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Ozet

Amacg. Dejeneratif eklem hastaliklarinda sinovyadaki fibrin birikimi hastaligin prognozunu
agirlastiran sebepler arasindadir. Bu ¢alismada total diz artroplastisi (TDA) ameliyatina girecek
olan hasta grubunun sinovya ve kanlarindaki doku faktorii (DF) ve diger koagiilasyon faktorlerinin
degisimlerinin incelenmesi amaglandi. Yontem. Bu ¢alismada kontrol grubuna kiyasla (n=20),
hasta grubunun (n=20) sinovya ve plazmalarinda DF miktar1 ve ilgili olan diger ekstrensek
koagiilasyon faktorleri incelendi. Plazma ve sinovyanin DF diizeyleri ELISA yontemi ile, diger
koagiilasyon faktorleri ve protrombin zamani ticari kitlerle, fibrinojen otomatik koagiilometrede ve
C-reaktif protein nefelometrik yontemle olgilldi. Bulgular. Hasta grubunun DF seviyeleri hem
sinovyada, hem de plazmada anlamli olarak yiikselmistir (p<0,001 ve p<0,05). Bununla birlikte
diger ekstrensek sistem faktorleri de olgularin sinovyalarinda kontrol grubuna goére artmistir.
Sonuglar. TDA ameliyatina girecek olan olgularin sinovya ve plazmalarinda artmig DF’ den
kaynaklandigin1  diisiindiigiimiiz yiiksek fibrin miktar1 hasta grubunda koagiilasyon ve
enflamasyonu tetikleyebileceginden hastalik siirecini olumsuz yonde etkileyebilir. Bu ¢aligmada
gozlemlenen DF ve diger baz1 ekstrensek sistem faktorlerinin plazmada ve 6zellikle sinovyadaki
artiglar1 koagiilasyonu aktif hale getirerek bu hasta grubundaki tromboz riskini arttirdigimi
diistinmekteyiz.

Anahtar sozciikler: Doku faktorii, enflamasyon, koagiilasyon

Abstract

Aim. Since in degenerative joint diseases accumulation of fibrin is one of the reasons for
intensifying the disease’ prognosis. In this study we aimed to investigate the changes of tissue
factor (TF) and other coagulation parameters in cases who will have an operation of total knee
arthroplasty surgery. Methots. In our current work, control group (n=20) and patient group (n=20)
were examined in comparison according to the TF and other extrinsic coagulation factors. TF
levels of plasma and synovia were determined by ELISA method whereas other coagulation
factors and protrombin time are evaluated with commercial kits, fibrinogen is determined by
automatic coagulometer and C-reactive protein nephelometric method. Results. TF levels of the
patient group increased significantly both in synovia and plasma (p<0.001 and p<0.05). Besides,
other extrinsic system factors increased in cases’ synovia in relation to the control group.
Conclusion. The high amount of fibrin, which we believe is related to increased TF in synovia and
plasma, may trigger coagulation and inflammation in the patient group and may negatively affect
the disease process. TF increase, which was observed in this study, may accompany rises in
synovia and activate coagulation which in return may result in thrombosis risk in the patient group.
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Giris

Artropatinin en sik goriilen sekli olan osteoartrit dejeneratif bir eklem hastaligidir.
Dejeneratif eklem hastaliklarinin gegmisi ¢ok eskilere dayanmakla birlikte, etiyolojisi ve
patojenezi hala tartigmalidir [1,2]. Diz ekleminde kronik nitelikli agrilari olan, eklem
hareketlerinde kisitlanma yasayan ve gelisen deformiteler nedeniyle olusan
instabilitelerde kisiye total diz protezi uygulanabilir [3]. Ozellikle sitokinlerin
olusturdugu biyokimyasal degisimler total diz artroplastisi (TDA) ameliyatina girecek
OA’ll olgularda goriilen kikirdak degisiminin enflamasyona bagli olabilecegini
diigindirmektedir  [4-6]. Enflamasyonu hiicre infiltrasyonu, sinovyal doku
proliferasyonu, kikirdak ve kemik yikimi, fibrin olusumu takip ettigi i¢in, dejeneratif
eklem hastaliklar sadece kikirdagi etkilemez. Kemik dahil eklemlerin yapisim etkiler.
Enflamasyon eklemlerle direkt iliskisi olan sinovyayi da etkiledigi i¢in bu sividaki
degisimler literatiirde tizerinde durulan konular arasindadir[7-9].

Doku faktorii (DF) 46 kD biiyiikligiinde, CD 142 adi ile de bilinen bir membran
proteindir. Koagiilasyon kaskadini baglatan bu molekiiliin sinyal iletiminde de 6nemli
oldugu bilinmektedir [10]. Transmembran bir protein olan DF’nin kisa bir sitoplazmik
kuyrugu ve olduk¢a uzun olan ekstraseliiler bolgesi vardir. DF ekstraseliiler bolgesi ile
faktor VII/VIIa ile kompleks yaparak FX ve FIX’u aktif sekle getirir [11]. Monosit,
makrofaj ve fibroblastlar DF ekspresyonu yaparlar. Diger hiicrelerde de gesitli uyaranlara
karst DF ekspresyonu yapildigi bildirilmistir [12]. Fibrin serin proteaz aktivasyonunun
koagiilasyon kaskadindaki son kademesidir. DF, faktor VII ile karsilastiginda dimerik bir
kompleks yapar. Bu baglanma bir taraftan koagiilasyonu baglatirken, diger taraftan da
hiicre i¢indeki sinyal sistemlerini uyarir. DF’nin sitoplazmik  bdlgesinin
fosforilasyonunun 6nemli oldugu ve bu ozelligi ile DF’ nin hiicre migrasyonu ve
anjiogenezde 6nemli roller Gistlendigi bildirilmektedir [10-15].

Biz ¢alismamizda, bu bilgilerden yola ¢ikarak enflamatuvar gostergeleri yiikselmis olan,
primer osteoartritli (POA) TDA ameliyatina girecek olgularin sinovya ve kanlarindaki DF
ve diger koagiilasyon faktorlerinin degisimlerini incelemeyi amacgladik. Kontrol grubu
olarak POA’s1 olmayan geng bireyler alinarak, ilgili parametrelerin degisimlerinin daha
net belirlenmesine ¢alisildi.

Yontem

Bu calismaya istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Ortopedi ve Travmatoloji
Anabilim Dalina miiracaat eden ve TDA ameliyatina girecek olan, hemostatik sistemi
etkileyecek ila¢ kullanmayan hastalar dahil edildi. Calisma kapsamina giren hastalarin
yaglar1 44-80 (58,1+9,3) arasinda, 19 kadin ve bir erkekten olugsmustur. Hastalara klinik
ve radyografik incelemelere dayanarak POA teshisi kondu. Kontrol grubu sinovya
ornekleri artriti olmayan ve bir travma sonucu ameliyata alinan 16 saglikli ve yaglar1 25—
35 (27,743,2) arasinda goniillii 19 kadin bir erkekten olusmustur. POA teshisi konmayan
kontrol grubundan alman sinovyal sivi Ornegi ise 10’dur. Kontrol grubunun yas
ortalamasinin hasta grubuna gore diisiik olmasinin nedeni, primer osteoartritin 40 yas ve
tizeri kisilerde goriliiyor olmasidir [17]. Calisma protokolii lokal etik komite tarafindan
onaylandiktan ve hastalarin yazili onay1 alindiktan sonra baglatilmistir.
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Tablo 1. Cahismaya katilan kontrol ve hasta grubuna ait bilgiler.
Kontrol (n=20) OA (n=20)

Yas 27,7+£3,2 58,149,3
Cinsiyet (K/E) 19/1 19/1
Hastalik siiresi (ay) - 81,4+92,8
Sabah tutuklugu (dk) - 12,2+13,8
Hassas eklem sayist - 1,2+1,3
Artroskopik kikirdak evresi - 2,0+£0,2

Kan ve sinovya érneklerinin toplanmasi

Hasta grubuna sinovya aspirasyonunun tedavileri i¢in gerekli oldugu anlatildi. Sinovya ve
plazma icindeki hiicreleri ¢oktiirmek icin 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Hemostatik parametreler i¢in 0.105 M trisodyum sitrat ile, 1:9 oraninda kan alindi. Serum
eldesi i¢in kanlar bos kuru cam tiipe alinip 3000 rpm’de 10 dakika santriflij edildi.
Olgiimler icin kanlar kullanilincaya kadar -80°C’de saklandi.

DF tayini

DF diizeyleri ELISA yontemi ile (Assaypro 710274, USA) kit prospektiisiindeki
talimatlara uyularak 6l¢iildi.

Faktor VII:C tayini

FVII:C diizeyleri manuel olarak (Diagnostica Stago 031961, France) eksik faktor
prensibine gore yapildi. Faktor VII disinda biitiin faktdrlerin mevcut oldugu bir sistemde
tromboplastin ve uygun konsantrasyonda kalsiyum oldugu zaman pihtilasma olur. Ilave
edilen reaktiflerle elde edilen pihti plazmadaki Faktor VII diizeyi ile orantilir.

Faktoér Vila tayini

Faktor VIIa tayini (Diagnostica Stago 5096C01, France) kiti ile yapildi. Rekombinant
¢oOziinebilir doku faktorii (rTF), FVIla icin spesifik kofaktdr olarak fonksiyon yapar.
Rekombinant doku faktorii, FVIla’nin varhiginda, fosfolipidler ve kalsiyum ile
koagiilasyonu baslatir. r'TF, FVII’yi aktive etmedigi i¢in bu sistemde 6l¢iilen FVIIa’dir.

Fibrinojen, C-reaktif protein (CRP) ve Protrombin zamani (PT) tayini:

Fibrinojen otomatik koagiilometrede (BFT II Dade Behring, Germany), CRP tayini
nefelometrik yontemle (BNII Nephelometer Dade Behring, Germany) ve PT ise
(Diagnostica Stago, France) ticari kit ile ol¢tildii.

Istatistiksel Degerlendirme
[statistiksel degerlendirmede SPSS 11.0 programi kullanildi. Student t-test uyguland.

Bulgular

Kontrol grubu plazma DF ve hasta grubu plazma DF ortalama degerleri sirasiyla
51,1+18,1 ve 61,2+17,8 (ng/mL) iken (p<0,05), kontrol grubu sinovya ve hasta grubu
sinovya degerleri ise sirasiyla 2,8+1,4 ve 19,1+2,4 (ng/mL) olarak bulunmustur
(p<0,001). Kontrol grubu plazma FVII ve hasta grubu plazma FVII ortalama degerleri
sirasiyla 90,2+8,5 ve 92,3+7,0 (%) iken (p>0,05), kontrol grubu sinovya ve hasta grubu
sinovya degerleri ise sirastyla 27,3+3,4 ve 40,2+6,1 (%) (p<0,001) olarak bulunmustur.
Kontrol grubu plazma FVIla ve hasta grubu plazma FVIla ortalama degerleri sirasiyla
106,2+1,1 ve 164,2+49,9 (%) iken (p<0,001), kontrol grubu sinovya ve hasta grubu
sinovya degerleri ise sirasiyla 43,5+4,1 ve 123,1+18,9 (%) olarak bulunmustur (p<0,001).
Kontrol grubu plazma fibrinojen ve hasta grubu plazma fibrinojen ortalama degerleri
sirasiyla 298,7+56,0 ve 476,0+£23,0 (% mg) iken (p<0,001), hasta grubu sinovya degeri
ise 400,1436,3 olarak (p<0,0001) bulunmustur. Kontrol grubu sinovya degerleri ile hasta
grubu sinovya arasinda ileri derecede anlamli fark vardir. Kontrol grubu serum CRP ve
hasta grubu serum CRP ortalama degerleri sirasiyla 3,0+1,3 ve 79,4+106,3 mg/dL olarak
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bulunmustur (p<0,005). Kontrol grubu plazma PT ve hasta grubu plazma PT degerleri
sirastyla 11,9+0,8 ve 10,7+0,7 saniyedir, (p<0,01). Burada inceledigimiz hastalarin pihti
olusum siirelerinin azalmasi, yani aktivite artmasi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(Tablo 2).

Tablo 2. TDA ameliyatina girecek hastalarin operasyon oncesi koagiilasyon ve inflamasyon
belirteclerinin ortalama (xSD) degerleri.

Kontrol (n=20) Hasta grubu (n=20) p degeri
DF (ng/mL) (plazma) 51,1+18,1 61,2+17,8a p<0,05
DF (ng/ml) (sinovya) 28+1,4Y 19,1£2,4 b p<0,001
FVII.C (%) (plazma) 90,2+8,5 92,3+7,0¢ p>0,05
FVII:C (%) (sinovya) 273£3,4Y 40,2+6,1b p<0,001
FVIla:C (%) (plazma) 106,2+18,1 164,2+49,9 b p<0,001
FVla:C (%) (sinovya) 43,5441 ¥ 123.1£189b p<0,001
PT (sn) (plazma) 11,9+0,8 10,7+0,7 e p<0,01
Fibrinojen (% mg) (plazma) 298,7+56,0 476,0+23,0 b p<0,001
Fibrinojen (% mg) (sinovya) 0¥ 400,1+36,3 f p<0,0001
CRP (mg/dl) (plazma) 3,0£1,3 79,4+106,3 d p<0,005

ap<0,05,bp<0,001,cp>0,05,dp<0,005,ep<0,01,fp<0,0001 (Kontrol grubuna goére). ¥: kontrol
grubundaki sinovya i¢in (n=10)

Tartisma

Prokoagiilan molekiillerin enflamasyon hiicreleri tarafindan iiretilmesi koagiilasyonla
enflamasyonu bir araya getirmistir [18]. Eklem bosluklarinda ekstravaskiiler fibrin
olugmasi enflamasyonu koagiilasyonun tetiklemesinden ya da heniiz mekanizmasi net
aciklanamayan baska nedenlerden olabilir. Sinovyumda fibrin depolarinin olmasi burada
hemostatik sistemin yeniden gozden gegirilmesi gerektigini diisiindiirmektedir. Bu
calismada DF ve ilgili koagiilasyon proteinlerinin TDA ameliyatina girecek olan
hastalarin sinovya ve plazmalarinda yiikseldigi goriilmiistiir. Bu bulgular sinovyadaki
fibrin olusumunun tetiklendigini gosterir.

Inceledigimiz hasta grubunun kanlarinda ve sinovyalarindaki DF seviyeleri kontrol
grubuna goére anlamh diizeyde artmustir. Bununla birlikte hasta grubunun plazma FVII
diizeyleri kontrole gore farkli bulunmaz iken sinovyada yiliksek bulunmustur. Sinovyada
FVII’ nin yiikksek ¢ikmasinin nedeni anlasilamamistir. Literatirde DF’nin kaynagi
hakkindaki bilgiler de tartigmalidir. DF sinovyumda bulunan g¢esitli hiicrelerden
kaynaklandigi gibi, buray1 besleyen damarlarin adventisiasindan hasar sonucu ortaya
yiiksek miktarlarda ¢ikabilir. Sinovyadaki FVII artisinin nedeni DF’ye bagimli olabilir mi
diye diisiinmekteyiz. Ciinkii bu noktalarda tartisacagimiz bir literatiir bilgisi yoktur.

Faktor VII dolasimda FVIla’nin inaktif sekli (zimojen) olarak dolasir. Normal sartlarda
total FVII’nin yaklasik %1°i FVIIa seklindedir [19]. DF ile karsilasan FVII, iki zincirden
olusan aktif sekli VIla’ya doniisiir. Bu doniisiimde diger koagiilasyon proteazlarinin etkisi
gereklidir. Normalde FVIIa’nin protrombinaz etkisi ¢ok azdir. DF ile kompleks yaptiktan
sonra artar [20].

Koagiilasyon kaskadinda DF ile iligkili olan diger prokoagiilanlar FVII ve FVIla oldugu
icin bu caligmada fibrin olusumunda bu parametrelerdeki degisimleri de dikkate aldik.
Calismamizda bu faktorlerle ilgili olan PT deki degisimi de inceledik.

In vivo sartlarda bir yaralanma durumunda dokularda mevcut olan DF, ilgili bolgeye
sizmasi ile ekstrensek koagulasyon sistemi baglar ve fibrin olusarak yaralanan bolgedeki
kanama durur. Bu sistem; in vitro sartlarda ortama tromboplastin ve kalsiyum ilave
edilerek olgiliir. 1950°1i yillarda tarif edilen bu yontem, oral antikoagiilanla tedavi edilen
hastalarin yegane takip yolu oldugu i¢in, giiniimiiz bilgilerine gore koagiilasyon
sistemindeki tartigmaya ragmen dnemini korumaktadir [11].

Bu c¢alismada inceledigimiz PT degerleri, hasta grubunun plazmasinda kontrole gore
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anlamli bir azalma (p<0,01), yani aktivite artist goOstermistir. Ekstrensek sistem
parametrelerini topluca gosteren protrombin zamani ile tespit edilen bu aktivite artisi,
sinovyal sividaki kadar ileri derecede olmasa da anlamlidir.

Ekstravaskiiler koagiilasyon, birgok immiin ve enflamatuvar cevaplarin da istiraki ile
fibrin depolarinin olusmasina neden olur [7]. Koagiilasyon sisteminin herhangi bir sekilde
uyarilmast enflamasyon sisteminin de uyarilmasina neden olmaktadir [2,6]. Cesitli
enflamatuvar hastaliklarin patogenezi incelendiginde bu durum ortaya ¢ikmistir. Bu
nedenle ekstravaskiiler koagililasyonun mekanizmasinin anlagilmasi dnemlidir. Fakat bu
sistemlerin mekanizmalar1 hakkinda bilgiler heniiz yeterli degildir. Bokarewa ve
arkadaglar1 [20] TF/VII kompleksini romatoid artritli (RA) hastalarin sinovyasinda
Olgmiisler ve ayrica bu kompleksi saglikli farelerin intra artikiiler bosluguna enjekte
etmislerdir. Enjeksiyondan 4 giin sonra CD4+ mononiiklear 16kositlerin sinovyal bosluga
ciktigini ve de bunu kikirdak ve kemik yikiminin takip ettigi goriilmiistiir. Literatiirde
ekstravaskiiler fibrinin enflamasyon alanina biriken l6kositlere adezyon matriksi gorevi
yaptigi ve diger taraftan da, 16kositleri dogrudan aktiflestirdigi bildirilmistir [2, 7]. Bizim
calismamizda sinovyada artan DF, FVIla ve FVII:C bu goriisleri desteklemektedir.

Normalde DF damar dis1 dokularda bulunur ve yaralanmanin oldugu bolgede kanamay1
sinirlar, bununla birlikte DF kan hiicrelerinde oOzellikle monositlerde bulunur ve
enflamatuvar ajanlarla ortaya c¢ikar. DF’ yi indiikleyen onemli ajanlardan biri CRP’dir
[12, 18, 20]. Caligma grubundaki hastalarin CRP ve fibrinojen diizeyleri kontrol grubuna
gore yiiksek bulundu. Bunun sebebi de hasta grubunun radyografik incelemelerinde de
goriildiigli lizere agir bir kikirdak ve kemik harabiyetine maruz kalmasi ve bunun
sonucunda da siddetli bir enflamatuvar yanitla kars1 karsiya kalinmasi olabilir.

Diger taraftan DF minimal trombini olugturmanin 6tesinde, sinyal iletimindeki etkisi ile
ilgili olarak anjiogenezi arttirir. Anjiogenez artritin baslica 6zelliklerinden biridir. Hayvan
modellerinde anjiogenezin blokaji artritin ilerlemesini geciktirmistir [13]. Walsh ve
Pearson [14] anjiogenez inhibitorlerinin enflamasyonu azalttigini, dokuda yeniden
restorasyonu bagslattigin1  bildirmiglerdir. Haywood ve ark. [15] anjiogenez ve
enflamasyonun yakin iliski i¢inde oldugunu, enflamasyonun anjiogenezi uyardigini,
anjiogenezin de enflamasyonu kolaylastirdigini bildirmislerdir. Rickles ve ark. [21] da,
DF trombin aracilifi ile ya pihtilasmaya bagimli olarak ya da bagimsiz olarak niikleusu
etkileyerek anjiogenezi hizlandirir demislerdir. Bizim ¢alismamizda anjiogenez ile ilgili
bulgu yoktur. Ancak DF’nin ¢ok fonksiyonlu olmasi bu molekiiliin iyi anlasilmasi
gerektigini dislindiirmektedir.

Yaptigimiz ¢aligmanin sonucunda DF miktar1 kanda ve sinovyada yiikselmistir.
Enflamasyon gostergeleri de artmis olan hasta grubunun plazmalarinda FVII, FVIla ve
fibrinojen degerleri de olgiilmiis ve yliksek bulunmustur. Plazmada 6l¢iilen PT degerleri
de bu artis1 desteklemektedir. Sonu¢ olarak eklem bosluklarinda biriken fibrin ve
sinovyadaki DF’nin 6nemli derecede artmis olmasi ayrica bu artisin 6lgebildigimiz bazi
noktalar yoniinden, plazmaya da yansimis olmasi ekstrensek sistemin bu patogenezde
onemli oldugunu disiindiirmektedir. Tedavi stratejileri yoniinden bu noktalarin dikkate
almmasi ve bu konudaki ¢aligmalarin artmasinin uygun olacagi kanaatindeyiz.
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