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Ozet

Amag: Osteoartritin glinimiizdeki tedavisi proinflamatuvar sitokinleri
antagonize ederek inflamasyonu baskilamaya yéneliktir. lleride
dontstlricti  blyume faktori (TGF)-beta ailesinden olan kemik
morfogenik proteinler (KMP) gibi sinyalleri iceren, harabiyet sirecini
azaltan daha karmasik yontemlere odaklaniimasi beklenmektedir. Bu
proteinler proliferasyon, farklilasma, apoptosis gibi pek c¢ok hicre
fonksiyonu ile iligkilidir. Caismamizda osteoartrit hastalarinin serum ve
idrarlarinda KMP seviyeleri arastirimistir.

Gereg ve Yontemler: Calismaya dizleri Kellgren-Lawrence skalasina gore
evre 3-4 olan 41 gonartroz hastasi ve 50 saglikli gondlli alinmigtir. Agri
degerlendirmesinde Vizliel Analog Skala (VAS) kullaniimistir. Hastalardan
alinan rutin kan orneklerinden saglanan serumlar ve 24 saatlik idrar
orneklerinden KMP6, KMP7 , KMP4 ve TGFB-1 diizeyleri ELIZA yontemiyle
belirlenmistir.

Bulgular: Yirmi dokuz kontrol, 37 gonartroz hastasina ait serum-
idrar ornekleri degerlendirilmistir. Hasta-kontrol gruplar yas, boy, kilo
yonuinden benzerdi. Hasta grubunda serum TGFB-1 ve KMP 6 diizeyleri
kontrol grubuna gore daha yiiksekti (sirasiyla p=0,004, 0,002). Hasta
grubun idrar TGFp-1 ve KMP7 diizeyleri ELIZA metodunda onerilen
minimum tespit edilir diizeyden daha diistiktii. Idrar KMP4 ve KMP6
duizeyleri arasinda rakamsal farkhlik gozlense de kontrol ve hasta grubu
arasinda anlamli istatistiksel fark bulunmadi (p>0,05).

Sonug: Hasta grubunda serum TGFp-1 ve KMP6 diizeyleri daha yuksek
bulunmustur. Osteoartrit stireciyle yakin iligkisi bulunan KMP diizeylerinin,
daha fazla sayida serum ve idrar 6rneklerinde incelenmesinin, ileride
tedaviye yonelik olarak yapilacak calismalara yol gosterici olabilecegini
distinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Kemik morfogenetik protein, osteoartrit, gonartroz

Abstract

Objective: The modern treatment approach for osteoarthritis aims at
suppressing the inflammation by antagonizing such proinflammatory
cytokines. More complicated approaches are expected to come to the
forefront in the future that focus on such signals as bone morphogenetic
proteins (BMPs) of the transforming growth factor (TGF)-beta superfamily
and alleviate or antagonize the destruction process. These proteins are
associated with many cellular functions, such as proliferation, differentiation,
and apoptosis. We investigated the BMP levels in the serum and urine
samples of patients with osteoarthritis.

Material and Methods: A total of 41 patients with gonarthrosis, with grade
3 or 4 knees according to Kellgren-Lawrence Grading, and 50 healthy
volunteers were included in the study. Visual analog scale was used for
the assessment of pain. Levels of BMP7, BMP6, BMP4, and TGF-$1 were
determined by ELISA method based on the serums obtained from the
blood samples routinely taken from the patients as well as urine samples
of 24 hours.

Results: We evaluated the serum and urine samples of 37 patients with
gonarthrosis and 29 healthy controls. There was no significant difference
between the two groups with regard to age, weight, and height. Levels of
serum TGFf-1 and BMP6 were significantly higher in the patients compared
to healthy controls (p=0.004, 0.002, respectively). As to urine samples,
it was found that levels of TGF3-1 and BMP7 were below the minimum
detection limit proposed by the ELISA method in the patients. There was
no statistically significant difference between the two groups with regard to
levels of BMP4 and BMP6 in the urine (p>0.05).

Conclusion: Levels of TGFS-1 and BMP6 were higher in the patients
compared to the controls. We think that more frequent examination of
BMP levels in serum and urine samples, which are closely associated with
the overall process of osteoarthritis, may guide future treatment studies.
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Giris

Osteoartrit (OA); subkondral bolge ve eklem kenarlarinda
meydana gelen kemik degisiklikleri, kapsuler kalinlasma ve de-
gisik derecelerde sinovyal inflamasyonun eslik ettigi, eklem ki-
kirdaginin kaybiyla karakterize dejeneratif bir eklem hastaligidir
(1). Hastalhigin gelisiminin farkli bolimlerinde, kikirdak ve mat-
riks molekdllerinin yapisinda, sentez ve ylkim asamalarinda de-
Gisiklikler gozlenir. Tip 2 kollajen ve proteoglikanlarin kaybi ile
metalloproteinazlarin Ustiinligu sonucu kikirdakta fibrilasyon ve
erozyonlar gelisir (2). Eklem kikirdagindaki anabolik ve katabolik
stre¢ arasindaki dinamik dengede sitokinler ve biiylime faktor-
leri gibi cesitli ekstraselliler proteinler rol oynamaktadir. Kemik
morfogenetik proteinler (KMP), biytime faktorlerinden biri olan
donistirici buylme faktord (TGF)-beta ailesinin Gyeleridir (3).
Bu proteinler embriyonik gelisimde rol oynarlar, bircok doku ve
organlarin gelisimsel stirecinde hiicrelerin proliferasyon, farkli-
lasma, apoptosis ve migrasyon gibi biyolojik diizenlenmeleriyle
iliskilidirler (4,5). Glnimiizde KMP ailesinin 30’dan fazla lyesi
tanimlanmistir (6). Kemik morfogenetik proteinler hem osteob-
last aktivitesini arttirarak osteogenezisi, hem de RANKL/osteop-
rotegerin yoluyla osteoklastogenezisi etkilemektedirler (6).

Osteoartritin glinimuzdeki tedavi yaklasimi prostaglandinler,
Timor nekroz faktor-alfa veya Interlokin-1 beta gibi proinflama-
tuvar sitokinleri antagonize ederek inflamasyonu baskilamaya yo-
neliktir ancak hastalik icin modifiye edici tedavilerin bulunmama-
sindan dolayi KMP gibi sinyalleri iceren, harabiyet siirecini azaltan
veya antagonize eden molekiiler belirteclere olan ilgiyi giderek
arttirmaktadir (7). Bu calismada amacimiz gonartroz hastalarinin
serum ve idrar 6rneklerinde KMP diizeylerini incelemektir.

Gere¢ ve Yontemler

Gazi Universitesi Fiziksel Tip ve Rehabilitasyon Anabilim
Dali'na basvuran 65 yas Ustli 41 gonartroz hastasi ve 50 saghkli
goniillii alindi. Calismamiz Gazi Universitesi Etik Kurulu tarafin-
dan onaylandi. Calismaya alinan tim hastalardan ve goniilliler-
den yazili onay alindi. Hastalarin ayakta ve ekstansiyonda ceki-
len anteroposterior diz grafileri, Kellgren ve Lawrence’in 5 (0-4)
puanli skalasina gore derecelendirildi. Radyolojik evreleri 3 ve
4 olan hastalar calismaya dahil edildi. Sistemik inflamatuvar ve
otoimmiuin hastaligi, herhangi bir kronik hastaligi ya da maligni-
tesi, 6nceden gecirilmis diz enfeksiyonu ya da eklem hasari olan
denekler ¢calisma grubuna dahil edilmedi.

Calismaya katilan hastalarin fizik muayenesi yapilip, agr de-
gerlendirmesinde Viziiel Analog Skala (VAS) kullanildi. Hastalar-
dan alinan rutin kan 6rneklerinden saglanan serumlar uygun
kosullarda calisma giiniine kadar -70°C’de saklandi. Hastalarin
24 saatlik idrar 6rneklerini getirmeleri istendi ve hacim belirlen-
dikten sonra gerekli miktari santrifiij edilerek -70°C’de saklandi.
Hastalarin serum ve idrar 6rneklerinden KMP7, KMP6, KMP4 ve
TGF-B1 duzeyleri ELISA yontemi kullanilarak belirlendi.

istatistiksel Analiz

Verilerin dederlendirilmesinde “SPSS Windows (versiyon
11,5)" bilgisayar paket programi kullanildi. Gruplar arasi farklilik-
larin tespiti Mann- Whitney U ile yapildi. Hastalik ve biyokimyasal
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veriler arasindaki iliski Spearman’s korelasyon analizi kullanilarak
arastirildi. P<0,05 diizeyi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

Calismaya dahil edilen 41 gonartroz hastanin 37’sine, 50 kont-
rol hastanin 29’una ait serum ve idrar ornekleri degerlendirildi.
Hasta ve kontrol gruplari arasinda yas, boy ve kilo yoniinden fark
bulunmadi (Tablo 1). Hastalarin radyolojik evrelendirme ve VAS
skorlari ile KMP ve TGFf-1 dlzeyleri arasinda anlamh bir iliski sap-
tanmadi. Hasta grubunda serum TGFg3-1 ve KMP6 diizeyleri kontrol
grubu ile karsilastinldiginda daha ytksek olarak bulundu (Tablo 2).

idrar duzeyleri incelendiginde, hasta grubun TGFB-1 ve
KMP7 diizeylerinin ELISA metodunda 6nerilen minimum tes-
pit edilir diizeyden daha dstk oldugu gorildd. idrar KMP4 ve
KMP6 dlizeylerine ait veriler Tablo 3’de verilmektedir.

Tartisma

Osteoartrit, kollajen ve proteoglikan gibi matriks protein
kaybiyla karakterizedir (2). Erken donemde kemik rezorpsiyonu

Tablo 1. Hasta ve kontrol gruplarin demografik 6zellikleri,

radyolojik evre ve agri degerlendirmesi

Kontrol Grubu Hasta Grubu

Ort+SS Ort+SS
Yas (yil) 60,10+8,01 65,69+10,27
Boy (m) 1,58+0,07 1,56+0,06
Kilo (kg) 73,27£11,74 78,86+13,75
BKI (kg/m?) 29,08+4,57 32,11+4,88*
Radyolojik evre 0 2,81+0,07
VAS 0 5,89+2,20

*p=0,008 kontrol grubuna gére. BKI: beden kiitle indeksi; VAS: Viziel Analog
Skala; Ort£SS: ortalamazstandart sapma

Tablo 2. Hasta ve kontrol grubuna ait kemik morfogenik protein
(KMP) ve TGF3-1 diizeyleri

Hasta Grubu Kontrol Grubu
Ort+SS Ort+SS
28192,72+5765,15* 18454,84+11485,93

Calisilan Testler
TGF- betal (pg/mL)

KMP4 (pg/mL) 96,11+95,44 119,55+84,28
KMP6 (pg/mL) 285,73£207,14** 135,58+73,51
KMP7 (pg/mL) 8,1046,59 13,25+11,98

*p=0,004; **p=0,002 kontrol grubuna gére. TGF: donustiiriicii biiylime faktori;
KMP: kemik morfogenetik proteinler; Ort+SS: ortalamaztstandart sapma

Tablo 3. Hasta ve kontrol grubuna ait idrar KMP4 VE KMP6
diizeyleri

Hasta Grubu
Ort+SS

Kontrol Grubu
Calisilan Testler Ort+SS
KMP4 (pg/mL) 51,00+1,63 386,12+227,40*
KMP6 (pg/mL) 196,16+55,07 267,50+£133,15

*p=0,005 kontrol grubuna gore. KMP: kemik morfogenetik proteinler;
Ort+SS: ortalamazstandart sapma
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artarken, ge¢ donemde kemik remodelasyonu ile subkondral
kemik kalinlasarak skleroz olusur. Potent kondroprotektif faktor-
lerden biri olan TGF-f'nin, hayvan modellerinde osteofit olusu-
munda 6nemli rol oynadigi ve insan osteoartrit kartilajinda da
exprese edildigi gosterilmistir (2,8,9). Baska bir calismada da,
OA’li kisilerden alinan kemik tozlarinda IGF ve TGF-§ kontrolle-
re gore yiiksek bulunmustur (10). Bizim ¢alismamizda da serum
TGF-B kontrollere gore yiiksek bulunmustur.

Kemik morfogenik proteinler distik molekul agirhkli gli-
koproteinlerdir ve TGF-B grubundandir (11). Normal fizyolojik
streclerde 6nemli islevlere sahip olmalarinin yaninda, KMP sin-
yallerindeki reglilasyon bozuklugu ciddi patofizyolojik sonuclara
yol acabilmektedir. Kemik morfogenetik protein seviyelerindeki
degisimlerin pek cok kanser tirdyle iliskili oldugu bulunmustur
(12-19). Ayrica romatoid artritli hastalarin sinovyal sivilarinda
KMP duzeylerinde artig saptanmistir (11). KMP2,4,7 ve 9’un
int-ramembrandz ve enkondral kemiklesmeyi uyardigi, KMP2,6
ve 9'un daha ¢ok mezenkimal hiicrelerin osteoblastlara farkli-
lasmasini uyardigi gosterilmistir (11,20). KMP7 (osteogenik
protein-1), kartilaj matriks proteinlerini, proteoglikan ve kolla-
jen sentezini uyararak ve IL-1‘in katabolik etkilerini onleyerek
kartilaj Uzerine anabolik etki gostermektedir (7,21). Terapotik
olarak spinal kiriklardan sonra yapilan kirkk ameliyatlarinda ke-
mik olusumunu hizlandirmada ve spinal flizyon ameliyatlarinda
yaygin olarak kullaniimaktadir (22-25). Ayrica hayvanlarda da
eklem kartilaj defektleri, dejeneratif intervertebral disklere KMP7
uygulandiginda disk yuksekliginde artis ve defektlerde kiiciiime
saptanmistir (7,26,27). Etkilerini, mezenkimal hiicrelerden oste-
ogenezisi ya da kondrogenezisi uyararak gosterdikleri distniil-
mektedir (22). Diz OA’li hastalarin yapilan sinovyal sivi incele-
melerinde KMP7 duzeyi kontrollere gore ylksek bulunmustur
(28,29). Yapilan baska bir calismada da, OA Kkartilajinda KMP7
dizeyi kontrol grubuna gore daha dustk saptanmistir (30). /n
vitro deneyler ve hayvan deneylerinde KMP7'nin kartilaj defekt-
lerinde rejenerasyonu sagladigi gosterilmistir (31-33). Bizim ca-
hsmamizda serum KMP7 duzeyleri anlaml olmamakla birlikte
osteoartrit grubunda daha dustik bulunmustur.

Hayvan deneylerinde, KMP4'(in baslica hipertrofik kartilajda
exprese edildigi, KMP6'nin da kondrosit maturasyonunu bas-
latan otokrin bir faktor oldugu ve prehipertrofik ile hipertrofik
kartilajda exprese edildigi gosterilmistir (34-36). Bizim calisma-
mizda OA’ll hastalarin serumunda KMP6, idrarinda ise KMP4 ve
6 duzeyi yliksek bulunmustur.

Kemik morfogenik proteinler sadece kemik dokudan degil,
basta bobrek olmak lizere bircok dokudan sentezlendigi icin
plazma ve idrardaki diizeyleri sadece kemik/kartilaj patolojilerin-
den etkilenmeyebili, KMP6 ve 7 basta olmak lizere KMP’lerin
serum ve idrardaki dizeyleri 6zellikle boébrek patolojilerinden
etkilenmektedir (4). Bu nedenle sinovyal sivi analizi ile sonucla-
rimizin desteklenmesi daha yol gosterici olabilirdi. Kemik mor-
fogenetik protein lizerine yapilan calismalar, daha ¢ok hayvan
deneylerin oldugu ve kemik/kartilaj dokusunda KMP diizeyleri-
nin belirlenmesi ya da sinovyal sivinin incelenmesi gibi invaziv
girisimleri gerektirmektedir. Osteoartritli hastalarda plazma ve
idrarda KMP duzeylerinin arastirildigi ¢alisma bulunamamakla
birlikte, yapilan bir pilot calismada diz OA’ll hastalarin plazma
ve sinovyal sivilarinda KMP7 dizeyleri incelenmis, ikisi arasinda

pozitif korelasyonun oldugu gosterilmistir (29). Kemik morfo-
genetik protein sentezindeki lokal artiglarin seruma yansimasi,
biyolojik sivilardaki miktari yansitmakta ve hastaligin gelisimi,
progresyonu ve prognozu izlemini mimkuin kilabilmektedir (4).

Osteoartrit progresyonuyla KMP dizeyi arasindaki iliskinin
arastinldigi klinik bir calismada, diz OA’ll hasta grubunda plaz-
ma ve sinovyal sivida KMP7 diizeylerine bakilmis, hastalik siddeti
Kellgren-Lawrence’in radyolojik evrelendirmesine gore belirlen-
mis ve radyolojik progresyon ile serumdaki KMP7 dlzeyleri ara-
sinda pozitif bir korelasyon saptanmistir (29). Merrihew ve ark.
(30) ise kartilajdaki KMP7 dizeyini incelemisler ve dejeneratif
degisiklikler arttikca KMP7 dizeylerinin disttigl belirtmisler-
dir. Bizim calismamizda ise, radyolojik evrelendirme ile KMP ve
TGFp-1 diizeyleri arasinda anlamli bir iliski saptanmadi. Bu du-
rum, calismaya alinan hasta sayisinin az olmasiyla iliskilendirildi.

Sonucg

Calisma popllasyonumuzda kadin cinsiyet hakimiyeti oldu-
gundan sonuclarimizi genelleme yapamamakla birlikte, OA gru-
bunda serum TGFB-1 ve KMP6 diizeyleri kontrol grubu ile kar-
silastirldiginda daha yiiksek bulunmustur. Osteoartrit streciyle
yakin iliskisi bulunan KMP diizeylerinin daha kapsamli randomi-
ze ve kontrolli klinik calismalarla degerlendirilmesinin, OA’nin
erken tani, prognoz ve tedavi izleminde yol gosterici olabilece-
gini distinmekteyiz.
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