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ÖZET: Bu çalışmada, osteoartrit (OA) gelişiminde terapötik hedef olabileceği düşünülen transkripsiyon 

faktörlerinden NF-κB’nin rolünün belirlenmesi amaçlanmıştır. Çalışmaya primer diz OA tanısı alan 100 

hasta ve 50 sağlıklı birey dahil edildi. Periferik kandan mononüklear hücre (PKMH) izolasyonu fikol 

yoğunluk gradyanı yöntemiyle gerçekleştirildi. NF-κB aktivasyonu hücrelerden hazırlanan nüklear 

ekstraklarda ELISA metodu ile değerlendirildi. Hasta ile kontrol grubu arasında NF-κB aktivitesi 

değerlendirildiğinde, kontrol grubuna göre bir artış olduğu (p=0.405), cinsiyete göre de artış gösterdiği 

(p=0.260; p=0.610) ancak bu artışların istatistiksel olarak anlamlı olmadığı belirlendi. Bununla birlikte 

Kellgren Lawrence (K-L) evreleme sistemine göre sınıflandırdığımız OA hastalarında NF-κB aktivitesi 

yönünden evreler arasında istatistiksel bir fark olmadığı (p=0.229) bulundu. Ancak NF-κB aktivite değeri 

kontrol ve diğer evrelerle karşılaştırıldığında erken evrede (evre 1) daha yüksek olduğu gözlendi. 

İnflamatuar sürecin OA patogenezine katkısı olabileceği düşüncesinden yola çıkarak, evrelerine göre 

sınıflandırdığımız OA hastalarında, NF-κB aktivite değerinin kontrol ve diğer evrelerle 

karşılaştırıldığında bir fark göstermediği bulundu. 
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NUCLEAR FACTOR KAPPA B (NF-κB) ACTIVITY ACCORDING TO GRADE OF KNEE 

OSTEOARTHRITIS PATIENTS 

 

ABSTRACT: We aimed to determine in this study the role of the transcription factor NF-κB which were 

thought to be a therapeutic target in osteoarthritis (OA) development. In this study, blood samples were 

collected from 100 patients with a diagnosis of OA and 50 healthy subjects. In these samples peripheral 

mononuclear blood cells (PBMCs) were extracted by standard Ficoll density-gradient centrifugation. NF-

κB activation was quantified by way of enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using the NF-κB 

kit according to the manufacturer's instructions. When the NF-κB activity is considered between patients 

and the control group, there is an increase in patients compared to the control group (p=0.405). At the 

same time,  it has been determined that increased by gender (p=0.260; p=0.610). But these increases were 

not statistically significant. When we classify OA patients according to Kellgren-Lawrence (K-L) grading 

system, we were not found statistically significant difference between NF-κB activity (p=0.229). But the 

value of NF-κB activity was significantly higher at early stage (grade 1) compared to control and other 

stages. We are based on, inflammatory processes may contribute to the pathogenesis of OA patients, 

which were classified according to grade, but were not found difference between NF-κB activities in the 

patients groups.  
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1. Giriş 

Osteoartrit kıkırdak, kemik ve sinoviyal 

dokularda çeşitli travmatik, biyomekanik, 

gelişimsel, metabolik ve genetik faktörlerin 

etkisiyle meydana gelen kıkırdak yapımı ve 

yıkımı arasındaki dengenin bozulması ile 

ortaya çıkan, biyokimyasal ve morfolojik 
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değişiklikler ile karakterize bir hastalıktır (1). 

Noninflamatuar bir hastalık olarak 

bilinmesine rağmen son zamanlarda yapılan 

çalışmalarda, sinovitin ve düşük derece 

inflamasyonun OA patofizyolojisinde rol 

oynadığı gösterilmiştir (2-4).  Hücre 

farklılaşması, canlılığı ve aktivasyonu için 

gerekli olan nüklear faktör kappa B (NF-κB) 

inflamatuar yoldaki en önemli transkripsiyon 

faktörlerinden birisidir (5). NF-κB, ilk olarak 

matür B lenfositlerinin çekirdeklerinde, 

immünoglobulin kappa hafif zincir enhancer 

bölgesinde 10 baz çiftlik DNA elemanına 

bağlanan bir transkripsiyon faktörü olarak 

tanımlanmıştır (6). NF-κB, Rel domaini içeren 

proteinlerden oluşan bir protein ailesi olarak 

memeli hücrelerinde beş ayrı üyesi 

bulunmaktadır. Bunlar; NF-κB1 (p50/p105), 

NF-κB2 (p52/p100), RelA (p65), RelB ve c-

Rel (Rel)’dir. Bu proteinler homodimerik ve 

heterodimerik halde sitoplazmada bulunur (7-

9).  NF-κB normal fizyolojik süreç için 

önemli bir transkripsiyon faktörüdür. NF-κB 

aktivitesinde ortaya çıkan düzensizlikler 

romatoid artrit, osteoartrit, astım, multiple 

skleroz, inflamatuar bağırsak hastalığı, tip II 

diyabet ve kanser gibi çeşitli hastalıkların 

patogenezinde rol oynamaktadır (7, 8, 10, 11). 

NF-κB, eklem kıkırdağında matriks 

metalloproteinaz (MMP) gen ekspresyonu 

oluşmasında ve çok sayıda pro-inflamatuar 

aracının salınmasında rol alır (5). NF-κB, 

inflamatuar sitokinlerle birlikte çeşitli hücre 

dışı matriks yıkım proteinlerinin 

ekspresyonlarını artırır (12). NF-κB’nin OA’lı 

hasta kondrositlerinde, anormal gen 

ürünlerinin uyarılması ve normal kondrosit 

gen ürünleri üretiminin baskılanmasında etkili 

olduğu ileri sürülmektedir (12). NF-κB 

transkripsiyon faktörü pro-inflamatuar 

sitokinler, aşırı mekanik stres ve hücre dışı 

matriks yıkım ürünlerini içeren stres ilişkili 

uyarılarla aktifleşebilir. Aktif NF-κB 

sitokinlerin, kemokinlerin, adhezyon 

moleküllerinin, inflamatuar aracıların ve 

çeşitli matriks yıkım enzimlerinin 

ekspresyonunu düzenler. NF-κB uyarı yolağı 

sadece kondrositlerin stresle ilişkili pro-

inflamatuar yanıtında merkezi bir rol 

oynamaz, aynı zamanda kondrositlerin 

farklılaşmasının kontrolünde de görev yapar 

(8). NF-κB; tümör-nekroz faktör-α (TNF-α), 

interlökin-1β  (IL-1β), lipopolisakkarit ve 

serbest oksijen radikallerini içeren birçok 

farklı uyaran tarafından aktive edilir. Hücreler 

TNF-α veya IL-1β’ya maruz kaldıklarında 

IκB kinaz fosforlanır, bu da NF-κB’nin 

serbestleşip nükleusa girerek gen 

ekspresyonunu aktive etmesine neden 

olmaktadır (5, 13). OA’nın erken dönemde 

saptanması, hastalığın seyrinin ve tedaviye 

cevabının izlenmesi için önemlidir. Bu 

nedenle hastalığın erken dönemlerinde 

eklemlerdeki değişimleri nicel, güvenilir ve 

duyarlı biçimde saptayabilecek yeni terapötik 

hedeflere ihtiyaç vardır. Bu çalışmada, OA 

mekanizmasının anlaşılmasına katkı 

sağlanması ve birçok hastalık için potansiyel 

terapötik hedef olarak tanımlanan 

transkripsiyon faktörleri NF-κB’nin OA 

patofizyolojisindeki rolünün belirlenmesi 

amaçlanmıştır. 

2. Gereç ve Yöntemler 

Çalışma grubu 

Eskişehir Osmangazi Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Etik Kurulunun 08.02.2011 tarih ve 

36 sayılı kurul onayı ile Eskişehir Osmangazi 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Eğitim Araştırma 

ve Uygulama Hastanesi Fiziksel Tıp ve 

Rehabilitasyon Anabilim Dalı Polikliniğine 

diz ağrısı şikayeti ile başvuran 100 hasta (84 

kadın, 16 erkek) ve 50 sağlıklı (42 kadın, 8 

erkek) birey çalışmaya dahil edildi. Amerikan 

Romatoloji Derneği (ARD) kriterlerine (14) 

göre primer diz OA tanısı alan hastaların diz 

OA evrelemesi Kellgren Lawrence (K-L) 

osteoartrit indeksine (15) göre yapıldı.  

Periferik kandan mononüklear hücre (PKMH) 

izolasyonu 

Çalışma grubu bireylerinden EDTA’lı tüplere 

8 ml venöz kan alındı. Alınan kan fosfat 

tamponlu tuz (phosphate buffer saline, PBS) 

(L1815 Biochrom, Berlin, Almanya) ile 1:1 

oranında seyreltildi. Bu seyrelti içinde fikol 

(Biocoll Separation Solution L6113 

Biochrom, Berlin, Almanya) bulunan steril bir 

tüpe pastör pipeti ile yavaş yavaş eklendi. 

Daha sonra santrifüj edilerek hücreler 

toplandı. Toplanan hücreler PBS ile yıkandı 

ve –80°C de saklandı (16). 

Nüklear ekstrakt hazırlanması 

Çalışma grubundan elde edilen mononüklear 

hücrelerden, NF-κB aktivitesini belirlemek 

üzere, nüklear ekstrakt kiti (Active Motif, 

California, USA) kullanılarak hücrelerin 

çekirdek içeriği elde edildi. Kit protokolüne 
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uygun olarak elde edilen bu nüklear ekstrakt 

yeni bir viale aktarılarak kullanılana kadar -80 

°C’de saklandı. 

NF-κB aktivitesinin belirlenmesi  

Hazırlanan nüklear ekstraktlarda TransAM™ 

NF-κB kiti (Active Motif, California, USA) 

kullanılarak, kit protokolüne göre NF-κB 

aktivitesi belirlendi. Kit içerisinde bulunan 

oligonükleotid kaplı 96 kuyucuklu plakanın 

her bir kuyucuğuna kit içeriğinde bulunan 

bağlama tamponundan 30 µl eklendi. Kör 

olarak kullanılacak kuyucuklara nüklear 

ekstraktın içerisinde bulunduğu lizis 

tampondan 20 µl ve diğer kuyucuklara da 

ölçümü yapılacak örneklerden 20 µl ilave 

edildi. Bu işlemlerden sonra kit protokolüne 

uygun olarak plaka kuyucuklarının renginin 

maviden koyu maviye dönüşmesi gözlendi ve 

sonrasında yine kit içeriğinde bulunan 

durdurma solüsyonundan 100 µl ilave edilerek 

mavi rengin sarıya dönüşmesi sağlandı. Plaka 

5 dk içinde 450 nm de ELISA (Labsystems 

Multiskan EX, Vanta, Finland) cihazında 

ölçülerek optik dansite (OD) değerleri 

belirlendi. 

İstatistiksel analiz 

Sürekli değişkenlerin normal dağılıma 

uygunluğu Shapiro-Wilk testi ile 

değerlendirildi. Normal dağılım göstermeyen 

değişkenlerin gruplar arasındaki 

karşılaştırılmaları grup sayısına bağlı olarak 

Mann-Whitney U testi ya da Kruskal-Wallis 

testi ile yapıldı. Kategorik değişkenlerin 

gruplara göre karşılaştırılmasında ki-kare 

analizlerinden yararlanıldı. Veriler ortalama 

ve standart sapma olarak ifade edildi. 

Analizler IBM SPSS Statistics 21 ile MedCalc 

13.3.3.0 paket programlarında yapıldı. p<0.05 

değeri istatistiksel anlamlılık düzeyi olarak 

kabul edildi.  

3. Bulgular 

Çalışmamızda transkripsiyon faktörü NF-κB 

aktivitesinin osteartrit sürecindeki etkisi 

araştırıldı. Çalışmaya alınan bireylerin 

evrelere göre demografik özelliklerinin 

dağılımları Tablo 1’de özetlendi. OA hasta ve 

kontrol grubunda NF-κB aktivitesi 

incelendiğinde,  kontrol grubuna göre bir artış 

olduğu (p=0.405) (Tablo 2), cinsiyete göre de 

artış gösterdiği (p=0.260; p=0.610) (Tablo 3) 

ancak bu artışların istatistiksel olarak anlamlı 

olmadığı belirlendi. NF-κB aktivitesinin 

evrelere göre incelendiğinde, osteoartrit evre 1 

hasta grubunda en fazla olduğu gözlenirken, 

tüm evreler arasında istatistiksel bir fark 

olmadığı (p=0.229) bulundu (Tablo 4). 

   

 

Tablo 1  

Çalışmaya alınan bireylerin evrelere göre demografik özellikleri 

Gruplar Evreler 
Yaş (yıl) 

Ort±SS 

VKİ (kg/m2) 

Ort±SS 

Kontrol Grubu 
Evre 0 

n=50 

Kadın (n=42) 35±12 24.32±4.74 

Erkek (n=8) 38±12 25.54±2.60 

Hasta Grubu 

Evre 1 

n=7 

Kadın (n=5) 47±5 27.00±4.98 

Erkek (n=2) 56±20 23.50±0.54 

Evre 2 

n=32 

Kadın (n=26) 55±10 29.14±4.23 

Erkek (n=6) 58±14 28.47±1.47 

Evre 3 

n=34 

Kadın (n=31) 60±8 30.75±4.93 

Erkek (n=3) 67±14 27.86±2.67 

Evre 4 

n=27 

Kadın (n=22) 67±8 30.82±5.37 

Erkek (n=5) 70±9 30.24±5.51 

p değeri 0.001 0.001 
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Tablo 2  

Kontrol ve hasta grubunda NF-κB aktivitesi 

 

Tablo 3 

Cinsiyete göre kontrol ve hasta grubunda NF-κB aktivitesi 

 

Tablo 4  

Evrelere göre kontrol ve hasta grubunda NF-κB aktivitesi 

 

 

4. Tartışma 

Osteoartrit (OA) yaşla birlikte sıklığı artan, 

ağrı ve sakatlıklara neden olarak bireyin 

yaşam kalitesini önemli ölçüde bozabilen 

dejeneratif bir eklem hastalığıdır (17). OA 

temel olarak kıkırdak yıkımı ve subkondral 

kemikteki değişikliklerle karakterize olmakla 

birlikte tüm eklem ve eklem çevresi dokuların 

etkilendiği bir organ hastalığı olarak kabul 

edilmektedir. Bu nedenle OA sadece kıkırdak 

metabolizmasında yer alan enzimlerde 

meydana gelen değişikliklerle açıkla-

namamaktadır (18). OA noninflamatuar bir 

hastalık olarak bilinmesine rağmen son 

zamanlarda yapılan çalışmalarda, sinovitin ve 

düşük derece inflamasyonun OA 

patofizyolojisinde rol oynadığı gösterilmiştir 

(2-4). İnflamatuar süreç eklem dokusunun 

hasarında temel bir role sahiptir (10). Yapılan 

in vitro ve in vivo çalışmalarda inflamatuar 

süreçte önemli bir transkripsiyon faktörü olan 

NF-κB sinyal yolağının OA patogenezine 

katkısı gösterilmiştir (5, 10). İnflamatuar 

yanıtı düzenleyen mekanizmalarının tam 

olarak anlaşılması ile hastalığın erken teşhisi 

hatta eklemdeki kaybolan homeostazının 

yeniden yapılanması ve belki tamir 

mekanizmasının gelişmesi mümkün 

olabilecektir. Bu nedenlerle çalışmamızda OA 

hastalarının periferal mononüklear kan 

hücrelerinde, OA gelişiminde önemli 

olabileceğini düşündüğümüz NF-κB 

aktivitesini araştırdık. Böylece hem OA 

mekanizmasının anlaşılmasına katkı sağlamak 

hem de osteartritin erken evreleri için yeni bir 

terapötik hedef olup olamayacağını ortaya 

koymayı planladık.  

Gruplar NF-κB p değeri 

Kontrol  

Grubu (n=50) 
Ort±SS 0.356±0.033 

 

0.405 

Hasta  

Grubu  (n=100) 
Ort±SS 0.368±0.05 

Gruplar 
NF-κB 

Kadın Erkek 

Kontrol Grubu (n=50) 

Kadın (n=42) 

Erkek  (n=8) 

Ort±SS 0.354±0.034 0.366±0.026 

Hasta Grubu  (n=100) 

Kadın (n=84) 

Erkek (n=16) 

Ort±SS 0.367±0.05 0.368±0.053 

p değeri 0.260 0.610 

Gruplar Evreler NF-κB p değeri 

Kontrol Grubu 
Evre 0 

(n=50) 
Ort±SS 0.356±0.033 

 

 

 

 

 

0.229 
Hasta Grubu 

Evre 1 

(n=7) 
Ort±SS 0.381±0.028 

Evre 2 

(n=32) 
Ort±SS 0.355±0.041 

Evre 3 

(n=34) 
Ort±SS 0.373±0.055 

Evre 4 

(n=27) 
Ort±SS 0.371±0.057 
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NF-κB’nin, eklem kıkırdağında matriks 

metalloproteinaz (MMP) gen ekspresyonu 

oluşmasında ve çok sayıda pro-inflamatuar 

aracının salınmasında rol oynadığı 

gösterilmiştir. Bunlar; tümör-nekroz faktör-α 

(TNF-α), interlökin-1β  (IL-1β), interlökin-2 

(IL-2), interlökin-6 (IL-6), interlökin-8 (IL-8), 

nitrik oksit indükleyici (iNOS), siklooksijenaz 

(COX)-2, c-fosfolipaz (c-PLA2), intersellüler 

adhezyon molekülü (ICAM)-1, vasküler hücre 

adhezyon molekülü (VCAM)-1 ve E-selektin 

gibi hücre adhezyon molekülleri, makrofaj 

inflamatuar protein-1α (MIP-1α) ve monosit 

kemoatraktan protein-3 (MCP-3) gibi 

kemokinlerdir (5, 10, 19). NF-κB 

aktivasyonunun sinoviyal örtü hücrelerinde 

apoptozu engelleyerek aşırı hücre 

çoğalmasına yani hiperplaziye neden 

olabileceği düşünülmektedir (20).  

NF-κB’nin romatoid ve osteoartrit sinovitinde 

bol miktarda bulunduğu ve osteoartrite göre 

romatoid artritte daha fazla olduğu 

gösterilmiştir (10, 21). Yapılan bir çalışmada 

13 romatoid artrit (RA) hastası ve 4 sağlıklı 

bireyin sinoviyal dokusunda 

immünohistokimyasal olarak NF-κB 

proteinleri p50 ve p65’in varlığı incelenmiştir. 

RA sinoviyumunda NF-κB proteinleri p50 ve 

p65’in makrofajlarda, sinoviyal örtü 

hücrelerinde ve vasküler endotelde bol 

miktarda bulunduğu ve NF-κB’nin romatoid 

artrit için patolojik olabileceğini bildirmiştir 

(21). Diğer bir araştırmada NF-κB’nin OA’lı 

hasta kondrositlerinde, anormal gen 

ürünlerinin uyarılması ve normal kondrosit 

gen ürünleri üretiminin baskılanmasında etkili 

olduğu ileri sürülmüştür (12). NF-κB, 

inflamatuar sitokinlerle birlikte çeşitli hücre 

dışı matriks yıkım proteinlerinin 

ekspresyonlarını artırdığı gösterilmiştir (12). 

OA ve RA hastalarından elde edilen 

fibroblast-benzeri sinoviyosit (FLS) 

hücrelerde NF-κB’nın aktifleşmesinde görevli 

IκB (IKK)’nin varlığı gösterilmiştir (22).  

İnflamatuar artrit hayvan modellerinde 

yapılan araştırmalarda, NF-κB’nin artrit 

gelişimi ve ilerlemesinde aktif bir rol 

oynayabileceği desteklemektedir (11, 23-25). 

Murin tip II kollejen indüklü hayvan 

modelinde yapılan çalışmada NF-κB 

ekspresyonunun kollojenaz-3 (MMP13) ve 

stromelysin-1 (MMP3) ile korele olduğu 

gösterilmiştir. Böylece MMP gen ekspresyonu 

ve klinik artritin başlangıcından önce NF-κB 

ekspresyonunun aktive olduğu önerilmiştir 

(24). NF-κB ekspresyonu sıçan adjuvan 

indüklü artrit modelinde incelenmiş ve aktif 

NF-κB p65 ekspresyonunun iltihaplı 

sinovyumda sinoviyal astar tabaka ve kan 

damarları çevresinde olduğu gösterilmiştir 

(25). 

Tüm bu araştırmalar NF-κB’nin artrit için 

patolojik olabileceğini düşündürmektedir. 

Bununla birlikte yapılan literatür 

araştırmasında OA’lı hastaların mononüklear 

hücrelerinde NF-κB gen ekspresyonlarının 

incelendiği ve evrelere göre aktivasyonun 

incelendiği bir araştırmaya rastlanmamıştır. 

Çalışmamızda OA’lı hastalardan elde edilen 

mononüklear hücrelerde NF-κB aktivitesinin 

istatistiksel olarak önemli olmasa da arttığını 

ve Kellgren Lawrence (K-L) evreleme 

sistemine göre sınıflandırdığımız OA 

hastalarında NF-κB aktivitesi yönünden 

evreler arasında istatistiksel bir fark olmadığı 

bulundu. Ancak NF-κB aktivite değeri kontrol 

ve diğer evrelerle karşılaştırıldığında erken 

evrede (evre 1) daha yüksek olduğu ve bu 

artışın hasta sayısı artırıldığında anlamlı 

olabileceği gözlendi.  

5. Sonuç 

OA gün geçtikçe görülme sıklığı artan önemli 

bir sağlık sorunudur. Yavaş ilerleyen bir 

hastalık olduğundan erken teşhisi oldukça güç 

olmaktadır. OA’nın erken dönemde 

saptanması hastalığın seyri ve tedaviye 

cevabının izlenmesi için önemlidir. Bu 

nedenle hastalığın erken dönemlerinde 

görülen değişimleri saptayabilecek yeni 

terapötik hedeflere ihtiyaç vardır. OA 

gelişimini düzenleyen farklı sinyal 

yolaklarının hastalıkla ilişkilerinin 

incelenmesi, hastalığın patogenezi ve 

ilerlemesinin engellenmesinde önemlidir. 
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