, dstaki
borusunda (tuba auditiva) ve larinks kikirdaklarinin bazilarinda (kineiform ve
kornikulat kikirdaklar) bulunur (Tablo 2.1) (14, 17). Bu bolgelerin kikirdaginin
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tamami1 perikondriyum ile sarilmistir (13) ve perikondriyumun dis fibroz tabakasi

elastik liflerden zengindir (14, 15).

2.2.3. Fibroz Kikirdak

Fibroz kikirdak (Fibrokartilaj), hiyalin kikirdak ile siki bag dokunun
birlesiminden olusmaktadr. iki dokunun bilesenlerini yapisinda barindirir.
Kondrositler, kalin kollajen lifleri arasinda tek sira halinde dizilmis hiicre gruplar1
halinde bulunur, izojen gruplar seyrek sekilde goriiliir (17). Kondrositler, genellikle
dokuya uygulanan germe kuvveti yonine paralel bir yerlesim gosterirler (Sekil 2.1)
(15). Fibroz kikirdagin ¢evresinde perikondriyum bulunmamaktadir, doku ¢evre bag

dokusu ile devamlilik gosterir (14).

Fibroz kikirdak kollajen lifce zengin, hiicreden ve hiicreler arast amorf
matriksten fakirdir (17). Fibroz kikirdak matriksinde tip | ve tip Il kollajen lifleri
bulunur. Kikirdagin lokalizasyonuna ve yasa goére bu iki tip kollajenin birbirlerine
orani degisir. Diz eklem meniskisiinde ¢ok az miktarda tip Il kollajen bulunurken
intervertebral disk kikirdaginda tip I- tip II kollajen orani1 birbirine yaklagik esittir. Yas
ile birlikte tip I kollajen miktar1 artar (13).

Tip I kollajen lifler demet yapma egiliminde bir araya gelirler ve siki paket
yapisindan dolay1 1sik mikroskobunda asidofilik boyanma gdsterirler. Fibroz
kikirdagin amorf matriksinde, fibroblastlarca sentezlenip salgilanan versican bir
proteoglikan monomeri olup aggrecandan daha yiiksek oranda bulunmaktadir.
Versican, aggrecan gibi hiyaliironik asit ile birleserek yiiksek miktarda su baglar (14,
17).

Gelisim ve eriskin siirecinde fibroz kikirdak hiicreleri genis 6lgekte matriks
molekiillerini sentez ve salgilama goérevlerini devam ettirirler ve bu durum mekanik
basing, beslenme kosullar1 ve hormonal degisiklikler gibi dig ortam kosullarina adapte

olmalarina olanak saglar (13).

Fibroz kikirdak yiiksek gerilme kuvvetine sahiptir ve intervertebral disklerde,

simfizis pubiste, bazi eklemlerde (sternoklavikular eklem, temporomandibular eklem),
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diz eklemi meniskustinde ve tendonlarin kemige tutundugu bolgelerde bulunur (14,
17).

2.3. Kikirdak Dokusunun Olusmasi (Kondrogenez) ve Histolojik
Gelismesi (Histogenezi)

2.3.1. Embriyoda Kondrogenez

Embriyoda kikirdak dokusu, embriyonik bag dokusu ¢esitlerinden biri olan
mezensim dokusundan farklilagsmaktadir. Embriyonun bas ve boyun boélgesinde
kikirdak dokusunun biiyiik bir boliimii noral krest kokenli (krista noralis)
ektomezensim dokusundan gelismektedir. Hiyalin kikirdak insan viicudunda en
yaygin sekilde goriilen kikirdak tipidir. Gelisimsel olarak, hiyalin kikirdak i
asamadan olusur. Gelisimsel swasma gore epiteliyal-mezensimal etkilesim
(prekondenzasyon) evresi, yogunlagma (kondenzasyon) evresi ve kondrojenik degisim

(diferansiasyon, farklilasma) evresi olarak bilinmektedir (Sekil 2.2)(18, 19).

Kondrogenez siirecinin gelisimsel ilk evresi olan epitelyal-mezenkimal
etkilesimde embriyoya ait olan bag dokusunun fibroblast benzeri mezenkimal
hicreleri 6nemli bazi genlerin (Hox genleri, Msx-1 ve Msx-2) ve biyiume faktorlerinin
[Bone Morfogenetic Protein-2 (BMP-2), Transforming Growth Factor (TGF)-B1,
syndecan-1 ve syndecan-2] etkilemesiyle yogunlagsmaya baslarlar (20, 21). Etkilesim
sonucunda bu hiicreler kondroprogenitor (kikirdak dokusu Onciilii, prekondrojenik)
mezensim hiicreleri karakterini kazanmiglardir. Kondroprogenitor hiicreler var olan
hiicresel uyarilara ek olarak ifade diizeyleri artan versican, syndecan-3 ve tenascin
etkisi altinda morfolojik degisime ugrayarak oncelikle yuvarlak sekilli hiicre kiimeleri
olustururlar. Bu siirecte, hiicreler birbirleriyle olan temasi arttirir, birbirlerine yaklasir
ve hiicre kiimeleri olusturmak iizere yogunlagirlar. Bu asamaya yogunlasma

(Kondenzasyon) adi verilir.
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Sekil 2.2. Kondrogenez siirecinin sematik gosterimi (14).

Bu siiregte etkili oldugu bilinen bazi genler ve transkripsiyon faktorlerine (Hox
genleri, Ck-erg, Cart-1) ek olarak buyiime faktorleri [activin, BMP-4, BMP-5,
Growth/Differantiotion Factor-5 (GDF-5)] tanimlanmistir (Sekil 2.2). Yogunlasmis
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hiicre kiimelerinin gevresini saran mezensim hiicreleri ise kikirdak c¢evresini saran
dokuyu perikondriyumu olustururlar. Perikondriyumun dis fibroz tabakasinin altinda
ic hiicresel tabakasi bulunmaktadir ve bu tabakada kondroprogenitdr hicreler

bulunmaktadir.

Yapilan ¢aligmalarda prekondrojenik yogunlagsma asamasinda, N-cadherin ve
N-CAM ‘in prekondrojenik hiicrelerdeki ifade diizeylerinde belirgin artis oldugu
ortaya konmustur (22-23). Bu asamada tip I kollajen, hyaluronan, tenascin ve
fibronektin gibi faktorlerce zengin ECM, mezensim hiicrelerinin birbirleri ile yakin
temas kurmalarma izin veren bir yapidadir (25-27). Ek olarak, prekondrojenik
mezensimal hiicrelere 6zgii olarak ifade edilen bir transkripsiyon faktorii olan
Scleraxis’in, kikirdaga spesifik genlerin transkripsiyonlarmi tetikledigi gosterilmistir
(28). Onemli bir transkripsiyon faktorii olan Sox9 geninin de spesifik olarak
prekondrojenik yogunlasma bolgelerinde ifade edildigi ve bir sonraki asama olan
mezengimal-kondrojenik degisimi tetikledigi bilinmektedir (29). Sox9 mezensimal

hiicrelerin kondroblastlara degisimini uyarir.

Yogunlagsmig mezensim hiicrelerinin birbirleri ile olan hiicreler arasi
baglantilar1 kaybederek kondroblastlara diferansiyasyon déneminde N-cadherin ve N-
CAM ifade dlzeylerinde belirgin bir azalma gozlenir (22, 23, 30). Ayrica,
kondroblastlardan kikirdak dokuya 6zgii bir hiicreler arasi doku depozisyonu (sentezi
ve salinimi) baslar. Bu hiicreler aras1 matriksin en 6nemli bilesenleri olarak kollajen
tip-1 yerini kollajen tip-11, -1X ve -XI’¢ birakirken ilave olarak Gla proteini, heparan
stlfat ve kondroidin sulfattan zengin proteoglikanlar, aggrecan proteini, ve link

(baglant1) proteini salgilanmaya baslar (25-27).

Kondrojenik degisim siirecinde etkin oldugu bilinen transkripsiyon
faktorlerinden birisi de Pax-1 dir. Matriks sentezleyen kondroblastlar siirekli olarak
birbirlerinden uzaklasirlar ve bir siire sonra tamamen sentezledikleri matriks ile
cepecevre cevrelenirler. Bu asamadan itibaren hiicreler kondrosit adini alirlar.
Kondrositlerin i¢inde yer aldiklar1 bosluklara ise lakiin ad1 verilir. Kondrositler mitoz

ile ¢ogalarak izojen kondrosit gruplar1 olustururlar (Sekil 2.2).
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2.3.2. Kikirdak Dokunun Histolojik Gelismesi (Histogenezi)

Kikirdak dokunun histogenezi her ii¢ kikirdak tipinde de birbirine benzer ve

bazi hormonlardan ve vitaminlerden etkilenir (Tablo 2.3).

Tablo 2.2. Kikirdak doku iizerine vitamin ve hormonlarin etkileri (14).

Vitamin Gorevi

A Vitamini Hipovitaminozu Epifiz plag: kalinligmi azaltir.
Cocukluk ve ergenlik doneminde maruz kalinirsa

eriskin donemde boy kisaligina neden olur.

A Vitamini Hipervitaminozu Epifiz plaginda kemiklesmeyi hizlandirir.
Cocukluk ve ergenlik doneminde maruz kalinirsa

eriskin donemde boy kisaligina neden olur.

C Vitamini Hipovitaminozu Hiicreler arasi matriks sentezi durur.
Epifiz  plaklarindaki  siitun  bi¢imlerinin
bozulmasina dolayisiyla uzun kemiklerde sekil
bozuklugu olan uzamaya neden olur.
Tedavi edilmezse skorbiit hastalifi meydana

gelir.

D Vitamini Hipovitaminozu Kalsiyum ve fosfor emilimi bozulur.

Epifiz  kikirdaklar1  prolifere olur ancak
ossifikasyon =~ meydana  gelmez, gelisen
kemiklerde sekil bozukluklar1 olur.

Tedavi edilmezse rasitizm hastaligt meydana

gelir.
Hormonlar Gorevi
Tiroksin, testosteron, | Kikirdak histogenezini uyarirlar.
somatotropin
Kortizon, hidrokortizon, | Kikirdak histogenezini baskilarlar.

Ostradiol
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Kikirdakta histogenez baslica iki mekanizma ile saglanir (Sekil 2.3).

a) Interstisyel bayume: Kikirdak doku igerisinde var olan kondrositlerin hicresel
boliinmesi mitoz ile saglanir. Lakiin i¢cindeki kondrosit, mitoz yolu ile bolundr ve iKi
yavru hiicre ortaya ¢ikar. Aymi lakiinii paylasan bu yavru hiicreler de matriks
sentezleyerek kendi lakiinlerini olustururlar ve birbirlerinden giderek uzaklasirlar.
Sonug olarak kikirdak doku kendi i¢inden biiyliyerek gelisir. Interstisyel buyume
embriyoda kikirdak olusumunun erken evrelerinde, eklem yiizii kikirdaklarinda ve

uzun kemiklerin epifiz plaklarinda goriliir (13).

b) Appozisyonel buylme: Perikondriyumda yer alan kondrojenik progenitor
hiicrelerin degisimleri diferansiyasyon (farklilasma) ile saglanir. Perikondriyumun
hiicresel tabakasinda yer alan fibroblast benzeri kondrojenik progenitor hiicreler SOX9
ad1 verilen transkripsiyon faktorii etkisi altinda 6nce yuvarlak sekilli kondroblastlara,
ardindan tip II kollajenden zengin matriks sentezleyerek kondrositlere doniisiirler.
Bdylece kikirdak dokunun periferinden perikondriyum altindan baslayarak yeni bir
kondroblast ve kondrosit tabakas1 gelisir ve kikirdagin periferik bdlgesinde yeni bir
matriks tabakasi olusumu saglanir. Bu silirece appozisyonel veya eklenerek biiylime

adi verilir (13).

' _r—-» Kondroprogenitdr Hiicre
(@—>Kondroblast APPOZISYONEL

‘.1 .‘ s
@ @ @——’Kondrosn BUYUME

P D W
0 20 of0 O

INTERSTISYELBUYUME

Sekil 2.3. Kikirdak histogenez gesitlerinin sematik gosterimi (14).



2.3.3. Kikirdak Dokunun Dejenerasyonu

Izojen kondrosit gruplar1 halinde gozlemlenen hiicreler ilerleyen siirecte
olgunlagmaya baglar (matiirasyon). Olgunlasan kondrositler kikirdak dokuda giderek
daha merkezi (orta bdlgede yer alan) bir konum alirlar (Sekil 2.4). Kondrositler
olgunlastikca tipik olarak hiicreler aras1 matriks kompozisyonunu degistirmeye baslar.
Hiicreler aras1 matriks yapisinda erken donem baskin olan Tip-II, -1X, ve -XI kollajen
yerlerini Tip X kollajene birakir (25, 26, 27). Kondrosit matirasyonu hiicrelerde
hipertrofik degisikliklerin gelismesi ile karakterizedir. Kondrositlerde hipertrofi ise bir
yaslanma belirtisidir (Sekil 2.4).

Kikirdak  dokuda perikondriyumun hiicresel tabakasinda baslayan
proliferasyon ve kondrojenik farklilagma siireci ile olgunlasma (matiirasyon-
hipertrofi) siirecleri bir denge icinde ¢alismak zorundadir. Bu dengenin saglanmasinda
pek cok blyime faktorl, bunlara ait reseptorler, transkripsiyon faktorleri, adezyon
molekdlleri, matriks proteinleri, hormon, sitokin ve hiicre sinyal mekanizmasi rol
almaktadir (Sekil 2.2 ve Sekil 2.4). Sekil 2.2°de Ozetlenen faktorlerin yani sira
Fibroblast Buyume Faktorleri (FGF) (31, 32) 6strojen, tiroid hormonu ve
trityodotironin (T3) gibi hormonlar (33, 34), sinyal molekilleri Indian Hedgehog (lhh)
(35) ve Paratiroid Hormon-iliskili Peptid (PTHrP) (36, 37), anti-apopitotik
faktorlerden Bcl-2 (38-42), ayrica Tumor Nekrozis Faktor” (TNF) (43) ve p53-timor
baskilayici genler grubundan p63 (44) ve benzerleri de bu mekanizmalarda diizenleyici
rol oynayan faktorler arasinda yer almaktadir (Tablo 2.3, Sekil 2.4). Biyomekanik
giiclerin de bu siirecte 6nemli rol oynadig1 bilinmektedir. Mekanik giicler sadece
kikirdagm sekil almasinda, olgunlagsmasinda, rejenerasyonunda ve yaslanmasinda
onemli olmayip, ayn1 zamanda hiicreler ile hiicreler arasi1 matriks etkilesimlerinde de

onemli gorevler Ustlenir.
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Sekil 2.4. Kondrogenez ve kikirdak olgunlagmasi {izerine etkili faktorlerin sematik
olarak gosterimi (14).

Kondrositlerde hipertrofi bir yaslanma belirtisi olup programlanmis hiicre
0limu (apoptoz) ile sonlanir, matrikste kalsifikasyon goriiliir. Bu, insanlarda yaslanma
ile hizlanan bir siirectir. Diger taraftan, hiyalin kikirdagin dejenerasyonu endokondral
kemik gelisimi siirecinde goriilen normal bir biyolojik olaydir. Elastik kikirdak hiyalin
kikirdaga oranla dejenerasyona daha dayaniklidir ve yas ilerledik¢e kalsifiye olmaz
(Tablo 2.1).
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2.4. Uzun Kemiklerde Epifiz (Biiyiime) Plagi ve Eklem Kikirdag:

Uzun kemiklerde epifiz (bliylime) plagni olusturan hiyalin kikirdak ve eklem
kikirdagmi olusturan hiyalin kikirdak gelisimsel olarak ayni kokenden gelen ve
anatomik olarak birbirlerine olduk¢a yakin bdlgelerde bulunan dokulardir (45). Gerek
eklem kikirdaginda, gerekse epifiz kikirdaginda kondrositlerin gelisimi benzer
faktorlerin kontrolii altinda gerceklesir (45). Femur ve tibia gibi uzun kemiklerin
endokondral kemiklesmeleri siirecinde, kemiklerin epifiz bolgelerinde yer alan
sekonder kemiklesme merkezlerinin ekleme bakan yiizlerinde eklem kikirdagi
gelisirken, epifiz ile diyafiz arasinda kalan bolgelerde epifiz biiyiime plagi gelisimi
goriiliir (Sekil 2.5). Her iki kikirdakta da perikondriyum bulunmaz. Dolayisiyla eklem

kikirdaginda meydana gelen hasarlar kalic1 olup, eklem hastaliklarma yol acarlar.

Superfisyal
(tanjansiyel) zon

Ara (transizyonel) \/E

zon

\,F
|Der1n(mwlgwl)zon |\

Tidemark

Kalsifiye zon L p-
| Subkondral kemik \\ S

| Spongiyoz kemik |

Sekil 2.5. (A) Artikiiler kikirdagin diyagrami ve (B) fotomikrografi (13).

2.4.1. Kikirdak Doku Hastaliklar

2.4.1.1 Epifiz Plag1 Hastalhklar

1. Epifiz plagr hiyalin kikirdagi {izerinde etkili faktorlerin genetik
mutasyonlar1 sonucunda ortaya ¢ikan ve kondrodisplaziler ad1 verilen bir

grup hastalik s6z konusudur. Genellikle klinikte boy kisalig1 (dwarfizm) ile
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goriilen bu hastaliklardan en sik goriileni FGF reseptor-3 (FGFR3)
mutasyonlar1 sonucunda ortaya ¢ikan Akondroplazi vakalaridir (31, 32,
46).

Insanlarda Sox9 geninde goriilen mutasyonlar “Campomelik Displazi” ad1
verilen ve uzun kemiklerin deformite ve agilanmasi ile karakterize bir

Klinik tablonun ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir (47).

2.4.1.2. Eklem Kikirdag: Hastaliklan

. Artrit, yaslanmanin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar. Ozellikle kemiklerin
eklem yapan yiizlerindeki hiyalin kikirdagin dejenerasyonu sonucu geligir.
Zamanla bu dejenerasyon eklemlerde agri, kizariklik, sislik, sertlesme ve

eklem hareketlerinde kisitlanmalara yol acar (4).

Osteoartrit, hiyalin kikirdagin  dejenerasyonuna bagli  eklem
kikirdaklarinda asinma, yarilma ve yirtilmalar ile ortaya ¢ikar. Bu durum
sonucunda zamanla eklem yapan kemik vyiizlerinde kemik kemige

stirtlinme sonucu aginma geligir (13).

Romatoid artrit, artritin ¢ok daha agir bir cesididir. Immiin sistemin
kikirdagi, kemigi ve sinoviyal membrani da i¢ine alacak sekilde eklemin
biitliniinii hedef aldig1 bir tablodur. Tedavi edilmez ise kikirdagi ve kemigi

de i¢ine alacak sekilde eklemde ciddi yikim ve hasar olusur (16).

2.5. Kikirdak Dokunun Tamiri

Kikirdak dokusu olduk¢a smirli yenilenme (rejenerasyon) kapasitesine

sahiptir. Bunun baglica nedenleri arasinda kikirdak dokusunun avaskiiler bir doku

olmasi, olgun kondrositlerin proliferasyon giicliniin diisiik olmas1 ve kondrositlerin

matriks igerisinde hareketsiz olmasi sayilabilir. Hasar goren kikirdak dokusunda tamir

gerceklesebilmesi icin hasarli bolgede perikondriyum dokusunun varligina ihtiyag

vardir. Bu durumda perikondriyumun hiicresel tabakasinda yer alan kondrojenik

prekiirsor hiicrelerin uyarilmasi ve dnce kondroblastlara farklanmalari, ardindan yeni

matriks sentezi ve sonugta kondrositlere farklanmalar1 siirecleri ardisik olarak
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gerceklesebilir. Sonug olarak kikirdak dokuda tamir kapasitesi oldukca sinirli olup,
hasarli bolge genellikle bag doku ile kaplanar.

Molekiiler diizeyde incelendiginde kikirdak tamir silirecinin fibroz skar
dokusunda yogun olarak gozlenen kikirdagi ¢evreleyen bag doku fibroblastlari
kaynakl1 tip | kollajen sentezi ile yeni farklanan kondroblastlar kaynakli tip 11 kollajen
gibi kikirdak spesifik kollajenlerin sentezi arasinda bir denge bulma siireci oldugu
sonucuna varilabilir. Dolayisiyla eriskinde, hasarl kikirdak bolgesinde gozlenen bu
bag doku icerisinde yeni kan damarlar1 olusumu sonucunda siklikla hasarli kikirdak
bolgesinde kalsifikasyon ve kemiklesme gozlenir. Hiyalin kikirdakta kalsifikasyon ve
kemiklesme endokondral kemiklesme mekanizmasi siirecinde gozlenen fizyolojik bir
olgudur. Bunun yani sira yaslanma hiyalin kikirdakta kalsifikasyona yol acar.
Kalsifiye kikirdak matriksinin ortadan kaldirilmasini takiben yeni kemik dokusu

olusumu gergeklesir (12, 13, 15, 16).

2.6. Osteoartrit ile Tlgili Genel Bilgiler

2.6.1. Osteoartrit

OA, en sik goriilen kas-iskelet sistemi hastaliklarindan birisi olup diinya
genelinde milyonlarca kisiyi etkilemektedir (48-52). OA’nin kronik bir hastalik
oldugu bilinmekle birlikte ve 6nceden yaslanma ile birlikte dogal olarak gelisen
dejeneratif eklem hastaligi oldugu diistiniilmekteydi. Giiniimiizde OA’in; yaslanma,
endokrin faktorler, sistemik hastaliklar, eklem biitiinliigiinii etkileyen faktorler (travma
vb.), genetik yatkinlik, lokal inflamasyon, mekanik giicler ile hiicresel ve
biyokimyasal slrecler gibi bircok faktore bagl olarak gelisen bir hastalik oldugu
bilinmektedir (48-52).

OA’da gorilen primer patolojik degisiklikler eklem kikirdagindaki
degredasyon, hasar ve sonug olarak eklem yetmezligi tablosu seklinde tanimlanabilir
(48-52). OA, gelisen hasara ikincil olarak eklem biitiinliigiinii saglayan dokularda
inflamasyon, hareket kisithiligi ve ilerleyici bir agri ile karakterizedir. Bu durum;

eklem kikirdagi, subkondral kemik, marjinal bolge, sinovium, eklem ig¢i baglar,

24



meniskusler, eklem kapsuli ve eklem ¢evresi kas dokusunun interaktif hasarlanmasini

iceren patolojik bir siire¢ olarak tanimlanmaktadir (51).

Normal OA

OA: Genel eklem patolojisi
1. Kikirdak dokuda proteoglikan kaybi,

kondrositlerde dliim, erozyon.

2.

‘:.j

hiicre gocii, neovaskiila
fibrozis.
5. Eklem kapsiiliinde fibrozis, entezopati.

infiltrasyonu.

Sekil 2.6. OA genel eklem patolojisi (51).

Osteoartrit, eklem biitlinliigiine katilan tiim dokularin ve eklem ¢evresi kaslarin
patolojisi ile tanimlanan, dejeneratif, ilerleyici bir eklem hastaligidir. Genel eklem

patolojisi ve etkiledigi eklem bilesenleri su sekilde 6zetlenebilir:

1. Kikirdak dokuda proteoglikan kaybi, kondrositlerde 6liim, erozyon.

2. Subkondral kemik dokuda yapim-yikim dongiisiinde artis, kalinlagma,
neovaskilarizasyon.

3. Eklemde marjinal osteofitlerin geligimi.

4. Sinovial bdlgede inflamasyon, inflamatuar hiicre goc¢u, neovaskilarizasyon ve
fibrozis.

5. Eklem kapsuliinde fibrozis, entezopati.

6. Eklem i¢i baglar ve meniskuslerde dejenerasyon ve yirtiklar.

7. Cevre kas dokusunda atrofi ve yag infiltrasyonu.
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Diz OA’i, nedenine bagli olarak primer veya sekonder olarak siniflandirilabilir.
Primer diz OA’1, bilinen bir neden olmaksizin kendiliginden gelisen eklem kikirdak
dejenerasyonuna verilen isimdir. Bunun tipik olarak yas, asinma ve yipranmaya bagli
dejenerasyon oldugu diisiiniilmektedir. Sekonder diz osteoartriti bilinen bir nedenden

dolay1 (travma vb.) eklem kikirdagi dejenerasyonunun bir sonucudur (53, 54, 55).

2.6.2. Osteoartritin Epidemiyolojisi

Diz OA’], teshis edilen artritler icerisinde en yaygm olarak bulunan tiptir ve
prevalanst 6miir uzunlugu ve obezite artisina bagl olarak artmaktadir. 60 yasindaki
kadinlarin %13’i ve erkeklerin %10’unun diz OA semptomlarina sahip oldugu

bilinmektedir. Diz OA prevalansi erkeklerde kadinlara oranla daha diisiiktiir(54, 56).

2.6.3. Osteoartritin Etiyolojisi

OA, c¢oklu risk faktorleri olan karmasik bir hastaliktir. Bunlar hem
genellestirilmis ana faktorleri (yas, kadin cinsiyeti, obezite, aile 6ykiisii vb. ) hem de
lokal olumsuz mekanik faktorleri (travma vb.) icermektedir. Diz OA prevalansinda
onemli bir genetik bilesen vardir, ancak sorumlu genetik mekanizmalar tam olarak
bilinmemektedir (Sekil 2.7). Klasik ikiz calismalari, kadinlarda el ve diz OA
gelisiminde genetik faktorlerin etkisinin % 39 ile % 65 arasinda oldugunu gostermistir

(57).

| GENETIK FAKTORLER |_ N | EDINILEN FAKTORLER |

—

| Monogenetik sendrom

Sekil 2.7.0A'nin etiyolojisi (57).
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2.6.4. Osteoartritin Prevalansi

Diz OA’i, ABD'de % 33.6 (12.4 milyon) prevalans ile 65 yas ve isti
yetiskinlerin ¢ogunu etkilemektedir. Kadinlarin prevalansi (% 42.1) erkeklerden (%
31.2) daha fazladir. Yorucu fiziksel aktivite, 6zellikle diz ¢okme, diz bilkkme, ¢dmelme
ve uzun sire ayakta durmayi gerektiren aktivitelerin yani sira diz travmasi ve
yaralanmasi da semptomatik diz OA'sinin yiiksek prevalansiyla iliskilendirilmistir.

Diz OA, diger OA tiirlerine kiyasla daha yiiksek bir prevalans oranina sahiptir (4).

2.6.5. Osteoartritin Histolojik Ozellikleri

Eklem kikirdag: avaskiiler, lenf icermeyen, anoral bir bag dokusudur. Esnek
asmma direnci ve yiiksek basing dayanimi ile eklem kikirdagi, diisiik siirtiinme yiizeyi
saglamada islev gormektedir. Eklem kikirdaginda, su, yas agirhgm % 65-80'ini
olusturmaktadir. Kikirdagin yas agwhigmmn %10°u, ¢ekme mukavemeti saglayan

kollajenden olusmaktadir (Sekil 2.8).

Tip 1 kollajen, toplam kollajenin % 90 ila % 95'ini olusturan ve eklem
kikirdagina 6zgii olan baglica fibriler kollajendir. Yiiksek oranda ¢apraz bagh birlesik,
kollajen fibril ag1 olusturmaktadir. Tip II kollajen, cogu proteaz tarafindan bozunmaya
kars1 direnglidir, ancak artrit patogenezinde rol oynayan kollajenazlar tarafindan
bozunabilir. Tip IX ve XI kollajen, eklem kikirdaginda bulunan diger kollajen
tipleridir. Bu kollajenleri kodlayan genlerdeki mutasyonlar erken baslangicli OA'ya
neden olabilmektedir (57).

Kollajen

Sekil 2.8. Kikirdak dokusunun histolojik yapisi (57).
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Eklem kikirdaginin ECM’si esas olarak su, yapiy1 koruyan tip 11 kollajen ve
kikirdaga sikistrma ve kesme kuvvetlerine dayanma yetenegi saglayan
proteoglikanlardan olusur. Osteoartritte erken donemde proteoglikanlarin kaybi

kikirdak liflerini bozar ve kikirdagin yumusamasina neden olur ve su igerigini arttirir.

Isik mikroskopisi ile goézlemlenen en erken kikirdak hasari igareti kondral
fibrilasyon, ardindan catlaklar ve daha derin catlaklardir. Kikirdak kayb1
kondrositlerin ¢ogalmasin1 ve aktivasyonunu uyarmr. Hasarli kikirdak bolgesinde
fibroz doku artis1, vaskiilarizasyon, kalsifikasyon vb. patolojik degisiklikler
gorulebilir.

Hastaligin ileri doneminde subkondral kemik kalinlasir ve sklerotik hale gelir.
Eklemi yapan kemiginin kenarlarinda “kemik mahmuzlar” veya “osteofit” olarak

adlandirilan ¢ikintilar olusur (Tablo 2.4) (Sekil 2.6)

Tablo 2.3. OA'nin histolojik 6zellikleri (59).

Yaslanmada Kikirdak Degisimi OA'da Kikirdak Degisiklikleri
Su igerigi- Azalir Su igerigi - Artar

Kollajen -Sabit Kollajen - Dagmik
Proteoglikan icerigi-Azalir Proteoglikan icerigi - Azalir
Proteoglikan sentezi-sabit Proteoglikan sentezi - Artar
Kondrosit boyutu-Artar Kondrosit boyutu - Sabit
Kondrosit sayisi-Azalir Kondrosit sayis1 - Sabit
Esneklik moduli-Artar Esneklik modulu - Azalir

2.6.6. Osteoartritin Patofizyolojisi

Osteoartrit patogenezi ¢ok faktorliidiir ve birbiriyle iligkilidir. Mekanik aginma
ve yipranma, yapisal dejenerasyon ve eklem iltihabi dahil {i¢ ana siire¢ vardir. Ana
stirecin eklemin agir1 yaglanmasindan kaynaklandigina inanilmaktadir, ancak etkilenen

eklemlerin sinovusunda birkag sitokin ve kemokinin seviyelerinin artmasi, inflamatuar
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bir siirecin de mevcut oldugunu diisiindirmektedir. Matriks metalloproteinazlar
(MMP’ler) aktive olur ve kikirdak hiicre dis1 matrisinin bozulmasimna neden olurlar.
Kikirdaktaki stres, kondrosit ¢ogalmasinit ve aktivasyonunu tesvik ederek matriks
pargalayict enzimlerin iiretimine yol agmaktadir. Daha sonra hastalik durumunda,

kondrositler apoptoz gegirmektedir ve hiicre sayisi genel olarak azalmaktadir (58).

Eklem kikirdaginin ana maddesi oncelikle tip II kollajen, proteoglikanlar,
kondrositler ve sudan olusmaktadir. Saglikli eklem kikirdagi, bilesenlerin her biri
arasinda siirekli bir denge saglamaktadir, boylece kikirdaktaki herhangi bir bozulma
sentez siireci ile eslesmektedir. Saglikli eklem kikirdagi boylece korunmus olmaktadir
(60).

OA siirecinde MMP'ler veya indirgeyici enzimler asir1 ifade edilerek dengeyi
bozmaktadir ve kollajen ve proteoglikanlarin genel kaybina neden olmaktadir. OA’nin
erken asamalarinda, kondrositler MMP'lerin (TIMP'ler) doku inhibitdrlerini
salgilamaktadir ve bozunma siirecine uymasi i¢in proteoglikanlarin sentezini
artirmaya ¢alismaktadir. Ancak bu onarim siireci yeterli degildir. Denge kaybi, artan
sentez, su iceriginde artis, dlizensiz kollajen modeli ve nihayetinde eklem kikirdag:
elastikiyetinin kaybina ragmen azalmig miktarda proteoglikan icerigine sahiptir.
Makroskopik olarak bu degisiklikler, kikirdagin ¢atlamasi ve sonugta eklem yiizeyinin
asmmasiyla sonuglanmaktadir (60). Subkondral kemik sklerozu ve kemik Kisti
olusumu hastalikta daha sonra ortaya ¢ikar ve eklem sertligi ve agrisinin artmasina
katkida bulunabilmektedir. Ileri hastalik epizodik sinovit ile sonuglanmaktadir.
Nadiren de olsa eroziv OA'da kemik erozyonlar1 goriilebilmektedir (58). Kikirdak
degradasyonundan sorumlu enzimler diz osteoartritinde daha yliksek miktarlarda ifade

edilirken, normal yaslanan kikirdakta normal seviyelerdedir (54).

2.6.7. Osteoartritin Semptomlari

Dizde gorillen semptomlar, sorunun nedenine bagl olarak degisebilir. Diz
OA'sinin en yaygin semptomu diz eklemi ¢evresindeki agridir. Agr1 donuk, keskin,
stirekli veya aralikli (kesik kesik) olabilir. Agri, hafifila ac1 verici arasinda degisebilir.

Hareket kisitlanabilir. Eklemde krepitasyon duyulabilir. Sislik, kilitlenme goriilebilir.
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Esas olarak agr ile ilgili olan bu engellilikler genellikle yiiriime, merdiven
cikma, ev islerini yapma ve dik oturma gii¢liigii ile kendini gosterir ve olumsuz
psikolojik etkiye sahiptir ve bunlarm tiimii yasam kalitesinin diigmesine neden olabilir.
Diz agris1 yavasga gelisebilir ve zamanla kotiilesebilir (en yaygin) veya agri aniden

baslayabilir.

Sabahlar1, oturduktan veya uzun siire dinlendikten sonra yaygin olarak agri ve
sertlik gorallr. Zamanla, dinlenme sirasinda veya geceleri de dahil olmak tizere agrili
semptomlar daha sik ortaya ¢ikabilir. Agri, siddetli aktiviteyle alevlenir. Oturduktan
veya uzun siure dinlendikten sonra hastalarin eklemlerinde goriilen agr1 ve sertlik

yaklagik 30 dakika gibi kisa bir stire sonra geger (4).

2.6.8. Risk Faktorleri

Yas, OA i¢in en belirgin risk faktorlerinden biridir. Yasla birlikte artan OA
insidansi, ¢esitli risk faktorlerine kiimiilatif maruz kalmanin ve eklem yapilarmdaki
biyolojik yasla iliskili degisikliklerin bir sonucudur. Diz OA’i igin gii¢lii kanit, kadin
cinsiyeti, obezite ve dnceki diz yaralanmasi dahil olmak {izere ¢esitli orta ila gii¢lii risk
faktorlerini gostermektedir. Diz hizalanmasi da orta ila gii¢lii bir risk faktoriidiir ve diz

ekstansor kas zayifligi muhtemelen zayif bir risk faktoriidiir (61).

Agir is aktiviteleri hem kalga hem de diz OA’i i¢in risk faktorleridir; ¢iftcilik
veya insaat endiistrisindeki istihdam 6zellikle kalca OA’i ile iliskilidir ve sik diz
¢okme ve agir kaldirma gerektiren isler diz OA’1 ile iliskilidir. Baz1 yiiksek etkili
sporlarin (6rnegin futbol, hentbol, hokey, giires, agirlik kaldrma ve uzun mesafeli
kosu) kalga OA’i veya diz OA’i riskinin artmasiyla orta ila gii¢lii bir sekilde iligkili
oldugu bildirilmistir (61).

2.6.9.Gunumuzde Farmakolojik Ajanlar ile Osteoartrit Tedavisi

Gunimuizde farmakolojik ajanlar ile OA tedavisi genellikle kronik seyir
stirecindeki semptomlarin dnlenmesine yoneliktir (62). Steroid olmayan yangi giderici
ilaclar (non-steroid anti-inflamatuar ilaglar, NSAII) ve agr1 kesiciler ile semptomlarin
baskilanamadig1 doneme erisildiginde girisimsel ortopedik cerrahi ydntemler ile

eklem icine kortikosteroidlerin enjeksiyonu, eklem i¢i cerrahi temizleme vb. girisimler
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ve son asamaya erisen vakalarda ise total eklem protezleri ile replasman
denenmektedir (63).

Farmakolojik ajanlar ile tedavi uygulamalar: siirekli ve dinamik bir degisim
gostermektedir (48) Bu calismanin da konusu olan diz eklemi OA’sinin cerrahi
olmayan tedavi yaklasimlarina yonelik Oneriler yakin ge¢miste Osteoarthritis

Research Society International (OARSI) tarafindan giincellenmis ve yayinlanmistir
(48).

DiZ OA’NIN CERRAHI-OLMAYAN YONETIMI iCiN OARSI KILAVUZLARI

* Yer-bazh egzersiz . Te!'nel Tet?a.\riler
- Agirlik kontrolii (Ttim bireyler igin uygun) + Su-bazl egzersiz
* Kuvvet antrenmani * Kisisel-mgmt ve egitimi

Tavsiye Edilen Tedaviler*

(OA tipleri igin uygun olan) \
N u

Eslik eden hastalik Eslik eden hastalikla Eslik eden hastahik Eslik eden hastalikla birlikte
olmaksizin diz OA birlikte diz OA olmaksizin ¢oklu eklem OA ¢oklu eklem OA
*  Biyomedikal miidahale *  OralcOX-2
+  intra-artikiiler inhibitorleri{seici olarak
kortikosteroidler NSAIDlar)
*  Giincel NSAID'ler *  intra-artikiiler
+  Baston kortikosteroidler
+  OralcOX-2 *  Oral segici olmayan
inhibitdrleri| segici olarak NSAID'ler
MNSAIDler) *  Duloksetin
*  Kapsaisin *  Biyomedikal miidahale
*  Oral secici olmayan NSAID ler *  Asetaminofen [Parasetamol)
*  Duloksetin
*  Asetaminofen [Parasetamol)

* OARSI koruyucu tedavi yantemlerinin dzha etkisiz bulunmasi durumunda agik ortopedik cerrahinin degerlendirilmesi igin sevk &nerilir.

Sekil 2.9. OARSI tarafindan 6nerilen diz eklemi OA’sinin cerrahi olmayan
tedavi yaklagimlari ve kullanilmasi 6nerilen farmakolojik ajanlar (48).

Goriildiigii gibi egzersiz, kilo kontrolii, eklemi giiclendirme c¢alismalari,
yuriimeye destek cihazlar, yani sira biyomekanik ajanlar, intra-artikiiler uygulanan
kortikosteroidler, topikal NSAII, oral COX-2 inhibitérleri, Capsaicin, oral NSAII,
Duloxetine, Acetaminophen kullanimi gibi uygulamalar halen kabul gérmektedir.
Bunlar disinda kalan daha pek ¢ok uygulama da (glukozamin, hyoluranik asit,
opioidler vb.) bu derleme kapsaminda degerlendirilmis olup ya uygun olmadiklarina

ya da uygulama sonuglarmim basarisinin siipheli olduguna karar verilmistir (48).

OA’nin temel patolojik mekanizmalarma gore hastalik durumunu degistirebilir

nitelikte basarili bir farmakolojik tedavi yaklasimmin bulunmadigi ve mevcut
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farmakolojik uygulamalarin daha ¢ok semptomlarin ortadan kaldirilmasina ve hayat
kalitesinin arttirilmasina yonelik oldugu gergegi giincel derlemelerin temel ¢ikarimi
olmaya devam etmektedir (48-52, 54). Bu alanda gelistirilecek yeni farmakolojik
ajanlarm; profilaktik etkiye ve/veya progresyonu yavaslatici etkiye ve/veya gelisen
kikirdak hasarmi geri dondiiriicti hastalik durumunu degistirebilir, iyilestirebilir

Ozelliklere sahip olmasi beklenmektedir.

2.6.10. OA Patogenezinin Epigenetik Duzenlenmesi

Her hiicrenin epigenomu benzersiz olmasina ragmen, diyet, egzersiz, sigara ve
hastalik durumu gibi cevresel uyaranlara yanit olarak zamansal ve mekansal

degisikliklere ugrayabilir.

Epigenetik faktorler, bir dizi patolojik durumla iliskili olabilir. Bunlar DNA
metilasyonunu, kodlamayan RNA'larin (ncRNA) ifadesini ve transkripsiyonel ve/veya
transkripsiyon sonrasi seviyelerde gen ifadesini diizenleyen histon modifikasyonlarini

icermektedir (Sekil 2.10) (64).

miRNA’lar
IncRNA’lar

OA’nin
epigenetik
diizenlenmesi

* Asetilasyon

* Metilasyon

* Fosforilasyon
* Ubikiitinasyon

Sekil 2.10. Osteoartritin epigenetik diizenlenmesi (64).
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OA'nin  molekiiler patogenezinin ¢ farkli epigenetik regiilasyonu
bulunmaktadir. DNA metilasyonu, kodlayic1 olmayan RNA'larin (ncRNA'lar:
miRNA'lar ve IncRNA'lar) ifadesi ve histon modifikasyonlar1 bu siire¢cte Onem
tagimaktadir (Sekil 2.10)(64). Histon asetilasyonu, histon metilasyonu, fosforilasyon

ve ubikuitinasyon OA'da yer alan baslica histon modifikasyonlaridir (64).

Khan ve Haqqi baz1 kodlayic1 olmayan RNA'larin (ncRNA'lar) OA olusumu
ve gelisiminin molekiiler diizenleyicileri arasinda yer aldigin1 dnermislerdir (64). Ek
olarak, Chen ve arkadaslari, IncRNA'larn, hiicre dis1 matriksin (ECM) bozulmasi ve
inflamatuar yanitlar dahil olmak {izere ¢esitli OA siire¢lerini kontrol ettigini ortaya
koymustur(65). Ornegin, IncRNA MALAT1, miR-150-5p/AKT3 sinyal yolagini
hedefleyerek kikirdak matriksinin bozulmasini ve OA’y1 tetiklemektedir (64).

Chen ve ark. IncRNA maternally expressed gene 3 (MEG3)’iin, OA’da miR-
93 ve TGFBR2 ifadesini dizenleyerek kondrosit proliferasyonu, apoptoz ve ECM
degredasyonu modiile ettikleri ve OA'nin ilerlemesinde IncRNA prostate androgen-
regulated transcript-1 (PART1)’in altinda yatan molekiiler mekanizmasinin miR-373-

3p/sox-4 yolagi ile diizenlemekte oldugunu gostermistir (11).

2.7. Uzun Kodlayic1 Olmayan RNA’lar (LncRNA’lar)

Uzun kodlayici olmayan RNA'lar (IncRNA'lar), 200 niikleotitten daha uzun
yapiya sahip, yeni kesfedilen, kodlayic1 olmayan RNA (ncRNA'lar) sinifinin bir
Uyesidir. Son yillarda hiicresel ve biyolojik fonksiyonlarin diizenlenmesinde 6nemli
roller oynadiklar1 gosterilmistir (Sekil 2.11). LncRNA'lar gen ekspresyonunu mikro-
RNA'lar yoluyla transkripsiyon sonrasi seviyede diizenler ve kromatin regiilasyonu

yoluyla transkripsiyonel gen susturmay1 modiile ederler (66).
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Sekil 2.11. LncRNA'larin biyolojik siire¢lerdeki ¢esitli islevleri (67).

DNA'nin sadece % 2'si insan hiicrelerindeki proteinleri kodlar. Protein
kodlamayan bir¢ok transkript yakin zamanda biiylik Ol¢ekli genomik ¢aligmalarda
tanimlanmistir. Bu RNA’lar ifade edilmemelerine ragmen, transkripsiyonel ve

transkripsiyonel olmayan streclerin diizenlenmesinde kritik roller oynarlar.

Kodlamayan RNA'lar (ncRNA), gen ekspresyonunu duzenleyen ancak
proteinlere ¢evrilmeyen fonksiyonel RNA molekiilleridir. Iki tip ncRNA vardir - kisa
ncRNA'lar <30 nukleotid ve uzun ncRNA'lar (IncRNA'lar) >200 nukleotid
uzunlugundadir (68).

Ayrica, kisa ncRNA'lar temel olarak ii¢ tipte siniflandirilmistir: mikroRNA'lar
(miRNA'lar), piwi ile etkilesen RNA'lar (piRNA'lar) ve kisa miidahaleci RNA'lar
(siRNA'lar). Bu ncRNA'lar, transkripsiyon veya translasyon seviyelerinde gen
ekspresyonunu diizenler. miRNA'lar genel olarak protein ekspresyonunu degistirir ve
bdoylece hedef mRNA'daki spesifik bir tamamlayic1 diziye baglanarak esas olarak

transkripsiyon sonrasi seviyede etki eder ve translasyonu bloke eder (68).
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Bu kodlamayan RNA'lar (ncRNA'lar) genis olarak kiiciik ncRNA’lar
(mikroRNA’lar miRNA’lar, siRNA’lar ve piRNA’lar dahil <200 niikleotit) veya uzun
kodlamayan RNA’lar (> 200 niikleotit) olarak smiflandirilabilir. miRNA'lar, en yaygin
olarak incelenen kiiglik ncRNA alt siifidir ve hedef mRNA transkriptlerine baglanma
yoluyla ¢oklu genlerin ekspresyonunu post-transkripsiyonel olarak diizenleyebilirler
(64).

miRNA'larin tiimér olusumu ile iligkili oldugu bulunmustur ve miRNA
ekspresyonundaki degisikliklerin degerlendirilmesi timdr olusumu ve ilerlemesini

daha iyi anlamak igin yararli bilgiler saglayabilir (68)

IncRNA'lar, kodlama kapasitesi olmayan okaryotik RNA'lardir. LncRNA
ekspresyonundaki degisikligin timor gelisimi ile iliskili oldugu bildirilmistir ve bazi
IncRNA’larin ¢esitli tiimor tiplerinde kanser biyobelirtecleri ve potansiyel hedefler

olarak kullanildig: bildirilmektedir (68)

IncRNA'larin, yarisan endojen RNA'lar (ceRNA'lar) olarak iglev gordiikleri,
burada IncRNA'larmm miRNA'lar1 ayn1 kokenli mRNA hedeflerine bagladiklar1 ve bu
hedeflerden koruduklari gdésterilmistir. Dolayisiyla, mRNA'larn miRNA aracili
baskiya aracilik etmesi dnlenebilir. Onceki bir calisma, miRNA-mRNA veya miRNA-
ceRNA c¢iftlerindeki kiiciik konsantrasyon degisikliklerinin, gen ekspresyon aginin
diizenlenmesini dnemli dlgiide etkileyebilecegini gdstermistir. Ornegin, IncRNA
HULC'nin daha 6nce endojen bir etken gibi davrandigi ve karaciger kanserinde tiimor
olusumunda 6nemli bir rol oynayan miR-372'yi inhibe ettigi gosterilmistir. Kaslara
6zgl INRNA, linc-Mdi, miR-133 ve miR-135'i eksprese ederek ve bdylece MaM1 ve
MeF2cmin ekspresyonunu modiile ederek kas farklilagsmasini diizenlemektedir.
Fizyolojik ve patolojik siireglerde IncRNA’larin islev ve mekanizmalarmin
aragtirilmasindaki son gelismeler, IncRNA'larin miRNA aracili gen regiilasyonunun

zaten karmagik sistemi i¢inde islev gérme olasiliginin artmasina yol agmistir (68).

Ornegin, siRNA'lar kullanilarak, IncRNA AATBC'nin mesane kanseri

hicrelerinde intrinsik apoptozu indiikledigi gosterilmistir (69).
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2.7.1. LncRNA’lerin Biyolojik Islevleri

IncRNA'larin yapisal 6zellikteki cesitliliklerinden ¢ok ¢esitli biyolojik islevler
tanimlanmistir. Bu islevler oncelikle gen transkripsiyonu, epigenomik diizenlenme,
protein kodlayan genlerin translasyonu, RNA turnover, kromatin organizasyonu ve
genom savunmasini icermektedir. Simdiye kadar belirlenen fonksiyonlarin ¢ogunun,
hem protein kodlayan genlerin hem de diger kodlayict olmayan RNA'larin Sekil
2.12'de sunulan ¢ok sayida etki mekanizmasi yoluyla gen ekspresyonunun

diizenlenmesinde rol oynadig1 belirtilmistir (67).

Genel olarak, IncRNA'lar 5 kategoriye ayrilir:

sense IncRNA’lar,

=

2. antisense IncRNA’lar,

3. bidirectional IncRNA’lar,
4. intronic IncRNA’lar,
5

intergenic IncRNA’lar.

Yukarida  belirtilen  IncRNA’larin  fonksiyonlarina  gore  yapilan
smiflandirilmalar1 3 farkli duruma gore diizenlenir. LncRNA’lar diger proteinlere
rakip olarak, DNA baglayic1 proteinlere baglanabilir ve diger proteinlerin hedefe
baglanmasimi engelleyebilir (transkripsiyon faktorleri 6rnek olarak verilebilir).
Ornegin IncRNA, DNMT1 hedef DNA'ya nihai olarak baglanabilir ve hedef genin
transkripsiyonel aktivasyonunu etkileyen baglanmay1r inhibe ederek DNA
metilasyonunu etkileyebilir. Ikinci olarak, IncRNA bir enhancer olarak davranabilir ve
INcRNA’lar epigenetik degistiricileri bazi hedef bolgelere alarak, DNA metilasyonunu
giiclendirebilir. Son olarak, IncRNA’lar, dicer gibi baz1 RNazlarla sindirim yoluyla

miRNA'nin bir 6nciistl olarak hareket edebilir (67).
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Sekil 2.12. LncRNA'larin biyogenezi ve smiflandirilmasi (67).

37



LncRNA’larn ozellikleri:

1.

LncRNA transkripti, protein kodlayan genin downstream promotor bolgesinde
RNA polimeraz II ile direk olarak iliski kurabilir ve boylece protein kodlayan
genin ekspresyonunu inhibe edebilir.

LncRNA’lar hedef genlerin transkripsiyonunu aktive edebilen spesifik gen
bolgelerindeki histon modifikasyonlarini kolaylastiran kromatin yeniden
modellenmeyi bir araya getirir.

LncRNA antisense, splayz bolgelerinin splayzom tarafindan taninmasini
engelleyerek ve boylelikle alternatif olarak eklenmis bir transkripte yol acarak
sense transkript ile overlap yaparak hibridize olabilir.

Alternatif olarak, IncRNA'lar, daha sonra endojen siRNA'lar (endo-siRNA'lar)
uretmek igin Dicer tarafindan ayrilan ¢ift sarmalli RNA'lar1 (dsRNA'lar)
olusturmak icin sense veya antisens transkriptleri ile hibritlenir.

LncRNA'lar spesifik protein partnerleriyle etkilesime girer ve daha sonra
aktivitelerini diizenler.

Bazi IncRNA'lar, protein stabilitesini korumak i¢in RNA-protein
komplekslerini olusturan proteinlere baglanabilir.

Protein aktivitesini modiile etmek ve yapisal bilesenler olarak hizmet etmeye
ek olarak, IncRNA'larin proteinlere baglanmasi hiicre alt1 lokalizasyonlarini
etkileyebilir.

miRNA'lar ve piRNA'lar gibi kiicik ncRNA'lar tretmek icin bir dizi IncRNA
post-transkripsiyonel olarak islenebilir.

LncRNA'lar, rakip endojen RNA'lar (ceRNA'lar) ya da dogal miRNA sponge
olarak islev goriir. ceRNA’lar titre edilen miRNA varligina bagli olarak her
biri yarigsarak paylasilan miRNA’ya baglanarak birbirleri ile iletisim kurabilir

ve birlikte diizenlenebilirler.

Insan gelisimi ve hastaliklarinin 6nemli etkileri ve gen diizenleyici aglarmn

anlagilmasinda IncRNA ve miRNA’larin arasindaki iliski yeni bakis acis1 saglayabilir.

Ayrica, IncRNA'lar transkripsiyonun ¢esitli yonlerinden translasyona kadar hiicre

molekiiler fonksiyonlarinin ¢gogunda anahtar rol oynarlar. Bilinen IncRNA'larin sadece

cok kiiglik bir kismi1 bugiine kadar tamamen karakterize edilmis olsa da, gelecekteki
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caligmalar muhtemelen bu ve diger fonksiyonel paradigmalara uyan daha fazla

transkript belirleyecektir (70, 71).

Son ¢aligmalar, IncRNA’larin hiicre farklilagmasi, hiicre proliferasyonu, hiicre
apoptozu, kromatin reguilasyonu ve hiicre dongisi progresyonu gibi sayisiz molekiiler
sliregte yer alan temel rollerinin yani sira prostat kanseri de dahil olmak iizere bazi
tiimdr baslangic1 ve progresyonunda etkili oldugunu kanitlamistir. Ornegin, farkl
INcRNA, PCA3'in hem mide kanserinden hem de prostat kanserinden sorumlu bir
biyobelirte¢ olarak islev gordiigii, boylece MEG3'in kanser hiicresi ¢ogalmasini
kisitlayabildigi veya prostat kanseri dokularinda ve hiicrelerinde apoptozu indiikledigi

gosterilmistir (71).

Hem miRNA'larin hem de IncRNA'larin oral squamous cell carcinoma
(OSCC)'de yer alan patolojik siireclerde rol oynadigi gosterilmistir. miRNA'lar mRNA
translasyonunu baskilayabilen veya transkripsiyon sonrast RNA degradasyonunu
indikleyebilen 20-25 niikleotid uzunlugunda kiig¢iik kodlayici olmayan RNA'lardir
(72).

2.7.2. LncRNA Uzunlugu

Protein kodlamayan ve uzunlugu 200 niikleotitden fazla olan kodlayici
olmayan transkriptler, IncRNA'lar olarak bilinir. Bir IncRNA'nin uzunlugu 2 kb'den

fazla olabilirken, kodlama potansiyelleri 100 amino asitten azdir (67).

Cao ve arkadaglari, insan genomunda transkripsiyonel ilerlemenin % 20'sinin
protein kodlayan genlerle iliskili olacagini gostermistir. Bu bilgi IncRNA'larin
kodlayict RNA sekansindan dort kat daha uzun oldugunu gostermektedir (67, 74).

2.7.3. Genomdaki Lokalizasyonu

LncRNA'lar genlerin intronik bolgeleri de dahil olmak iizere cogunlukla
genomdaki zayif korunmus bolgelerde bulunmaktadir. Ayrica, bazi IncRNA'larn,
protein kodlama lokusu i¢indeki bir DNA dizisinin ipliklerinden birinden kopyalandig1
bildirilmektedir.
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LncRNA'larin genomik yerleri, evrimsel korunmalari ile dogrudan iligkilidir.
Arastirma bulgulart ve bilimsel tartigmalar, IncRNA'larin ¢oklugunun, protein
kodlayan genlere kiyasla evrimsel olarak daha az korundugunu gostermektedir. Ilging
bir sekilde, IncRNA'larin promotor bolgeleri, IncRNA'larin sekansina kiyasla daha
fazla korunmaktadir. Bazi IncRNA'larda agik okuma c¢ergevelerinin varligi, bu

molekiillerin protein kodlayan RNA'lardan ayirt edilmesini zorlastirir.

X-kromozom inaktivasyonundan sorumlu olan IncRNA geni "X Inaktif

Spesifik Transkript" (veya Xist), genomda daha az korunmus bir bolgede bulunan

IncRNA 6rneklerinden biridir (67).

2.7.4. LncRNA’larin Siniflandirilmasi

LncRNA'lar yapi, fonksiyon, lokalizasyon, metabolizma ve protein kodlayan
genler veya diger DNA elementleri ile etkilesimine gore siniflandirilir. LncRNA'nin
sekonder ve iglinciil yapilari, birincil yapisina kiyasla biiyiik 6l¢tide korunur. Bu
yiiksek molekiiler agirlikli molekiillerin yapi-islev iligskisini ¢aligmasi zordur ¢iinkii
Kristallesmeleri zordur. NcRNA'lar alanindaki son gelismeler, OA dahil birgok

hastaligin patogenezinde bu molekiillerin 6nemini ortaya ¢ikarmistir (72).

Kikirdak yaralanmasi ile iliskili IncRNA, OA'da kondrosit hiicre dis1 matriks
bozulmasmi tesvik eder. Ayrica, IncRNA Plasmacytoma variant translocation 1
(PVT1)’in ekspresyon diizeyi OA kondrositlerinde arttigi ve PVTI1’in asir1
ekspresyonu normal kondrositlerin apoptozunu uyardig1 gosterilmistir. Son yillarda,
Zhao ve arkadaglari, intervertebral disk dejenerasyonu ve omurilik yaralanmasi olan

hastalarda INCRNA'larin genom ¢apinda tanimlanmasini belirttiler (76).

2.7.5. Osteoartritte Uzun Kodlanmayan RNA’lar

LncRNA'lar yaygin biyolojik islevlere sahiptir ve 5'-cap, 3'-polyA kuyruguna
sahip olduklar1 ve transkripsiyonel aktivite sergileyen ¢oklu ekzonlara eklemede rol
oynadiklar1 gosterilmistir. Son calismalarda, IncRNA'larin OA kikirdagimda anormal
sekilde eksprese edildigi ve bu nedenle kondrosit hiicre dis1 matriksin dejenerasyonuna
katkida bulundugunu gostermistir. Ek olarak, Fu ve meslektaslari, kikirdak
orneklerindeki normal ifade diizeylerini IncRNA ifade profiliyle karsilastirildiginda
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OA kikirdaginda 3007 ifadesi artmis IncRNA ve 1707 ifadesi azalmis IncRNA
oldugunu gostermistir. Toplamda, insan OA kikirdaginda bir dizi farkl ifade edilen
IncRNA bulunmaktadir (Tablo 2.5) ve OA patogenezindeki rollerini belirlemek igin
bu IncRNA'nin fonksiyonel olarak arastirilmasi gereklidir (64).

Lu ve ark. (76) LncRNA PART1, OA’da miR - 590-3p etkeni kondrositlerin
hiicre canliligimi ve apoptozunu diizenlemek icin TGFBR2 / Smad3'ii hedefledigini
sOylemiglerdir. PART1’in ifadesi, OA hastalarinin kikirdak dokusunda diistik diizeyde
bulunmustur. PART1’in susturulmasinin hiicre canliliginda diisiise neden oldugu ve
kondrosit apoptozunu uyardigi bulunmustur. PART1’in yiiksek diizeyde ifadesi IL-1p
uyartlmasmin neden oldugu etkileri tersine g¢evirebilir ve bdylece apoptozu
yavaglatabilir. Ayrica miR-590-3, PART1 tarafindan ifadesi azaldigi igin PARTL ile
negatif sekilde iliskilendirilmistir. Aksine TGFBR2’nin, PARTL ile pozitif iliskili
oldugu bulunmustur. PART1’in ifadesindeki azalmanin hiicre canlihiginda diisiise
neden oldugu ve hiicre apoptozunun miR-590-3p etkeni ile susturulmasi ya da
TGFBR2’nin ifadesindeki artig tarafindan kismen tersine cevrilerek indiikledigi
gosterilmistir. PARTL’ in asir1 ifadesi hiicre canliligini arttirir. Caspase 3 aktivitesini
ve apoptotik hiz1 azaltir ve uyarilan kondrositlerdeki miR-590-3p etkeni ifadesindeki

artis ya da TGFBR2’in susturulmasi kismen zayif bir etki olusturmustur (78).

Zhu ve ark (11) IncRNA PART1, OA’da kondrosit proliferasyonu, apoptoz ve
ECM degredasyonunu miR-373-3p/SOX4 etkeni ile diizenlemektedir. OA’daki
kikirdak dokusu ve kondrositlerde PART1 ve SOX4 ifadesinde artma olurken miR-
373-3P etkeni ifadesinde azalma meydana gelmistir, PARTI1’in susturulmasi
hiicrelerin proliferasyonunu ve ECM degredasyonunu engellemistir ve OA
kondrositlerinde hiicre apoptozunu tetiklemistir. PART1 SOX4 ifadesini, miR-373-3p
hedefleyerek modiile etmistir. MiR-373-3p etkeninin inhibisyonu, PART1’e miidahale
ederek induklenen hicre proliferasyonunun, ECM degredasyonunun ve apoptozun
diizenlenmesini saglamistir. SOX4’iin ifadesindeki artis, PART1’in inhibe edilmesiyle

indiiklenen OA gelisimi tizerindeki etkilerini eski haline getirmistir (11)

Lu ve ark. (76) yapmis oldugu calismada smad3 ifade diizeyi kontrol grubuna
oranla OA hasta grubunda diisiikk bulunmustur ve PART1 ifade diizeyi ile pozitif
iligkili bulunmustur. PART1’in islevsiz hale getirilmesi hem smad3’iin ve hem de

miR-590-3p inhibisyonu ve TFGBR?2 ile tersine gevrilen ifadesi artmig p-smad3’iin
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protein seviyelerini diisiiriir. Sonu¢ olarak IncRNA PART1’in, TGFBR2/smad3
sinyallemesini dizenleyen miR-590-3p’nin etkisi ile OA’da kondrositlerin
apoptozunu diizenledigi bulunmustur (76).

Son zamanlarda yapilan bazi ¢aligmalar, IncRNA'larin ECM degradasyonunun
diizenlenmesindeki ve inflamatuar yanittaki roliinii tanimlamustir. Liu ve ark., OA
kikirdak ve OA kondrositlerinde yiiksek oranda eksprese edilen kikirdak hasari ile
iligkili IncRNA (IncRNA-CIR) olarak adlandirilan yeni bir INCRNA tanimlamiglar. OA
kondrositlerinde anabolik genler COL2A1 ve ACAN olarak belirlenmistir. Ek olarak,
Pearson ve ark. OA'da inflamasyonun diizenlenmesinde rol oynayan iki yeni kondrosit
lincRNA'y1 (CILinc01 ve CILinc02) belirlemistir (64).
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Tablo 2. 4. LncRNA’larin OA tizerine etki mekanizmalari.

LncRNA Etkiledigi yolak | Fonksiyonu Referans
IncRNA miR-373- Kondrosit proliferasyonunu, apoptoz ve ECM [11]
PART1 3p/SOX4 axis degredasyonunu modiile eder.
IncRNA- Akt signaling Kondrosit viabilitesini ve proliferasyonunu uyarir. [77]
ATB
IncRNA TGFBR2/Smad | Kondrositlerin hiicre canliligini ve apoptozunu [76]
PART 1 3 miR-590-3p | diizenler.
IncRNA- miR-206/GIT1 | Kondrosit proliferasyonunu uyarir. [78]
KLF3-AS1 .

axis
IncRNA IL-6 ifadesi Kondrositlerde IL-6 ifadesini diizenler. [79]
DILC
IncRNA MIR4435-2HG | Kondrosit hiicre proliferasyonunu ve apoptozu [80]
MR diizenler
2HG '
IncRNA miR-150- MALAT1, hicre proliferasyonu, apoptoz ve ECM [81]
MALATL 5p/AKT3 axis degradasyonunu diizenler.
IncRNA miR-122- OA sinoviyositlerinin proliferasyonunu ve [82]
ANRIL 5p/DUSP4 axis. | apoptozunu diizenleyerek OA’nin ilerlemesini

etkiler.

IncRNA IL-17 ifadesi Kondrosit proliferasyonunun ve apoptozunun [83]
CASC2 diizenlenmesine katilir.
IncRNA HOTAIR Kondrosit apoptozunu ve INcRNA HOTAIR [84]
PACER ifadesini duzenler.
IncRNA miR-130a- Lipopolisakkarit ile indiiklenen OA ilerlemesini [85]
MFI2-AS1 3p/TCF4 inhibe eder.
IncRNA MALAT1/miR- | OA’da ADAMTSS regiilasyonu ile kikirdak [86]
MALAT1/M | 145 axis matriks degredasyonunu indukler.
iR-145
IncRNA CXCR4 ve OA kondrositlerinin proliferasyonunu ve [87]
XIST/miR- MAPK sinyal apoptozunu modiile eder.
211 axis yolagi
IncRNA OTAIR, OA’nin farkli agamalari igin biyobelirte¢ gorevi [88]
PCGEM1 PCGEML1 ve vardir.

GAS5
INcRNA-p21 | miR-451 OA’da kondrosit apoptozunu uyarir. [89]
IncRNA MiR-195/MMP- | OA’nin neden oldugu kondrosit hiicre dis [90]
TUG1 13 axis matrisin bozulmasini tesvik eder.
IncRNA miR-488-3p OA’da kondrosit apoptozunu tesvik eder. [91]
PVT1
IncRNA- Otofaji yolagi Otofajiyi diizenleyerek osteoartritte eklem [92]
CIR kikirdak dejenerasyonunu destekler
IncRNA miR-216a-5p- OA’de kondrositlerin gogalmasini ve apoptozunu [93]
DANCR JAK2-STAT3 dizenler.

axis
IncRNA miR-590-3p OA’da kondrositlerin proliferasyonunu ve [94]
DANCR apoptozunu dizenler.
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2.7.6. LncRNA PART1

Prostate androgen-regulated transcript 1 (PARTL1), insan prostat-spesifik ve
androjen-regiile edici gen olarak bilinen uzun kodlanmayan RNA’dir. Lokalizasyonu
kromozom 5ql12°dir. PART1 ekspresyonu prostat bezinde yuksek dizeyde
bulunmustur ve prostat timdriiniin baglamasi ile iliskilidir. Son yillarda, prostat
kanseri diginda diger kanser tiplerinde de PART1 ekspresyonunda bozukluklar tespit
edilmistir (94).

LncRNA PART1 kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri ve prostat kanserini
iceren bircok kanserde onkogen olarak islev gordiigli rapor edilmistir. Bununla
birlikte, PART1'In timor Onleyici islevini kolorektal kanser iizerinde kullanip

kullanmadig1 bilinmemektedir (95).

Ileri diizeydeki kiiciik-hiicreli olmayan akciger kanserli dokularda PART1
ekspresyonu anlamli bir sekilde arttigi bilinmektedir. Yiksek diizeydeki PART1
diizeyi bu hastalarda daha kisa sagkalim ile iliskilidir. Ozellikle, kolorektal kanserli
doku ve hiicrelerde, PART1 ekspresyonu artmistir. Bununla birlikte PART1 geninin
susturulmas1 kolorektal kanser hiicrelerinin metastazinda ve proliferasyonunda
inhibisyona yol agmistir. Buna ragmen, bu kanserdeki mekanizmasi heniiz tam olarak

aydmlatilamamustir (94).

PART-1 agirlikli olarak tiikiiriik bezinde diisiik bir ifade seviyesine sahiptir ve
prostatta ylksek duzeyde ifade edilir. Bu nedenle insan prostat kanseri hiicrelerinde
androjenler tarafindan diizenlenir. Bu veriler, normal ve neoplastik prostat gelisimi

hakkinda daha fazla bilgi saglayabilecek prostat androjen yanitta Onemli bir

molekildur (96).

LncRNA PARTI, prostat kanser hiicrelerinde olumlu bir sekilde ifade edilen
ve androjenler tarafindan transkripsiyonel olarak modiile edilen yeni bir timor

belirteci olarak tanimlanmistir (27, 96, 97)

Bununla birlikte, insan timorlerinde PARTL1'in karakterizasyonu hala
anlagilmast zordur ve ayrica PARTL'In insanlarda prostat kanserindeki Kklinik

uygulamasi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir (72).
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Idrar kesesi tiimérlerinde PARTL'in ekspresyonu ve fizyolojik fonksiyonu
henliz acikliga kavusturulamamistir. Bir ¢alismada, PART1'in mesane kanserinde
ekspresyonlarinin  yliksek oldugunu gozlemlenmistir. Ayrica, PART1'in asir1
ekspresyonunun hiicre canliligini artirdigini ve hiicre apoptoz oranmi azalttigmni,
bununla birlikte, PART1'in ekspresyonun susurulmasi hiicre biiylimesini inhibe
etmistir ve ayrica hiicre apoptozunu desteklemistir. Birlikte ele alindiginda, bulgular
PART1'in proliferasyon, invazyon ve apoptozun diizenlenmesi yoluyla uriner mesane
kanserinin  timor olusumunu ve ilerlemesini saglamada Onemli bir rol

oynayabilecegini géstermistir (69).

2.8. Hipotez ve Calismanin Amaci

Literatiirdeki iki calismada PART1’e ait olan SNP (rs8176060) hatali olarak
MATN3’e ait olan SNP6 olarak tanimlanmstir (2, 5). Yapilan DNA sekans analizi ve
NCBI-BLAST karsilastirmasina gore tanimlanan DNA dizisi MATN3 ile degil PART1
sekans1 ile eslesmistir. Ayrica, MATN3 sekansi BseYI enzim kesim bolgesi
icermemektedir. PART1 sckansi ise bahsi ge¢en yayimlarda yer aldigi gibi tek bir
BseY1 enzim kesim bdlgesi icermektedir. Bu amagla, Tiirk diz OA hasta ve saglikli
birey popiilasyonunu yansitan bir Orneklem secilerek IncRNA PART1 SNP
(rs8176070) polimorfizm profilinin belirlenmesi ve allel frekanslarinin
tanimlanmasina yonelik bir ¢calisma planlanmistir. Calismamiz IncRNA PART 1'e ait
olan SNP (rs8176070) polimorfizminin diz OA riskini yansitabilecegi hipotezini test

etmeyi amaglamaktadir.

Calisma hedefleri:

1. Uygun dlgiitlere gére OA ve kontrol olgularinin secilmesi, goniillii onamlarmin
alinmas1 ve ¢alismaya dahil edilmesi,

2. Diz OA hasta ve saglikli bireylere ait periferik kan alimmasi ve kan
orneklerinden genomik DNA izolasyonu,

3. LncRNA PARTI’e ait secilen SNP (rs8176070) bdlgesinin PCR ile
cogaltilmasi,

4. Elde edilen amplifikasyon Urinlerinin DNA sekans analizi ile genotip

profillerinin belirlenmesi,
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5. Secilen amplifikasyon {riinlerinin RFLP ydntemi kullanilarak BseYI
restriksiyon enzimi ile spesifik bolgeden kesilerek, olusan fragmentlere gore
genotip profillerinin 6rneklenerek gosterilmesi,

6. Elde edilen sonuglarin istatistiksel acgidan degerlendirilmesi ve Tiirk
popiilasyonuna gore ortaya c¢ikan allel frekanslarinin literatiirdeki diger

populasyonlara ait caligmalarla karsilastiriimasi islemleri gergeklestirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Etik Kurul Onay1

Calismamiz icin Ankara Yildirim Beyazit Universitesi T1p Fakiiltesi Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu’nun onayr alinmistir (Toplant1 Tarihi: 13.11.2019, Karar

Numarasi:110).

3.2. Katimcilarin Belirlenmesi ve Kan Orneklerinin Elde Edilmesi

Arastirmamiz diz osteoartrit hastalar1 ile sistemik agidan saglikli bireyler
iizerinden yiiriitiilmiistiir. T.C. Saghk Bakanligi Ankara Atatiirk Egitim ve Arastirma
Hastanesi ve T.C.Saglik Bakanligi Ankara Sehir Hastanesi Ortopedi ve Travmatoloji
Kliniginde muayene olan goniillii 102 diz OA hastas1 (Tablo 3.2) ve 81 saglikli
bireyden (kontrol grubu) (Tablo 3.3) goniilli onamlar1 alinarak EDTA’l1 vakumlu
tipler igerisine yaklasik 5 ml periferik kan Ornekleri alinmistr ve +4°C’de

buzdolabinda saklanmuistir.

Calismamizin  molekiiler biyolojik analizleri Ankara Yildirinm Beyazit
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Arastirma
Laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Calismaya katilan bireylerde sistemik hastalik
olmamasina dikkat edilmistir ve katilimcilar caligma hakkinda bilgilendirilip, yazili ve
sozlii onaylar1 almmustir. Ekte ¢alismamiza ait etik kurul izinleri, génilli onam

formlar1 ve WOMAC anketi yer almaktadir (EK-1, 2, 3).

3.3.0lgularin Cahsmaya Dahil Edilmesi

3.3.1. Diz OA Tani Kriterleri

ACR (American College of Rheumatology) tarafindan gelistirilen tan
kriterleri kabul gérmektedir (98, 99)
A-Klinik Tani Kriterleri
1. Onceki aym ¢ogu giiniinde diz agrist

2. Aktif eklem hareketinde krepitasyon
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3.
4.
5.

Sabah tutuklugunun 30 dakika ve altinda olmasi
38 yas ve iizerinde olmak

Muayenede dizde kemiksel genisleme saptanmasi

Diz OA’i tanis1 igin; 1,2,3,4 veya 1,2,5 veya 1,4,5 numarali kriterlerin saglanmasi

gerekmektedir.

B-Klinik, Laboratuvar ve Radyolojik Tani Kriterleri

1.
2.
3.

Onceki aymn ¢ogu giiniinde diz agris1 olmasi

Radyolojik olarak eklem kenar1 osteofitleri

OA’nm tipik sinoviyal sivi bulgular1 (berrak, viskéz veya beyaz kiire
<2000/mm3’den en az ikist)

40 yas ve tistli olmak

Sabah tutuklugunun 30 dakika ve altinda olmasi

Aktif eklem hareketi ile krepitasyon alinmasi

Diz OA tanist igin: 1,2 veya 1,3,5,6 veya 1,4,5,6 numarali Kriterlerin

saglanmas1 gerekmektedir.

Caliymaya Alinma Kriterleri:

1.

2.

ACR kriterlerine gére primer gonartroz (diz ckleminde olusan kikirdak
kaybina verilen addir) tanis1 almis olmak

40 yas lizerinde olmak

Calismaya Alinmama Kriterleri:

1.
2
3.
4

. Son 3 ay icinde ciddi fiziksel travma gecirilmesi gerekmektedir.

Sekonder OA tanis1 konmasi
Diz ve kalcaya yonelik operasyon gecirilmesi

Son 3 ay i¢inde fizik tedavi uygulanmis olmasi

3.3.2. WOMAC OA indeksinin Hesaplanmasi

WOMAC OA indeksi hastalara anket formatinda uygulanmistir. Forma

http://www.ftronline.com/womac/ (100) internet adresinden erisilebilir. Bu indeks

OA’nin prognostik takibinde siklikla kullanilmaktadir (101, 102) (WOMAC anketi
EK-3’te yer almaktadir).
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3.3.3. OA Duzeyinin Radyolojik Olarak Belirlenmesi

Calismaya dahil edilen olgularin OA diizeyleri, diz eklemi radyolojik
incelemesi sonras1 Ahlbédck ve Kellgren-Lawrence siiflamalar1 (103) temel almarak

skorlanmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Ahlback ve Kellgren-Lawrence evrelemelerinin karsilastirmali
tablosu (103).

Siniflama Evre ve karakteristik ozelligi
Kellgren- 0: Normal 1: Siipheli 2: Belirgin 3: Orta 4: Blyik
Lawrence osteofitler, osteofit, derecede osteofitler,
eklem araligi | eklem osteofitler, eklem
normal araliginda eklem araliginda ileri
stipheli araliginda orta | derecede
daralma derecede daralma,
daralma, hafif | belirgin
skleroz subkondral
kemik
sklerozu,
kistler
Ahlback 0: Normal 1: Eklem 2: Eklem 3: Kemik 4: Kemik
araliginda araligmin defekti/kaybi )
daralma (< tamamen (<5 mm) defekti/kaybi
3mm) ortadan (5-10mm)
kalkmasi

Sekil 3.1. Osteoartrit hasta olgularinda Kellgren-Lawrence siniflamasi

Grade 1:Normal; Grade 2:Hafif, Grade 3:Orta, Grade 4:ileri (104).
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Tablo 3.2. Osteoartrit grubuna ait veriler.

Kelgren Lawrence

No Yagi BMi Skor WOMAC | Cinsiyet | Genotip
1 68 36.41 GRADE 4 69,79 1 bb
2 44 23.87 GRADE 1 30,2 2 bb
3 64 35.15 GRADE 3 83,3 2 bb
4 74 32.04 GRADE 4 64,6 2 Bb
5 67 38.66 GRADE 4 22,9 1 bb
6 75 31.55 GRADE 4 41,6 2 bb
7 73 32.03 GRADE 3 45,8 2 bb
8 60 43.33 GRADE 4 48,9 2 BB
9 71 28 GRADE 4 30,2 2 Bb
10 79 27.73 GRADE 4 67,7 2 Bb
11 54 22.71 GRADE 4 11,45 2 bb
12 74 33.87 GRADE 4 60,4 2 Bb
13 66 27.68 GRADE 4 87,5 2 bb
14 74 32.14 GRADE 4 57,2 1 Bb
15 67 25.24 GRADE 4 29,1 2 bb
16 63 39.84 GRADE 3 41,6 2 BB
17 54 34.06 GRADE 3 60,4 2 Bb
18 55 27.18 GRADE 3 60,4 2 Bb
19 45 27,06 GRADE 2 4,16 1 Bb
20 50 31.19 GRADE 2 45,8 1 Bb
21 53 31.74 GRADE 1 20,8 1 Bb
22 53 30.48 GRADE 1 33,3 2 Bb
23 59 34.19 GRADE 2 39,5 2 Bb
24 67 37.94 GRADE 2 8,33 2 BB
25 56 32.03 GRADE 1 13,5 2 bb
26 69 35.15 GRADE 1 22,9 2 Bb
27 64 26.70 GRADE 3 50 2 bb
28 77 26.83 GRADE 3 48,95 2 bb
29 57 28.28 GRADE 2 39,58 2 bb
30 65 33.35 GRADE 2 13,54 1 bb
31 44 24.48 GRADE 1 2,08 1 bb
32 74 26.81 GRADE 4 67,7 2 Bb
33 54 29.30 GRADE 2 31,25 2 BB
34 64 38.28 GRADE 4 39,58 2 bb
35 75 31.25 GRADE 4 71,87 2 bb
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Tablo 3.2. (Devami)

36 64 19.48 GRADE 3 0 2 BB
37 53 34.89 GRADE 2 77,08 2 bb
38 64 36.20 GRADE 3 66,66 2 Bb
39 59 25.60 GRADE 1 18,75 1 Bb
40 54 30.75 GRADE 4 42,7 2 Bb
41 65 33.20 GRADE 3 44,79 2 Bb
42 65 31.21 GRADE 4 45,83 2 BB
43 55 33.29 GRADE 2 54,16 2 bb
44 41 24.15 GRADE 3 40,62 2 Bb
45 45 51.55 GRADE 3 45,83 2 Bb
46 67 27.54 GRADE 3 53,12 2 Bb
47 50 25.46 GRADE 3 42,7 1 BB
48 54 31.21 GRADE 4 80,2 2 Bb
49 41 40.44 GRADE 2 30,2 2 bb
50 64 28.40 GRADE 2 16,66 1 bb
51 49 37.46 GRADE 3 37,5 2 bb
52 51 30,11 GRADE 3 17,7 2 Bb
53 60 37.10 GRADE 2 2,08 2 Bb
54 53 29.41 GRADE 2 39,58 1 bb
55 62 25.15 GRADE 2 28,12 1 bb
56 67 26.39 GRADE 1 2,08 1 Bb
57 71 27.75 GRADE 4 57,29 1 Bb
58 69 38.21 GRADE 4 80,2 2 BB
59 44 31.16 GRADE 1 14,58 2 bb
60 67 30.48 GRADE 1 15,62 1 Bb
61 76 25.78 GRADE 3 42,7 2 Bb
62 67 271.77 GRADE 4 51,04 1 Bb
63 57 29.13 GRADE 3 33,33 2 Bb
64 59 35.99 GRADE 3 31,25 2 BB
65 67 34.89 GRADE 4 54,16 2 bb
66 64 23.87 GRADE 3 14,58 1 bb
67 53 31.23 GRADE 3 38,54 2 bb
68 66 29.75 GRADE 1 14,58 2 Bb
69 57 36.62 GRADE 3 43,57 2 bb
70 65 45.43 GRADE 4 85,41 2 Bb
71 64 32.71 GRADE 3 75 2 Bb
72 49 51.36 GRADE 4 86,45 2 bb
73 50 26,35 GRADE 2 35 1 BB
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Tablo 3.2. (Devami)

74 55 37.97 GRADE 3 62.5 2 BB
75 67 21.75 GRADE 2 19.79 2 Bb
76 73 22,03 GRADE 4 70.83 2 Bb
77 53 36.85 GRADE 2 70.83 2 bb
78 47 42.87 GRADE 3 77.08 2 bb
79 55 36.73 GRADE 4 69.79 2 bb
80 65 32.44 GRADE 4 63.54 2 bb
81 60 33.59 GRADE 3 65.62 2 Bb
82 58 26.17 GRADE 2 55.02 2 bb
83 65 30,11 GRADE 3 52.08 2 BB
84 61 30.4 GRADE 4 66.6 1 bb
85 62 221 GRADE 1 14.58 2 Bb
86 60 341 GRADE 4 92.7 2 bb
87 68 39.1 GRADE 4 77.08 2 bb
88 63 2715 GRADE 4 85.41 2 bb
89 55 31.6 GRADE 2 60.41 2 bb
90 72 35.2 GRADE 3 52.08 2 BB
91 65 27.8 GRADE 4 75 1 BB
92 55 49.2 GRADE 3 80.2 2 Bb
93 54 31.8 GRADE 2 56.25 1 Bb
94 63 38.3 GRADE 2 58.3 2 Bb
95 64 30.1 GRADE 1 57.29 1 bb
96 55 50.8 GRADE 4 96.87 2 bb
97 34 28.9 GRADE 1 62.5 2 Bb
98 48 36.3 GRADE 1 62.5 2 Bb
99 42 36.2 GRADE 3 48.95 2 bb
100 52 22.8 GRADE 2 20.83 1 Bb
101 53 28.4 GRADE 1 17,7 2 Bb
102 58 30.4 GRADE 3 40.62 1 bb

Aciklama: OA diizeyleri, diz eklemi radyolojik inceleme sonrasi Kellgren Lawrence
siiflamalar1 Grade 1-2-3-4 olarak verilmistir.

Kisatmalar:1: Erkek 2: Kadin; BMI: Viicut kitle indeksi; WOMAC: OA indeksi.
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Tablo 3.3. Kontrol grubuna ait veriler.

Kelgren-Lawrence

No Yagi BMi Skor WOMAC | Cinsiyet | Genotip
1 37 28,60 GRADE 0 0 2 BB
2 43 21,23 GRADE 0 0 2 bb
3 38 24,77 GRADE 0 4,17 2 bb
4 40 20,20 GRADE 0 0 2 bb
5 38 25,06 GRADE 0 0 1 bb
6 40 22,88 GRADE 0 0 1 Bb
7 48 30,93 GRADE 0 2,08 2 bb
8 38 26,30 GRADE 0 12,5 2 bb
9 52 20,24 GRADE 0 6,25 2 Bb
10 39 25,47 GRADE 0 8,33 1 Bb
11 51 29,36 GRADE 0 0 1 bb
12 57 23,37 GRADE 0 3,125 1 bb
13 36 22,15 GRADE 0 0 2 bb
14 64 34,53 GRADE 0 1,042 2 bb
15 54 24,24 GRADE 0 11,46 2 bb
16 44 28,04 GRADE 0 1,042 2 Bb
17 46 25,81 GRADE 0 4,17 2 Bb
18 40 24,98 GRADE 0 4,17 2 bb
19 44 30,47 GRADE 0 1,042 2 Bb
20 37 24,16 GRADE 0 10,42 1 bb
21 49 23,03 GRADE 0 5,21 2 bb
22 38 30,31 GRADE 0 3,125 1 Bb
23 40 26,73 GRADE 0 0 1 bb
24 46 25,88 GRADE 0 0 1 bb
25 40 33,39 GRADE 0 1,042 1 BB
26 49 21,71 GRADE 0 1,042 1 Bb
27 51 32,60 GRADE 0 0 1 bb
28 40 29,00 GRADE 0 0 2 Bb
29 40 31,44 GRADE 0 0 1 BB
30 49 22,10 GRADE 0 0 2 bb
31 49 23,62 GRADE 0 0 2 bb
32 41 27,18 GRADE 0 10,42 2 Bb
33 52 31,04 GRADE 0 7,29 2 bb
34 46 30,30 GRADE 0 4,17 2 Bb
35 45 28,72 GRADE 0 521 2 bb
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Tablo 3.3. (Devami)

36 49 26,12 GRADE 0 11,46 2 BB
37 50 23,44 GRADE 0 0 2 bb
38 47 36,26 GRADE 0 521 2 Bb
39 55 31,08 GRADE 0 0 2 BB
40 49 33,33 GRADE 0 1,042 2 Bb
41 46 27,40 GRADE 0 0 2 Bb
42 56 29,00 GRADE 0 0 2 bb
43 62 37,89 GRADE 0 7,29 2 bb
44 36 22,99 GRADE 0 0 1 Bb
45 51 33,17 GRADE 0 521 1 Bb
46 38 32,66 GRADE 0 0 2 bb
47 50 26,22 GRADE 0 3,125 2 Bb
48 53 26,99 GRADE 0 1,042 1 Bb
49 67 32,60 GRADE 0 0 1 Bb
50 58 43,00 GRADE 0 10,42 2 BB
51 44 30,10 GRADE 0 4,17 2 Bb
52 36 33,69 GRADE 0 0 2 bb
53 48 30,33 GRADE 0 2,08 2 bb
54 70 44,63 GRADE 0 11,46 2 Bb
55 45 20,81 GRADE 0 0 2 Bb
56 69 39,54 GRADE 0 0 2 bb
57 46 34,58 GRADE 0 1,042 2 bb
58 52 28,69 GRADE 0 4,17 1 Bb
59 44 27,47 GRADE 0 0 1 bb
60 42 30,61 GRADE 0 0 1 Bb
61 44 29,05 GRADE 0 0 1 bb
62 48 32,49 GRADE 0 0 1 Bb
63 51 29,38 GRADE 0 1,042 1 Bb
64 41 28,73 GRADE 0 0 1 BB
65 48 29,37 GRADE 0 1,042 1 Bb
66 50 30,48 GRADE 0 7,29 1 Bb
67 42 26,37 GRADE 0 1,042 1 Bb
68 42 26,89 GRADE 0 0 1 bb
69 44 30,13 GRADE 0 0 1 Bb
70 43 31,92 GRADE 0 0 1 Bb
71 47 27,43 GRADE 0 521 1 Bb
72 46 33,79 GRADE 0 0 1 Bb
73 52 26,93 GRADE 0 1,042 1 BB
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Tablo 3.3. (Devanu)

74 45 33,90 GRADE 0 7,29 1 Bb
75 45 32,83 GRADE 0 10,42 1 Bb
76 50 31,57 GRADE 0 6,25 1 Bb
77 40 30.80 GRADE 0 17,7 2 BB
78 67 25 GRADE 0 23,9 2 BB
79 54 32.46 GRADE 0 12,5 2 Bb
80 43 40.48 GRADE 0 6,25 2 BB
81 39 21.2 GRADE 0 0 2 bb

Aciklama: Kelgren-Lawrence skoru kontrol grubu i¢in Grade 0 olarak verilmistir.

OA diizeyleri, diz eklemi radyolojik inceleme sonras1 Kellgren Lawrence

smiflamalar1 Grade 1-2-3-4 olarak verilmistir. Kisatmalar:1: Erkek 2: Kadin; BMI:

Vicut kitle indeksi; WOMAC: OA indeksi.

3.4. Deneysel Yaklasim

Calismamizda primer diz osteoartrit tanis1 alan hastalarda ve saglikli bireylerde

INCRNA PART1 SNP (rs8176070) polimorfizminin goriilme sikligmin DNA dizi

analizi ile belirlenmesi amaglanmistir.

Calismamizda katilimcilarin swrast ile:

WOMAC Index (The Western Ontario and McMaster Universities
Osteoarthritis Index) skorlar1 belirlenmistir (100).

Hastalarin OA diizeyleri, diz eklemi radyolojik incelemesi sonras1 Ahlbéack ve
Kellgren Lawrence siniflamalar1 (103) temel alinarak skorlanmustir.

Toplanan periferik kanlardan genomik DNA izolasyonu yapilmistir.

Genomik DNA’lardan IncRNA PART1 dizisinin PCR ile amplifikasyonu
yapilmistir.

PCR iiriinleri agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiis ve goriintiilenmistir.
Agaroz jelde goruntulenen PCR drdnlerinin DNA sekans analizi
gerceklestirilmistir.

PCR ile ¢ogaltilan IncRNA PART1’in SNP mutasyon bolgesinden restriksiyon
endoniikleaz enzimi (RE) ile kesimi RFLP yontemi kullanilarak

gerceklestirilmistir.
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e RFLP yontemi ile kesilen DNA drlnleri agaroz jel elektroforezinde
yiriitiilmiis ve goriintiilenmistir.

e Elde edilen verilerin istatistiksel olarak analizi yapilmistir.

3.5. Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

Ankara Yildirim Beyazit Universitesi T1p Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarinda kullanilan kimyasallar, sarflar, kitler, enzim

ve cihazlarin listesi Tablo 3.4 ve Tablo 3.5’te verilmistir.

Tablo 3.4. Tez calismamizda kullanilan kimyasal malzemeler, sarflar ve
cihazlar.

Kimyasal-Sarf-Cihazlar
Blue-Ray Biotech Turbo Cycler Lite (Model: Tclt9620 Taiwan)

Prona Agarose biomax(The European Economic Community)

Ethidium Bromide Biomatik

Vwr Power Source 250v

Radwag Hassas Terazi (Model:As220.R2 Poland)

LG IWAVE Mikrodalga Firm (Model:MS2042D)

VWR Ministar Silverline Santriflij (Korea)

Thermo Scientific (Model:LP Vortex Mixer Korea)

Ssibio 3225-00 Optically Clear Flat Cap PCR Tubes Natural(USA)
Ssibio 1210-00 1,5ml Graduated Microtubes,Natural (USA)
Ssibio 1310-000 2ml Graduated Microtubes,Natural (USA)
NEST 313012 1000 pl Filter Universal Pipette Tips

NEST 313012 100 ul Filter Universal Pipette Tips

NEST 313012 10ul Filter Universal Pipette Tips

Biohit proline Isolab pipette 0,5-10ul

Biohit Proline Isolab Pipette 2-20ul

Biohit Proline Isolab Pipette 10-100ul

Biohit Proline Isolab Pipette 100-1000ul

MERCK Tris (Hydroxymethyl)Amino Methane (Germany)(5009)
Bioshop EDTA (Disodium Salt,Dihydrate)(1kg)(Canada)(1 Kg)
Benchmark (Digital Heat Block)(Model:Bsh1002-E)
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Tablo 3.4. (Devami)
Nucleic Acid Analyzer (Model:Nano-200)
UVP Chemidoc-It2 Imager Bioimaging Systems Laboratory Products

Benchtop Uv Transilluminator

Agaroz jel goriintiilleme Uvp Software Yazilimi

Purelab Option-Q Distile Su Cihazi (Model:DV25 ELGA)

Tablo 3.5. Tez calismamizda kullanilan molekdler Kitler.

Kitler
Macherey-Nagel Genomic DNA from blood (NucleoSpin®Blood) kit

Axygen Biosciences AxyPrep Multisource Genomic DNA MiniPrep Kit

Thermoscientific PCR Master Mix (2x) 200 reactions (Molecular
Biology)(Lithuania)

New England BioLabs BseY1 500 units (5000 units/ml)

EurX Molecular Biology Products GeneMATRIX Quick Blood DNA Purification
kit (Cat No:E3565)(Poland)

Solis BioDyne 5x FIREPol Master Mix(12.5Mm MgCI2)(Estonia)

3.6. Periferik Kandan Genomik DNA izolasyonu

Macherey-Nagel Genomic DNA from blood (NucleoSpin®Blood) Kiti,
Axygen Biosciences AxyPrep Multisource Genomic DNA MiniPrep Kiti ve EurX
Molecular Biology Products GeneMATRIX Quick Blood DNA Purification

Kitlerinden birisi ile periferik kandan genomik DNA izolasyonu yapilmistir.

Genomik DNA’lar, Axy Prep Multisource Genomic DNA Miniprep (USA) marka
kandan DNA izolasyon Kkiti ile izole edilmistir. DNA izolasyonu asamalar1 asagida
sirasiyla verilmistir:

e 4500 rpm’de EDTA’ll tiipler 10 dk santrifiij edilmistir. Siipernatantin

mononiikleer hiicrelerin bulundugu fazindan alinip 15 ml’lik ependorfta 250

ul’lik PBS icerisinde lokositler siispanse edilmistir.
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e (.8 ulRNaz A ve 8 pul Proteinaz K eklenmistir. 15 sn vorteks yapilmistir ve 56
OC’de inkiibe edilmistir. Kapaktaki damlalarm diismesi i¢in kisa bir santrifiij
yapilmustir.

e 350 pl Buffer P-D 6rnege eklenmistir ve en yiiksek hizda vorteks yapilarak
karigtirilmagtir.

e (Oda sicakliginda hiicresel debrizleri uzaklastirmak i¢in 12,000x g’de 10 dk
santrifiij edilmistir.

e 2 ml’lik mikrofiij tiipiine MiniPrep kolondan konulmustur. Santrifiij sonras1
olusan silipernatant hazirlanan kolona pipetlenmistir. 12,000x g’de 1 dk
santrifiij edilmistir.

e Olusan filtrat uzaklastirilmistir. Miniprep kolon yeni bir 2 m1’lik mikrofiij tiipe
alimmustir. Miniprep kolon tizerine 500 pl Buffer W1 pipetlenmistir ve 12,000x
g’de 1 dk santrifiij edilmistir.

e Olusan filtrat uzaklastirilip ve yeni bir 2 ml’lik mikrofiij tiipline MiniPrep
kolon konulmustur. 700 ul Buffer W2 eklenip 12,000x g’de 1 dk santrifiij
edilmistir. 2 ml’lik mikrosantrifiij tiipiinden filtrat uzaklastirilmistir ve bu
yikama adimi 700 pl Buffer W2 ile tekrarlanmistir ve tekrar 12,000x g’de 1 dk
santrifiij edilmistir.

e 2 ml’lik mikrosantrifiij tiipten filtrat uzaklastirilmistir. MiniPrep kolon yeni bir
2 ml’lik mikrofiij tiipe almip 12,000x g’de 1 dk santrifiij edilmistir.

e 1.5 ml’lik yeni bir ependorf tiipe MiniPrep kolon transfer edilmistir. Genomik
DNA’y1 eliie etmek i¢in 100-200 pl Eluent kolonun tam ortasindaki membrana
eklenmistir. 1 dk oda sicakliginda bekletilmistir ve 12,000x g’de 1 dk santrifiij
edilmistir.

Not: 65 °C’deki eliient soliisyonu, eliisyon verimliligini arttrmak amaciyla

kullanilmustir.

3.6.1. Genomik DNA’min Agaroz Jel Elektroforezi ile Kontrol Edilmesi

Periferik kandan izole edilen genomik DNA’nin varlig1 agaroz jel elektroforezi
kullanilarak kontrol edilmistir. Kontrol i¢in %1°lik agaroz jel hazirlanip ve yiiriitme

islemi elektroforez cihazinda gergeklestirilmistir.
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%1 ’lik Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Hassas terazide 1 mg agaroz tartilmistir ve 200 ml’lik erlenmayer icerisine
aktarilmistir. Uzerine 100 ml %1°lik TBE tamponu (Tris-Borat EDTA tamponu) ya da
%1’lik TAE (Tris-Asetik asit-EDTA) eklenmistir ve i¢erisindeki agaroz ¢oziiliinceye
kadar mikrodalga firmda kaynatilmustir.

50x TAE Tamponu (0.04M; pH:8.5)
Tris baz1 (Ma=121.14g/mol) 2429
Disodyum EDTA (Ma=336.21g/mol) 18.61g
Asetik asit (Ma=60,05g/mol) 57.1g

Belirtilen miktarlar tartilir ve 1 litre distile su igerisinde ¢Oziindiirtliir.

10x TBE Tamponu (pH 8.0) Hazirlanmasi
31 g Borik asit
3.725 g EDTA
60.55 g Tris

Yukarida verilen kimyasallar tartildiktan sonra bir beher icerisine alinmustir.
Once 300 ml distile su icerisinde karistiricida ¢dzdiiriilmiistiir. Son hacim 500 ml’ye
distile su ile tamamlanmistir. Elektroforez i¢in %]1°lik olarak seyreltmemiz
gerekmektedir. Bu islem i¢in 10 ml 10x TBE tamponu iizerine 90 ml distile su ilave

edilerek 100 ml %1°lik TBE tamponu hazirlanmistir.

Elle tutulabilecek sicakliga (50-55 °C) diistiigiinde 2 ul etidyum bromiir ilave
edilmistir. Etidyum bromiir kuvvetli bir mutajendir ve DNA’nin major oluklar1 ile
interkalasyon yaparak DNA’nmn UV 15181 altinda goriilebilmesini saglamaktadir.
Agaroz jel kenar kisimlar1 kapatilmis olan 6zel elektroforez kalibina tek bir koseden
hava kabarcig1 kalmayacak ve sizint1 olmayacak sekilde dokiilmiistiir. Kuyucuklar1
olusturacak taraklar yerlestirilerek jelin polimerlesmesi saglanmistir. Tarak dikkatlice
uzaklastirilip jel elektroforez tankina almmustir. Elektroforez tanki igerisine %1°lik
TBE tamponu eklenmistir. Periferik kandan izole edilen genomik DNA’dan 10 pl;
yikleme tamponundan (bromophenol blue) 2 pl karistirilarak kuyucuklara
yiklenmistir. Yiikleme tamponu DNA’nin kuyucuklara c¢okmesini saglamistir.

Elektroforez cihazi Sv/cm’lik elektroforetik alanda 90V 45 dakika (VWR Power
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Source cihazi) yiiriitiilmiistiir ve olusan bantlar jel UVP marka jel goriintiileme cihaz1

ile goriintiilenmistir.

3.7. Nanodrop ile DNA Miktar Olgiilmesi

1-2 ul distile su ya da tampon 6l¢iimii yapilmistir. Periferik kandan izole edilen
genomik DNA’lardan 1 pl 6rnek Nucleic Acid Analyzer (Model: Nano-200) cihazina
yiklenmistir ve absorbans degerleri PCR reaksiyonunda kullanmak ic¢in elde

edilmistir.

3.8. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

1980’1li yillardan itibaren DNA amplifikasyonunun in vitro kosullar altinda
uygulanmasmin nedenleri arasinda istenilen gen bdlgesine 6zgiin olan dizinin
cogaltilmasi, bu 6zgiin dizilerin molekiiler analizlerinin gerceklestirilmesi ve gen
miihendisligi uygulamalarinda kullanilmasi, vb. uygulamalarda PCR kullanilmaktadir
(105).

PCR yontemi {li¢ temel asamadan olugmaktadir:

1. Denatiirasyon: Cogaltilacak DNA tek zincirli hale getirilene kadar 95 °C’de
isitilmaktadir.

2. Baglanma (Annealing): Primerlere 6zgiil olmak kosuluyla sicaklik 55°-65
°C’lere disiiriilir ve primerlerin DNA tek =zincirine baglanmasi
saglanmaktadir.

3. Uzama (Extension): Uzamanin gerceklestirildigi bu basamakta, 1s1ya dayanikl
Taqg polimeraz enzimi ile yaklasik 72 °C sicaklik altinda ANTP lerin DNA’ya
5> — 3’ yOniinde baglanmasi ve cift zincirli DNA {iriiniin sentezlenmesi

saglanmaktadir.

3.8.1. LncRNA PART1’e ait PCR Reaksiyon Kosullar:

Genomik DNA kalip olarak kullanilarak, IncRNA PART1 geni polimorfik
bolgelerinin gogaltilmasi i¢in iki set oligoniikleotit primeri kullanilmistir. Bu primerler
IncRNA PART]1 geninin SNP (rs8176070) bdlge sekansina gore BseYT restriksiyon

enzimi kesim bdlgelerine gore dizayn edilmistir. Thermoscientific PCR Master Mix
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(2x) 200 reactions (Molecular Biology) (Lithuania) ve Solis BioDyne 5x FIREPol
Master Mix (12.5Mm MgCI2) (Estonia) ile standart PCR uygulanmigtir. LncCRNA
PART1 e ait PCR reaksiyonu i¢in gerekenlerin listeleri Tablo 3.6 ve Tablo 3.7’de ve
PCR kosullar1 tablo 3.8’de verilmistir. Primerler kullanilmadan 6nce konsantrasyonu
hesaplanarak ultra saf distile su ile sulandirilip -20 °C’de saklanmistir ve ardindan taze

kullanilmak tizere 1:1 oraninda karistirilarak primer karigimi halinde kullanilmagtir.

Tablo 3.6. IncRNA PART1 gen bolgesine ait PCR reaksiyonu icin gerekenler
listesi (Thermoscientific 2x PCR master karigimina gore).

Icindekiler 1 x50 pL
PCR Master Mix (2X) 25 pL
Forward (ileri) primer (0.1-1.0 uM) | 1 pL

Reverse (geri) primer (0.1-1.0 uM) | 1 pL

Kalip DNA 5ul
Steril distile su 40 pl
Toplam hacim 50 pl

Tablo 3.7. IncRNA PART1 gen bolgesine ait PCR reaksiyonu igin gerekenler
listesi (Solis BioDyne 5x PCR master karigimina gore).

Icindekiler 1 x50 pL
5 x FIREPol Master Mix 4 ul
Forward (ileri) primer (10 pmol/ul) 0,5 ul
Reverse (geri) primer (10 pmol/pl) 0,5 ul
Kalip DNA 5ul
Steril distile su 40 pl
Toplam hacim 50 pl
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Tablo 3.8. LncRNA PART1 genine ait PCR reaksiyon kosullari.

Step Sicakhk (°C) Zaman Déngii sayisi
On denatiirasyon 95 5 dk 1
Denattirasyon 95 30s
Baglanma 54 30s
Uzama 72 1dk 30
Son uzama 72 10 dk 1
Saklama kosullar: +4C’de o

LncRNA PART1 geni primer dizisi:
Forward (ileri) primer: 5-GGACAGGATCCCACAAAAAG-3'
Reverse (geri) perimer: 5-GAAAGAGGGGCTACAACAGG-3'

LncRNA PART1 gen bolgesinin PCR’si i¢in; tablo 3.6 ve 3.7° da verilen
miktarlarda hazirlanan karisim ile kalip DNA buz lizerinde iyice karistirilarak Blue-
Ray Biotech TurboCycler Lite (Taiwan) cihazina konulmustur. Reaksiyon yukarida

verilen sicaklik kosullarinda ve stirelerinde 30 dongii boyunca gerceklestirilmistir.
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3.8.2. LncRNA PART1 SNP Bolgesinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile

Cogaltilmasi

LncRNA PART1 geni SNP (RS8176070) mutasyonunu igeren gen dizisi
Sekil 3.2°de verilmistir.

PART1 lokalizasyonu: chr5:60541290-60541797
fleri primer: 5’-GCGACAGGATCCCACAAAAAG-3’
Geri primer: 5’ ~-GAAAGAGGGGCTACAACAGG-3'
PCR irin uzunlugu: 508bg¢

PCR urinu dizisi:

Ileri primer ile dizileme:
GGACAGGATCCCACAAAAAGaaatttcagccttgtaacctttettectttgactttectgtgattagt
ttccttagtgtctggtaacagctctggttecctttgectgtagtgtggtgagecctcatctcttcaaaca
aattggttcacaggetgggggatggtgggcgggagggatgaaatcattgttttgecttcaatgtcggt
tctccecctgagaggtctttcacagcaagggagtctgtatttttagaattagcatgttctgtttcaat
gttgtgaacattcattttaaacctactatatttagcagaggtttaattacccaaattgggaaactag
ttttaaaccgtcaccttctacttggttaatcaaaacagtccctaccaccagcaggggagactggcaa
tttcagtcatacagccacacctggtgagggcaactgacaaaagcaattccattgcctgagttcagceca
tcttcagcacccatccagcCCTGTTGTAGCCCCTCTTTC

Geri primer ile dizileme:
GAAAGAGGGGCTACAACAGGgctggatgggtgctgaagatgctgaactcaggcaatggaattgettt
tgtcagttgccctcaccaggtgtggectgtatgactgaaattgccagtcteccectgetggtggtaggg
actgttttgattaaccaagtagaaggtgacggtttaaaactagtttcccaatttgggtaattaaacc
tctgctaaatatagtaggtttaaaatgaatgttcacaacattgaaacagaacatgctaattctaaaa
atacagactcccttgctgtgaaagacctctcaggggagaaccgacattgaagcaaaacaatgatttce
atccctcceccecgceccaccatcceeccagectgtgaaccaatttgtttgaagagatgaggctcaccacact
acagcaaaggaaccagagctgttaccagacactaaggaaactaatcacagaaagtcaaaggaagaaa
ggttacaaggctgaaatttCTTTTTGTGGGATCCTGTCC

BseYI restriksiyon enzimi kesim dizisi: dizi igerisinde kirmizi
renkte gOsterilmistir.

5 CcccaGgec. 3
3. GGGTCG...5

SNP (rs8176070) : Kirmizi renkli dizi icerisinde mavi renk ile
gosterilmistir.
Yabanil tip (CC), kodlama “bb”
Heterozigot genotip (CN), kodlama “Bb”
Homozigot genotip (NN), kodlama “BB”

Sekil 3.2. LncRNA PART1 geni SNP (RS8176070) mutasyonunu igeren gen dizisi.
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https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=939949683_aSWmVdLRUB7VykpoyIU2VSgB8NI4&db=hg38&position=chr5:60541290-60541797&hgPcrResult=pack

3.8.3. PCR Urunlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Kontroli

PCR isleminden sonra olusan fragmentlerin kontrolii agaroz jel elektroforezi
ile gergeklestirilmistir. Olusan iirlinlerin uzunluklarini belirlemek amaci ile 100 bp

plus Opti-DNA (Abm, Canada) belirte¢ kullanilmistir.

PCR isleminin ardindan olusan iirtinler, 100 ml hacminde 2 pl etidyum bromiir
iceren % 1,5’ luk agaroz jele 10 pl PCR {iriinii ve 2 pl yiikleme boyasi [DNA Loading
Dye (Abm, Canada)] olmak iizere yiiklenmistir. Olusan bantlar 90 voltluk
elektroforetik alanda (VWR Power Source) 45 dakika boyunca 1x TBE tamponu

icerisinde yiiriitiilmiis ve UVP marka jel goriintiileme sistemi ile goriintiilenmistir.

3.9. DNA Sekans Analizi

Polimorfizm ¢aligmalari i¢in altin standart olan DNA sekans analizi, OA hasta
ve kontrol grubuna ait PCR iiriinleri i¢in yapilmistir. Elde edilen 508 b¢’lik PCR
iirtinii, SNP (RS8176070) i¢cin DNA sekans analizine tabi tutuldu. Yabanil tip genotip
(CC) "bb", heterozigot polimorfik genotip (CN) "Bb", homozigot polimorfik genotip
(NN) "BB" olarak kodland:.

DNA dizi analizi ABI3730XL marka cihaz ile BM Laboratuvar sistemleri
firmas1 {izerinden gergeklestirilmistir. Sekans i¢in hazirlanan 6rneklerin reaksiyon

kosullar1 asagidaki Tablo 3.9’da verilmistir.

Tablo 3.9. DNA sekans analizi i¢in 6rnek hazirlanmasi.

PCR arini
Hacim: >20 uL
Konsantrasyon: Agaroz jelde gorulebilecek bant (>50ng/ul)
Primer
Hacim: 5ul/reaksiyon
Konsantrasyon: 10pmol/uL, 10uM/uL, 20ng/uL
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3.10. Gen Bolgelerindeki Polimorfizmlerin Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP) ile Belirlenmesi

Elde edilen 508 b¢’lik PCR iirilinii, SNP (RS8176070) i¢in RFLP analizine tabi
tutuldu. Yabanil tip genotip (CC) "bb", heterozigot polimorfik genotip (CN) "Bb",
homozigot polimorfik genotip (NN) "BB" olarak kodlandi. BioLabs (New England)
marka BseY!l restriksiyon endoniikleazi kullanilmistir. RFLP icin restriksiyon
endoniikleaz enzimi olarak New England BioLabs BseY| 500 units (5000 units/ml)

kullanilmastir.

LncRNA PARTI genine ait PCR iiriinleri, asagida verilen olcililerde enzim,
tampon ve su ile tepkimeye sokularak enzimin optimum ¢alisma sicakligi olan 37°C
de 1 saat kesim iglemine tabii tutulmustur. RPLP i¢in reaksiyon kosullar1 Tablo 3.8’te

verilmistir.

BseY| RestriksiyonEndoniikleaz Enziminin Tanima Dizisi:
5..C' CCAGC...3
3..GGGTC G..5

Tablo 3.10. RFLP i¢in reaksiyon kosullari.

Restriksiyon enzimi 1 ul (10 U) (10 Unite/ul)
PCR Uruni 1ug
10xNEBuffer 5 ul (1x)
Total Reaksiyon Hacmi 50 ul

Kesim sonucu olusan fragmentler (148 bp ve 360 bp) boyutlarinin kiigiik
olmas1 nedeniyle % 3 liik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. Restriksiyon {riinlerin
biiytikliiklerini 6lgcmek amact ile 100 bp Plus Opti-DNA belirteci kullanilmigtir. Her
bir kesim tirliniinden 10ul ve yiikleme boyasindan 2 pl karistirilarak, etidyum bromiir
boyasi eklenilen %3 liik 100 ml agaroz jele yiiklenmistir ve 1x TBE tamponu
icerisinde 1 saat boyunca 60 Voltluk akimda bantlarin ayrilmasi saglanmistir. Olusan

bantlar UVP jel goriintiileme cihazi fotograflar1 ¢ekilmistir.
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CC homozigot genotipine (bb) ait bireyler yabanil tip (wild-type) 148 bp ve
360 bp kesim Grtinlerine, CN heterozigot bireyler (Bb) 148 bp, 360 bp ve 508 bp kesim
iirlinlerine ve NN homozigot mutant bireylerde (BB) kesim ger¢eklesmedigi i¢in 508

bp’lik iirlinler jelde goriintiilenmistir.

3.11. istatistiksel Analizler

Calismada yer alan yas, BMI ve WOMAC puanlarmin dagilimi1 Shapiro-wilk’s
testi ile incelenmistir. Bu degiskenler ortanca (min-max) ile 6zetlenmistir. Cinsiyet,

K-L grade ve genotip 6zellikleri i¢in frekans (%) verilmistir.

Hasta ve kontrol grubu, yas, BMI ve WOMAC puanmi (kontrol grubunda
degerlendirmeye alinmamustir) bakimmdan Mann-Whitney U testi ile, cinsiyet
bakimindan Fisher’s exact testi ile karsilastirilmistir. SNP varyantlarinin OA riski ile
baglantisi i¢in Lojistik Regresyon analizi kullanilmistir. Odds orani %95 giiven araligi

ile beraber verilmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 kabul edilmistir.

Tum istatistiksel hesaplamalar ve analizlerde IBM SPSS Statistics 22.0 (IBM
Corp. Released 2013. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 21.0. Armonk, NY:
IBM Corp.) programi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. PCR Sonugclan

LncRNA PARTI1 geninde SNP (rs8176070) polimorfizminin tanimlanabilmesi
icin standart PCR yontemi ile 508 bg’lik bolgenin amplifikasyonu gerceklestirilmistir.
Sonuglarin kontrol edilmesi igin 100 niikleotidden olusan DNA belirteci agaroz jel
icerisinde kuyucuklara yiiklenmistir. 5.bant hizasinin tizerinde 508 b¢’lik PCR {irtinleri
hem kontrol hem de OA hasta gruplarinda agaroz jel goriintiilerinde kontrol edilmistir

(Sekil 4.1 ve Sekil 4.2).

K67 K68 K69 K70 K71 K72 K73
PCR PCR PCR PCR PCR PCR PCR

500 bp 508 bp

400 bp
300 bp

200 bp

100 bp

Sekil 4.1. LncRNA PART1 geni SNP (rs8176070) polimorfizminin bulundugu K67-
K73 kontrol grubu olgulara ait 508 b¢’lik bolgenin aplifikasyon sonras1 agaroz jelde
gorintulenmesi. M harfi 100-1000 baz ¢iftlik DNA belirtecini ifade etmektedir.

M 0A5 OA6 OA7 OAS OA9 OAI0 OAIl OAI2 OAl3 OAl4
ww PCR PCR PCR PCR PCR PCR PCR PCR PCR PCR

508 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp

100 bp

Sekil 4.2. LncRNA PART1 geni SNP(rs8176070) polimorfizminin bulundugu OAS-
OA14 numarali OA hasta bireylere ait 508 b¢’lik bolgenin amplifikasyon sonrasi
agaroz jel elektroforezinde goruntilenmesi. M harfi 100-1000 baz ciftlik DNA

belirtecini ifade etmektedir.
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4.2. DNA Sekans Sonuclari

DNA sekans analizi polimorfizm ¢aligmalari i¢in altin standart degerindedir.
Calismamizda 102 OA hasta grubu ve 81 kontrol grubu olgularinin tamamima DNA
sekans analizi yapilmistir. DNA sekans analiz yapilmadan 6nce tiim olgularin agaroz
jel elektroforezinde bant kontrolleri yapilmistir. Elde edilen 508 bg¢’lik PCR iiriind,
SNP (RS8176070) i¢in DNA sekans analizine tabi tutuldu. Yabanil tip genotip (CC)
"bb", heterozigot polimorfik genotip (CN) "Bb", homozigot polimorfik genotip (NN)
"BB" olarak kodland:.

DNA sekans analizi AB13730XL marka cihaz ile BM Laboratuvar sistemleri
araciligi ile yapilmistir. DNA sekans analizi i¢in BioEdit Sequence Alignment Editor

yazilim programi kullanilmigtir.

Homozigot (BB) genotip
A)

L 80 % 10 1o 120 130 | 1%
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Sekil 4.3. A) Homozigot BB genotipe sahip bireyin ileri (forward) okuma yonundeki
DNA sekans analiz gorintist B) Homozigot BB genotipe sahip bireyin geri

(reverse) okuma yonundeki DNA sekans analiz goriintisa.
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Kromozom 5’te lokalize olan IncRNA PART1’in SNP (rs8176070)
polimorfizmini igeren 508 bg’lik PCR iiriiniiniin DNA sekans analizi yapilmistir. Cizgi
ile gosterilen GTTGGG dizisi analiz edilmistir. Analiz sonucuna gore iki allelde T

niikleotitine sahip ise homozigot BB genotipini gostermektedir (Sekil 4.3-A)

Kromozom 5°’te lokalize olan IncRNA PARTI’in SNP (rs8176070)
polimorfizmini gdsteren 508 bg¢’lik PCR iirliniinin  DNA sekans analizi
yapilmistir.Cizgi ile gosterilen CCCACC dizisi analiz edilmistir. Analiz sonucuna
gore iki allelde C nukleotitine sahip ise homozigot BB genotipini gostermektedir
(Sekil 4.3-B)

Heterozigot (Bb) genotip

$ % 110 120 130 140 160
GCTGTAGTGTGGT GAGCCTCATCTCTTCAAACAAATTGGT TCACAGGCTGGGGGATGGTGGGCGGGAGGGAT GAAATCATTG GCTTCAATG
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Sekil 4.4. A) Heterozigot Bb genotipe sahip bireyin ileri (forward) okuma yoniindeki
DNA sekans analiz gorlntlsu B) Heterozigot Bb genotipe sahip bireyin geri

(reverse) okuma yéniindeki DNA sekans analiz gorintUsu.

Kromozom 5’te lokalize olan IncRNA PART1’in SNP (rs8176070)
polimorfizmini igeren 508 b¢’lik PCR {irlinliniin DNA sekans analizi yapilmistir. Cizgi

ile gosterilen GCTGGG dizisi analiz edilmistir. Analiz sonucuna gore bir allelde C
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diger allelde T niikleotitine sahip ise heterozigot Bb genotipini gostermektedir (Sekil
4.4-A).

Kromozom 5°’te lokalize olan IncRNA PART1’in SNP (rs8176070)
polimorfizmini gdsteren 508 bg¢’lik PCR iirliniinin  DNA sekans analizi
yapilmistir.Cizgi ile gosterilen CCCAGC dizisi analiz edilmistir. Analiz sonucuna
gore bir allelde G diger allelde A niikleotitine sahip ise heterozigot Bb genotipini
gostermektedir (Sekil 4.4-B).

Yabanil tip (bb) genotipi
A)

L 70 $0 ¥ 100 11 12 130 14 150
CTGGTTCC GCTGTAGTGTGGT GAGCCTCATCT CTTCAAACAAATT GGTTCACAGGCTGGGGGATGGTGGGC GGGAGGGAT GAAATCATTG G

Sekil 4.5. A) Homozigot bb genotipe sahip bireyin ileri (forward) okuma yoniindeki
DNA sekans analiz gorlntlsu B) Homozigot bb genotipe sahip bireyin geri (reverse)

okuma yonundeki DNA sekans analiz goruntusa.

Kromozom 5’te lokalize olan IncRNA PART1’in SNP (rs8176070)
polimorfizmini igeren 508 b¢’lik PCR {irlinliniin DNA sekans analizi yapilmistir. Cizgi
ile gosterilen GCTGGG dizisi analiz edilmistir. Analiz sonucuna gore iki allelde C

niikleotitine sahip ise homozigot bb genotipini gostermektedir (Sekil 4.5-A).

Kromozom 5’te lokalize olan IncRNA PARTI1’in SNP (rs8176070)

polimorfizmini gosteren 508 bg’lik PCR {irlinliniin DNA sekans analizi yapilmistir.
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Cizgi ile gosterilen CCCAGC dizisi analiz edilmistir. Analiz sonucuna gore iki allelde

G niikleotitine sahip ise homozigot bb genotipini gostermektedir (Sekil 4.4-B).

Yapilan DNA sekans analiz sonuglarina gore 508 bg’lik PCR {iriinii iki yonlii
okunmustur. Analiz sonucglarmma gére homozigot bb (yabanil tip) genotipine sahip
bireyler ileri (forward) okumada GCTGGG dizisine, geri (reverse) okumada
CCCAGC dizisine sahip oldugu i¢in koyu renkle gosterilen niikleotid igin tek bir pik

gorilmiistiir.

Heterozigot Bb genotipine sahip bireylerin iki yonlii okumalarinda ilgili

niikleotid i¢in iki farkh pik goriilmiistiir.

Homozigot BB genotipine sahip bireylerde ise her iki allelde de mutasyon
gerceklestigi i¢in 1ilgili niikleotid ig¢in yabanil tipten farkli olarak tek bir pik

gorilmiistiir.

4.3. RFLP Sonuclan

Yapilan ¢alismada, 102 diz OA grubu ve 81 kontrol grubundan alinan periferik
kan orneklerinden elde edilen genomik DNA’nin, PCR ile ¢ogaltilmasindan sonra
LcnRNA PART1 genine ait diz OA ile iliskisi oldugu diisiiniilen SNP (rs8176070)
polimorfizmi RFLP yontemi ile incelenmistir. Elde edilen 508 b¢ PCR f{iriinii, SNP
(rs8176070) icin RFLP analizine tabi tutuldu. Yabanil tip genotip (CC) "bb",
heterozigot polimorfik genotip (CN) "Bb", homozigot polimorfik genotip (NN) "BB"
olarak kodland:.

Agaroz jel elektroforezi gorintileri sonucunda elde edilen fragmentler, BB, Bb
ve bb olan {i¢ genotip agisindan degerlendirilmis ve IncRNA PART1 SNP (rs8176070)
polimorfizmine ait genotip profilleri belirlenmistir (Sekil 4.6. ve Sekil 4.7).

Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’te her iki grubun RFLP sonuglar1 agaroz jel elektroforezi
ile gosterilmigtir. "M" harfi DNA belirtecini ifade etmektedir. %1,5 ‘lik
konsantrasyonda hazirlanan agaroz jelin bir kuyucuga ayni olgunun PCR, diger
kuyucuga RFLP orneklerinden 10 pl olacak sekilde yiiklenmistir. Jel goriintiisiine
gore 360 bg’lik ve 148 be’lik iki fragmente sahip olgular yabanil tip genotipi (CC)
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"bb", 360 b¢’lik, 148 be’lik ve 508 bg’lik iic fragmente sahip olgular heterozigot
polimorfik genotipi (CN) "Bb" ve 508 bg’lik tek fragmente sahip olgular homozigot
polimorfik genotipi (NN) "BB" gostermistir.

M K9 K9 KI K K8 K8 M
.. DPCR RFIP PCR RFLP PCR RFLP. P
-—— ——
= =
—
500 bp - —m 508 b
400 bp et e 360 bp
300 bp. - M
-
200 bp p— fifig
100 bp p— -

Sekil 4.6. LncRNA PART1 gen bolgesinin BseY | enzimi ile kesimi sonucu K9, K1
ve K43 numarali saglikli bireylerden elde edilen RFLP {iriinlerinin agaroz jel
elektroforez gorintisi. M harfi 100-1000 baz ¢iftlik DNA belirtecini ifade

etmektedir.

M OAI3 OAI3 OAl4 OAL4 0A3) 0A3) 0A20A42 OAIS OAIS
o PCRRELP PCR RFLP PCR RFLP PCR RFLP PCR RFLP

l---*'---—-
-

388 bp 508 bp
00D -
30 bp s 360 bp
200 bp -

148 bp
100 bp

Sekil 4.7. LncRNA PART1 gen bdlgesinin BseY | enzimi ile kesimi sonucu OA13,
OA14, OA15, OA39 ve OA42 numarali diz OA hasta olgularindan elde edilen RFLP
urunlerinin agaroz jel elektroforez gortntisu. M harfi 100-1000 baz ciftlik DNA
belirtecini ifade etmektedir.
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4.4. Sonuclarin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Calismaya alinan olgularin yas ortancast OA grubunda 60.5 yil (CAG: 53.8-
67.0), kontrol grubunda 46.0 y1l (CAG: 40.5-51.0) olarak elde edilmistir (Tablo 4.2).
OA grubunun %75.5’inin (n=77), kontrol grubunun %55.6’smin (n=45) kadmn oldugu
goriilmiistiir. ki grup karsilastirildiginda, OA grubu hastalarmin yasi ve kadin
oraninin kontrol grubuna gore anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu belirlenmistir
(p<0.05). Benzer sekilde hasta grubunda BKI ve WOMAC puani kontrol grubuna gore
daha yiiksek elde edilmistir (p<0.001). Hasta grubunun Kelgren-Lawrence derecesine

gore dagilimi Tablo 4.1 *de verilmistir.

Tablo 4.1. Hasta ve kontrol grubunda demografik ve klinik 6zelliklerin
dagilim.

OA Grubu (n=102)  Kontrol Grubu (n=81) Test istatistigi  p-degeri

Yas (y1l) 60.5 (53.8-67.0) 46.0 (40.5-51.0) Z=8.310 <0.001
Cinsiyet (K) 77 (75.5) 45 (55.6) ¥?=8.074 0.004
BKI (kg/m?) 31.22 (27.65-36.04)  29.00 (25.27-32.19) Z=3.395 0.001
WOMAC puam  45.83(29.93-64.85)  1.04 (0.00-5.21) Z7=10.974 <0.001
KL derecesi

1 16 (15.6)

2 22(21.6)

3 31(30.4)

4 33(32.4)

OA: Osteoartrit, K: Kadm, BKI: Beden kitle indeksi, KL: Kellgren-Lawrence

Sayisal veriler ortanca (1. ¢eyrek-3. geyrek), kategorik veriler frekans (%) ile

Ozetlenmistir.

OA ve kontrol grubunda genotip dagilimi incelendiginde, OA grubunun
%13.8’1 (n=14) ile kontrol grubunun %13.6’sinda (n=11) mutant homozigot BB, OA
grubunun %43.1’1 (n=44) ile kontrol grubunun %45.7’sinde (n=37) heterozigot
genotip Bb, OA grubunun %43.1°’1 (n=44), kontrol grubunun %40.7’sinde (n=33)
homozigot bb oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.2). BB veya Bb genotipleri i¢in odds
oranlar1 istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). Gruplarda allel

dagilimlar1 benzerdir (p=0.875).
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Tablo 4.2. Kontrol ve OA gruplarindaki genotip ve allel dagilima.

OA Grubu (n=102) Kontrol Grubu (n=81) p-degeri 0O (%95 GA)

Genotip
bb 44 (43.1) 33 (40.7)
Bb 44 (43.1) 37 (45.7) 0.721 0.892 (0.476-1.672)
BB 14 (13.8) 11 (13.6) 0.920 0.955 (0.384-2.370)
Allel
b 88(60.3) 70 (59.3)
B 58(39.7) 48 (40.7) 0.875 0.961 (0.586-1.577)

OA: Osteoartrit, OO: Odds orani, GA: Giiven araligi. Veriler frekans (%) ile

Ozetlenmistir.
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5. TARTISMA

OA'nin temel patolojik 6zelligi kikirdak hasaridir. Kondrosit ECM'sinin
bozulmasi ve kondrositlerin apoptozu OA’nin 6nemli nedenlerinden biridir (106).
Bazi ¢aligmalar, anormal olarak ifade edilen IncRNA'larin OA'nin bir¢ok patolojik
slireci ile yakindan iligkili oldugunu ileri stirmiistiir (107, 108). Yakin zamanda yapilan
calismalarda kikirdak dokusunda ve kondrositlerde IncRNA ifadesinin tespit edildigi
bildirilmigtir. PART1’in miR-373-3p/SOX4 sinyal yolagmi diizenleyerek OA
ilerlemesini uyardigi diisiiniilmektedir. SOX4 ifadesi, OA'li hastalarda kontrol grubuna
gore Onemli Olgiide daha yiiksek bulunmustur ve benzer sekilde, SOX4, OA
kondrositlerinde yiiksek oranda ifade edilmistir. Ayrica, SOX4'Un ifadesindeki artma,
PART1’in ifadesinde azalmasiyla indiiklenen hiicre proliferasyonunun, ECM

degradasyonunun ve apoptozun regiilasyonunu etkilemektedir (11).

Calismamizda hedefledigimiz tek niikleotid polimorfizmi (SNP) (rs8176070)
NCBI-SNP veri tabaninda arastirildiginda, kromozom 5 dizisinde, 60541649 baz
konumunda, PARTL ile eslestigi tespit edilmistir. Bu ¢alisma SNP (rs8176070) nin
IncRNA PART1’in fonksiyonu ile iligkili olup olmadigini arastirmak ve bu SNP’nin

olas1 diz OA riskini yansitma potansiyelini ortaya ¢ikarmak iizere planlanmigtir.

Stefansson ve ark. el OA i¢in yapmis olduklar1 tim genomu kapsayan
caligmalarda ilk olarak MATN3 SNP6 polimorfizmini tanimladilar (6). Diger iki
calismada, MATN3 SNP6 ile el OA’s1 arasinda benzer bir iliski buldular ancak bunu
diz OA ile iliskilendiremediler (7, 8).

Matrilinler, makromolekiiler aglar1 baglayan adaptorler olarak -cartilage
oligomeric matrix proteini, aggrecan, tip II kollajen ve tip IX kollajen ile etkilesimlere
aracilik eden proteinlerdir. MATN3, "matrilin-1" ila "matrilin-4" olarak adlandirilan
dort iligkili protein sinifindan biri olan kollajen olmayan bir ECM proteinidir. Geligen
iskelet sisteminde dort matrilinin tum( ifade edilir, ancak MATN3, Ozellikle epifiz
kikirdag1 olmak iizere gelisen kikirdakta sinirli bir ifade paterni sergiler. Ayrica
MATNS3, OA icin ilgin¢ bir aday gendir. (6).

MATNS3 daha 6nce Belluoccio ve ark. (109) tarafindan ¢alisilmistir ve ECM’de
bulunan MATN3 molekiiliiniin kikirdak tiplerinin tiimiinde ifade edildigini
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bulmuslardir. Ayrica, deneysel hiicre kiiltiirlerinde MATN3{in, eklem kikirdagindan
izole edilen hiicrelerin differansiasyonunu saptamada bir indikatér olabilecegini

onermiglerdir (109).

Klatt ve ark. (110) primer insan kondrositlerinin yiksek konsantrasyonlarda
(5-50 pg/mL) MATNS ile indiiklendiginde MMP1 MMP3, MMP13, IL-1, IL-6, IL-8,
INO ve COX-2 iiretiminde artis gézlenmistir ve sonug olarak inflamasyon ve ECM
katabolizmasinda artis gozlemlediklerini bildirmislerdir. Buna ek olarak, ECM'nin
degradasyonundan kaynaklanan serbest MATN3 formunun yiksek seviyeleri,
ADAMTS4 ve ADAMTSS'in asir1 ekspresyonu ile indiiklenmistir (110).

Normal bir insan kikirdaginda Pullig ve ark.(8), bir osteoartritik kikirdakta asir1
derecede eksprese edilen ve hastaligin ciddiyeti ile iliskili olan MATN-3 mRNA’sin1
diisik fakat anlamli ekspresyon gosterdigini bulmustur. MATN-3'Un OA

progresyonunun bir gostergesi olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir (111).

Literatirde MATN3'in kikirdak homeostazindaki rolii gosterilmistir. Bazi
aragtirmacilar, fareler ile yapmis olduklar1 ¢alismalarda MATN3'Un fonksiyonel
ifadesinin  susturulmasinin, yetigkin farelerde eklem kondrositlerinin erken

hipertrofisine neden olarak OA gelisimini indiikleyebilecegini bildirmislerdir (112).

Vincourt ve ark. tarafindan ytiriitiilen iki calismada OA hastalarinin hem serum
hem de sinoviyal sivisinda MATN3 daha yiiksek ortaya c¢ikmustir (113, 114).
Indiiklenmis MATN-3 gen ve protein ekspresyonunun, OA hastalarinda meydana

gelen doku hasarmin derecesi ile iligkili oldugu bulunmustur (111).

Otten ve ark. MATN3 mutasyonlarmin hiicresel diizeyde patojenik
mekanizmasin1  aydinlatmaya  calismislardir. Deneysel  arastirmalarinda,
kondrodisplaziye (R121W ve C304S) ve SNP5'e neden olan iki nokta mutasyonu
belirlenmis ve bu genlerin ifade iiriinii olan proteinler, primer eklem kondrositlerinde

ifade edildigi bulmuslardir (115).

Cin han popiilasyonunu temsilen 732 OA hastas1 (yas araligi: 48-89 yas)
lizerinde yapilan ¢aligmada, B\B genotipinin 6zellikle diz OA riskini artirdigmi

bulmuslardir (OR = 1.724,% 95 CI = 1.071-2.770; p = 0.025). Ayrica, kontrol grubu
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ile karsilastirildiginda, B allelinin artmis diz OA's1 lizerinde etkisi olabilecegini
bulmuslardir (OR = 3.143,% 95 CI = 2.283-4.328; p = 0.000). Sonug olarak, cografi
dagilimin ilgili etnik farkliliklarla agiklanabilecegini belirtmislerdir (5). Bu ¢alisma
ayrica heterozigot B\b genotipli diz OA hastalarinda daha yiiksek bir Lequesne skoru
ve KL derecelendirmesi gosterdikleri ortaya konulmustur. Yabanil tip b\b genotipine
sahip bireylerde, heterozigot B\b genotipine sahip olanlara gére daha az ciddi sakatlik
ve radyolojik bulgular goriilmiistiir. Homozigot B\B genotipine sahip hastalar, en
diisiik Lequesne skoruna sahip olmalarina ragmen ve sakatlik ve radyolojik bulgular
olarak en hafif grup olarak bulunmustur. Bu durumda, B\b genotipine sahip hastalarin,
B\B ve b\b genotiplerine sahip diger hastalara gore daha kotii klinik ve radyolojik

bulgulara sahip oldugu anlamina gelmektedir (2).

Gu ve ark., mevcut ¢alismasinin dikkate alinmasi gereken bazi smirliliklar1
vardir. Birincisi, orneklem biiytikliigii nispeten kiicliktiir ve bu da mevcut herhangi bir
iligkiyi, 6zellikle de el OA's1 olan hastalarin sayisini saptamak i¢in istatistiksel giicii
sinirlayabilmektedir. Tkinci olarak, MATN3 ifadesinin ve in vivo aktivitesinin kontroli
karmagiktir ve iyi anlasilmamistir ve diger genlerdeki polimorfizmler tarafindan
modilasyona tabi tutulabilmektedir. Ugtinciisii, Kellgren-Lawrence derecesine sahip
her hasta i¢in orijinal veri eksikligi, MATN3 SNP6 polimorfizmi ile OA arasindaki
iliskinin daha ileri analizini smilandirmistir. Dahasi, hastalarm tamami Cin'in

kuzeydogu bolgesinden oldugu igin sonuglar1 Cin'in tiim durumunu temsil etmeyebilir

().

Caligmamizin baslangicinda MATN3 geninde gorulen SNP6 (rs8176070)
polimorfizminin Tiirk primer diz OA hasta popiilasyonundaki korelasyon iligkisini
belirlemeyi hedefledik. Calismamizda PCR-RFLP tabanl yaklasim Diab (2) ve Gu (5)
tarafindan agiklandigi gibi kullanildi. Bununla birlikte MATN3’e 6zgii 501 b¢’lik PCR
iiriiniin yaymlarinda belirttikleri gibi BseYI enzimi tarafindan kesilmesi ve yabanil tip
genotip i¢in 149 ve 352 be¢’lik bir ¢ift bant, heterozigot genotip i¢in 501, 149 ve 352
bg’lik ti¢ bant ve homozigot polimorfik genotip i¢in 501 bg’lik tek bir bant goriilmesi
bekleniyordu.

Yukarida aciklanan her iki ¢alismada da kullanilan primer ¢ifti (ileri primer:

5'-GGACAGGATCCCACAAAAAG-3 've ters primer: 5'-
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GAAAGAGGGCTACAACAGG-3"), bir Standart Niikleotid BLAST arastirmasi
yoluyla yeniden incelendi (https: // blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Bu ¢aligmalarda
iddia edilenin aksine, bu primerler, kromozom 2 bolgesi 2p24-p23'iin kisa kolunda yer
aldig1 bilinen MATN3 ile eslesmemistir (2). Bunun yerine, kromozom 5'teki dizi ile
eslesmistir (erisim numaralar1 AC022428.7 ve AC016591.6).

Ek olarak, ayrintili olarak arastirildiginda, bilinen MATN3 dizisi (erisim
numarast: NM_002381.5, GenelD: 4148) bir BseYI enzim kesim bdlgesi
icermemektedir. Kullanilan primerler ayrica UCSC genom tarayicisinin UCSC In-
Silico PCR arayliziinde secilen son 2013 Human Genom sekansina kars1 dogrulandi
(https: /I genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr) [Assembly: Aralik 2013 (GRCh38 / hg38)]
(9). Sonuglar kromozom 5'te 508 bg'lik bir iiriin ortaya ¢ikardi ve bu {iriiniin Standart
Niikleotid BLAST arastirmasinda, AC022428.7 ve AC016591.6 erisim numaralari ile
ayni diziler olduklar1 ortaya c¢ikarildi. Ayrmtili olarak incelendiginde, 508 bg’lik
uruniintin kromozom 5 (zerindeki konumu (chr5: 60541290-60541797; erisim
numarast: NC 000005.10) prostat androjen tarafindan diizenlenen transkript 1
(PART1, ayrica NCRNAO00206 olarak da bilinir; GenelD) ile eslestirildi. Ayrica, bu
508 b¢’lik PCR iiriinii, BseYI enziminin endoniikleaz aktivitesi sonrasinda 148 ve 360

b¢’lik DNA fragmentleri ile sonuglanan tek bir kesim bolgesi i¢eriyordu.

NCBI-SNP veritabaninda son olarak yapilan (www.ncbi.nlm.nih.gov/snp)
SNP (rs8176070) polimorfizm aramasi, 60541649 baz konumunda kromozom 5
iizerinde tanimlandigimi ve kromozom 2’de yer alan MATN3 dizisi ile eslesmedigi
PART1 dizisi ile eslestigi ortaya ¢ikarildi. Sonug olarak, Diab ve ark. (2) ve Gu ve ark.
(5) yaymladiklar caligmalar iki nedenden dolayir yanilticidir: 1) PART1'in SNP
(rs8176070) polimorfizmi yanlighikla MATN3'Un SNP6 polimorfizmi olarak
tanimlanmistir ve MATN3 sekansinda Bse Y1 enzim kesim noktasi bulunmamaktadir.
2) MATNS igin tasarlanip kullanilan primerler UCSC in silico PCR arayiiziinde son
2013 Human Genom sekansinda kromozom 2’e degil kromozom 5 ile eslesmistir. Bu

bolge analiz edilince bulunan sekansin IncRNA PART1’ e ait oldugu bulunmustur.

Yiiz iki primer diz OA hastas1 ve 81 kontrol denegi bu ¢alismaya dahil edildi.
Tim deneklerden yazili onam alindi. Katilimcilar fiziksel ve radyografik olarak
muayene edildi ve Kellgren-Lawrence oOlgegine gore diz OA durumlari

derecelendirildi. Genomik DNA’y1 saflastirmak i¢in rutin kan testleri sirasinda her
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denekten 5 ml vendz kan alindi. Genomik DNA, iireticinin protokoliine gore
NucleoSpin Kan Kiti (Machery-Nagel) ile saflagtirildi. Saflastirilan genomik DNA
biitiinliigli acisindan test edildi, konsantrasyonu hesaplandi ve 1pg’it PCR igin
kullanildi. PCR reaksiyonunda PARTL icin dizayn edilmis olan primer ¢ifti [ileri
(Forward): primer 5-GGACAGGATCCCACAAAAAAG-3' ve ters (reverse)
primer:5-GAAAGAGGGGCTACAACAGG-3") kullanildi. Elde edilen 508 b¢ PCR
iirtinii, SNP (rs8176070) i¢in DNA sekans analizine tabi tutuldu. Yabanil genotip (CC)
"bb", heterozigot polimorfik genotip (CN) "Bb" ve homozigot polimorfik genotip
(NN) "BB" olarak kodland1.

Deneklerin demografik Ozellikleri Tablo 4.2 ‘de 6zetlenmistir. Tablo 4.2°de
Ozetlenen sonuglara gore, calismaya alinan katilimcilarin yas ortancasi primer diz OA
grubunda 60.5 yil (CAG:53.8-67.0), kontrol grubunda 46.0 yil (CAG:40.5-51.0)
olarak hesaplanmistir. Primer diz OA grubunun %75.5’inin (n=77), kontrol grubunun
%355.6’sinm (n=45) kadin oldugu goriilmiistiir. Primer diz OA ve kontrol gruplari
karsilastirildiginda, primer diz OA grubu hastalarinin yasi ve kadin oraninin kontrol
grubuna gore anlamh diizeyde daha yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0.05). Benzer
sekilde primer diz OA hasta grubunda BKI ve WOMAC puani kontrol grubuna gore
daha yiiksek elde edilmistir (p<0.001). Hasta grubunun Kelgren-Lawrence derecesine

gore dagilimi Tablo 4.2 *de verilmistir.

Calismamiza katilan tiim olgularin DNA sekans analizleri yapilmistir. Analiz
sonuglarma gore primer diz OA ve kontrol grubunda genotip dagilimi incelendiginde,
primer diz OA grubunun %13.8’1 (n=14) ile kontrol grubunun %13.6’sinda (n=11)
homozigot polimorfik genotipi (NN) "BB", OA grubunun %43.1°i (n=44) ile kontrol
grubunun %45.7’sinde (n=37) heterozigot polimorfik genotipi (CN) "Bb", OA
grubunun %43.1°1 (n=44), kontrol grubunun %40.7’sinde (n=33) yabanil tip genotipi
(CC) "bb" oldugu tespit edilmistir. Homozigot polimorfik genotipi (NN) "BB" veya
heterozigot polimorfik genotipi (CN) "Bb" genotipleri i¢in odds oranlar istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). Gruplarda allel dagilimlarinin benzer

(p=0.875) olduklar1 tespit edilmistir (Tablo 4.3).

Sonug olarak genomda diz OA’s1 ile korelasyon iligkisi olabilecek farklt SNP
polimorfizmlerinin tespit edilerek ¢alismaya dahil edilmesi ve Orneklem

biiylikliigiiniin genisletilmesi planlanmaktadir. SNP polimorfizmlerinin belirlenmesi
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hastaligin patogenezine ve hastaliga yonelik yeni tedavi yontemleri gelistirilmesine

katkida bulunabilecegi dngoriilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tirk diz OA’ll popiilasyon ve kontrolleri iizerinde gerceklestirilen bu
calismada IncRNA PART1 e ait olan SNP (rs8176070) ile diz OA arasinda anlamli bir
iliski bulunamamustir. Dolayisiyla, analiz edilen popiilasyonda SNP (rs8176070) diz
OA riskini yansitma potansiyeline sahip degildir. Literatiirde farkli popiilasyon
calismalarinda SNP (rs8176070)’nin diz OA riskini yansitma potansiyeli agisindan
farkli ve bizim caligma sonuglarimiz ile ¢elisen sonucglar bulunmustur. Bu hipotezin
daha fazla popiilasyon iizerinde ve daha yiiksek deney sayilar1 ile arastirilmasi 6nem

tasimaktadir.
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8. EKLER
EK-1. Etik Kurul izni

T.C.
YILDIRIM BEYAZIT ONIVERSITESI
TIP FAKOLTESE

Klimik Aragtrrmalar Etik Karulu

SAY! 26379996/ &3 22 1.dy2020
KONU :22.04.2020 Tarih ve 08 Suysli Kurel Karan

Sayin:Prof. Dr.Aheset Cevik TUFAN
Yuldirim Beyanit Universitesi Tap Fakiiltesi

¢ Hastaliklars Anabilim Dal

Soruesls Arsgtimacsliini yapaus cldugumez “LneRNA PARTI SNP Irs8176070)
Gen Polgimorfizminin Tirk Diz Osteoartritli Hasta PopilasyonundaDNA Sekans
Analizi ile Arastinlmas™ is=ali Delikay PISKIN'in tez galggeas: Yaldinm Beyazit Umiversitesi
Tip Fakdhtesi Klinik Aragtrmalar Etik Korulu'aun 22,04 2020 tarih ve 08 sayils karan ile bagveru

dosyssmnda belirtilen merkezde gerpeklegtirilmesi etik ve bilimsel agdan uygun bulunmusgear
(13.04.2013 tarih ve 28617 saysh Resmai Gazetede yayinlanan “llag vo Biyolojik Oronlerin

Klinik Aragtrmalse Hakkinda Yoometmelik™ gereii kiiadk arastemalann etik kurul cmayr alindiktan
sanra yikla ¢n 42 bir am raporunin, arglirma scalandinldiktan sonra bir yul ierisinde oo
raporunun Erik Kunsly geri bildieind gerekmektedir. Genkli bildirimi yapeayanlarm somraki Etik

Kurul bagvurulan kabul edilmeyecekzir.)
Bilgilerinize rica ederim

Dog. Dr.
Klinik Arasti Etik Kurul
|

T Ankars Yidmim Beyaat Universites! - Etik Kurul Sekreteryas:

Bikent Yolu $ehir Hastanesi Yani Cankaya [Ankara
Telefon: 0(312) 324 15 55 / 2443
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EK-2. Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

Bu katildigimiz ¢aligma bilimsel bir arastirma olup, arastirmanin adi ‘“MATN3 SNP6
Gen Polimorfizminin Turk Osteoartrit Hasta Popilasyonunda PCR-RFLP Yontemi ile
Aragtirilmasi’dir.

Bu aragtirmanin amaci Osteoartrit (OA) ile iligkisi oldugu bilinen MATN3 SNP6 gen
polimorfizminin Tiirk popiilasyonunda etkilerinin arastirilmasi planlanmaktadir. SNP6 gen
mutasyonunun OA ile iliskisi oldugu literatiirde bir¢ok ¢aligmada gésterilmistir. Yapilacak
olan polimorfizm ¢aligmasi lilkemizde OA hastalig1 goriilen olgularda popiilasyondaki allel
durumu (Homozigot, heterozigot ve yabaml tip genotip) hakkinda bilgi sahibi olmamizi
kolaylastiracaktir. Bu amacgla OA igin ilerdeki asamalarda tek bir nokta mutasyon Kiti
gelistirilebilir. ~ Boylelikle toplumumuzda OA  hastaligina  yatkinlik  kolaylikla
degerlendirilebilir hale gelebilecektir. Farkli bir agidan da farkli terapétik tedaviler igin bir 6n
caligma niteligi tasimast miimkiin olabilecektir.

Bu arastirmada Ortopedi ve Travmatoloji klinigine bagvurmaniza neden olan diz
eklemi sikayetleriniz nedeniyle yapilan radyografik ve fiziksel muayene ile saptanan OA
gradeleme skorunuzla birlikte rutin kan verme igleminiz sirasinda 1-2 ml ekstra kan EDTA'l1
tiiplere alinacaktir. Sirasiyla kan 6rneginizden genomik DNA’larimiz izole edilip PCR-RFLP
yontemi SNP6 mutasyonu taranacaktir. OA ile klinik korelasyon gosteren kikirdak
hiicrelerinin etrafindaki ekstraselliiler matrikste onemli goérevi olan MATN3 proteinini
kodlayan gendeki nokta mutasyonu ve allel frekans durumlari analiz edilecektir. Teknik olarak
Genomik DNA izolasyonu, MATN3 geninin sekanst ve SNP mutasyonlarinda yaygin
kullanilan bir teknik olan PCR-RFLP yontemi uygulanacaktir. Bu arastirmada yer almaniz i¢in
ongorilen sure 5-10 dk olup, arastirmada yer alacak goniilliilerin sayis1 en az 100 olgudur.

Bu arastirma ilgili olarak klinik muayene sirasinda dogru bilgi vermeniz ve verilen
soru cevap formunun gercegi yansitir sekilde doldurulmasi hastaligin derecelendirilmesi
acisindan biiyiik 6nem tasimaktadir ve sizin sorumluluklarmizdir.

Bu arastirmada sizin i¢in beklenen veya dngoriilen herhangi bir risk ve rahatsizlik s6z
konusu degildir. Diger taraftan, siz ve sizin gibi hastalarin diz eklemi sikayetlerinin genetik
acidan taranmasi beklenen yararlar arasinda sayilabilir. Bunun yani sira, literatiire yeni bir
katki saglanacak olup ileride yapilacak arastirmalara da temel olusturulmasi planlanmaktadir.

Aragtirmaya bagli bir zarar séz konusu oldugunda, bu durumun tedavisi sorumlu
arastiric1 tarafindan yapilacak, ortaya ¢ikan masraflar Prof. Dr. A. Cevik TUFAN (0530
3284969) tarafindan karsilanacaktir. Aragtirma sirasinda sizi ilgilendirebilecek herhangi bir
gelisme oldugunda, bu durum size veya yasal temsilcinize derhal bildirilecektir. Aragtirma
hakkinda ek bilgiler almak i¢in ya da galigma ile ilgili herhangi bir sorun, istenmeyen etki ya
da diger rahatsizliklarmiz i¢cin 0505 4002676 no.lu telefondan Dog. Dr. Ahmet FIRAT’a
bagvurabilirsiniz.

Bu arastirmada yer almaniz nedeniyle size hi¢gbir 6deme yapilmayacaktir; ayrica, bu
arastirma kapsamindaki biitiin muayene, tetkik, testler ve tibbi bakim hizmetleri igin sizden
veya bagli bulundugunuz sosyal giivenlik kurulusundan higbir iicret istenmeyecektir.

Bu arastirmada yer almak tamamen sizin isteginize baghdir. Arastirmada yer almay1

reddedebilirsiniz ya da herhangi bir asamada arastirmadan ayrilabilirsiniz; bu durum herhangi
bir cezaya ya da sizin yararlariniza engel duruma yol agmayacaktir. Arastirici bilginiz
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EK-2. (Devami)

dahilinde veya isteginiz disinda, uygulanan gerekleri yerine getirmemeniz, calisma programini
aksatmaniz nedeni ile sizi arastirmadan ¢ikarabilir. Arastirmanin sonuglari bilimsel amacla
kullanilacaktir; ¢alismadan c¢ekilmeniz ya da arastirici tarafindan ¢ikarilmaniz durumunda,
sizle ilgili tibbi veriler de gerekirse bilimsel amacla kullanilabilecektir.

Size ait tiim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma yayilansa bile
kimlik bilgileriniz verilmeyecektir, ancak aragtirmanin izleyicileri, yoklama yapanlar, etik
kurullar ve resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize ulasabilir. Siz de istediginizde
kendinize ait tibbi bilgilere ulagabilirsiniz.

Calismaya Katilma Onayi:

Yukarida yer alan ve aragtirmaya baglanmadan 6nce goniillitye verilmesi gereken
bilgileri okudum ve sozlii olarak dinledim. Aklima gelen tiim sorulari aragtiriciya sordum,
yazili ve sozIi olarak bana yapilan tiim agiklamalari ayrintilariyla anlamig bulunmaktayim.
Calismaya katilmay1 isteyip istemedigime karar vermem i¢in bana yeterli zaman tanindi. Bu
kosullar altinda, bana ait tibbi bilgilerin gézden gegirilmesi, transfer edilmesi ve islenmesi
konusunda aragtirma yiiriitiiciisline yetki veriyor ve s6z konusu arastirmaya iligkin bana
yapilan katilim davetini hi¢bir zorlama ve baski olmaksizin biiyiik bir goniilliiliik igerisinde
kabul ediyorum.

Bu formun imzal1 bir kopyasi bana verilecektir.

Gondllunin,
Adi-Soyadi:
Adresi:
Tel.-Faks:
Tarih ve imza:

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar icin veli veya vasinin,
Adi-Soyadi:

Adresi:

Tel.-Faks:

Tarih ve Imza:

Aciklamalar: yapan arastirmacimn,
Adi-Soyadi:

Gorevi:

Adresi:

Tel.-Faks:

Tarih ve Imza:

Olur alma islemine basindan sonuna kadar tamkhk eden kurulus gorevlisinin/goriisme
tamginin,

Adi-Soyadt:

Gorevi:

Adresi:

Tel.-Faks:

Tarih ve imza:
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EK-3: WOMAC Anketi

WOMAC osteoartrit indeksi

Tarih:
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EK-4: Tez ile ilgili yaymnlanmis makale

Bu tez igerisinde yer alan arastirma ve sonuglar1 13.02.2020 tarihinde European
Journal of Rheumatology dergisi tarafindan 0.5152/eurjrheum.2020.19210 DOI
numarasi ile on-line olarak yaymlanmis olup, ayn1 zamanda ayn1 dergi tarafindan basili
kopya olarak da yayinlanmak iizere kabul edilmistir. Bu yayimna iliskin Pubmed

tarafindan verilen 06.09.2020 tarihli kiinye bilgileri asagidaki gibidir:

Piskin I, Akcan G, Firat A, Tufan AC. A single-nucleotide polymorphism
(rs8176070 of IncRNA PARTL1 may reflect the risk for knee osteoarthritis. Eur J
Rheumatol. 2020 Apr;7(2):88-89. doi: 10.5152/eurjrheum.2020.19210. Epub 2020
Apr 1.
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