Arastirma Makalesi
Mersin Univ Saghk Bilim Derg 2020;13(1):97-106
doi: 10.26559/mersinsbd.628048

Primer diz osteoartrit hastalarinda VEGFA ve HIF1-A gen ekspresyon
seviyelerinin arastirilmasi

Ahu Soyocak!, Didem Turgut Cosan2, Merih Ozgen3, Hiilyam Kurt?,

Fezan Sahin Mutlu 4

1 T1bbi Biyoloji ve Genetik AD., Tip Fakiiltesi, Istanbul Aydin Universitesi, Tiirkiye

2 T1bbi Biyoloji AD, Tip Fakiiltesi, Eskisehir Osmangazi Universitesi, Tiirkiye

3 Fiziksel T1p ve Rehabilitasyon AD, Tip Fakiiltesi, Eskisehir Osmangazi Universitesi, Turkiye
4 Biyoistatistik ve Tibbi Bilisim AD, Tip Fakiiltesi, Eskisehir Osmangazi Universitesi, Turkiye

0z

Amag: Osteoartrit (OA); kikirdak yapimi ve yikimi arasindaki dengenin bozulmasi ile ortaya ¢ikan,
biyokimyasal ve morfolojik degisiklikler ile Kkarakterize bir hastaliktir. Anjiyogenez ve
inflamasyon siireclerinin OA’in gelismesi ve ilerlemesiyle iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan
arastirmalar vaskiiler endotelial biiyiime faktorii (VEGF) ve hipoksi ile indiiklenen faktér (HIF)
gibi anjiyogenik faktorlerin OA’nin gelisiminde rol oynayabilecegini gostermektedir. Bu ¢alismada
OA hastalarinin peripheral mononiiklear kan hiicrelerinde (PMKH) VEGFA ve HIF1A gen
ekspresyon seviyelerinin belirlemesi ve bu genlerin hastaligin evreleri ile olan iliskisinin ortaya
cikarilmasit amacglanmistir. Yontem: Diz osteoartriti tanisi almis 97 hasta ve 41 saghkh
goniilliiniin PMKH’lerinde VEGFA ve HIF1A mRNA ekspresyonlar: kantitatif real-time PCR (qRT-
PCR) ile arastirildi. Goniillillerden alinan periferik kan o6rneklerinden PMKH'leri yogunluk
gradyanh santriftijleme ile izole edildi. Elde edilen hiicrelerden cDNA sentezi sonrasi spesifik
primer-prob setleri kullanilarak qRT-PCR ile gen ekspresyon seviyeleri belirlendi. Bulgular:
Hasta ve kontrol gruplar arasinda VEGFA ve HIF1A gen ekspresyonlar arasinda pozitif bir
korelasyon (p<0.001) vardi. Bunun yaninda, VEGFA ve HIF1A gen ekspresyon seviyelerinin, hasta
ve kontrol grubu arasinda (p>0.05) ve hastaligin evreleri arasinda (p>0.05) istatistiksel olarak
fark gostermedigi belirlendi. Sonug¢: Calismamizda OA PMKH’lerinde VEGFA ve HIF1A gen
ekspresyonlarinin birbiriyle iliskili oldugu gosterilmistir. Calistigfimiz gen ekspresyonlari
evrelerine gore diz osteoartritinin tanisinda biyokimyasal marker olarak yeterli olamasa da,
yapilacak ileri c¢alismalarla potansiyel terapotik hedef olarak hizmet edebilecegi kanisina
varimistir.
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Osteoartrit, VEGFA ve HIF1-A

Investigation of VEGFA and HIF1-A gene expression levels in primary
Kknee osteoarthritis patients

Abstract

Aim: Osteoarthritis (OA); is a disease characterized by biochemical and morphological changes
caused by disruption of the balance between cartilage production and destruction. Angiogenesis
and inflammation have been shown to be closely related processes to the development and
progression of OA. Related research has shown that angiogenic factors such as vascular
endothelial growth factor (VEGF) and hypoxia-induced factor (HIF) may play a role in the
development of OA. The aim of this study was to determine the levels of VEGFA and HIF1A gene
expression in peripheral mononuclear blood cells (PBMC) of OA patients and to determine the
relationship between these genes and disease grades. Method: VEGFA and HIF1A mRNA
expression in PBMCs of 97 patients with knee osteoarthritis and 41 healthy volunteers were
investigated by quantitative real-time PCR (qQRT-PCR). PBMCs were isolated from the peripheral
blood samples from volunteers by density gradient centrifugation. Gene expression levels were
determined by qRT-PCR using specific primer-probe sets after cDNA synthesis from the obtained
cells. Results: There was a positive correlation (p <0.001) between VEGFA and HIF1A gene
expressions between patient and control groups. In addition, VEGFA and HIF1A gene expression
levels were not statistically different between the patient and control groups (p> 0.05) and
between the grades of the disease (p> 0.05). Conclusion: In our study, it was shown that VEGFA
and HIF1A gene expressions are correlated in OA PBMCs. Although the gene expression we
studied was not sufficient as a biochemical marker in the diagnosis of knee osteoarthritis, it was
concluded that it could serve as a potential therapeutic target with further studies.
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Giris

Osteoartrit (OA) kikirdak, kemik ve
sinoviyal dokularda c¢esitli travmatik,
biyomekanik, gelisimsel, metabolik ve
genetik faktorlerin etkisiyle meydana gelen
kikirdak yapimi ve yikimi arasindaki
dengenin bozulmasi1 ile ortaya c¢ikan,
biyokimyasal ve morfolojik degisiklikler ile
karakterize bir hastaliktir.! Non-
inflamatuvar bir hastalik olarak bilinmesine
ragmen son zamanlarda yapilan
calismalarda, sinovitin ve diisiik derece
inflamasyonun OA patofizyolojisinde rol
oynadig1 gosterilmistir.23 Kikirdak
metabolizmasinda yer alan enzimlerdeki
degisiklikler tek basina OA’daki yikimi
aciklayamamaktadir.# OA ile iliskili risk
faktorleri hastaligin gelisiminde,
ilerlemesinde, radyografik ya da
semptomatik olusunda goreceli olarak
tutulan eklem ve hastalifin evresine gore
degiskenlik gostermektedir.5-8 0A’in
gelismesi ve ilerlemesinde, anjiyogenez ve
inflamasyon yakindan iliskili siire¢ler olarak
gosterilmektedir. Inflamasyon stireci
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anjiyojenezi uyarabilir ve anjiyogenez de
inflamasyonu  kolaylastirabilir. ~ Ayrica
anjiyogenez, kondrosit hipertrofisi ve
endokondral ossifikasyonu gelistirerek
eklemdeki radyolojik degisikliklere katkida
bulunur..10

Inflamatuvar mediatérler dogrudan
veya dolayh olarak anjiyogenezi
uyarabilirler. Makrofaj ve mast hiicreleri gibi
bu faktorleri lreten inflamasyon hiicreleri
kronik olarak iltihaplanmis osteoartirik
sinovyumda bol miktarda  bulunur.
Makrofajlar tarafindan anjiyojenezi
indiikleyebilen bazi genel mekanizmalar
vardir.  Yeni damarlarin  biliylimesi
makrofajlardan salgilanan bu faktorlerle
direk olarak uyarilabilir.®

Sinovit ve tiimorlerde meydana gelen

anormal anjiyogenezlerin ¢ogunda
makrofajlar bulunabilir. Makrofajlar
tarafindan iretilen inflamatuvar

mediatorlerin ¢ogu in vivoda anjiyogenezi
indiikler. Makrofajlar vaskiiler endotelial
bliyiime faktérii (VEGF) gibi anjiyojenik
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faktorler liretmek icin endotel hiicreleri ve
fibroblastlar gibi diger hiicreleri uyaran
faktorleri de salgilayabilir.11-13

VEGF, ilk defa tiimorlerin asit sivisi
akiminmi arttiran bir permeabilite faktori
olarak bulunmustur. VEGF ailesi iiyeleri
endotel hiicre biiylimesi, vaskiilogenez ve
anjiyogenezde onemli bir rol oynan araci
molekiillerdir. Bu protein ailesi, endotel
hiicrelerin ¢ogalmasina ve go¢c etmesine
neden olarak yeni damarlarin olusmasini
saglamaktadir. Anjiyogenik bir faktér olan
VEGF, nitrik oksit (NO) salinimimi ve NO
aracili vazodilatasyonu uyarmaktadir. VEGF
monositler gibi bazi kan hiicreleri i¢cin giiclii
bir kemotaktik ajan olarak rol oynamaktadir.
VEGF ailesi VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-
D, VEGF-E, VEGF-F ve plasenta bliyiime
faktori (PGF) olmak iizere yedi iiyeden
olusmaktadir.1415

VEGF'nin iskelet gelisiminde ve
kemik remodelinginde gorev almasindan
dolay1 osteoartrit patogenezinde aktif rol
oynadig diistiniilmektedir.1¢ VEGF aktivitesi,
osteoblastlarin sag kalimini, kemotaktik
goclinll ve aktivitesini dogrudan etkileyerek
kemik olusumunu ve kemik iyilesmesini
destekler.’¢ VEGF'in kemik gelisimi tizerinde
li¢ onemli etkisi vardir: (a) intramembrandz
veya enkondral kemik  gelisiminde
anjiyogenezin indiiksiyonu saglamak, (b)
hipertrofik kikirdaga osteoklastik hiicrelerin
kemotaktik  goclini ve  osteoblastik
aktivasyonuna neden olmak ve (c) osteoblast
ve rejenere kemigin mineralizasyonunu
artirtp  farklilasmay1  tesvik  ederek
osteoprogenitor hiicreler lizerine dogrudan
etkilemek.l” Dolayisiyla, pro-anjiyogenik
sitokin VEGF, osteoartrit teshisi icin umut
verici bir biyolojik belirte¢ ve terapotik hedef
olarak goriilmektedirl6. Hem plazma hem de
sinoviyal ~ sivilardaki  yiiksek  VEGF
diizeylerinin diz osteoartritinin radyografik
siddeti ile pozitif korelasyona sahip
oldugunu destekleyen kanitlar vardiris.
VEGF'nin artmis ekspresyonunun osteoartrit
kikirdaginda meydana geldigi ve bunun
subkondral kemikten eklem kikirdagina
kadar kan damarlarinin biiylimesini tesvik
ederek osteoartrit ilerlemesine katki
saglayabilecegi diistiniilmektedir!8. Bununla
birlikte, baz1 ¢alismalar VEGF ve osteoartrit
arasinda anlaml bir iliski bulamamigtir.18.19
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Hipoksik kosullar anjiyogenez icin
potansiyel bir uyaran olarak gorev
yapmaktadir.2® Hipoksi'ye karsi olusan
sinyal iletim yanitinda transkripsiyon
faktori olan hipoksi ile indiiklenen faktorler
(HIF1, HIF2 ve HIF3) gorev almaktadir.10 Bu
transkripsiyon faktorleri hedef genlerin
enhancer boélgesinde yer alan hipoksiye
cevap elementi (HRE) olarak tanimlanan
diziye baglanarak hedef genlerin ifade
edilmelerini  saglamaktadir.192  Boylece
enerji metabolizmasi, anjiyogenez,
eritropoez, hiicre proliferasyonu ve apoptoz
ile ilgili genlerin ekspresyonunun
diizenlenmesine katki saglarlar.2® HIF1’in
anjiyogeneze katkisinin damar
olgunlasmasinda yer alan ilave hedef genleri
de isin i¢ine ¢cekerek VEGF indiiksiyonundan
daha karmasik bir mekanizma ile
gerceklestirdigi diisiintilmektedirzt.22,
OA’nin ortaya cikmasina neden olana asiri
mekanik yiiklemenin, HIF1A ve HIF2A
araciligt  ile  kondrositlerde  VEGF'nin
upregllasyonunu uyardigl
diisiintilmektedir.23

0OA kikirdak dokusunda yapilan
aragstirmalarda, HIF ve VEGF gen
ekspresyonlarinin  pozitif yonde korele
oldugu gosterilmis, ayni zamanda bu iki
faktorin ekspresyonunun hastaligin
evreleriyle de pozitif yonde korele oldugu ve
boylece diz osteoartriti icin biyokimyasal
marker ve potansiyel terapotik hedef olarak
hizmet edebilecegi Onerilmistir.2¢# Bununla
birlikte diz osteoartrit hastalarin periferal
mononiiklear kan hiicrelerinde bu genlerin
ekspresyonlarinin incelendigi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu g¢alismada OA
hastalarinin periferal mononiiklear
hiicrelerinde VEGFA ve HIF1A gen
ekspresyon seviyelerinin ve gen ekspresyon
seviyelerinin hastaligin evreleri arasindaki
iliskinin belirlemesi amac¢lanmistir.

Yontem
Calisma grubu

Calismamiz  Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu
tarafindan onayland1 (Karar no:2018/15).
Calismaya katilan tiim katilimcilar sozli ve
yazili olarak bilgilendirildi ve aydinlatma
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onam formlart alindi. Calismaya Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Egitim
Arastirma ve Uygulama Hastanesi, Fiziksel
Tip ve Diz Agris1 Rehabilitasyonu Anabilim
Dali'na basvuran diz osteoartriti olan 97
hasta ve 41 saglikli goniilli alindi. Amerikan
Romatoloji Dernegi (ARD) kriterlerine gore
tan1 konulan primer diz OA hastalar?s,
Kellgren ve Lawrence skor sistemine gore
siniflandirildi.2é

Periferal mononiiklear kan hiicre (PMKH)
eldesi

Calisma grubu bireylerinden etilen
diamin tetra asetik asit (EDTA) igeren
tiiplere ven6z kan (8 ml) alindi. Alinan kan
ornekleri steril bir tlp icerisinde fosfat
tamponlu tuz (phosphate buffer saline, PBS)
(L1815 Biochrom, Berlin, Almanya) ile 1:1
oraninda seyreltildi. 8 ml seyreltilen kan
Oornegi icerisinde 8 ml ficoll (Biocoll
Separation Solution L6113 Biochrom, Berlin,
Almanya) bulunan steril bir tlipe pastor
pipeti yardimiyla yavas yavas eklendi ve
2000 rpm’de 18°C’de 25 dk santrifiij edildi.
Santrifiij sonrast ara fazda toplanan
mononiiklear hiicreler pipetle toplanarak,
steril PBS ile 2500 rpm’de 18°C’de 5 dk iki
kez yikandi. Yikama sonrasi PMKH’ler
tizerine 1 ml PBS eklendikten sonra hiicreler
-80°C de sakland1.

RNA izolasyonu

Mononitiklear  hiicrelerden = RNA
izolasyonu ticari kit (AM1560, Applied
Biosystems, California, USA) ile
gerceklestirildi. Elde edilen RNA’larin safligi
nanodrop  spektrofotometre  cihazinda
(Nanodrop™ Thermo Fisher Scientific, Vanta,
Finland)  belirlendii RNA  miktarlan
belirlenen drnekler daha sonraki asamalarda
kullanilmak iizere - 80 °C’de saklandi.

Komplementer DNA (cDNA) hazirlanmast

VEGFA ve HIF1A gen ifadesini
belirlemek i¢cin cDNA sentezi High-Capacity
cDNA revers transkripsiyon Kkiti (Applied
Biosystems, California, USA) kullanilarak
gerceklestirildi. Kit prosediiriine gore
hazirlanan revers transkripsiyon reaksiyon
karisimi, cDNA sentezi icin PCR cihazinda
(Life Technologies sacem, SCM 96G, Turkiye)
10 dk 25°C'de, 120 dk 37 °C'de, 5 dk 85 °C’de
inkitibe edildi. Elde edilen cDNA’lar Real Time
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PCR asamasinda kullanilana kadar -20 °C de
saklandi.

Kantitatif real-time RT-PCR (qRT-PCR)

Monontiklear hiicrelerde incelenecek
hedef gen ifadeleri, elde edilen cDNA’lar
araciliglt ile Real Time PCR (Stratagene,
Mx3000p, California, USA) cihazinda
belirlendi. VEGFA ve HIF1A gen ifadesini
belirlemek icin cDNA (RT reaksiyon tirtinii),
Primer-Prob (TagMan® Gene Expression
Assay (20X)), PCR Master Mix (TagMan®
Gen Ekspresyon Master Miks) ve niikleaz
icermeyen su karisimi hazirlandi. Reaksiyon
karisimi 2 dk 50°C, 10 dk 95°C’'de inkiibe
edildikten sonra, 15 sn 95°C, 60 sn 60°C (40
dongii) kosulunda Real Time PCR cihazinda
okutuldu. VEGFA (Hs00900055_m1, Applied
Biosystems) ve HIF1A (Hs00153153_ml,
Applied Biosystems) hedef gen ifadeleri 18S
RNA (Hs99999901_s1, Applied Biosystems)
housekeeping gen ile normalize edildi. Gen
ifadeleri Real-Time PCR cihazindan elde
edilen Ct degerleri kullanilarak 2-ACt = 2-(Ctgen
- Cthousekeeping gen) formiiliine gore hesaplandi. 27
Real-time PCR da yapilan her okumada cDNA
kalib1 icermeyen kontrol grubu da (no
template control, NTC) okundu.

Istatistiksel Analiz

Siirekli degiskenler Shapiro Wilk
testi kullanilarak degerlendirildi. Siirekli
degiskenler ortanca (%25-%75) deger
olarak, Kkategorik degiskenler frekans
(yiizde) olarak gosterildi. Gruplar arasindaki
strekli degiskenlerin karsilastirilmas1 Mann-
Whitney U veya Kruskal-Wallis tek yonli
varyans analizleri kullanilarak rank testi ve
posthoc grup karsilastirmalariyla
degerlendirildi. Kategorik degiskenlerin
gruplar arasinda karsilastirilmasinda ki-kare
analizi kullanildi. Degiskenler arasindaki
iliskiyi arastirmak i¢cin Spearman korelasyon
analizi kullanildi. p <0.05 olmasi istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi. Istatistiksel
analizler bilgisayar ortaminda yapild.

Bulgular

Calismamizda  OA  hastalarinin
periferal mononiiklear hiicrelerinde VEGFA
ve HIF1A gen ekspresyon seviyeleri
belirlendi. VEGFA ve HIF1A gen ekspresyon
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seviyeleri ile hastaligin evreleri arasindaki
iliski incelendi. Calisma grubunun hastalik
evreleri, cinsiyet, yas ve BMI degerleri Tablo
1’ de 6zetlendi. Hasta ve kontrol grubu gen
ekspresyon seviyeleri karsilastirildiginda,
VEGFA ve HIF1-A gen ekspresyon seviyeleri
acisindan istatistiksel bir fark gozlenmedi
(Tablo 2). VEGF ve HIF1A gen ekspresyon
seviyeleri ~ hastalik  evrelerine  gore

Osteoartrit, VEGFA ve HIF1-A

incelendiginde, evreler arasinda da
istatistiksel bir fark goriilmedi (Tablo 3).
Saglikli ve hasta grubunda VEGF ve HIF1A
gen ekspresyonlar1 arasinda pozitif bir
korelasyon oldugu bulundu (Tablo 4). Bu
korelasyon evreler acisindan
degerlendirildiginde, evre bir harig, VEGF ve
HIF1A gen ekspresyonlari arasinda pozitif

bir korelasyon oldugu goriildii (Tablo 5).

Tablo 1. Calisma grubunun hastalik evreleri, cinsiyet, yas ve BMI degerleri

Cinsiyet n (%) Evreler Yas (y1l) BMI (kg/m?)
Gruplar Ortanca Ortanca
Kadin Erkek (%25-%75)  (%25-%75)
ontroler SUR 3 24.61
(%82.9) (%17.1) (n=41) ) ]
(n=41) (24-41.5) (21.36-26.84)
Osteoartrit 81 16 Evre 1 46 24
hastalar: (%83.5) (%165) (n=7) (42-52)  (23.10-29.71)
(n=97)
Evre 2 55 29.71
(n=31) (46-64) (26.30-30.08)
Evre 3 60 29.9
(n=33) (53-66) (26.51-32.51)
Evre 4 68 2.9
(n=26) (63-74.5) (26.51-35.71)
P degeri 1.000 p degeri <0.001 <0.001
PostHoc¢oklu 0-2, 0-3, 0-4, 0-2, 0-4,0-3
karsilastirma  1-4, 2-4
Tartisma
Anjiyogenez ve inflamasyon Yapilan bu arastirmada VEGF ve HIF

stureclerinin, OA hastaliginin ilerlemesinde
ve hastalik kaynakli agri mekanizmasinda
etkili olabilecegi bildirilmektedir. OA
patofizyolojisinde anjiyogenez ve
inflamasyonun 6nemli bir rol oynadigini
gosteren kanitlar doku o6rneklerinde ve
kemik hiicrelerinde yapilan calismalardan
saglanmistir.
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gibi  anjiyogenik
hastalarinin

faktorlerin, diz OA
PMKH’lerindeki
ekspresyonlarinin  belirlenmesi ve

gen

ekspresyon seviyelerinin hastaligin evreleri

arasindaki
amagclanmistir.

iliskinin

belirlenmesi
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Tablo 2. Saglikli kontrol ve OA hasta gruplari
arasinda VEGFA ve HIF1-A gen ekspresyon

Osteoartrit, VEGFA ve HIF1-A

sividaki seviyelerini belirlemislerdir. Hasta
ve kontrol gruplar1 arasinda serum VEGF

seviyelerinin karsilastirilmasi seviyelerinde bir fark olmadigini

bildirmislerdir. Bununla birlikte diz OA

Genler Saghkl Osteoartrit ~ pdegeri  hastalarinin radyografik siddet ile serum ve
kontroller  hastalar sinoviyal sividaki artan VEGF seviyeleri

(n=41) (n=97) arasinda anlamh pozitif yénde korelasyon

oldugunu go6zlemlemislerdir. Ballara ve

ark.lar1!9, anjiyogenik sitokin olan VEGF

VEGFA 1.39 1.17 p=0.198  serum seviyesini 44 erken donem Romatoid

Artrit (RA), 13 Psoriatik Artrit, 32 0OA
hastasinda ve 31 saghkli kontrolde
incelemisler ve serum VEGF
konsanrasyonunun kontrol grubuna gore
arttigl, bu artisin en fazla erken donem RA
hastalarinda oldugunu belirlemislerdir.
Bununla birlikte soluble VEGF’ye aracilik
eden sFIt-1 tirozin kinaz reseptoriiniin

Ortanca (0.91-2.00)  (0.77-2.01)
(%25-%75)

HIF1A 24.79 24.96 p=0.787
Ortanca (16.93-42.88) (15.75-38.77)
(%25-%75)

serum seviyesini incelediklerinde, kontrol
grubuna gore yine erken doénem RA
hastalarinda anlamli bir artis belirlemisler,
OA’daki artisin istatistiksel olarak anlaml
olmadigini gozlemlemislerdir!®. Diz OA
hastalarinin PMKH 6rneklerinde yaptigimiz
calismamizda, kontrol grubuna gére VEGF
ekspresyonu acisidan istatistiksel olarak
anlamli bir degisim gozlenmemistir.

2014 yilinda yapilan bir meta-
analizde, OA patogenezi ve VEGF ekspresyon
seviyeleri arasindaki iliski incelenmistir.
Analiz sonuclarina gére OA patogenezinin
yliksek VEGF ekspresyonu ile glglii bir
korelasyona sahip oldugu bulunmustur.28
Saetan ve arklar yaptiklar calismada, 20
saglhikli gonilli ile 80 primer diz OA
hastasimin hem plazma hem de sinoviyal HIF1'in anjiogeneze olan katkisinin
sivisinda ELISA yontemi ile VEGF diizeyini damar olgunlagmasinda yer alan ilave hedef
incelemislerdir. VEGF diizeyinin sinoviyal genleri de isin icine cekerek VEGF
sivida plazmaya gore on kat daha fazla indiksiyonundan daha karmagik  bir
oldugunu bildirmislerdir. =~ Plazma ve mekanizma ile gerceklestirdigi
sinoviyal sivisindaki ytiksek VEGF diizeyinin distinilmektedir.2122 OA'nin ortaya
diz OA’sinin radyografik siddeti ile pozitif ¢ikmasina neden olan asir1  mekanik
korelasyona sahip oldugunu yuklemenin, HIF1A ve HIF2A aracihig ile
gostermislerdir.18 Abdel-Magied ve ark.lar129, kondrositlerde VEGF'nin upregiilasyonunu
30 diz OA hastasit ve 30 kontrolde, ELISA uyardig bildirilmektedir.23
yontemi ile VEGF'nin serum ve sinovyal

Tablo 3. Evrelere gore VEGFA ve HIF1A ekspresyon seviyeleri

Evreler
Genler Evre 1 Evre 2 Evre 3 Evre 4 p
(n=7) (n=31) (n=33) (n=26) degeri
VEGFA 1.02 1.15 1.19 1.23
Ortanca (%25-%75) (0.67-1.28) (0.93-1.92) (0.70-2.63) (0.76-2.00) 0.606
HIF1A 17.77 28.08 19.72 27.45

Ortanca (%25-%75)  (16.47-24.45) (16.35-39.99) (14.36-44.99) (12.88-37.44) 0.692
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Tablo 4. Saglikli kontroller ve osteoartrit
hastalarinda VEGFA ve HIF1A ekspresyon
seviyelerinin korelasyonu

HIF1A
Saglikh Osteoartrit
kontroller hastalari
(n=41) (n=97)
VEGFA r 0.864 0.752
p <0.001 <0.001

Zhu ve ark.lar130 osteositik fare hiicre
dizisi MLO-Y4’de yaptiklar1 c¢alismada,
hipoksik sartlarda HIFla'nin JAK2/ STAT3
yolunu aktive ederek RANKL ekspresyonunu
promote ettigini ve in vitroda osteosit

kaynakli osteoklastik farklilasmay1
artirdigini~ gdstermistir. ~ HIFla  ve
osteositlerin fonksiyonunun kemik

remodelingine katkis1 oldugu ve terapotik
bir  hedef olarak kullanilabilecegini
onermislerdir.3® OA’nin hedef dokusu olan
eklem kikirdagi kilcal aglardan yoksun
oldugundan hipoksik bir mikrogevreye
sahiptir  Bu dokunun homeostazinin
diizenlenmesinde roli olan HIF1a'nin diz OA
hastalarinda  genetik  polimorfizmlerini
inceleyen bir arastirma yapilmistir. Bu
calismada 134 diz OA hastasi ve 267 saglikli
kontroliin genotiplenmesi yapilmis,
genotipleme sonuglari diz OA gelisme riski
acisindan degerlendirilmistir. HIF sinyal
yolaginda gorevli molekiillerin gen-gen
etkilesimlerinin bilinmesinin, diz OA gelisme
riski yiiksek olan bireyleri tanimlada yeni bir
tani destek aracl saglayabilecegi
bildirilmistir.3! Yapilan bu arastirmalarda
belirtildigi gibi calismamizda da HIF1A gen
ekspresyonun diz OA hastalarinin PMKH
orneklerinde arttigt ancak bu artisin

Osteoartrit, VEGFA ve HIF1-A

istatistiksel ~ olarak anlamli  olmadig1
gozlenmistir. OA kikirdak dokusunda yapilan
bir arastirmada da, HIF2a ve VEGF'nin
mRNA ve protein seviyelerinin 6nemli
derecede ve pozitif yonde korele oldugu
gosterilmistir. Ayn1 zamanda bu iki faktoriin
ekspresyonun hastalifin evreleriyle de
pozitif yonde korele oldugu ve boylece HIF2a
ve VEGFnin diz osteoartriti icin
biyokimyasal marker ve potansiyel terapotik
hedef olarak hizmet edebilecegi
Onerilmistir.24 Baska bir arastirmada
hipoksik  kosullar altinda osteoartrit
kondrositlerinde VEGF’nin etkisi
incelenmistir. VEGF iiretiminin MAPK sinyal
yolagr aracihigr ile HIF1 bagimh veya
bagimsiz olarak yapilabildigi
gosterilmistir.32 Temporomandibular eklem
osteoartrit (TME-OA) hayvan modelinde,
anjiyogenezin VEGF, HIF1 ve Notch sinyal
yolagindaki roliintin degerlendirildigi bir
calismada, hipoksik kosullarin TME-OA’da
onemli bir oynadifl, anjiyogenezin
hizlanmasi ile de VEGF, HIF1 ve Notch sinyal
yolaginin terapotik hedef olarak erken evre
TME-0A’da kullanilabilecegi bildirilmistir.33

Calisma sonugclarimiz OA hastalarinin
PMKH’lerinde VEGFA ve HIF1A gen
ekspresyonlarinin pozitif yoénde korele
oldugunu gostermektedir. Bu korelasyon
evreler acisindan degerlendirildiginde, evre
1 hari¢, VEGF ve HIF1A gen ekspresyonlari
arasinda pozitif bir korelasyon oldugu
gozlenmistir.  Evre  1'de  korelasyon
goriilmemesi, hastallk siddetinin gen
ekspresyonu lizerine etkili olacagim
diistindiirmiistiir. Bunun yaninda evre 1
grubundaki hasta sayisinin diger gruplara
gore azlig1 da istatistiksel sonucu etkilemis
olabilir.

Tablo 5. Evrelere gore VEGFA ve HIF1A ekspresyon seviyelerinin korelasyonu

HIF1A

Evre 0 Evre 1

(n=41) (n=7)
VEGFA r 0.864 0.393

p <0.001 0.383

Evre 2 Evre 3 Evre 4
(n=31) (n=33) (n=26)
0.644 0.833 0.707
<0.001 <0.001 <0.001
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OA’da  anabolik ve katabolik
aktiviteleri  diizenleyen  hiicre uyari
yolaklarinin tam olarak bilinmesi, eklemde
kaybolan homeostazin yeniden yapilanmasi
ve tamir mekanizmasinin gelismesi icin
oldukca degerlidir. Eklem hasar1 veya tamiri
sirasinda cesitli biyobelirtecler lenfatik
dolasima ve sistemik dolasima
salinmaktadir. Bu biyobelirteglerin
belirlenmesi, OA'nin erken donemde
saptanmasi, hastaligin seyrinin ve tedaviye
cevabinin izlenmesi icin 6nemlidir. Bu
nedenle hastalifin erken donemlerinde
eklemlerdeki degisimleri nicel, giivenilir ve
duyarli  bicimde saptayabilecek yeni
terapotik hedeflere ve alternatif yontemlere
ihtiya¢ vardir. Bu ihtiyaca yonelik yeni
terapotik hedef arayisi icin yapilan ¢alisma
sonuglarimiz gruplar arasinda farkliliklar
gozlenmesine ragmen bu farklhiliklarin
istatistiksel olarak anlamli olmadigini
gostermektedir. Ancak PMKH'lerinde VEGFA
ve HIF1A gen ekspresyonlarinin pozitif
yonde korele olmasi ¢alismadan elde edilen
degerli bir sonuctur. Mevcut bulgular,
hastaligin evrelerine gore alt orneklem
gruplarinin  arttirilldigy ileri ¢alismalarin
sonucunda, hastaligin progresyonu hakkinda
fikir vermesi agisindan, VEGFA ve HIF1A gen
ekspresyonlarinin degerli olabilecegi
izleniminin edinilmesine sebep olmustur.

Yazar Kkatkilari: Ahu Soyocak, hipotez
olusturma, ornek toplama, molekiiler
analizler, yorumlama, makale yazimi. Didem
Turgut Cosan, hipotez olusturma, molekiiler
analizler, yorumlama, makale yazimi. Merih
ngen, hipotez olusturma, 6rnek toplama,
yorumlama, makale yazimi. Hilyam Kurt,
molekiiler analizler, yorumlama, makale
yaziml. Fezan Sahin Mutlu, istatistiksel
analiz.

Cikar catismasi: Yazarlarin bu calismayla
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