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Amac: Osteoartrit (OA) agr ve fonksiyon kisithlhigiyla sonuglanan dejeneratif bir eklem hastahigidir.
Metabolizmada diizenleyici molekiiller olmalar: ve OA patofizyolojisindeki rolleri nedeniyle sitokinler;
tan1 ve tedavi i¢in arastirilan 6nemli faktorlerdendir. Bu ¢alismanin amact; 1L-1f3, IL-6, I1-17, 1L-18
ve TNF-a proinflamatuvar sitokinlerinin OA ile iligkisini gdstermek ve kikirdak dokusunda harabiyete
neden olan bozulmug katabolik aktivitelerini saptamaktir. Ayrica bu molekiillerin kan ve kikirdak
dokularinda kiyaslanarak tani ve tedavi stirecleri icin olast biyomarker adaylarmin belirlenmesi
amaclanmgtir.

Gerec ve Yontemler: Hasta ve kontrol grubu olmak tizere ikiye ayrilan toplam 30 olgudan alinan
periferik kan ve kikirdak doku 6rneklerinde ilgili sitokinlerin protein diizeylerinin belirlenmesinde
Western blot, gen ekspresyon seviyelerinin belirlenmesinde ise kantitatif gergek zamanh polimeraz
zincir reaksiyonu yontemleri uygulanmustir. Ayrica olgularm C-reaktif protein (CRP) diizeyleri ve
Kellgren-Lawrence (K-L) skorlamalar1 da sorgulanmugtir.

Bulgular: Protein diizeyleri i¢in dokuda I1-6, kanda ise IL-1f3 ve IL-17 istatistiksel olarak anlaml
bulunmugtur (sirasiyla p<0,0308, p<0,0475 ve p<0,0012). Gen ekspresyon seviyelerinde ise
dokuda incelenen genler igin istatistiksel anlamlilik tespit edilememesine ragmen, kanda IL17 ve
IL18 ifadesinin istatistiksel olarak yiikseldigi belirlenmistir (sirastyla p<0,0055 ve p<0,0166). CRP
diizeyleri ve K-L skorlar kiyaslandiginda ise istatistiksel olarak anlamlh pozitif korelasyon géralmiistiir
(r=0,5354, p<0,0150).

Sonug: IL-17'nin hedef molekiil olarak yararli bir biyomarker oldugu caliymada gosterilmistir.
Ayrica IL-17 seviyelerindeki yikselisin kikirdak katabolizmasini etkileyerek, ¢aliymada anlaml
bulunan IL-1f3 ve IL-6’y1 da tetikledigi diistintilmektedir. Sonug olarak degerlendirilen sitokinlerin
OA patofizyolojisindeki énemli medyatorleri temsil ettigi gorilmiistir. Hastaligin tanisi, prognozu
ve gelecekteki terapotik mudahaleleri icin biyomarker segilmesinde yardimer olabilecek molekiiller
g0Osterilmigtir.

Anahtar Sézciikler: Osteoartrit, Inflamasyon, Sitokinler, Molekiiler Tip

ABSTRACT

Objective: Osteoarthritis (OA) is a degenerative joint disease that results in pain and dysfunction.
Cytokines, which are regulatory molecules in the metabolism with roles in the pathophysiology of
OA, are important factors investigated regarding diagnosis and treatment. The aim of this study
was to demonstrate the association between IL-1f3, IL-6, IL-17, IL-18 and TNI-a proinflammatory
cytokines and OA, and to identify the imbalanced catabolic activity in cartilage tissue. We also aimed
to determine possible biomarker candidates for diagnosis and treatment processes by comparing
cytokines in serum and cartilage.

Akd Tip D / Akd Med ] / 2020; 6(3):373-381

373 m


https://orcid.org/0000-0001-5063-5053

Atasoy S.

Material and Methods: Western blotting was performed to determine protein levels, and quantitative real-time polymerase chain
reaction was performed to determine the gene expression levels of cytokines in the blood and tissue samples taken from patient and
control groups for a total of 30 cases. The C-reactive protein (CRP) levels and Kellgren-Lawrence (K-L) scoring of patients were also
investigated.

Results: As regards protein levels, the level of IL-6 in tissue, and of IL.-1f3 and IL-17 in blood were found to be statistically significant
(p<0.0308, p<0.0475 and p<0.0012, respectively). Although gene expression levels were not statistically significant in tissue, I1.17 and
IL18 expression was found to be statistically increased in blood (p<0.0055 and p<0.0166, respectively). Comparing CRP levels and K-L
scores showed a statistically positive correlation (r=0.5354,p<0.0150).

Conclusion: IL-17 was found to be a useful biomarker for targeting. Further, it is thought that the increase in IL-17 levels affects the
cartilage catabolism and triggers the IL-1f3 and IL-6 levels, also found to be significant in our study. We observed that the evaluated
cytokines represented important mediators in the pathophysiology of OA. Molecules that could help the selection of biomarkers to aid

in the diagnosis and prognosis and guide future therapeutic interventions have therefore been found.

Key Words: Osteoarthritis, Inflammation, Cytokines, Molecular Medicine

GIRIS

Osteoartrit (OA) agr1 ve fonksiyon kisithhgi ile sonuclanan
kronik, yasa bagl, dejeneratif bir eklem hastahigidir (1).
Patogenezinde kompleman proteinler ve sistemik inflama-
tuvar medyatorlerin etkilestigi; obezite, travma, genetik
faktorler, laksite ve diyabet gibi bir¢ok faktoriin etkiledigi
inflamatuvar ve biyomekanik bir organ hastalig1 olarak
kabul edilmesine ragmen, etiyolojisi hala tam olarak aydin-
latilamamustir (2). Yapilan arastirmalar yaglanan ntfus,
hareket azligi ve obezite prevalansinin gittikce artmasi
sebebiyle OA gorillme sikhiginin 2020°de iki katina gika-
rak énemli bir halk sagligi sorunu olacagimi géstermektedir
(3). Radyografik ve semptomatik belirtileri olan hastalarda
tedavi genellikle palyatif olmakla birlikte, yiiksek derecede
fonksiyon kaybr ve agrisi olan hastalarda cerrahi yontemler
uygulanmaktadir. Kikirdak onarici ajanlar gelistirmek icin
uygun hedef belirleme konusunda aragtirmalar hala devam
etse de, hasarli bolgelerin yeniden onarilmasini saglayan bir
tedavi hentiz mevcut degildir. Erken dénem OA’da 6nle-
yici yaklagimlar olusturulmas: i¢in radyolojik bulgulardan
once hastaliga 6zgt biyokimyasal ve gortintileme belirteg-
lerinin tamimlanmasi aragtirmalarin odak noktasidir (3, 4).

Sitokinler, kemokinler, adipokinler ve biyume faktorleri
gibi medyatorler kikirdak metabolizmasinda énemli rol
oynayan dizenleyicilerdir. Homeostazda bu molekiiller
siki bir gekilde denetlenir ve kikirdagin fizyolojik yapasi,
anabolizmanin aktivasyonu ve katabolizmanin inhibisyonu
ile korunur (5). Sitokinler; dogal ve kazanilmig immiinitede
gorev alan; enfeksiyon, inflamasyon ve travma yanitlarin
dizenleyen kugiik glikoprotein yapida molekillerdir. Bir
grup sitokinler patolojik sonuclara (proinflamatuvar sito-
kinler; timoér nekroz faktort alfa (TNF-a), Interlokin (IL)-
1, IL-6, IL-8 vb.) yol agarken, diger grup sitokinler (anti-
inflamatuvar sitokinler; transforme edict buyiime faktor
beta, I1L-4, IL-10 vb.) inflamasyonu azaltarak iyilesmeyi
baslatirlar (6, 7). Proinflamatuvar sitokinler, kollajen sente-
zini baskilayarak ekstraselliller matriksin (ESM) yikimina
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sebep olan matriks metalloproteinazlarin (MMP) sentezini
artirir ve kikirdak metabolizmasimi olumsuz yonde etkiler
(8). OA’da yiiksek sitokin seviyeleri anabolik ve katabolik
mekanizmalarda dengesizlige sebep olarak cesitli biyokim-
yasal yolaklarm aktivasyonu ile ESM’nin parcalanmasina
ve progresif kikirdak kaybina neden olur (9). Sinoviyal
membranda artmig proinflamatuvar sitokin aktivitesi ile
eklemlerdeki lokal kronik inflamasyonunun direkt ve indi-
rekt etkilerle kikirdak degredasyonu ve hiperaljezide 6nemli
rol oynadigi diigtintilmektedir (10).

OA’da mekanik stres ve beraberinde ESM’nin yikimu;
niikleer faktér-kappa B yolaginmn aktiflesmesine ve katabo-
lik proinflamatuvar sitokinler ile hasarin artmasina neden
olur (11). Son dénemde yapilan arastirmalar, sitokinlerin
eklem hastaliklar1 patofizyolojisindeki rollerine ek olarak,
tedavide de kikirdak onarmmini etkileyebilecek 6nemli
faktorler oldugunu gostermistir (12). Ancak sitokinlerin
biyomarker olarak degerlendirilmesi, hasarli eklem doku-
sundaki rollerinin anlagilmasi ve tedavi acgisindan 6zgiin
molekiiller olabileceginin gésterilmesi i¢in daha fazla galig-
maya ihtiyac vardir. Katabolik siireclerde rol oynayan bu
molekillerin farkli dokularda olugturduklar1 cevaplar ve
sinyal mekanizmalarindaki rollerinin aragtirlmasi ile elde
edilen veriler OA patogenezinin ve yeni tedavi stratejile-
rinin belirlenmesini saglayacaktir. Yapilacak arastirmalar,
iligkili sitokinlerin belirlenmesi ile hastaligin ilerlemesini
yavaglatici veya dogal onarim mekanizmalarini destekleyici
potansiyel hedefleri ortaya gikaracaktir. Bu kapsamda yapi-
lan galiymanin amac; proinflamatuvar sitokinlerin hasara
ugramig eklem dokularindaki aktivitelerini degerlendirmek
ve OA hastalarinda bozulmug katabolik aktivitenin infla-
masyon acisindan g6z o6ninde bulundurulmast gerekti-
gini gostermektir. Bu amagla primer diz OA hastalarinda
IL-1B, IL-6, IL-17, IL-18 ve TNF-a’'min gen ve protein
ekspresyon seviyeleri incelenerek, farkli dokular arasinda
hastalikla iligkili faktorler aragtirilmig ve tani-tedavi stirec-
lerinin desteklenmesi i¢in olasi biyomarker aday1 degerlen-
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dirilmesi yapilmigtir. Claliyma sonuglarinda inflamasyonun
OA ile olan iligkisinin alti gizilmig ve dikkat edilebilecek
faktorlerden birinin sitokinler olabilecegi gosterilmistir.

GEREC ve YONTEMLER
Orneklerin Toplanmasi ve Hazirlanmas:

Calisma Girisimsel Olmayan Aragtirmalar Etik Kurulu
tarafindan 71306642-050.01.04 sayii karar ile onaylan-
mig ve Helsinki Deklarasyonu etik standartlarina uygun
olarak planlanmigtir. Tum katihimcilardan bilgilendiril-
mis olur almmustir. Caliymada Ortopedi ve Travmatoloji
Poliklinigi'ne bagvuran toplam 30 olgu kullamlmigtir. Olgu-
lar hasta ve kontrol grubu olmak iizere iki gruba ayrilmig-
tir; I. Grup - Hasta grubu; Amerikan Romatoloji Dernegi
tam kriterlerine gére primer diz OA tamst konulmus, aktif
enfeksiyonu olmayan 20 olgu, II. Grup - Kontrol grubu;
OA bulgusu ve aktif enfeksiyonu olmayan, amptitasyon
ameliyati olan 10 olgu. I. grubun radyolojik degerlendiril-
mesi i¢in Kellgren-Lawrence (K-L) skalas1 kullanilmigtir ve
skorlama 0-4 arasinda yapilmistir. Evre 0; Normal, Evre
1; Suipheli, Evre 2; Hafif, Evre 3; Orta dereceli ve Evre 4;
Siddetli OA olarak degerlendirilmistir (13).

I. gruba dahil edilen olgularin yaglar, cinsiyetleri, C-reaktif
protein (CRP) diizeyleri, radyolojik evreleri sorgulanmig ve
II. grup olusturulurken CRP degerlerinin diigiik olmasiyla
beraber yag ortalamasinin I. gruba yakin olmasina dikkat
edilmistir. I. gruptaki olgularin hasarhh kikirdak dokusu
ornekleri total diz replasmani, II. gruptaki olgularin saghkh
kikirdak dokusu o6rnekleri ise ampiitasyon ameliyatlar:
sirasinda almmugtir. Olgularin periferik kan 6rnekleri ise
ameliyat 6ncesi sodyum heparinli tiip kullanilarak alinmig-
tir. Ameliyat esnasinda dokular 1-1,5 cm? olacak gekilde
kesildikten sonra fosfat tamponlu tuz cozeltisi (PBS) ile
yikanmis, hemen sonra siv1 azotta dondurulmug ve sonraki
caliymalara kadar -80°C’de saklanilmistir.

Lenfosit izolasyonu

Olgulardan alman periferik kan 6rnekleri bekletilmeden
1:1 olacak sekilde PBS ile karigtinlmigtir. Yeni bir santrifij
tiptine 5 mL histopaque (Sigma-Aldrich, Almanya) eklen-
dikten sonra tizerine yavasga PBS-periferik kan karigimin-
dan eklenmigstir ve 800 x g’de 30 dk. santrifiij edilmistir.
Lenfositleri igeren faz dikkatlice alinip temiz bir tiipe akta-
rilmig ve PBS ile yikanip santrifiijlendikten sonra tiiptin
dibine ¢oken lenfositler toplanarak -80°C’de saklanilmuistir.

Protein izolasyonu ve Western Blot

Toz haline getirilen kikirdak dokusu érnekleri ve perife-
rik kandan izole edilmig lenfositlerin tzerine RIPA liziz
tamponu (Santa Cruz, ABD) eklendikten sonra 5 kere
2 dk. vortekslenmis, -80°C’de gece boyu bekletildikten
sonra lizatlar 12000 x g 4°C’de 10 dk. santrifiij edilmistir
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(Hermle Z 326K, Almanya). (idziinen proteini igeren st
faz toplanip yeni tiipe aktarilmig ve protein konsantrasyonu
Ol¢tilmiigtur (Qubit Protein Assay Kit, Qubit 2.0 Fluorome-
ter, Invitrogen, ABD). Her 6rnekten alman 20 pg protein,
-merkaptoetanol iceren 2x Laemmli 6rnek tamponu
(Bio-Rad Laboratories, ABD) ile karigtirilmig ve 95°C’ de
2 dk. bekletilmigtir. Hazirlanan protein 6rnekleri %4—20
Mini-PROTEAN TGX Precast Protein Gels (Bio-Rad
Laboratories, ABD) ve protein ladder olarak GangNam-
STAIN Prestained (iINtRON Biotechnology, Gliney Kore)
kullanilarak dikey elektroforezde yurutilmis, Trans-Blot
Turbo (Bio-Rad Laboratories, ABD) transfer sisteminde
15V, 7 dk. stireyle polivinilidin difloriir membrana blotlan-
mustir. Blotlama sonrasi membranlar %5 yagsiz siit tozu ve
%0,1 Tween 20 igeren Tris tampon tuzu (ITBSMT) ile 1
saat boyunca oda sicakhginda bekletilmigtir. %5 TBSMT
igerisinde hazirlanan primer antikorlar (IL-1[3 Rabbit mAb
#12703, B-Aktin Rabbit mAb #4970, IL-6 Rabbit mAb
#12153, TNF-a Rabbit mAb #6945, Cell Signaling Tech-
nology, ABD, Anti-IL17 antibody ab79056, Anti-IL18
antibody ab191152, Abcam, ABD) ve sekonder antikorlar
(Anti-rabbit IgG HRP-linked Antibody #7074, Abcam,
ABD) oda sicakhiginda | saat hafif sallanarak inkiibe edil-
mig, sonrasinda IXTBSMT ile 5 kere 5 dk. yikanmug-
tir. Membranlarin gériintilenmesi WesternBright ECL
HRP (Advansta, ABD) substrat kiti kullamlarak, kemilii-
minesans goruntiileme sistemiyle (Vilber FUSION FX,
Fransa) gerceklestirilmigtir. Deney sonucunda elde edilen
bant gorselleri dansitometrik olarak analiz edilmig ve her
bir hastanin ilgili protein ekspresyon diizeyleri beta aktin
ekspresyon diizeylerine gore normalize edilerek protein
seviyelerindeki degisim belirlenmistir.

RNA Izolasyonu ve Kantitatif Gergek
Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu

(qRT-PCR)

Total RNA izolasyonu Invitrogen RNAqueous (Thermo
Fisher Scientific, ABD) kiti kullanilarak, iiretici protokoliine
uygun olarak yapilmgtir. Izole edilen RNA’larin miktar
tayini spektrofotometrik olarak él¢tilmustiir (Multiskan GO,
Thermo Scientific, ABD). Sonuglar; A, miktari, A, /A,
ve A, /A, ise safh@ verecek sekilde degerlendirilmistir.
A, /Ay orant 1,8-2,0 ve A, /A, oram 2,0—2,2 arasinda
olan RNA’lar caliygmaya dahil edilmistir. Izole edilen
RNA’lardan High-Capacity cDNA Reverse Transcription
kit (Roche Life Science, Almanya) yardimiyla baslangic
RNA miktar1 100-200 ng olacak gekilde cDNA sentezlen-
migtir. Incelenecek genlerin anlatim diizeylerindeki degi-
siklikler SensiFAST SYBR No-ROX kiti (Bioline Reagents
Ltd, Ingiltere) ile gerceklestirilmigtir. Gen anlatmlarindaki
degisimleri inceleyebilmek i¢in IL1B, IL6, IL17, IL18, TNF
genleri ve housekeeping olarak ACTB geni igin primerler
hazirlanmistir (T'ablo I). Her gen her bir 6rnek i¢in duplike
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galiglmigtir. Gen anlatimlarimi degerlendirilmesinde her
gen 1¢in 1gimanin bagladigr Threshold Cycle (Ct) degerine
ve duplike 6rneklerin kendi aralarindaki standart sapmala-
rina bakilmig ve bu verilere bagh olarak analiz icin AACt
metodu uygulanmigtir (14).

Istatistiksel Analiz

Western blot ile incelenen bantlar Image] (U.S. National
Institutes of Health, Bethesda, Maryland, ABD, http://
imagej.nih.gov/1j/) programinda normalize edilmigtir (15).
Ilglh genlerin Q*AACT degerleri 2* [(CT Hedef Gen—C'T Housekeeping Gen)Hasta
—(CT Hedef Gen — C'T Housekeeping Gen)Kontrol] formulu kullanilarak hesap-
lanmigtir. Analizlerin istatistiksel yaklagimlarinda; grup-
larm arasindaki farklihiklar parametrik test olan Student’s
t-testi, degigskenler arasindaki iliski Spearman Korelasyon
testi kullanilarak, % 95 giiven araliginda GraphPad Prism
8.00 (GraphPad Software, ABD) programi ile yapilmugtir.

Anlambhlik sinirn olarak p<0,05 belirlenmistir.
BULGULAR

Caliyma, yaglart 52 ile 77 arasinda degisen (ortalama
66,0£7,9), %851 kadin (n=17) ve %151 erkek (n=3),
toplam 20 primer diz OA hastasi, kontrol grubu olarak
1se yaglar1 49 ile 68 arasinda degisen (ortalama 60,5£5,8),
%4071 kadin (n=4) ve %601 erkek (n=6) toplam 10 transfe-
moral ampiitasyon olgusu ile yapilmigtir. Operasyon 6ncesi
hastalarin %651 (n=13) konservatif tedaviyi (Non-steroid
anti-inflamatuvar ilaglar + Analjezik + Fizik tedavi) en
az 3 ay denemis ve yanit alamamugstir. Ayrica operasyon-
dan once hastalarin hicbirine intraartikiler kortikosteroid
enjeksiyon uygulamasi yapilmamugtir. I. grubun K-L radyo-
lojik skorlart = 2 ve CRP degerleri < 0,01-0,91 arasindadir
(Tablo II). II. grubunun CRP degerlerinin < 0,5 olmasma
dikkat edilmig (Tablo III). CRP degerlendirmesinde refe-

rans degerin < 0,5 olmasi negatif olarak kabul edilmistir.
I. grubun %60’inda CRP degerleri yiiksek olarak bulun-
mug, K-L skorlarina bakildiginda ise %15inin 4. evre,
%>355’inin 3. evre ve %30’unun 2. evre oldugu gorilmiis-
tir. CRP diizeyleri ve K-L skorlar1 degerlendirildiginde ise
istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon goérilmustiir
(r=0,5354, p<0,0150).

I. ve II. grubun periferik kan ve kikirdak doku ornekle-
rinde IL-1f3, IL-6, IL-17, IL-18 ve TNF-a protein ekspres-
yon duzeyleri arasindaki farklihk Western blot yontemi ile
belirlenmigtir (Sekil 1A,B). I. grup ile II. grup karsilagtiril-
diginda; TNF- a ve IL18 protein seviyeleri arasinda kikir-
dak dokusu veya periferik kan orneklerinde istatistiksel bir
anlamlilk bulunamamistir. Kikirdak dokusunda sadece
IL-6 istatistiksel olarak anlaml bulunmustur (p<0,0308),
ancak periferik kan ornekleri degerlendirildiginde ayni
anlambhlik tespit edilememistir (p>0,05) (Sekil 2). Periferik
kan 6rneklerinde protein seviyeleri incelendiginde ise IL-13
ve IL-17 istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (sirasiyla
p<0,0475 ve p<0,0012) (Sekil 3A,B).

I. ve II. grubun periferik kan ve kikirdak doku 6rnekleri
gen ekspresyon diizeyleri agisindan /LIB, IL6, IL17, IL18,
TNF genlerine 6zgi primerler ile incelenmigtir. Periferik
kan 6rneklerinde /L17 ve IL18 ifadesinin kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak artmig oldugu belirlenmistir (sira-
styla p<0,0055 ve p<0,0166) (Sekil 4A,B). Kikirdak doku
orneklerinde ise incelenen genler i¢in istatistiksel anlamhilik
tespit edilememigtir.

TARTISMA

Toplumda artrit, 6zellikle OA’ya yakalanma riski yasla
beraber ciddi bir gekilde yiikselmektedir ve orta-ileri yasg
gruplarinda kronik hale gelmektedir. Ayni zamanda yapi-

Tablo I: Incelenen proinflamatuvar sitokin genleri icin PCR amplifikasyonunda kullanilan primer baz dizileri.

Gen Baz Dizisi 5°-3° Amplikon biiyukliigii (bp)
IL1B f 5-AAG CTG AGG AAG ATG CTG-%° 390
r 5-ATC TAC ACT CTC CAG CTG-3’
IL6 f 5’-TCT CCA CAA GCG CCT TCG-3’ 193
r 5’-CTC AGG GCT GAG ATG CCG-%°
IL17 f5-CTC ATT GGT GTC ACT GCT ACT G-3’ 78
r5’-CCT GGATTT CGT GGG ATT GTG-3’
IL1S £ 5-TTG CTG AGC CCT TTG CTC-% 102
r5’-GCT TTA GCA GCC AGA GTT GG-3°
TNFA {5-CCT GCC CCAATC CCT TTATT-3 a1
r 5°-CCC TAA GCC CCC AAT TCT CT-%
ACTB { 5°CAT GTA CGT TGC TAT CCA GGC-3’ 950

r5-CTC CTT AAT GTC ACG CAC GAT-3

qRT-PCR: Kantitatif ger¢ek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu, bp: Baz cifti, f: Forward, r: Reverse, IL: Interlékin, TNFA: tiimor nekroz faktérii

alfa, ACTB: beta aktin.
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lan epidemiyolojik caligmalar diz OA insidans: ve siddeti
g6z 6ntune alindiginda cinsiyetler arasinda da farklihklar
oldugunu gostermistir. Diz OA’lar1 erkeklere oranla kadin-
larda daha fazla gorilmektedir (16). Diz anatomisi, travma
hikayesi, hormonal farklihklar ve obezitenin kadinlarda
daha yiiksek olmasi sebepleriyle yaklagik 3 kadindan 2’si
artrit tanist almaktadir (17, 18). Bu caliymada da hasta-

Sitokinlerin OA Hastalarinda Kargilagtirilmas:

larin gogunlugu orta-ileri yas grubundan ve kadinlardan
olugmaktadir. I. gruptaki erkek/kadin dagilimlar: incelen-
diginde 1:5,6 oram gortlmektedir. Esit olmayan dagilimin
sonugclar iizerindeki etkisi olas1 goziikse de, cinsiyet ve OA
iligkisinin belirlenebilmesi icin klinik gbzlemlerin (giinlitk
faaliyetler, fiziksel kisithliklarin belirlenmesi ve agrimin
tanimlanmasi) ayrintih bir gekilde yapilmas: gerekmektedir.

Tablo II: I. grubun (z=20) demografik bilgileri ile laboratuvar ve radyolojik bulgular:.

‘N Yas/Cinsiyer  CRRdumeyi e epen sire (gin
H1 77/K 0,88 4 32
H2 77/K 0,75 3 157
H3 72/E 0,73 3 218
H4 77/K <0,01 2 225
H5 62/K 0,91 3 153
H6 33/K 0,63 2 102
H7 69/K 0,64 3 124
H3 68/L 0,3 3 28
H9 76/K <0,01 3 14
H10 69/K 0,58 3 70
H11 69/K 0,09 3 98
H12 33/K 0,83 4 48
H13 64/K <0,01 2 246
H14 73/K 0,36 2 138
H15 71/K 0,26 3 215
H16 33/K 0,17 2 194
H17 61/K 0,62 4 8
H18 60/K 0,57 2 131
H19 64/K 0,87 3 90
H20 52/E 0,72 3 273

K: Kadin, E: Erkek, CRP: C-reaktif protein, K-L: Kellgren-Lawrence

Tablo III: II. grubun (2=10) demografik bilgileri, laboratuvar bulgular: ve ampiitasyon endikasyonlarr.

Olgu No Yas/Cinsiyet CRP diizeyi Ampiitasyon Nedenleri

o1 68/K <0,01 Transfemoral Ampiitasyon (Periferik Arter Hastaligi) Vaskiiler
02 49/K <0,01 Transfemoral Ampiitasyon (Periferik Arter Hastaligr (Tip 2 DM))
03 67/K 0,42 Transfemoral Ampiitasyon (Periferik Arter Hastaligr (Tip 2 DM))
04 66/E <0,01 Transfemoral Ampiitasyon (Periferik Arter Hastahigi(Tip 2 DM))
05 64/E 0,52 Transfemoral Ampiitasyon (Travma — Motorlu Tasit Kazas)
06 58/E 0,31 Transfemoral Ampiitasyon (Periferik Arter Hastaligr (Tip 2 DM))
o7 60/E 0,18 Transfemoral Ampiitasyon (Periferik Arter Hastalig1 (Tip 2 DM))
038 57/E <0,01 Transfemoral Ampitasyon (Periferik Arter Hastaligr (Tip 2 DM))
09 62/K 0,34 Transfemoral Ampiitasyon (Periferik Arter Hastaligr) Vaskiiler
010 54/E 0,21 Transfemoral Ampiitasyon (Periferik Arter Hastaligr (Tip 2 DM))

K: Kadin, E: Erkek, CRP: C-reaktif protein, DM: Diabetes Mellitus
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Sekil 1: Western blot analizi sonrasi doku (A) ve periferik kan (B) 6rneklerinde proinflamatuvar sitokin protein seviyelerinin
kargilastirlmasi. Veriler ortalama * standart sapma (SD) olarak sunulmustur, * p<0,05; *%* p<0,01.

Cinsiyetin immtin yamti etkilemesinin etiyolojisi tam olarak
bilinmese de; kadinlarda agirn diz ekstansiyonu ile olusan
IL-6 yiiklenmenin kadinlardaki OA prevalansim artirdigr diigii-
nilmektedir (19).

* p<0,0308 . . I .
OA etiyopatogenezinde sitokinler efektor ve diizenleyici
)

molekiller olmalarmin yani sira, fizyolojik ve metabolik
o® streclerde de genis etkiler gosterirler (20). IL-1f3, TNF-a ve
IL-6 ile beraber 1L-15, IL-17, IL-18, 1L.-21, 16semi inhibe
edici faktor ve kemokinlerin de OA i¢in 6nemli oldugu

)
o
1

-
(3}
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e . dustinilmektedir (8). Sitokinler ve diger medyatorler sadece

' A“. ®ee0 inflamatuvar sinoviyal dokudan degil, lenf digtimleri,

n ° dalak ve karaciger gibi sistemik sitokin dizeyini etkileyen

0.0 T T yerlerden de eksprese edilmektedir. OA hastahgi lokal sino-
Kontrol Hasta

viyal inflamasyon olarak diigiintlse de, gesitli aragtirmalar
Sekil 2: Calisma gruplarinin kikirdak dokularindaki interlokin h.er.n kan hervn de. SmO_Vl_yal Slv,ﬂérda 116 ve CR? Sew}.l? .le—-
6 (IL-6) protein seviyelerinin Western blot analizi sonrasi I hastahigin siddeti ile pozitif korele olarak yiikseldigini
kargilastiriimast. Veriler ortalama * standart sapma (SD) olarak ~ gostermistir (21-23). Bu ¢alisjmada da benzer sekilde radyo-
sunulmustur, * p<0,05.
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Sekil 3: Calisma gruplarimin periferik kan 6rneklerindeki interlokin 1 beta (IL-1f3, A) ve interlokin 17 (IL-17, B) protein seviyelerinin
Western blot analizi sonrasi karsilagtirllmasi. Veriler ortalama £ standart sapma (SD) olarak sunulmustur, * p<0,05; ** p<0,01.
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lojik skorlama sistemi ile degerlendirilen hastalarda hasta-
hgin siddetiyle beraber CRP seviyelerinin yiikseldigi gortl-
mugtir. Bu bulgu, OA tanih hastalarin ilerleyen dénemle-
rinde sistemik inflamasyonun rol oynadigini géstermekte-
dir. Dolayisiyla, periferik kan hastaligin sistemik etkilerinin
degerlendirilmest i¢in uygun bir kaynak saglarken, cklem
dokularinin incelenmest ise lokal biyokimyasal degisiklikler
hakkinda 6nemli bilgiler vermektedir.

Periferik kan hastalik teshisinde 6zellikle biyomarker olarak
ideal numunedir. Bunun en btyiik nedeni; tim dokular ve
organlarla etkilesime girebilmesi, kolayca analiz i¢in hazir-
lanabilmesi ve kismen girisimsel olmayan bir gekilde elde
edilebilmesidir (24). Eklem kikirdag: avaskiiler olmasina
ragmen, sinoviyal pannus oldukca vaskiilerdir ve bircok
sitokini salgilayarak kikirdak hasarina neden olur (23). Galig-
mada da bu 6zellikler dikkate aindiginda; OA tanili hasta-
larmn periferik kanlarinda IL1f3 ve IL-17nin protein dizey-
lerindeki artiy 6nemlidir. Bu diizeyler kontrol grubuna gore
sirastyla 1,3 ve 2,2 kat yiiksek bulunmugtur. Ayni zamanda
periferik kanda IL17 ve ILI8 genleri upregile olarak
bulunmustur. En 6nemli bulgumuz ise IL-17’nin hem gen
ekspresyonu hem de protein diizeylerinin periferik kanda
birlikte anlamh farkliik g6stermis olmasidur.

IL-17’nin patolojik seviyeleri, agir1 inflamasyona ve doku
hasarina yol agar (26). IL-17, kondrosit ve sinoviyal fibrob-
lastlardan ¢esitli proinflamatuvar sitokinlerin diretimini ve
salimimini uyararak katabolizmay aktiflestirir (27). OA’da
yitksek IL-17 seviyeleri, metabolik sendrom yoklugunda
azalmig kemik tutulumu ve artmig inflamatuvar fenotipi ile
iligkilendirilmigtir (28), ayn1 zamanda artan kikirdak defekt-
leri ile karakterize oldugu gosterilmistir (29-31). Chen ve
ark. OA tanili hastalarin serum ve sinoviyal sivilarindaki
IL-17 seviyelerinin hastalarin radyolojik bulgulariyla
anlamh olarak arttigini gostermigtir (29). Benzer sekilde bir
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meta-analiz ¢alismasi da dolagimdaki IL-17 seviyelerinin
OA dahil inflamatuvar artritlerde ytkseldigini gdstermistir
(32). In-vivo arastirmalar tavsan diz ekleminin icine IL-17
enjekte edilmesiyle OAnin indiiklenebildigi gosterilmigtir
(33). Bu cahsmada da kontrol grubu ile kiyaslandiginda
hasta grubunun periferik kan 6rneklerinde IL-17 protein
seviyesi 2,2 kat, gen ekspresyon seviyesi ise 4 kat artmug
olarak bulunmugtur. IL-17’nin hastaligin tedavisinde hedef
molekil seklinde degerlendirilebilecek yararl bir biyomar-
ker oldugu ¢alisma ile gdsterilmistir. Ayrica IL-17 protein
ve gen ekspresyon seviyelerinin yiikselmesinin kikirdag:
katabolik olarak etkileyen diger medyatorleri (IL-13 ve
IL-6) de tetikleyebilecegini distindiirmektedir.

Caliymada IL-17 ile beraber periferik kan 6rneklerinde
anlamli derecede yiiksek olarak artis gosteren IL-1fnin
katabolik bir faktor olarak kondrositlerin aktivitesini
bozdugu gosterilmigtir. Bircok arastirma IL-1[3’nin kond-
rositlerdeki ESM bilegenlerinin sentezini engelleyerek, tip
2 kollajen (Col2A1) ve agrekan (ACAN) gibi temel yapisal
proteinlerin sentezini etkiledigini ve proinflamatuvar sito-
kinlerin tretimini artirarak kondrositlerde apoptozu tetik-
ledigini gostermistir (34-36). Bu bulgular eklem kikirdag: ve
matriksinin homeostazin korunmasinda IL-1'min 6nemli
roli oldugunu gostermektedir. Aym zamanda c¢aliymada
periferik kan 6rneklerinde IL-1[ protein seviyesinin yiiksek
bulunmasi ve kikirdak dokusundaki IL-6 protein seviyeleri-
nin artmug olarak gézlenmesi, kandaki IL-1f3 seviyelerinin
subkondral kemik tabakasinda IL.-6 diizeylerini etkiledigini
digtindiirmektedir. IL-1f, IL-6’nin tretilmesini dogrudan
uyaran bir sitokindir (37). IL-6 normal kosullarda disiik
miktarlarda kondrositlerde iretilmektedir (38). IL-6'nin
kikirdak tzerindeki etkileri diger sitokinlerle benzerdir,
ayrica osteoklast farklilasmasi ve kemik resorbsiyonu basla-
tic1 etken oldugu icin 6nemli bir sitokindir (39-41). Inflamas-
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yon olusum stireci birbirini tetikleyen molekillerden olug-
tugu icin, IL-6'nin kikirdak dokusundaki artist IL-1f3’nin
aktiflesmest ile aciklanabilir. Bununla beraber OA’da sino-
viyal IL-6'nin yiiksek seviyeleri sistemik CRP diizeyleri ile
bagdastirilmis (21), benzer sekilde bu ¢aliymada da kikar-
dak dokusunda yiiksek IL.-6 protein diizeyleri ile beraber
artmig sistemik CRP seviyeleri gorulmustiir. Caliymanin
sonucunda CRP dizeyleri ile birlikte IL-17, IL-1f ve IL-6
proinflamatuvar sitokin ekspresyonlarimin artigmin hastah-
gin gelismesinde ve ilerlemesinde 6nemli etkenlerden olabi-
lecegi goriulmusgtiir.

SONUC

Son yillarda OA patogenezini degistirebilecek olan aras-
tirmalara ilgi artmigtir. Kikirdagin dejenerasyonuna neden
olan molekullerin belirlenmesi, etki eden faktorlerin arag-
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