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OZET: Bu calismada, osteoartrit (OA) gelisiminde terapétik hedef olabilecegi diisiiniilen transkripsiyon
faktorlerinden NF-xB’nin roliiniin belirlenmesi amaclanmistir. Calismaya primer diz OA tanisi alan 100
hasta ve 50 saglikli birey dahil edildi. Periferik kandan mononiiklear hiicre (PKMH) izolasyonu fikol
yogunluk gradyani yontemiyle gergeklestirildi. NF-kB aktivasyonu hiicrelerden hazirlanan niiklear
ekstraklarda ELISA metodu ile degerlendirildi. Hasta ile kontrol grubu arasinda NF-xB aktivitesi
degerlendirildiginde, kontrol grubuna gore bir artis oldugu (p=0.405), cinsiyete gore de artig gdsterdigi
(p=0.260; p=0.610) ancak bu artislarin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlendi. Bununla birlikte
Kellgren Lawrence (K-L) evreleme sistemine gore simiflandirdigimiz OA hastalarinda NF-«kB aktivitesi
yoniinden evreler arasinda istatistiksel bir fark olmadigi (p=0.229) bulundu. Ancak NF-«B aktivite degeri
kontrol ve diger evrelerle karsilagtirildiginda erken evrede (evre 1) daha yiiksek oldugu goézlendi.
Inflamatuar siirecin OA patogenezine katkis1 olabilecegi diisiincesinden yola ¢ikarak, evrelerine gore
smiflandirdigimiz OA  hastalarinda, NF-kB aktivite degerinin kontrol ve diger evrelerle
kargilagtirildiginda bir fark gostermedigi bulundu.
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NUCLEAR FACTOR KAPPA B (NF-kB) ACTIVITY ACCORDING TO GRADE OF KNEE
OSTEOARTHRITIS PATIENTS

ABSTRACT: We aimed to determine in this study the role of the transcription factor NF-xB 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-
kB activation was quantified by way of enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using the NF-xB
kit according to the manufacturer's instructions. When the NF-kB 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-kB activity (p=0.229). But the
value of NF-xB 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-kB activities in the
patients groups.

KEYWORDS: Osteoarthritis, NF-xB

1. Giris gelisimsel, metabolik ve genetik faktdrlerin

etkisiyle meydana gelen kikirdak yapimi ve
Osteoartrit  kikirdak, kemik ve sinoviyal yikimi arasindaki dengenin bozulmasi ile
dokularda gesitli travmatik, biyomekanik, ortaya cikan, biyokimyasal ve morfolojik
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degisiklikler ile karakterize bir hastaliktir (1).
Noninflamatuar bir hastalik olarak
bilinmesine ragmen son zamanlarda yapilan
caligmalarda, sinovitin ve diisiik derece
inflamasyonun OA patofizyolojisinde rol
oynadigi  gosterilmistir  (2-4). Hiicre
farklilagmasi, canliligi ve aktivasyonu igin
gerekli olan niiklear faktér kappa B (NF-kB)
inflamatuar yoldaki en onemli transkripsiyon
faktorlerinden birisidir (5). NF-xB, ilk olarak
matiir B lenfositlerinin  ¢ekirdeklerinde,
immiinoglobulin kappa hafif zincir enhancer
bolgesinde 10 baz ciftlik DNA elemanina
baglanan bir transkripsiyon faktorii olarak
tanimlanmustir (6). NF-xkB, Rel domaini igeren
proteinlerden olusan bir protein ailesi olarak
memeli  hiicrelerinde  bes ayr1  iyesi
bulunmaktadir. Bunlar; NF-kB1 (p50/p105),
NF-kB2 (p52/p100), RelA (p65), RelB ve c-
Rel (Rel)’dir. Bu proteinler homodimerik ve
heterodimerik halde sitoplazmada bulunur (7-
9). NF-«B normal fizyolojik siire¢ igin
onemli bir transkripsiyon faktoriidiir. NF-kB
aktivitesinde ortaya c¢ikan diizensizlikler
romatoid artrit, osteoartrit, astim, multiple
skleroz, inflamatuar bagirsak hastaligi, tip II
diyabet ve kanser gibi cesitli hastaliklarin
patogenezinde rol oynamaktadir (7, 8, 10, 11).
NF-«xB, eklem  kikirdaginda  matriks
metalloproteinaz  (MMP) gen ekspresyonu
olusmasinda ve ¢ok sayida pro-inflamatuar
aracinin salinmasinda rol alir (5). NF-«kB,
inflamatuar sitokinlerle birlikte gesitli hiicre
dis1 matriks yikim proteinlerinin
ekspresyonlarimi artirir (12). NF-kB’nin OA’l
hasta kondrositlerinde, anormal gen
iriinlerinin uyarilmasi ve normal kondrosit
gen Uriinleri iiretiminin baskilanmasinda etkili
oldugu ileri siiriilmektedir (12). NF-xB
transkripsiyon faktorii pro-inflamatuar
sitokinler, asir1 mekanik stres ve hiicre disi
matriks yikim triinlerini igeren stres iligkili
uyarilarla  aktiflesebilir. ~ Aktif  NF-«xB
sitokinlerin, kemokinlerin, adhezyon
molekiillerinin, inflamatuar aracilarin ve
cesitli matriks yikim enzimlerinin
ekspresyonunu diizenler. NF-kB uyar1 yolagi

sadece kondrositlerin stresle iliskili pro-
inflamatuar ~ yanitinda  merkezi  bir  rol
oynamaz, ayni zamanda kondrositlerin

farklilagsmasinin kontroliinde de goérev yapar
(8). NF-«xB; timor-nekroz faktor-o (TNF-a),
interlokin-18  (IL-1B), lipopolisakkarit ve
serbest oksijen radikallerini iceren birgok
farkli uyaran tarafindan aktive edilir. Hiicreler
TNF-a veya IL-1B’ya maruz kaldiklarinda

IkB kinaz fosforlanir, bu da NF-xB’nin
serbestlesip niikleusa girerek gen
ekspresyonunu  aktive  etmesine  neden
olmaktadir (5, 13). OA’nin erken donemde
saptanmasi, hastaligin seyrinin ve tedaviye
Cevabmin izlenmesi ic¢in Onemlidir. Bu
nedenle hastaligin erken donemlerinde
eklemlerdeki degisimleri nicel, giivenilir ve
duyarli bi¢cimde saptayabilecek yeni terapotik
hedeflere ihtiyag vardir. Bu caligmada, OA
mekanizmasinin anlagilmasina katki
saglanmasi ve bir¢cok hastalik i¢in potansiyel

terapotik hedef olarak tanimlanan
transkripsiyon faktérleri NF-xB’nin  OA
patofizyolojisindeki  roliiniin  belirlenmesi
amaclanmustir.

2. Gerec¢ ve Yontemler

Caliyma grubu

Eskisehir ~Osmangazi  Universitesi  Tip

Fakiiltesi Etik Kurulunun 08.02.2011 tarih ve
36 sayili kurul onayi ile Eskigehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Egitim Arastirma
ve Uygulama Hastanesi Fiziksel Tip ve
Rehabilitasyon Anabilim Dali Poliklinigine
diz agris1 sikayeti ile bagvuran 100 hasta (84
kadin, 16 erkek) ve 50 saglikli (42 kadin, 8
erkek) birey ¢aligmaya dahil edildi. Amerikan
Romatoloji Dernegi (ARD) kriterlerine (14)
gore primer diz OA tamist alan hastalarin diz
OA evrelemesi Kellgren Lawrence (K-L)
osteoartrit indeksine (15) gore yapildi.

Periferik kandan mononiiklear hiicre (PKMH)
izolasyonu

Calisma grubu bireylerinden EDTA’l1 tliplere
8 ml venoz kan alindi. Alinan kan fosfat
tamponlu tuz (phosphate buffer saline, PBS)
(L1815 Biochrom, Berlin, Almanya) ile 1:1
oraninda seyreltildi. Bu seyrelti i¢inde fikol
(Biocoll ~ Separation  Solution L6113
Biochrom, Berlin, Almanya) bulunan steril bir
tiipe pastor pipeti ile yavas yavas eklendi.
Daha sonra santrifiij edilerek hiicreler
toplandi. Toplanan hiicreler PBS ile yikandi
ve —80°C de saklandi (16).

Niiklear ekstrakt hazirlanmasi

Calisma grubundan elde edilen mononiiklear
hiicrelerden, NF-xB aktivitesini belirlemek
tizere, niiklear ekstrakt kiti (Active Motif,
California, USA) kullanilarak hiicrelerin
¢ekirdek igerigi elde edildi. Kit protokoliine
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uygun olarak elde edilen bu niiklear ekstrakt
yeni bir viale aktarilarak kullanilana kadar -80
°C’de saklandi.

NF-xB aktivitesinin belirlenmesi

Hazirlanan niiklear ekstraktlarda TransAM™
NF-kB kiti (Active Motif, California, USA)
kullanilarak, kit protokoliine goére NF-kB
aktivitesi belirlendi. Kit igerisinde bulunan
oligoniikleotid kapli 96 kuyucuklu plakanin
her bir kuyucuguna kit igeriginde bulunan
baglama tamponundan 30 pul eklendi. Kor
olarak kullanilacak kuyucuklara niiklear
ekstraktin  igerisinde  bulundugu lizis
tampondan 20 ul ve diger kuyucuklara da
Olcimii yapilacak orneklerden 20 pul ilave
edildi. Bu islemlerden sonra kit protokoliine
uygun olarak plaka kuyucuklarinin renginin
maviden koyu maviye donlismesi gozlendi ve
sonrasinda yine kit igeriginde bulunan
durdurma soliisyonundan 100 pl ilave edilerek
mavi rengin sariya doniismesi saglandi. Plaka
5 dk i¢inde 450 nm de ELISA (Labsystems
Multiskan EX, Vanta, Finland) cihazinda
Olciilerek optik dansite (OD) degerleri
belirlendi.

Istatistiksel analiz

degerlendirildi. Normal dagilim gostermeyen
degiskenlerin gruplar arasindaki
karsilagtirilmalar1 grup sayisina bagli olarak
Mann-Whitney U testi ya da Kruskal-Wallis
testi ile yapildi. Kategorik degiskenlerin
gruplara gore Kkarsilastirilmasinda  ki-kare
analizlerinden yararlanildi. Veriler ortalama
ve standart sapma olarak ifade edildi.
Analizler IBM SPSS Statistics 21 ile MedCalc
13.3.3.0 paket programlarinda yapildi. p<0.05
degeri istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak
kabul edildi.

3. Bulgular

Calismamizda transkripsiyon faktori NF-xB
aktivitesinin  osteartrit siirecindeki etkisi
arastirildi.  Calismaya alinan  bireylerin
evrelere gore demografik ozelliklerinin
dagilimlar1 Tablo 1’de 6zetlendi. OA hasta ve
kontrol grubunda NF-xB aktivitesi
incelendiginde, kontrol grubuna gore bir artis
oldugu (p=0.405) (Tablo 2), cinsiyete gore de
artis gosterdigi (p=0.260; p=0.610) (Tablo 3)
ancak bu artiglarin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 belirlendi. NF-xB aktivitesinin
evrelere gore incelendiginde, osteoartrit evre 1
hasta grubunda en fazla oldugu gdzlenirken,
tim evreler arasinda istatistiksel bir fark
olmadigi (p=0.229) bulundu (Tablo 4).

Stirekli  degiskenlerin  normal  dagilima
uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile
Tablo 1
Calismaya alinan bireylerin evrelere gore demografik ozellikleri
Yas (y1l) VKI (kg/m?)
Gruplar Evreler Or4SS Ort+SS

Evre 0 Kadin (n=42) 35+12 24.32+4.74

Kontrol Grubu— _5, Erkek (n=8) 38412 25.5442.60

Evre 1 Kadin (n=5) 47+5 27.00+4.98

n=7 Erkek (n=2) 56+20 23.50+0.54

Evre 2 Kadin (n=26) 55+10 29.14+4.23

Hasta Grubu n=32 Erkek (n=6) 58+14 28.47+1.47

Evre 3 Kadin (n=31) 60+8 30.75+4.93

n=34 Erkek (n=3) 67+14 27.86+2.67

Evre 4 Kadin (n=22) 67+8 30.82+5.37

n=27 Erkek (n=5) 70+9 30.24+5.51

p degeri 0.001 0.001
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Tablo 2
Kontrol ve hasta grubunda NF-xB aktivitesi
Gruplar NF-xB p degeri
Kontrol
Grubu (n=50) Ort£SS 0.356+0.033 0.405
Hasta
Grubu (n=100) Ort£SS 0.368+0.05
Tablo 3
Cinsiyete gore kontrol ve hasta grubunda NF-kB aktivitesi
NF-«xB
Gruplar Kadin Erkek
Kontrol Grubu (n=50)
Kadin (n=42) Ort£SS 0.354+0.034 0.366+0.026
Erkek (n=8)
Hasta Grubu (n=100)
Kadm (n=84) Ort+SS 0.367+0.05 0.368+0.053
Erkek (n=16)
p degeri 0.260 0.610
Tablo 4
Evrelere gére kontrol ve hasta grubunda NF-«kB aktivitesi
Gruplar Evreler NF-xB p degeri
Evre 0
Kontrol Grubu _ Ort+SS  0.356+0.033
(n=50)
EViel  oresss  0.381£0.028
(n=7)
EVIE2 eSS 0.355£0.041
(n=32) 0.229
Hasta Grubu Evre 3
(n=34) Ort£SS  0.373+0.055
Evre 4
(n=o7)  OreESS  0.3710.057
4. Tartisma in vitro ve in vivo calismalarda inflamatuar

Osteoartrit (OA) yasla birlikte sikligi artan,
agr1 ve sakatliklara neden olarak bireyin
yasam kalitesini Onemli oOlciide bozabilen
dejeneratif bir eklem hastaligidir (17). OA
temel olarak kikirdak yikimi ve subkondral
kemikteki degisikliklerle karakterize olmakla
birlikte tiim eklem ve eklem g¢evresi dokularin
etkilendigi bir organ hastaligi olarak kabul
edilmektedir. Bu nedenle OA sadece kikirdak
metabolizmasinda yer alan enzimlerde
meydana  gelen  degisikliklerle  agikla-
namamaktadir (18). OA noninflamatuar bir
hastalik olarak bilinmesine ragmen son
zamanlarda yapilan ¢aligmalarda, sinovitin ve
diistik derece inflamasyonun OA
patofizyolojisinde rol oynadigi gosterilmistir
(2-4). inflamatuar siirec eklem dokusunun
hasarinda temel bir role sahiptir (10). Yapilan

stirecte dnemli bir transkripsiyon faktorii olan
NF-xB sinyal yolaginin OA patogenezine
katkis1 gosterilmistir (5, 10). Inflamatuar
yanitt diizenleyen mekanizmalarinin tam
olarak anlagilmasi ile hastaligin erken teshisi
hatta eklemdeki kaybolan homeostazinin
yeniden yapilanmasi ve Dbelki tamir
mekanizmasiin gelismesi miimkiin
olabilecektir. Bu nedenlerle ¢alismamizda OA
hastalarmin  periferal mononiiklear kan
hiicrelerinde, OA  gelisiminde  Onemli
olabilecegini diistindiiglimiiz NF-«B
aktivitesini aragtirdik. Bdylece hem OA
mekanizmasinin anlasilmasina katki saglamak
hem de osteartritin erken evreleri igin yeni bir
terapotik hedef olup olamayacagini ortaya
koymay1 planladik.
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NF-kB’nin, eklem kikirdaginda matriks
metalloproteinaz  (MMP) gen ekspresyonu
olusmasinda ve ¢ok sayida pro-inflamatuar
aracinin salinmasinda rol oynadigi
gosterilmistir. Bunlar; timor-nekroz faktor-a
(TNF-0), interlokin-1p (IL-1pB), interlokin-2
(IL-2), interlokin-6 (IL-6), interlokin-8 (IL-8),
nitrik oksit indiikleyici (iNOS), siklooksijenaz
(COX)-2, c-fosfolipaz (c-PLA2), interselliiler
adhezyon molekiilii ICAM)-1, vaskiiler hiicre
adhezyon molekiilii (VCAM)-1 ve E-selektin
gibi hiicre adhezyon molekiilleri, makrofaj
inflamatuar protein-la. (MIP-1a) ve monosit
kemoatraktan  protein-3  (MCP-3)  gibi
kemokinlerdir (5, 10, 19). NF-xB
aktivasyonunun sinoviyal Ortii hiicrelerinde
apoptozu engelleyerek asir1 hiicre
cogalmasina  yani  hiperplaziye  neden
olabilecegi diisiiniilmektedir (20).

NF-kB’nin romatoid ve osteoartrit sinovitinde
bol miktarda bulundugu ve osteoartrite gore
romatoid  artritte daha fazla oldugu
gosterilmistir (10, 21). Yapilan bir ¢alismada
13 romatoid artrit (RA) hastas1 ve 4 saglikli
bireyin sinoviyal dokusunda
immiinohistokimyasal olarak NF-«xB
proteinleri pS0 ve p65’in varligi incelenmistir.
RA sinoviyumunda NF-kB proteinleri p50 ve
p65’in  makrofajlarda,  sinoviyal  ortii
hiicrelerinde ve vaskiiler endotelde bol
miktarda bulundugu ve NF-«kB’nin romatoid
artrit icin patolojik olabilecegini bildirmistir
(21). Diger bir aragtirmada NF-kB’nin OA’I
hasta  kondrositlerinde, anormal  gen
iirinlerinin uyarilmas1 ve normal kondrosit
gen Uriinleri iiretiminin baskilanmasinda etkili

oldugu ileri sirilmigtir (12). NF-B,
inflamatuar sitokinlerle birlikte ¢esitli hiicre
dist matriks yikim proteinlerinin

ekspresyonlarmi artirdign gosterilmistir (12).
OA ve RA  hastalarindan elde edilen
fibroblast-benzeri sinoviyosit (FLS)
hiicrelerde NF-kB’nin aktiflesmesinde gorevli
IxB (IKK)’nin varlig1 gdsterilmistir (22).

Inflamatuar ~ artrit hayvan  modellerinde
yapilan arastirmalarda, NF-kB’nin artrit
gelisimi  ve ilerlemesinde aktif bir rol
oynayabilecegi desteklemektedir (11, 23-25).
Murin tip II kollejen indiikli hayvan
modelinde  yapilan  caligmada  NF-xB

ekspresyonunun kollojenaz-3 (MMP13) ve
stromelysin-1 (MMP3) ile korele oldugu
gosterilmistir. Boylece MMP gen ekspresyonu
ve klinik artritin baglangicindan énce NF-«xB
ekspresyonunun aktive oldugu Onerilmistir
(24). NF-xB ekspresyonu sigan adjuvan
indiiklii artrit modelinde incelenmis ve aktif
NF-«kB  p65  ekspresyonunun iltihapl
sinovyumda sinoviyal astar tabaka ve kan
damarlart ¢evresinde oldugu gosterilmistir
(25).

Tim bu arastirmalar NF-«B’nin artrit i¢in
patolojik  olabilecegini  diisiindiirmektedir.
Bununla birlikte yapilan literatiir
arastirmasinda OA’l1 hastalarin mononiiklear
hiicrelerinde NF-xkB gen ekspresyonlarimin
incelendigi ve evrelere gore aktivasyonun
incelendigi bir arastirmaya rastlanmamustir.
Calisgmamizda OA’l1 hastalardan elde edilen
mononiiklear hiicrelerde NF-xB aktivitesinin
istatistiksel olarak 6nemli olmasa da arttigini
ve Kellgren Lawrence (K-L) evreleme
sistemine  gore  smiflandirdigimiz OA
hastalarinda NF-xB  aktivitesi yOniinden
evreler arasinda istatistiksel bir fark olmadigi
bulundu. Ancak NF-«B aktivite degeri kontrol
ve diger evrelerle karsilagtirildiginda erken
evrede (evre 1) daha yiiksek oldugu ve bu
artisin  hasta sayist artirildiginda anlamh
olabilecegi gozlendi.

5. Sonug¢

OA giin gegtikge goriilme siklig1 artan onemli
bir saglik sorunudur. Yavas ilerleyen bir
hastalik oldugundan erken teshisi oldukca giic
olmaktadir.  OA’min  erken  donemde
saptanmasi hastaligin seyri ve tedaviye
cevabinin izlenmesi i¢in Onemlidir. Bu
nedenle hastaligin erken donemlerinde
goriilen degisimleri saptayabilecek yeni
terapotik  hedeflere ihtiyac vardir. OA
geligimini diizenleyen farkli sinyal
yolaklarinin hastalikla iligkilerinin
incelenmesi,  hastaligin  patogenezi  ve
ilerlemesinin engellenmesinde 6nemlidir.
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