AFYONKARAHISAR SAGLIK

BIiLIMLERI UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI

DEJENERATIF MENiSKUS YIRTIGI OLAN HASTALARIN
KOLLAJEN YAPISINDAKi BOZUKLUKLARIN, TRAVMATIK
MENISKUS YIRTIGI OLAN HASTALAR iLE KARSILASTIRMALI
OLARAK GENETIK ARASTIRILMASI

TIPTA UZMANLIK TEZI
Ars. Gor. Dr. Mevliit OZBAHCE
ORTOPEDI VE TRAVMATOLOJi ANA BiLiM DALI

DANISMAN
Prof. Dr. Ozal OZCAN

AFYONKARAHISAR 2025







T.C.
AFYONKARAHISAR SAGLIK BiLIMLERi UNiVERSITESI
TIP FAKULTESI

Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim Dal

DEJENERATIF MENISKUS YIRTIGI OLAN
HASTALARIN KOLLAJEN YAPISINDAKI
BOZUKLUKLARIN, TRAVMATIK MENISKUS YIRTIGI
OLAN HASTALAR ILE KARSILASTIRMALI OLARAK
GENETIK ARASTIRILMASI

Dr. Mevliit OZBAHCE
UZMANLIK TEZi

DANISMAN
Prof. Dr. Ozal OZCAN

Bu calisma Afyonkarahisar Saghk Bilimleri Universitesi BAP Komisyonu

tarafindan 24.TUS.008 proje numarasi ile desteklenmistir.

2025-AFYONKARAHISAR

i



BIiLIMSEL ETiGE UYGUNLUK SAYFASI

Bu c¢aligmadaki tiim bilgilerin, akademik ve etik kurallara uygun bir sekilde elde
edildigini beyan ederim. Ayni1 zamanda bu kural ve davranislarin gerektirdigi gibi, bu
calismanin 6ziinde olmayan tiim materyal ve sonuglar1 tam olarak aktardigimi ve referans

gosterdigimi belirtirim.
Tezi Hazirlayanin Damismanin

Ad1 Soyadi: Mevliit OZBAHCE Unvani Adi Soyadi: Prof. Dr. Ozal OZCAN

Imza: Imza:

il



KABUL VE ONAY

T.C.
AFYONKARAHISAR SAGLIK BiLIMLERi UNiVERSITESI
TIP FAKULTESI
ORTOPEDI VE TRAVMATOLOJI ANABILIM DALI

Tez Bashgi: Dejeneratif Meniskiis Yirtigi Olan Hastalarin Kollajen Yapisindaki
Bozukluklarin, Travmatik Meniskiis Yirtigi Olan Hastalar ile Karsilagtirmali Olarak

Genetik Arastirilmasi

Tezi Hazirlayan: Dr. Mevliit OZBAHCE
Tez Savunma Tarihi: 20/11/2025

Tez Kabul Tarihi: 20/11/2025

Tez Damismani: Prof. Dr. Ozal OZCAN

Is bu calisma, jiirimiz tarafindan ORTOPEDI VE TRAVMATOLOJi ANABILIM
DALI'nda TIPTA UZMANLIK TEZI olarak kabul edilmistir.

Baskan
Prof. Dr. Ozal OZCAN

Uye Uye
Prof. Dr. Mehmet Nuri KONYA Dog. Dr. Murat YESIL

ONAY DEKAN
Prof. Dr. Necip BECIT

1Y



TESEKKUR

Tecriibbe ve bilgisinden yararlanmaktan onur duydugum, aynm1 zamanda tez
danismanim olan Prof. Dr. Ozal OZCAN’a; uzmanlik egitimimde biiyiik emekleri olan,
egitim sliresince bilgi ve deneyimlerini daima benimle paylasan degerli hocalarim Prof.
Dr. Gokhan MARALCAN’a, Prof. Dr. Mehmet Nuri KONYA’ya ve Dog¢. Dr. Murat
YESIL’e, Dr. Ogr. Uy. Recep ALTIN’a. Dr. Ogr. Uy. Bilge Kagan YILMAZ’a saygi1 ve
tesekkiirlerimi sunarim.

Calisma hayatimda bana her zaman destek olan uzman Dr. Mohamed Salah
Ahmed Ali, Dr. Caglar Tuna ISSI, Dr. Ibrahim Ethem BUTUNER, Dr. Erdal KESKIN,
Dr. Sakh1 Ahmad FAZLI, Dr. Osman Emre TOSUN, Dr. Serkan SAVAS, Dr. Halil Sami
POSTALLLI bir 6miir yetecek kadar giizel anilar biriktirdigim es kidemlilerim Dr. Oguz
SIMSEK, Dr. Fatih AY’a tesekkiirlerimi sunarim. Aym klinikte yillarca birlikte
calismaktan gurur duydugum asistan hekim kardeslerim; Dr. Ramazan KAPLAN, Dr.
Musa Can CELIKBAS, Dr. Osman SAN, Dr. Yunus CANDAS, Dr. Fatih KAN, Dr.
Ogulcan GOZ, Dr. Mehmet Batuhan TUNCA, Dr. Fazli TOSUN, Dr. Serkan OZDEMIR,
Dr. Muhammed Fatih KOSAR, Dr. Alican TUNA, Dr. Enes Osman DELIKTAS, Dr.
Orkun ASCI, Dr. Enes TOK, Dr. Tugrul AKCESME ye tesekkiir ederim.

Tezimin genetik kisminin yiiriitilmesinde destek ve yardimlarini esirgemeyen
Prof. Dr. Miijjgan OZDEMIR ERDOGAN’a tesekkiirlerimi sunarim.

Bugiinlere gelmemde biiyiik emegi olan; babam Hayrani OZBAHCE, annem
Mesudiye OZBAHCE ve kiz kardesim Fatma Biisra OZBAHCE’ye tesekkiirlerimi
sunarim.

Tip fakiiltesi egitimim siiresince bana her kosulda maddi ve manevi destek olan,
destegini higbir zaman esirgemeyen ve bu giinlere gelmemde biiyiik emegi olan dayim
Necip ALTUNER ve yengem Necla Nur ALTUNER e tesekkiirlerimi sunarim.

Uzmanlik egitimim ve tez slirecim boyunca destegini ve sevgisini her zaman
hissettiren, beni her kosulda anlayisla karsilayan canim ailem; yol arkadasgim, degerli
esim Fadime OZBAHCE’ye ve bu diinyadaki en kiymetli hazinem olan oglum
Muhammed Ciar OZBAHCE’ye en igten tesekkiirlerimi sunarim.

Dr. Mevliit OZBAHCE
Afyonkarahisar, Kasim 2025



DEJENERATIF MENiISKUS YIRTIGI OLAN
HASTALARIN KOLLAJEN YAPISINDAKI BOZUKLUKLARIN,
TRAVMATIK MENiSKUS YIRTIGI OLAN HASTALAR iLE
KARSILASTIRMALI OLARAK GENETIK ARASTIRILMASI

Ars. Gor. Dr. Mevliit OZBAHCE

Afyonkarahisar Saghk Bilimleri Universitesi
Tip Fakiiltesi Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim Dal Tipta Uzmanhk Tezi
Kasim 2025
Damsman: Prof. Dr. Ozal OZCAN

OZET

Amag¢: Meniskiis yirtiklar1 diz ekleminin yiik dagilimmi bozarak agri ve
fonksiyonel kisitliliga yol agan 6nemli ortopedik patolojilerdir. Travmatik ve dejeneratif
meniskiis yirtiklart klinik olarak benzer goriinse de bu iki siire¢ farkli molekiiler
mekanizmalarla sekillenmektedir. Bu c¢alismada, travmatik ve dejeneratif meniskiis
yirtig1 olan hastalardan elde edilen meniskiis dokularinda kollajen gen ailesine ait
ekspresyon farkliliklarinin RNA-Seq yontemiyle belirlenmesi amaglanmaistir.

Gere¢ ve Yontem: Travmatik meniskiis yirtig1 tanis1 alan 5 ve dejeneratif
meniskiis yirtig1 tanist alan 4 hastadan artroskopik cerrahi sirasinda alinan meniskiis
orneklerinden total RNA izolasyonu yapilmis ve RNA-Seq analizi uygulanmistir.
Diferansiyel gen ekspresyonu DESeq2 yazilimi kullanilarak degerlendirilmis, p-adj
<0.05 istatistiksel anlamlilik esigi olarak kabul edilmistir.

Bulgular: Analiz sonucunda iki grup arasinda bes genin anlamli farklilik
gosterdigi belirlenmistir. Travmatik meniskiislerde COLI4A41 ekspresyonu +3.24
Log2FC, COL21A1 ekspresyonu ise +2.44 Log2FC artis gostermis; dejeneratif
meniskiislerde bu genlerin ekspresyonu belirgin sekilde daha diisiik saptanmistir. Buna
karsilik COL13A41 (-2.64 Log2FC), COL1541 (-2.14 Log2FC) ve COL541-AS1 (—1.94
Log2FC) travmatik meniskiislerde azalmis olup, bu genlerin dejeneratif meniskiislerde
daha yiiksek diizeyde ifade edildigi goriilmistiir. Bu bulgular, travmatik dokularda
onarim siire¢lerinin daha baskin oldugunu; dejeneratif meniskiislerde ise kollajen
genlerindeki artisin  gecikmis ancak yetersiz bir onarim yanitint yansittigini
gostermektedir

Sonu¢: Travmatik ve dejeneratif meniskiis yirtiklari, kollajen gen ailesinde
belirgin ekspresyon farkliliklart gostermektedir. Travmatik meniskiislerde artan
COLI4A41 ve COL21A1, akut doku hasarma kars1 aktif ECM yeniden yapilanmasini
diistindiiriirken; dejeneratif meniskiislerde COLI1341 ve COL15A41 gibi genlerdeki artis,
kronik siirecte yetersiz bir onarim yanitin1 gdstermektedir. Bu bulgular, meniskiis
patolojilerinin degerlendirilmesinde molekiiler verilerin 6nemini vurgulamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Dejeneratif yirtik, Kollajen, Meniskiis, Transkriptom,
Travmatik yirtik
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ABSTRACT

Objective: Meniscal tears are significant orthopedic pathologies that disrupt load
distribution in the knee joint, leading to pain and functional limitations. Although
traumatic and degenerative meniscal tears may present with similar clinical findings, they
arise through distinct molecular mechanisms. This study aimed to identify RNA-Seq—
based expression differences within the collagen gene family in meniscal tissues obtained
from patients with traumatic and degenerative meniscal tears.

Methods: Meniscal samples were collected during arthroscopic surgery from 5
patients with traumatic and 4 patients with degenerative meniscal tears. Total RNA was
isolated and subjected to RNA-Seq analysis. Differential gene expression was evaluated
using the DESeq?2 software package, with an adjusted p-value (p-adj) <0.05 considered
statistically significant.

Results: Five genes showed significant expression differences between the two
groups. COL14A41 (+3.24 Log2FC) and COL21A41 (+2.44 Log2FC) were upregulated in
traumatic menisci, whereas COL13A41 (-2.64 Log2FC), COLI15A41 (-2.14 Log2FC), and
COL5A41-AS1 (—1.94 Log2FC) were downregulated. These results indicate that traumatic
meniscal tissue exhibits a more active acute remodeling and reparative response, while
degenerative menisci show reduced collagen stability and limited regenerative capacity.

Conclusion: Traumatic and degenerative meniscal tears display distinct gene
expression profiles, particularly within the collagen gene family. Elevated COL14A1 and
COL21AI expression in traumatic menisci suggests an active extracellular matrix
remodeling response to acute tissue injury, while increased COLI341 and COL15A41
expression in degenerative tissues indicates an inadequate reparative mechanism during
chronic degeneration. These results underscore the importance of incorporating
molecular-level data into the evaluation of meniscal pathologies.

Keywords: Collagen, Degenerative tear, Meniscus, Transcriptome, Traumatic
tear
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1. GIRIS VE AMAC

Meniskiisler, diz ekleminin medial ve lateralinde bulunan, fibro-kikirdak
yapisinda hilal bi¢imli anatomik olusumlardir. Bu yapilar, konkav femur kondilleri ile
diiz tibia platosu arasinda eklemlesmeyi kolaylastirir. Uggen kesitli bir yapiya sahip olan
meniskiisler, tibial platonun yaklasik tcte ikisini Ortmektedir. Fonksiyonel agidan
meniskiisler; yilik aktarimi, darbe emilimi, eklem stabilitesinin korunmasi, beslenme,
eklem sivisinin dagilimi ve propriosepsiyon gibi gorevler tistlenir. Ayrica diz ekleminin
uyumunu artirarak temas ylizeyini genisletir ve bdylece eklem ylizeyinde olusabilecek

stresleri azaltir (1).

Meniskiis yirtiklari, olusum nedenlerine gore travmatik ve dejeneratif olmak tizere
iki grupta incelenmektedir. Travmatik yirtiklar genellikle geng bireylerde, ozellikle
sportif aktiviteler sirasinda diz eklemine asir1 yiik binmesi sonucu ortaya ¢ikan ani ve
akut lezyonlardir. Bu tip yaralanmalarda semptomlarin baslangici dogrudan travmatik
olayla iligkilidir. Buna karsilik dejeneratif meniskiis yirtiklari, genellikle yavas ilerleyen
stireclerdir; belirgin bir travma Oykiisii bulunmaz ya da yalnizca minimal diizeyde travma
ile gelisir. Dejeneratif yirtiklarin patogenezi tam olarak agikliga kavugsmamis olmakla
birlikte, cogunlukla 45 yas ilizerindeki bireylerde meniskiis dokusunun elastikiyetini
kaybetmesi ve yapisal dejeneratif degisikliklerin baglamasiyla ortaya c¢iktig1
bilinmektedir (2).

Son yillarda yapilan aragtirmalar, meniskiis yirtiklarinin yalnizeca mekanik ve
travmatik faktorlerle degil, ayn1 zamanda genetik ve molekiiler mekanizmalarla da iliskili
olabilecegini ortaya koymustur. Hiicresel diizeyde kollajen yapisindaki degisiklikler,
matriks metalloproteinazlarin aktivitesi, inflamatuvar sitokinlerin rolii ve ekstraselliiler
matriks bilesenlerinde meydana gelen bozulmalar, meniskiis dokusunun yapisal
biitiinliiglinli zayiflatarak yirtiklara zemin hazirlayabilmektedir (3—5). Bununla birlikte
gen ekspresyon analizleri, meniskiis dokusundaki farklt molekiiler yolaklarin travmatik
ve dejeneratif siireclerde farkli sekilde aktive oldugunu gostermektedir (6). Ozellikle
kollajen ailesine ait genlerde gozlenen bozulmalar, meniskiisiin esneklik ve
dayanikliligimi olumsuz etkileyerek dejeneratif degisikliklerin ilerlemesine katkida

bulunmaktadir (4,7). Bu nedenle meniskiis patolojilerinin genetik altyapisinin



aydinlatilmasi, erken tan1 yontemlerinin gelistirilmesi ve yeni tedavi protokollerinin

olusturulmasi agisindan biiylik 6nem tagimaktadir.

Bu tez c¢alismasinda, travmatik ve dejeneratif meniskiis yirtiklar1 arasindaki
genetik ve molekiiler farkliliklarin ortaya konmasi amaglanmaktadir. Literatiirde
meniskis yirtiklarinin biyomekanik ve klinik yonleri genis 6l¢iide incelenmis olsa da gen
ekspresyon diizeyinde karsilastirmali analizlere yonelik ¢alismalar olduk¢a simirlidir
(5,6). Ozellikle kollajen gen ailesinde meydana gelen degisikliklerin meniskiis biitiinligii
ve dejeneratif stireclerin ilerlemesindeki rolii yeterince aydinlatilamamigstir. Bu
arastirmada, 18—45 yas araliginda travmatik ve dejeneratif meniskiis yirtig1 tanist almig
hastalardan artroskopi sirasinda elde edilen doku 6rnekleri {izerinden genom ekspresyon
analizi yapilacak, farkli gen ve yolaklarin bu iki patoloji iizerindeki etkileri
degerlendirilecektir. Caligmanin 6zgiin degeri, meniskils yirtiklarinin  molekiiler
temellerini ortaya koyarak, erken tani, risk belirleme ve gelecekte uygulanabilecek eklem

koruyucu tedavi stratejilerine bilimsel katki saglamasinda yatmaktadir.



2. GENEL BiLGILER
2.1. TARIHCE

Meniskiisiin fonksiyonel 6nemi ve tedavi yaklasimlari, teknolojik ilerlemelerle
birlikte biiyiik bir evrim ge¢irmistir. Meniskiis lezyonlarina iliskin ilk bilimsel tanimlama
1784’te Hey Groves’un “Diz Mafsalinda Bozukluklar” ¢alismasinda yapilmis, ilk cerrahi
girisim ise 1883’te Dr. Thomas Annandale tarafindan acik artrotomi yontemiyle
gerceklestirilmistir. Annandale, iki y1l sonra yayimladig1 “Deplase Semilunar Kikirdak
Ameliyat1” makalesiyle meniskiis onarimini bilimsel olarak tanimlayarak cerrahi

tedavide bir doniim noktas1 olusturmustur (8,9).

Artroskopi Oncesi donemde meniskiis patolojileri yalnizca agik artrotomiyle
tedavi edilebilmekteydi. 20. yilizyilin baslarinda total menisektomi standart yontem olarak
uygulanmis, ancak uzun doénem sonuglarinin olumsuzlugu nedeniyle zamanla terk
edilmistir. Nordentoft’'un trokar endoskopiyle artroskopiyi tanitmasi, Ikeuchi’nin
1969°daki ilk artroskopik tamiri ve Henning’in 1980°de Bat1’daki uygulamalari, modern

meniskiis cerrahisinin temelini olusturmustur (10—13).

Tiirkiye’de artroskopi ilk kez 1976’da Dr. Veli Lok tarafindan Ege
Universitesi’nde uygulanmis; meniskiis tamiri ise 1988°de Dr. Mehmet Binnet tarafindan

gerceklestirilmis ve 61 olguluk serinin 6 yillik sonuglari 1994°te yayimlanmistir (14,15).

2.2. MENIiSKUS ANATOMIiSi VE NOROANATOMISI

Meniskiisler, yarimay biciminde iki fibroz kikirdak yapidir; eklem ytizeyleri
arasindaki uyumsuzlugu gidererek diz hareketinin dengeli ve diizgilin olmasini saglar. D1s
kenarlar1 kalin ve digbiikey, merkezleri ise incelmistir; iist yiizeyleri femur kondilleriyle,
alt ylizeyleri tibia platosuyla uyumlu eklemlesir (16,17). Her dizde biri medial, digeri
lateral olmak {izere iki meniskiis bulunur. Medial meniskiis hilal bigiminde ve arka kismi
daha genistir; lateral meniskiis ise dairesel formdadir. Medial meniskiis tibial platonun

yaklagik %60’1n1, lateral meniskiis ise %80’ini kaplar (18,19).

Medial meniskiis yaklasik 3,5 cm uzunlugunda olup 6n kismi dar, arka kismi
genistir. On boynuzu &n gapraz bag 6niine tutunur ve lig. transversum genus araciligiyla

lateral meniskiise baglanir; bu nedenle lateral meniskiise gore daha az hareketlidir
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(20,21). Kapsiile siki tutunmasi ve koroner ligaman ile tibia baglantisi, medial
meniskiisiin daha sik yaralanmasina zemin hazirlar. Lateral meniskiis ise daha kapali “C”
bi¢imindedir, kapsiile gevsek tutunur ve posterolateral kisminda popliteus tendonu

nedeniyle kapsiille baglantist yoktur (20).

Lateral meniskiisiin 6n boynuzu 6n ¢apraz bagin dis-arka kismina, arka boynuzu
ise medial meniskiisiin arka boynuzu Oniine tutunur. Popliteus tendonu meniskiisle
biitiinlesir ve femurun medial kondiline uzanan iki bag (Wrisberg ve Humphry
meniskofemoral ligamentleri) ile desteklenir. Bu baglardan en az birinin her zaman
bulundugu, her ikisinin birlikte goriilme oraninin yaklasik %46 oldugu bildirilmistir
(22,23). Cerrahi olarak meniskiisiin arka bolgesi 6nemlidir; medialde safen sinir ve veni,

lateralde peroneal sinir ve 6nde popliteal arter yaralanma riski tasir.

Meniskiislerin innervasyonu esas olarak tibial sinirin posterior artikiiler dali ve
safen sinirin medial artikiiler dali araciligiyla saglanir (24). Bu sinirsel ag, proprioseptif
uyarilarla femurun tibia iizerindeki hareketini diizenleyerek diz stabilitesine katkida

bulunur. Meniskiis yaralanmalarinda propriosepsiyon belirgin bigimde azalir (25).

Meniskiis dokusunda gerilme, sikisma ve pozisyon degisikliklerini algilayan
Ruffini, Pacinian, Golgi ve serbest sinir u¢lar1 bulunur (26). Serbest uglar 6zellikle arka
boynuzda yogunlasir ve nosiseptif uyarilarin iletiminden sorumludur (27). Eklem
hareketinin son acilarinda meniskiis boynuzlar1 artan strese maruz kaldigindan, bu

bolgelerdeki mekanoreseptor aktivitesi belirgin bi¢cimde artar (28).
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Sekil 1. Meniskiislerin iistten goriiniisii.



2.3. MENIiSKUS EMBRIYOLOJiSi

Gebeligin 4. haftasinda alt ekstremite tomurcugu olusur ve 7. haftadan itibaren
ventrale dogru uzanarak diz ekleminin temel yapisimi olusturur (29). Sekizinci haftada
meniskiisler belirginlesir; baslangicta tek parca olan alt ekstremite blastemi, diz
diizeyinde iki kondrojenik tabaka ve aralarindaki interzonal tabakaya farklilagir. Eklem

yapilar1 bu ara tabaka icinde gelisir (30).

Gebeligin 8-10. haftalar1 arasinda meniskiisler morfolojik 6zelliklerini
kazanmaya baslar ve doguma kadar karakteristik yapisini tamamlar (18). Fetal donemde
meniskiisler tamamen damarlidir; dogum sonrasi vaskiilarizasyon giderek azalir ve
yalnizca periferik bolgede siirer. Hiicre yogunlugu azalirken kollajen icerigi artar, boylece
meniskiisler yiik tasima fonksiyonuna uygun olgun yapiya ulasir (30). Dogumdan sonra

damar ag1, meniskiislerin yalnizca dis %10-30’luk kisminda devam eder (18).

2.4. MENISKUS HiSTOLOJIiSi VE BiYOKIMYASAL OZELLIKLERI

Meniskiisler, hiicreler ve ekstraselliiler matriksten olusan fibrokartilajindz
yapilardir. Temel hiicre tipi, kollajen sentezinden sorumlu fibrokondrositlerdir. Periferde
fibroblast benzeri oval hiicreler, i¢ kisimda yuvarlak kondrosit benzeri hiicreler, ylizeyde
ise yassi fibroblast benzeri hiicreler bulunur. Bu hiicreler birlikte meniskiisiin yapisal
biitiinliiglinli ve matriksin stirekliligini saglar (31). Bu hiicreler damar yapilarindan uzak

oldugundan, besin ve metabolit taginimi1 matriks i¢i difiizyonla saglanir (32).

Meniskiis dokusunun yaklasik %70-75’1 su, %20-22’si kollajen, %0,6-0,8’1
glikozaminoglikan (GAG) ve %0,1 civart DNA igerir. Kollajenin yaklasik %901 tip I
olup, daha az miktarda tip I, III, V ve VI kollajen de bulunur (33). Meniskiiste tip I
kollajenin baskin olmasi, tip II kollajen agirlikli hiyalin kikirdaktan en temel farkidir.
Ayrica meniskiisiin GAG igerigi, eklem kikirdaginin yaklasik sekizde biri kadardir (30).
GAG’lar negatif yiiklii, hidrofilik molekiiller olup meniskiisiin sikismaya direncini artirir.
Kuru agirligin %1-2’sini olusturan proteoglikanlara bagli GAG’lar suyu baglar. Kollajen
lifler dikey kuvvetleri dairesel streslere doniistiiriir; radyal lif hasar1 longitudinal, dairesel
lif hasar1 radyal, vertikal lif hasar1 ise horizontal yirtiklara yol acar (34). Meniskiisiin st
ve alt kisimlari, yapinin yaklagik tigte ikisini gecen horizontal yonelimli orta perforan

liflerden olusan Ozel bir tabaka ile ayrilir (21). Meniskiis i¢indeki kollajen liflerinin
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diizeni, dokunun biyomekanik 6zelliklerini dogrudan belirleyen temel faktorlerden biridir
(35). Radyal lifler, sirkumferensiyel lifleri birbirine baglayarak meniskiisiin stabilitesini
saglar. Yiik tasima sirasinda meniskiis perifere itilirken sirkumferensiyel liflerde gerilim

olusur; bu kuvvetlere kars1 yapinin biitiinligiinii koruyan radyal liflerdir.

The surface layer

M.e%x" —

The lamellar layer

The central main layer

Sekil 2. Meniskiis Liflerinin Goriiniimii

2.5. MENIiSKUS BESLENMESI VE INNERVASYONU

Gestasyonun 8. haftasindan postnatal 12. aya kadar meniskiisler tiim bolgelerinde
damar ve lenfatik yapilara sahiptir. Ancak yiirlimeyle artan mekanik yiikler sonucunda
santral damarlar gerileyerek bu bolge avaskiiler hale gelir (36). Yaklagik 18. ayda
meniskiislerin periferik %25-33’likk kismi1 damarliyken, 11 yas civarinda santral alan
tamamen avaskiilerlesir (12). ikinci dekatta ise yalmzca dis iite birlik kisim kanlanmasini
stirdiirtir (37). Bu degisim diz hareketleri ve yiiklenme ile iliskilidir.

Periferik kanlanma, medial ve lateral genikiiler arterlerin siiperior ve inferior
dallarindan koken alir. Bu damarlar kapsiil ¢evresinde perimeniskal kapiller pleksus
olugturur ve dallarim1 merkez yoOniinde uzatir. Ancak lateral meniskiisiin
posterolateralindeki popliteal hiatus damarlanma agindan yoksundur (38). Lateral
meniskiisiin periferik kismi %10-25, medialinki %10-30 oraninda damarhdir; geri kalan
kisimlar sinovyal sividan difiizyon yoluyla beslenir (16).

Meniskiisler vaskiilarizasyon 6zelliklerine gore kirmizi-kirmizi, kirmizi-beyaz ve
beyaz-beyaz zonlara ayrilir. En iy1 kanlanan bolge kirmizi-kirmizi zon olup, beyaz-beyaz
zon tamamen avaskiilerdir. Kirmizi-beyaz zon sinirli kanlanma gosterir; ayrica boynuz
bolgeleri govdeye gore daha yogun damar agina sahiptir (32).

Meniskiis dokusunda propriyoseptif reseptorlerin bulundugu gosterilmistir.

Perimeniskal bag dokusu i¢inde sinir lifleri ve farkl tiplerde mekanoreseptorler yer alir
6



(26,39). Serbest sinir uglar1 perifer ve medial bolgelerde, enkapsiile reseptdrler ise 6n ve
arka boynuzlarda yogunlasir. Bu yapilar, eklemin asir1 zorlanmalardan korunmasini ve

hareketin norosensoriyel kontroliinii saglar (40).

i
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Sekil 3. Meniskiisiin kanlanmasi. (R: Red, W: White)

2.6. MENISKUS BIYOMEKANIK VE ISLEVSEL OZELLIKLERI

Meniskiisler, yapisal ve biyokimyasal Ozellikleriyle makaslama, stres ve
yiiklenme kuvvetlerine direng gdsteren aktif eklem dokularidir. Onceleri islevsiz sanilsa
da eklem sagligi i¢in hayati oneme sahiptir. Anatomik ve viskoelastik oOzellikleri
sayesinde yiik tasir, darbeleri emer, eklem stabilitesini ve kayganligini saglar,
propriosepsiyona katkida bulunur (41). Meniskiisler, yiik altinda sekil degistirerek eklem
ylizeylerinin uyumunu ve yiiklerin dengeli dagilmasini saglar. Dizdeki yiikiin lateralde
%70’1, medialde ise %50’si meniskiisler tarafindan tasinir (42). Diz ekstansiyonunda
yiiklerin yaklasik %50°s1, 90° fleksiyonda ise %85’ e kadar1 meniskiisler tarafindan taginir
(43). Meniskiisler, femur ve tibia arasindaki uyumsuz ytizeyleri uyumlu hale getirip yiikii
dengeli dagitir. Temas alanin1 genisleterek stresi azaltir, hareket sirasinda kemiklerle
birlikte kayarak eklem stabilitesi ve kayganligina katki saglar (44). Proteoglikanlar,
kompresif kuvvetlere direng saglar. Hidrofilik yapilariyla agirliklarinin 50 kat1 su depolar
ve yliklenmede bunun %20’sini ¢cevre dokuya birakir (45). Meniskiisler yiik altinda sekil
degistirerek kuvveti dengeli dagitir, yiik kalktiginda eski haline doniip siviy1 geri emer.
Bu siireg hiicre beslenmesini ve eklem kayganligini destekler. Menisektomi sonrasi eklem
anormal yliklere maruz kalir, kemik yogunlugu artar ve ¢ikarilan meniskiis miktarryla
orantili bigimde osteoartrit riski yiikselir (43). Parsiyel menisektomide eklem temas alani
%10, total menisektomide %75 azalir. Buna karsilik birim alana diisen yiik parsiyelde

%065, totalde %235 artar (46,47). Diz fleksiyonda meniskiis hareketi eklem uyumunu
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artirir. Ancak medial meniskiisiin hareketsiz posteromedial kismi, yirtiklarin bu bolgede
daha sik olmasina neden olur (36). Diz fleksiyonda meniskiisler posteriora, ekstansiyonda
anteriore hareket eder. I¢ rotasyonda medial meniskiis one, lateral arkaya; dis rotasyonda
ise medial arkaya, lateral 6ne kayar (48,49). Meniskiisler eklem stabilitesine katki saglar.
Medial meniskiisiin arka boynuzu, 6n ¢apraz bag yoklugunda ikincil stabilizator olarak
gorev yapar. Calismalar, bu durumda medial meniskiis yiiklenmesinin arttigini
gostermistir (50). Meniskiisler, diz stabilitesine yalnizca mekanik degil, propriyoseptif

refleks arki yoluyla islevsel destek de saglar (51).

a. b.

Sekil 4. (a) Meniskiis, konveks yapidaki femoral kondilin tibial plato iizerine
uygulamakta oldugu kuvvetin genis alana yayilmasimi saglar. (b) Total menisektomi,
femoral temas alanini kiiciiltmekte ve kuvvet tibial plato iizerinde tek bir noktaya
yogunlasmaktadir.

2.7. MENiSKUS YARALANMASININ PATOFiZYOLOJiSi

Medial meniskiis yirtiklar, lateral yirtiklara gore yaklasik ii¢ kat daha sik goriiliir.
Etiyolojik olarak 30 yas altindaki olgularda travma, 30 yas {lizerindekilerde ise dejeneratif
stirecler baskindir (52). Meniskiis yirtiklarinin yaklagik %95°1 indirekt, %5°1 direkt
mekanizmalarla olusur. Direkt nedenler arasinda spor yaralanmalari, trafik kazalar1 ve diz
tizerine alinan darbeler yer alir. En sik goriilen mekanizma, semifleksiyondaki dizin

rotasyonel zorlanmasidir ve 6zellikle futbol sirasinda ortaya ¢ikar (53).

Yasla birlikte meniskiis elastikiyetini yitirir; hiicre sayisi, kollajen ve GAG
icerikleri azalirken su orani artar. Bu dejeneratif degisiklikler dokunun sertlesmesine ve

yatay dogrultuda yirtilmaya egilimli hale gelmesine neden olur (18). Ayrica diz dizilimi



bozukluklari, anormal mekanik aks, kuadriseps zayifligi, eklem instabilitesi ve dogustan
laksisite meniskiis yaralanma riskini artirir (52,54). Ancak dejeneratif yirtiklarin

molekiiler mekanizmasi hala tam olarak agiklanamamustir (55).

Fleksiyonda medial meniskiis 9-10 mm, lateral meniskiis ise 2—3 mm posteriora
yer degistirir. Medial arka boynuzun sinirli mobilitesi bu bdlgede sikisma ve yirtik
gelisimine neden olabilir. On ve arka boynuz hareket farki risk olusturmakla birlikte
eklem uyumuna da katki saglar (18). Medial meniskiisiin lig. collaterale tibiale’nin derin
tabakasina tutunmasi, onu lateral meniskiise gére daha hareketsiz kilar (56). Bu yapisal
kisithilik, ozellikle valgus yiiklenmeleri sirasinda travmaya bagli medial meniskiis

yirtiklarinin daha sik goériilmesine zemin hazirlar (57).

2.8. MENIiSKUS YIRTIKLARININ SINIFLAMASI

Giliniimiizde en yaygin kullanilan simiflandirma, O’Connor’un sekil temelli
sistemidir ve meniskiis yirtiklari bes ana grupta incelenir: Oblik, horizontal, longitudinal,
radyal ve varyant (flep, dejeneratif, kompleks) tipler (58). En sik goriilen longitudinal
yirtiklar, tam kat ve instabil oldugunda “kova sap1” goriiniimii alir. Horizontal yirtiklar
eklem yiizeyine paralel seyirli olup genellikle iyi iyilesir (59). Oblik ve radyal yirtiklar
daha cok lateral meniskiiste goriiliir; 6n ve orta bolgede ortaya ¢ikar ve tedavisi zordur

(60).

Kompleks dejeneratif yirtiklar ¢ogunlukla meniskiisiin arka boliimiinde ve
ozellikle 40 yas iizeri bireylerde goriiliir. Birden fazla yirtik tipinin birlikte bulundugu bu
lezyonlar, yiiksek viicut kitle indeksi ve agir is yiikii ile iligkilidir (61,62). Dejeneratif
meniskiis yirtiklart i¢in baglica risk faktorleri; yliksek BMI, sik ¢omelme-kalkma,
merdiven ¢ikma, diz ¢okme ve erkek cinsiyettir. Bu riskler ayn1 zamanda osteoartrit
gelisimini de artirir. Meniskiis cerrahilerinin yaklagik %80’inde dejeneratif patoloji s6z

konusudur ve yirtiklar cogunlukla arka boynuz ile govdede yer alir (63,64).

Meniskiis yirtiklar: kalinliklarina gore tam kat ve kismi kat olarak siniflandirilir.

Ayrica lezyonun damarlanma bolgesine gore ii¢ zon tanimlanir (65);

1) Kirmizi-kirmizi bolge yirtiklari, her iki kenar1 damarli alanda ve meniskokapstiler

bileskeden 3 mm i¢inde yer alir. Bu yirtiklar genellikle iyi iyilesir.
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2) Kirmizi-beyaz bolge yirtiklari, bir kenar1 damarli diger kenar1 damarsiz alanda yer
alir. Meniskokapsiiler bileskeden 3—5 mm uzakliktadir ve genellikle iyilesme
potansiyeli tasir.

3) Beyaz-beyaz bolge yirtiklari, her iki kenar1 avaskiiler olup bileskeden 5 mm’den
uzaktadir. Bu yirtiklarin iyilesme sansi diisliktiir ve cogunlukla ek tedavi

gerektirir.

Longitudinal yirtik /7 , )
3 = Rl - ‘ Kova sap1 yirtik
)] ’_,,/'
Horizontal itk = '/
y N Radyal yirtik
f ]
Oblik yirtik | .‘

Sekil 5. Meniskiis yirtik tipleri. (O’Connor)

2.9. MENiISKUS HASARLARINDA KLiNiK BULGULAR VE FiZiK
MUAYENE

Meniskiis tanis1 ayrintili 6ykiiyle baglar. Sikdyetlerin baglangici, seyri ve
ozellikleri sorgulanir. En sik agr1 ve instabilite, daha az kilitlenme ve sislik goriiliir. Agr

genellikle eklem araliginda hissedilir ve medial ya da lateral hassasiyet tanida 6nemlidir.

Kilitlenme, meniskiis yirtiklarinda dizin tam agilamamasiyla goriiliir ve genellikle
kova sap1 yirtiginda meniskiis parcasinin sikigmasiyla olusur. Ancak eklem i¢i cisimler
veya tiimorler de benzer tabloya yol acabilir. Eklem sisligi travma, hemartroz ya da
hidrartroz kaynakli olabilir. Arka boynuz yirtiklarinda bosalma hissi goriilebilir; ancak

On ¢apraz ya da yan bag riiptiirleriyle karisabilir.

Meniskiis yirtiklarinin ayirici tanisinda; capraz ve kollateral bag yaralanmalari,
kikirdak lezyonlari, plika sendromu, Hoffa yag yastik¢igr inflamasyonu, retinakulum

yirtiklar1 ve eklem igi serbest cisimler dikkate alinmalidir.

Meniskiis tanisinda fleksiyon, ekstansiyon ve rotasyon hareketleriyle agr1 veya

takilma hissi aranir. McMurray, Apley, Thessaly, Steinmann, Ege ve ters McMurray
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testleri sik kullanilir. Tek baslarina kesin tani koydurmazlar ancak birlikte
uygulandiklarinda tanit dogrulugunu artirirlar (66). Meniskiis yaralanmalarinda en sik

kullanilan testler; eklem aralig1 hassasiyeti, McMurray, Apley ve Ege testleridir.

McMurray testi: Hasta sirtlistii yatirilir, hekim bir eliyle ayagi, diger eliyle dizin
posteromedial veya posterolateral kismini tutar. Diz fleksiyona getirilip rotasyonla
ekstansiyona zorlanir. Yirtik varsa klik sesi ve agr1 olusur. Medial meniskiis i¢in dis
rotasyon ve varus, lateral i¢in i¢ rotasyon ve valgus uygulanir. 90° ile tam fleksiyon
arasinda klik ve agr1 posterior yirtig1, daha ileri agilarda ise anterior veya orta yirtiklar
gosterir. Orijinal McMurray testinde yalnizca klik sesi tani kriteriyken, agri bulgusu

sonradan eklenmistir (67).

Apley testi: Ozellikle posterior meniskiis yirtiklarnin tamsinda kullanilir. Hasta
yiiziistii yatirilir, diz 90° fleksiyona getirilir. Hekim uylugu sabitleyip topuktan bastirarak
kompresyon ve rotasyon uygular; agr1 meniskils yirtigini diisiindiiriir. Distraksiyonla

yapilirsa yukar1 gekme sirasinda agri, meniskiis degil osteokondral lezyona isaret eder.

Ege testi: Hasta dizleri i¢ rotasyonda c¢omelip kalkar; agri olusursa lateral
meniskiis yirtig1 diistintiliir. Ayn1 hareket dizler dis rotasyondayken agr1 yaparsa, medial

meniskiis yirtigini gosterir.

Eklem aralig1 hassasiyeti testi: Diz 90° fleksiyondayken hekim parmak uclariyla
i¢ ve dis eklem hattina basing uygular. Agr1 hissedilmesi ilgili tarafta patolojiyi
diisiindiiriir. Testin duyarlilig1 yliksek, ancak 6zgiilliigii diisiiktiir (68). Bu nedenle testin
tek basma tanisal degeri sinirhidir; dogrulugu artirmak i¢in diger meniskiis testleriyle

birlikte uygulanmasi 6nerilir.

2.10. MENiIiSKUS HASARLARINDA GORUNTULEME YONTEMLERI

Deneyimli klinisyenler, ayrintili muayene ve tani testleriyle yirtigin tip ve yerini
genellikle belirleyebilir. Ancak gelisen goriintileme yontemleri giliniimiizde

degerlendirmelerin rutin bir pargasi haline gelmistir.

Direkt radyografi diz degerlendirmesinde ilk basamak yontemdir. Rutin olarak

On-arka ve yan grafiler cekilir; gerekirse tiinel veya patella tanjansiyel grafileri eklenir.
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Ancak meniskiis yirtiklar1 dogrudan goriintiillenemez. Bu yontemle dizin yumugak
dokulari, kemik yapilar1 ve eklem kompartmanlar1 incelenir. Meniskiis yirtiklarinda

eklem aralig1 daralabilir, diskoid meniskiiste ise genisleyip yiikselebilir (69,70).

Artrografi, meniskiis ve eklem i¢i patolojilerin degerlendirilmesinde kullanilan
invaziv bir yontemdir. Suda ¢dziinebilen kontrast maddelerin kullanimiyla uygulama

alan1 genislemis ve yan etkiler azalmistir (71).

MR ve BT artrografi, meniskiis yirtiklar1 ve 1iyilesme siirecinin
degerlendirilmesinde standart MR’a gore daha yiiksek dogruluk saglar; ancak invaziv

olduklari i¢in kullanimlar1 sinirhdir (72,73).

USG, ytiiksek ¢oziintirliiklii lineer probla yiizeyel yapilari incelemede kullanilir.
Popliteal kistlerin ve benzer lezyonlarin tanisinda yararhidir. Eklem efiizyonlarini iyi
gosterse de meniskiis, bag ve tendon patolojilerinin detayli degerlendirilmesinde sinirlidir

(74,75).

Bilgisayarli tomografi (BT), diz ekleminde &zellikle kiriklar ve kemik
timorlerinin  degerlendirilmesinde kullanilir. Artrografiyle birlikte uygulandiginda,
meniskiis ve bag yirtiklarinin tanisinda da yararli olabilir (70). Intraartikiiler kontrast
enjeksiyonu, patellar kikirdak, sinovyal plika ve capraz baglar1 degerlendirmede
faydalidir. Kontrast madde, yirtik hattina girerek meniskiis lezyonlarini daha belirgin hale
getirir (76). Ayrica meniskiis tamiri sonrast iyilesmenin degerlendirilmesinde BT
artrografinin etkili bir yontem oldugu bildirilmistir (73). MRG’nin yayginlasmasiyla
birlikte, meniskiis degerlendirmesinde BT artrografi kullanimi biiyiik 6lctide terk edilmis

ve rutin uygulamadan ¢ikmistir (70).

Manyetik Rezonans Goriintiileme (MRG), diz eklemi degerlendirmesinde en sik
kullanilan yontemdir. Meniskiis, bag ve kemik patolojilerinin tanisinda etkilidir. Sagittal
kesitlerde tiggen bi¢imli, hipointens goriiniir; anterior kok posteriora gdre daha kiigtiktiir.
MRG’nin duyarhilig1 %90, 6zgilligt %95’tir (77). Sagittal MRG’de meniskiisler, sinyal
artisinin dokudaki yayilimi ve eklem yiizeyine ulasip ulasmamasina gore siniflandirilir
(78). MRG’de en sik karsilasilan Grade 3 sinyal degisikligi, medial meniskiisiin arka

boynuzunda izlenmektedir (1).
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2.11. MENiSKUS HASARLARINDA TEDAVI

Meniskiis yirtiklar: konservatif ya da cerrahi yontemlerle tedavi edilir. Cerrahide
eksizyon veya onarim uygulanabilir. Giiniimiizde agik cerrahinin yerini minimal invaziv
artroskopik teknikler almistir. Meniskiisiin kanlanma ve iyilesme potansiyelinin

anlasilmasiyla onarim 6ncelikli segenek olmustur.

Konservatif tedavi, tam kat olmayan veya stabil meniskiis yirtiklarinda ilk
secenektir. Bu yirtiklar cogu zaman kendiliginden iyilesir ya da asemptomatik kalir. Her
meniskiis yirtig1 cerrahi gerektirmez; tedavi hastanin klinik durumu ve semptomlarina
gore planlanir (79). Stabil, 1 cm’den kiigiik ve belirgin mekanik semptom gdstermeyen
meniskiis yirtiklar: konservatif tedaviye en uygun olgulardir (80). Semptomlar1 hafif olan
olgularda 6-12 haftalik istirahat, soguk uygulama ve antiinflamatuar ila¢ tedavisiyle
konservatif yaklastm uygulanabilir (51). Instabil meniskiis yirtiklar1 genellikle
konservatif tedaviye yanit vermez. Kilitlenme, siddetli agr1 veya bosalma hissi olan
olgularda cerrahi tercih edilir. Ancak hafif semptomlu dejeneratif yirtiklarda konservatif
tedavi uygun bir segenektir (81,82). Konservatif tedavi planinda; hastanin yasi, yirtigin

yeri, tipi ve boyutu, yaralanmadan gegen siire gibi faktorler ayrintili degerlendirilmelidir.

Cerrahi tedavi, konservatif yaklasima ragmen agri, efiizyon veya kilitlenme
devam eden olgularda uygulanir. Gen¢ hastalarda, kanlanmas1 1yi bolgelerdeki akut,
travmatik ve 1 cm’den uzun periferik yirtiklar onarim i¢in uygundur. Amag¢ meniskiisii
korumaktir. Artroskopiyle yirtigin tipi ve yeri belirlenir; damarli alanlar onarilir,
avaskiiler bolgelerde menisektomi yapilir. Menisektomi parsiyel, subtotal veya total
olabilir ve ozellikle santral, horizontal, genis radyal veya kompleks yirtiklarda tercih
edilir (65,83). Meniskiis eksizyonlar1 O’Connor tarafindan ¢ikarilan meniskiis dokusunun

miktarina gore ii¢ grupta siniflandirilmistir (58).

1. Parsiyel menisektomi: Bu yontemde sadece serbest meniskiis pargasi ¢ikarilir,
saglam dokular korunur. Boylece stabil bir yap1 saglanir. Avaskiiler bolgede
serbest kova sap1 parcasinin veya flep yirtiginin alinmasi bu yonteme 6rnektir.

2. Subtotal menisektomi: Yirtigin tipi ve uzanimi nedeniyle meniskiisiin periferik
kenarinin bir boliimiiniin de ¢ikarilmasi gerekebilir. Bu yontem genellikle

posterior boynuzda gelisen kompleks yirtiklarda uygulanmaktadir.
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3. Total menisektomi: Meniskiisiin tamamen ¢ikarildigr yontemdir. Uzun donem
olumsuz sonuglar1 nedeniyle giinlimiizde nadiren uygulanir. Yaygin yirtik, doku
bozulmasi veya meniskosinovyal ayrisma durumlarinda tercih edilir; ancak

meniskiis kurtarilabiliyorsa onarim yapilmalidir (84).

Parsiyel menisektomi, miimkiinse subtotal veya total menisektomiye tercih edilir;
kalan stabil meniskiis diz fonksiyonu i¢in 6nemlidir. Artroskopide prob ile ¢ikarilacak ve
korunacak kisimlar belirlenir. Amag, hareketli parcalari temizleyip dengeli bir yap1
birakmaktir. Iyilesme fibrovaskiiler skar dokusuyla olur, bu nedenle meniskiis tam
fonksiyonunu kazanamayabilir. Meniskiis cerrahisinde ileri yaklasimlardan biri meniskiis
transplantasyonudur. Meniskal allogreft (MAT), yiikk tasima fonksiyonunu geri
kazandirip kikirdak dejenerasyonunu onlemeyi veya yavaslatmayi hedefler; ancak
etkinligi heniiz kesinlesmemistir (85). Total veya subtotal menisektomi hastalarinda
MAT uygun olabilir; parsiyel menisektomide genellikle gerekmez. Periferik dokusu
saglam hastalarda sentetik meniskal iskelet implantasyonu ile meniskiis yapist korunur,
eklem biyomekanigi desteklenir ve kikirdak hasari 6nlenir (86). Iyilesmeyi etkileyen

faktorler;

e Hastanin Yasi: Meniskiis tamirinde 4050 yas {ist sinir kabul edilse de esas kriter
doku dejenerasyonudur. ileri yas tek basma engel degildir, fakat dejenerasyon
basariy1 azaltabilir.

o Akut/Kronik Olmasi: Akut meniskiis tamirleri genellikle kronik olanlara gore
daha basarilidir; ancak bazi calismalar yirtik siiresinin tek basina belirleyici
olmadigini ve kronik yirtiklarda iyi sonug alinabilecegini gostermektedir (87).

e Yirtik Yerlesimi: Meniskiis tamirinde onemli bir faktordiir. Meniskokapsiiler
bileskeden 3 mm uzakliktaki kirmizi-kirmizi yirtiklar, iyi kanlanma nedeniyle
yiiksek iyilesme olasiligi tasir (88).

o Dizin Stabilitesi: Meniskiis tamirinde en iyi sonuglar, ayni seansta OCB
rekonstriiksiyonu yapilanlarda goriiliir. 1zole meniskiis yirtiklari ikinci siradadir;

diz instabilitesi olanlarda basar1 diiser.
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Sekil 6. Meniskiis eksizyon tipleri. A: Parsiyel menisektomi, B: Subtotal menisektomi,
C: Total menisektomi

2.12. MENIiSKUSTE GENETIiK FAKTORLER

Meniskiis, diz ekleminin yiik tasima, sok emilimi ve stabilizasyonunu saglayan
fibro-kikirdak yapidir. Biitlinliigli, hiicrelerin irettigi ECM bilesenleri, kollajen,
proteoglikan, glikoprotein ve su ile saglanir. Bu bilesenlerin sentezi ve diizenlenmesi
RNA aracilifiyla kontrol edilir. Transkriptomik g¢alismalar, meniskiisiin pasif degil,
genetik olarak aktif bir doku oldugunu gdstermistir. Ozellikle kollajen gen ailesi
(COLIAI, COL241, COL3A41, COL5A1) dayaniklilik ve dejeneratif direng igin kritik
onemdedir (89).

2.12.1. MENIiSKUS HUCRELERINDE GEN EKSPRESYONU VE ECM
DUZENI

Meniskiis fibro-kondrositleriy, ECM’in sentezi ve yapisal biitiinliiglinden
sorumludur. COLIAI, COL2A1 ve COL3AIl genleri temel rol oynar. Dejeneratif
meniskiiste COL541, COLI1A41 ve ADAMTSS genlerinin ekspresyonu artarken, MMP10
ve MMPI2 genlerinin ekspresyonu azalmaktadir (89). Bu bulgular, meniskiis
dokusundaki RNA diizeyindeki degisimlerin ECM’nin yapisal bilesenleriyle dogrudan

iligkili oldugunu gostermektedir.

Formalinle fikse edilip parafine gdmiilmiis meniskiis 6rneklerinden izole edilen
RNA analizlerinde, meniskiisiin COLIA1, COL3A1 ve COL5A1 gibi kollajen genlerini

yiiksek diizeyde ifade ettigi bildirilmistir (90).
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2.12.2. TRAVMATIK VE DEJENERATIF MENISKUSLERDE GEN
PROFILLERI

Travmatik ve dejeneratif meniskiis yirtiklar1 arasinda gen ekspresyon farkliliklar
gozlenmistir; travmatik olgularda /LS, CXCL6, MMPI ve MMP3 genleri, dejeneratif
olgularda ise COLIAI yiiksek diizeyde ifade edilir (6). Bu veriler, travmatik olgularda
inflamatuvar ve katabolik siireclerin, dejeneratif olgularda ise ECM yeniden

yapilanmasinin daha baskin oldugunu gostermektedir.

2.12.3. MENiISKUS DEJENERASYONUNDA MOLEKULER
OZELLIKLER

Meniskiis dokusu histolojik olarak saglam goriinse de molekiiler diizeyde
dejeneratif degisiklikler bulunabilir. Travmatik meniskiis yirtig1 olan hastalarda yapilan
incelemelerde dejenerasyon skorunun yiiksek oldugu ve kollajen organizasyonunun
bozuldugu gosterilmistir (91). Bu olgularda COL1A41 gen ekspresyonu azalirken, MMP1
ve MMP3 ekspresyonu artmistir. Bu bulgular, travmatik meniskiislerde bile ECM

bilesenlerinin RNA diizeyinde yeniden diizenlendigini géstermektedir.
2.12.4. KOLLAJEN GEN AILESI VE EKSPRESYONU

Meniskiis kollajen liflerinin biyosentezi, RNA araciligiyla gen transkripsiyonu ile
gerceklesir. Tip I kollajen, COL1A41 ve COLIAZ2; tip 1l kollajen ise COL2A41 genlerinden
tiretilir. Bu genlerin ekspresyon diizeyleri meniskiisiin bolgesine, yasa ve dejenerasyon
derecesine gore degisir (89). SOXY geni, kondrosit farklilasmasinin temel transkripsiyon
faktorlerinden biridir; ekspresyonunun azalmast COL2A1 transkripsiyonunun diismesine
yol acar (92). TIMPl ve MMP genleri arasindaki denge ise ECM’nin yeniden
yapilanmasinda belirleyici rol oynamaktadir (93). Bu veriler, meniskiisiin yapisal ve
biyolojik 6zelliklerinin RNA diizeyindeki gen ekspresyonu ile yakindan iligkili oldugunu
ortaya koymaktadir. Kollajen sentezi ve ECM biitiinliigli, genetik regiilasyonun
siirekliligine baglhdir; bu dengenin bozulmasi meniskiis dokusunun dayanikliligini

azaltmaktadir (91).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Calisma Dizaym ve Katihmcilar

Bu c¢alisma, Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi Ortopedi ve
Travmatoloji Klinigi’'nde prospektif olarak planlanmistir. Calismaya; 1845 vyas
araliginda olup meniskiis yirtig1 tanisiyla artroskopik cerrahi uygulanan toplam 9 hasta
dahil edilmistir. Meniskiis doku 6rneklerinden izole edilen total RNA’larin biitlinliigii,
dizileme siirecinin glivenilirligi agisindan kritik 6dneme sahip olup, bu ¢alismada kalite
kontroliin temel gostergesi olarak RNA Integrity Number (RIN) skorlar1 kullanilmistir.
RIN, ribozomal RNA oranlar1 ve amplifikasyon iiriinlerinin homojenligi temelinde RNA
degradasyon diizeyini nicel olarak yansitan bir parametredir. Tiim Orneklerde RIN
degerlerinin 7,0 ve {lizerinde bulunmasi, RNA zincirlerinde anlamli bir yikimin
gerceklesmedigini ve drneklerin yiiksek biitiinliikte oldugunu géstermektedir. Bu sonug
hem ribozomal hem de mRNA bilesenlerinin korundugunu ve elde edilen RNA’larin
yiiksek verimli dizileme (high-throughput sequencing) analizlerine uygun oldugunu
dogrulamaktadir. Toplam 20 6rnekten RNA izolasyonu yapilmistir. Fakat s6z konusu
orneklerin 9’unun RIN degeri transkriptomik c¢alisma i¢in uygun bulunmustur.

Hastalardan 5’1 travmatik meniskiis y1rtig1, 4’ dejeneratif meniskiis yirtig1 tanisi almistir.

Bu tez ¢alismasinin etik uygunlugu Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi
Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Etik Kurulu tarafindan 06.09.2024 tarihli ve 2024/7
sayili kararla onaylanmustir. Calisma Afyonkarahisar Saglk Bilimleri Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan 24.TUS.008 numarali proje

kapsaminda desteklenmistir.

Arastirma Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi T1ip Fakiiltesi Ortopedi ve
Travmatoloji Anabilim Dal1 ile Tibbi Genetik Anabilim Dal1 is birligiyle multidisipliner
olarak yiiriitiilmiistiir. Calismaya baglanmadan 6nce tiim katilimcilara arastirmanin amaci
ve kapsami hakkinda ayrintili bilgi verilmis ardindan Bilgilendirilmis Goniillii Olur

Formu (BGOF) imzalatilarak etik ilkeler dogrultusunda ¢alisma siireci baslatilmistir.

17



3.1.1. Dahil edilme Kkriterleri

o 18-45 yas araliginda olmak,

o Travmatik grup i¢in: Diz bolgesine major travma Oykiisii bulunmasi ve akut
meniskiis yirtig1 tanist almig olmak,

e Dejeneratif grup i¢in: Belirgin travma Oykiisii bulunmaksizin dejeneratif

meniskis yirtig1 tanisi almis olmak.
3.1.2. Dislama Kriterleri

e 18 yas alt1 ve 45 yas Uistii olmak,

o Inflamatuar eklem hastaliklarmin varligi,

e Ayni dizden gegirilmis daha dnceki cerrahi operasyon Oykiisii,
o Cerrahi alan bolgesinde aktif enfeksiyon bulunmasi,

o Cerrahi alana daha dnce radyoterapi uygulanmis olmasi,

e Aktif malignite tanisi ile kemoterapi/radyoterapi almakta olmak.

3.2. Cerrahi Prosediir ve Ornek Alinmasi
3.2.1. Preoperatif Hazirhk ve Anestezi

Artroskopik cerrahi uygulanacak olgular operasyon oOncesinde klinik ve
laboratuvar degerlendirmeleri tamamlanarak bir giin dnceden servise yatirildi. Ameliyat
oncesi rutin tetkikler yapildi ve tiim hastalara enfeksiyon profilaksisi amaciyla operasyon
baslangicindan yaklasik 30 dakika dnce 1 gram sefazolin intravendz olarak uygulandi.
Kullanilacak artroskopik sistemler, optik setler ve meniskiis tamir ekipmanlarinin

sterilizasyon ve islev kontrolleri operasyon oncest titizlikle yapildi.

Hastalara klinik durumlarina gore spinal veya genel anestezi uygulandi.
Uygulama sonrasi hasta ameliyat masasina supin pozisyonunda yerlestirildi. Uylugun
proksimaline pnomatik turnike sarilarak sabitlendi. Femur destek aparatiyla stabilize
edildi, diz eklemi operasyon alanina uygun fleksiyon pozisyonuna getirildi. Cerrahi

sahaya %10 povidon-iyot soliisyonu ile antisepsi uygulandi ve steril ortiilerle izole edildi.
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Sekil 7. Artroskopi ameliyati dncesi valgus stresi uygulayabilmek amaci ile lateral
destegin yerlestirilmesi

3.2.2. Hasta Pozisyonu ve Portal Girisleri

Artroskopi ortopedi ve travmatoloji ekibi tarafindan gerceklestirildi. Standart
anterolateral portal, Watanabe tarafindan tanimlanan klasik giris yolu kullanilarak agildi.
Bu nokta, diz fleksiyondayken patellar tendonun lateral kenari ile tibial plato arasindaki
“soft point” olarak bilinen bodlgeye karsilik gelmektedir. Daha sonra artroskop

yerlestirilerek suprapatellar bosluk, patellofemoral eklem ve trohlear oluk gozlendi.
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Sekil 8. Diz artroskopisinde standart anteromedial ve anterolateral portal yerlesimi

Ardindan anteromedial portal agilarak prob ve cerrahi enstriimanlar ekleme
yerlestirildi. Medial meniskiisiin 6n boynuzu, interkondiler bolge ve ¢apraz baglar

ayrintili bigimde degerlendirildi.

Her olguda intraartikiiler yapilar prob yardimiyla sistematik bi¢gimde muayene
edildi. Meniskiislerin morfolojisi, yirtik lokalizasyonu, tipi, stabilitesi, kondral yiizeyler

ve bag biitlinliigli ayrintili olarak degerlendirildi. Gerekli durumlarda goriintii kalitesini
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artirmak i¢in infrapatellar yag dokusu (Hoffa) artroskopik tiraslayici (shaver) yardimriyla

temizlendi.
3.2.3. Cerrahi Ekipman ve Teknik Ozellikler

Operasyonlarda kullanilan baslica ekipmanlar arasinda artroskopi kulesi, monitor,
kamera sistemi, 30° optik, trokar, shaver, sivi aspirasyon sistemi, radyofrekans ablasyon
cihazi, artroskopik koter ve kayit cihazi yer aldi. Ayrica meniskiis tamir seti, mikrokirik
el aletleri ve OCB rekonstriiksiyon setleri olasi ihtiyaclar icin steril sekilde hazir

bulunduruldu.

Sekil 9. Artroskopi icin gerekli cerrahi ekipmanlar

3.2.4. Cerrahi Prosediir ve Ornekleme

Artroskop anterolateral portaldan eklem ig¢ine yerlestirildikten sonra dizin tiim

kompartmanlar sirasiyla degerlendirildi. Medial ve lateral meniskiisler, bag yapilar1 ve
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kikirdak ylizeyleri prob ile kontrol edilerek yirtik tipi ve yirtigin tamire uygunlugu

belirlendi.

Sekil 10. Dejeneratif Meniskiis Yirtiginin Goriiniimii

Sekil 11. Travmatik Meniskiis Yirtiginin Goriiniimii
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Sekil 13. Artroskopik menisektomi materyallerinin toplanmasi
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Tamir i¢in uygun olmayan olgularda parsiyel menisektomi islemi gergeklestirildi.
Menisektomi sirasinda ¢ikarilan meniskiis dokulari, steril pens yardimiyla dikkatlice
toplanarak RNA-Seq analizinde kullanilmak iizere ayr1 numune kaplarina alindi.
Numuneler, kontaminasyonu oOnlemek amaciyla steril kosullarda uygun saklama

sollisyonuna yerlestirildi.

Sekil 14. Meniskiis doku drneginin saklanmasi

3.2.5. Operasyonun Sonlandirilmasi ve Postoperatif Bakim

Cerrahi islemin tamamlanmasinin ardindan turnike basinci yavasca diisiirtilerek
kanama kontrolii saglandi. Portal giris yerleri tek tek siitiire edildi, operasyon sahasina
steril pansuman uyguland1 ve elastik bandaj sarildi. Tiim hastalar postoperatif erken
donemde diz eklemi hareket agiklig1 ve olasi komplikasyonlar agisindan gozlem altina

alindi.
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3.3. Doku Orneklerinin Toplanmasi ve Saklanmasi

Meniskiis dokular1 artroskopik cerrahi sirasinda yalnizca debridman islemi
sirasinda elde edilmistir. Bu islem kapsaminda hastalara ek bir cerrahi girisim
uygulanmamig olup yalnizca klinik gereklilik dogrultusunda ¢ikarilan dokular ¢aligma

materyali olarak kullanilmstir.

Toplanan meniskiis dokular1 travmatik ve dejeneratif gruplar icin ayri ayri
etiketlenmistir. Ornekler RNA biitiinliigiinii korumak amaciyla RNAlater soliisyonu
igerisinde bekletilmis ve ardindan -20°C’de derin dondurucuda saklanmistir. Bu kosullar
altinda RNA izolasyonu yapilana kadar dokularin bozulmadan muhafaza edilmesi

saglanmistir.
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3.3. RNA-Seq Analizi

a4

Sekil 15. MGI DNBSEQ-T7 Yiiksek Kapasiteli DNA/RNA Dizileme Cihazi

3.3.1. Meniskiis Dokularindan Total RNA izolasyonu

Meniskiis doku ornekleri QTAGEN RNAprotect Tissue Reagent (Katalog No:
76106) icerisinde toplanmis ve RNA izolasyon asamasmna kadar -20°C sicaklikta
saklanmistir. RNA izolasyonu i¢in soliisyon igerisinden ¢ikarilan dokular kuru buz

tizerinde 10 dk inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonras1 dokularin iizerine 700 ul QIAzol Lysis Reagent (Katalog No:

79306) eklenerek homojenizasyon asamasina gegilmistir. Homojenizasyon i¢in dokular
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Heidolph silent crusher M homojenizatdr ile 15 sn 9.000 rpm hizda homojenize edilmistir.
Homojenize edilen dokular 5 dk oda sicaklifinda inkiibe edildikten sonra iizerine 1/5

oraninda (140 ul) kloroform eklenmistir.

Ornekler 30 sn vortekslendikten sonra 3 dk oda sicakliginda inkiibe edilmis ve
13.300 rpm +4°C sicaklikta 15 dk santrifiij edilmistir. Santriflij sonras1 supernatant yeni
tiipe aktarilarak tizerine 350 ul izopropanol eklenmis ve pipetaj yapilarak karigtirilmistir.
Ornekler 10 dk oda sicakliginda inkiibe edilmis ve 13.300 rpm +4°C sicaklikta 15 dk
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi supernatant atilmis ve pelet iizerine 700 ul %70
etanol eklenmistir. %70 etanol ile yikanan pelet 13.300 rpm +4°C sicaklikta 5 dk santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonras1 supernatant atilarak pelet lizerine tekrar 700 ul %70 etanol
eklenmistir. Ornekler 13.300 rpm +4°C sicaklikta 5 dk santrifiij edilmis ve supernatant
atildiktan sonra pelet oda sicakliginda 15 dk kurumaya birakilmistir. Kuruyan pelet 20 ul

DNase/RNase free su ile ¢oziinmiistiir.

RNA biitiinligli orneklerin jel eletroforez yontemiyle ayristirilarak kontrol
edilmistir. RNA saflig1 ve konsantrasyonu; OD260/280 ve OD260/230 degerleri dikkate
alinarak Multiskan Sky (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) nanodrop

cihazi ile Ol¢iilmiistiir (Tablo 1).

Tablo 1. RNA izolasyonunda Kullanilan Reaktifler

Reaktif Katalog No  Hacim / Miktar
RNAprotect Tissue Reagent 76106 I mL / 6rnek
QIAzol Lysis Reagent 79306 700 pL
Kloroform — 140 pL
Izopropanol — 350 uL

%70 Etanol — 700 pL (x2)
DNase/RNase-Free Water - 20 uL

3.3.2. Transkriptom Kiitiiphane Hazirhg:

Transkriptom ¢alismasi Intergen Genetik Hastaliklar Degerlendirme Merkezi'nde
hizmet alimiyla yapilmistir. mRNA kiitiiphaneleri, kit protokoliine uygun olarak
hazirland1 ve sirasiyla Watchmaker Polaris Depletion Kit — rRNA/Globin (HMR)

(KO0105) ile Watchmaker RNA Library Prep Kit (K0078) kullanilmistir. Daha 6nce
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Olciilen 6rnekler, 18ul nukelaz icermeyen su icerisinde 200 ng RNA 6rnegi olacak sekilde

siispanse edilmistir. Thermalcycler asagida belirtildigi gibi Onceden 1sitilmis ve

hazirlanmistir (Tablo 2).

Tablo 2. rRNA Depletion Asamasi icin Termalcycler Kosullari

Step Temperature Time
Lid temperature 80°C N/A
HOLD 77°C HOLD
Denaturation 77°C 2 min
rRNA Digestion 65°C 15 min
HOLD 4°C HOLD

Her tiipe 4,5ul depletion karisimi ve 2,5ul depletion probu (rRNA ve globulin)

eklenerek termalcycler igerisine yerlestirilmistir. Belirtilen derecelerde inkiibasyonu

biten 0rnekler alinarak prob kesimi agamasina gecilmistir. Bu asamaya baslamadan 6nce

de thermalcycler 6nceden sogutularak hazirlanmistir (Tablo 3).

Tablo 3. Probe Digestion Asamas i¢in Termalcycler Kosullar

Step Temperature Time
Lid temperature 40°C N/A

Pre-cooling 4°C HOLD
Probe digestion 37°C 10 min
HOLD 4°C HOLD

Her bir 6rnegin tlizerine kit iceriginde bulunan digestion mix. 36ul hacimde ilave

edilmis ve ornekler 6nceden sogutulmus termalcycler igerisine yerlestirilmistir.

Depletion igleminin ardindan 6rnekler olasi prob ve DNA kontaminasyonunun

onlenmesi i¢in saflastirilmistir. Bu dogrultuda 6nceden oda 1sisina getirilen piirifikasyon

bilyeleri (DNA clean beads) kullanilmistir. Her 6rnege 108ul (6rnek hacminin 1,8 kati

olacak sekilde) manyetik bilyeler eklenmis ve iyice karistirilmistir. Ornekler oda 1sinda

5dk inkiibe edilerek RNA’larin bu bilyelere tutunmasi saglanmistir. Daha sonra tiipler

manyetik ayristirict plakalarin lizerlerine koyulmus ve iizerine RNA’larin tutundugu

manyetik bilyelerin soliisyondan ayrismas1 beklenmistir. Geriye kalan soliisyon tiiplerden
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uzaklastirllmig ve manyetik bilyeler rahatsiz edilmeden Ornekler taze yapilmis %80
ethanol ile yikanmustir. Tiiplerdeki etanoliin ugmasi beklenmis ve hemen fragmantasyon
asamasina ge¢ilmistir. Bu dogrultuda thermalcycler daha oOnceden sogutulmus ve

asagidaki gibi hazirlanmistir (Tablo 4).

Tablo 4. RNA Fragmantasyon Asamasi Icin Termalcycler Kosullar

Step Temperature Time
Lid temperature 105°C N/A
Pre-cooling 4°C HOLD
RNA fragmentation 85°C 3min
HOLD (Priming) 12°C HOLD

Fragmantasyon siiresi RNA biitiinliigiine gore optimize edilmis ve 85 °C’de 3 dk

olarak uygulanmistir.
3.3.3. cDNA Sentezi

Fragmantasyon sicakligi ve siiresi ilk basmakta bakilan RNA integritesine ve
istenilen girdi biiyiikliigiine gore ayarlanmistir. Bu dogrultuda fragmantasyon siiresi

85°C’de 3dk olacak sekilde optimize edilmistir.

Fragmantasyon igleminin ardindan ornekler tekrar manyetik ayristiricilara
yerlestirilmis ve bilyelerin seperasyonu beklenmistir. Bu sefer elde edilen siipernatanttan

25ul alinarak yeni tiiplere aktarilmistir.

Fragmante orneklerden c¢cDNA olusturma islemi (1% strand synthesis) igin

thermalcycler asagida belirtildigi gibi hazirlanmis ve 6nceden sogutulmustur (Tablo 5).
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Tablo 5. cDNA Sentezi I¢in Termalcycler Kosullar

Step Temperature Time
Lid temperature 105°C N/A
Pre-cooling 4°C HOLD

25°C 10 min
cDNA Synthesis

42°C 15 min
RT Inactivation 70°C 15 min
HOLD 4°C HOLD

Her bir 6rnege 9ul 1% strand tampon ve lul 1% strand enzimi eklenerek yukarida

belirtilen kondisyonlarda inkiibasyonu saglanmustir.

cDNA cevrimi biten 6rnekler hemen 2. Zincir sentezi ve Poly-A kuyruklarinin
eklenmesi i¢in kullanilmistir. Bu dogrultuda thermalcycler tekrardan sogutularak

asagidaki gibi hazirlanmistir (Tablo 6).

Tablo 6. ikinci Zincir Sentezi ve A-Tailing Asamasi i¢in Kosullar

Step Temperature Time
Lid temperature 80°C N/A

Pre-cooling 4°C HOLD
2nd Strand Synthesis 42°C 5 min
A-Tailing 62°C 10 min
HOLD 4°C HOLD

Her bir 6rnege 14ul 2" strand tampon ve 1ul enzim eklendikten sonra yukaridaki

reaksiyon gergeklestirilmistir. Daha sonra adaptor ligasyon islemine gegilmistir.
3.3.4. Adaptor Ligasyonu

Adaptor ligasyon islemi icin her 6rnege farkli adaptor sekanslar1 eklenmistir. Bu
adaptorler daha sonra kiitiiphanelerin biyoinformatik olarak incelenmesinde, her bir
Ornegin insan genomuna hizalanma miktarinin dl¢iilmesi i¢in kullanilacagindan 6nem arz

etmektedir. Her bir adaptoriin bir onceki basmakta eklenen poly-A kuyruklarina
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ligasyonu saglanacaktir. Bu dogrultuda thermal cycler tekrar sogutularak asagidaki

reaksiyon sicaklik ve stireleri ayarlanmistir (Tablo 7).

Tablo 7. Adaptér Ligasyonu I¢cin Termalcycler Kosullar

Step Temperature Time
Lid temperature OFF N/A
Pre-cooling 4°C HOLD
Ligation 20°C 15 min
HOLD 4°C HOLD'

Kullanilacak adaptdr konsantrasyonlari, kiitiiphane hazirligina baglarken
kullanilan RNA miktarina gore optimize edilmis ve 0,5 uM olarak seyreltilmigtir. Her
tiipe ayr1 ayr1 5 pL seyreltilmis adaptor eklenmistir. Daha sonra Ligation Master Mix,

40ul ligasyon tampon ve 5ul ligaz enzimi ile hazirlanarak 6rnekler ile karigtirilmastir.

Olusturulan  kiitliphaneler ¢ogaltilmadan once olast kontaminasyonlar
engellemek icin tekrar manyetik bilyeler kullanilarak temizlenecektir. Bu dogrultuda
manyetik bilyeler tekrar oda sicakligina kalibre edilmistir. Her bir 6rnege 70ul (6rnek
hacmini 0,7 kat1) manyetik bilye eklenerek yukarida daha 6nce bahsedilen basamaklar
uygulanmistir. Inkiibasyon, yikama ve kurutma islemleri sonunda bilyelere 22ul TE
sollisyonu (10 mM Tris-HCI, pH 8.0) eklenerek ¢oziilmiis ve oda 1sisinda 5dk RNA
kiitiiphanelerinin manyetik bilyelerden ayrismasi beklenmistir. Tiipler tekrar manyetik
ayristiricilara konularak bilyelerin tutulmasi saglanmis ve siipernetan igerisinde bulunan

ornekler 20ul hacim igerisinde yeni bir tiipe aktarilmistir.
3.3.5. Kiitiiphane Amplifikasyonu

Elde edilen ve indexlenen kiitiiphaneler sekanslanmadan 6nce ¢ogaltilmalidir. Bu
dogrultuda amplifikasyon mixi 25ul Equinox Amplification Master Mix (2X) ve 5ul
amplifikasyon primerlerin karistirilmasi ile hazirlanarak her bir 6rnege eklenmistir.

Thermalcycler asagidaki reaksiyon kosullarinda hazirlanmistir (Tablo 8).
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Tablo 8. Amplifikasyon Reaksiyon Kosullar:

Step! Temperature Time Cycles
Lid temperature 105°C N/A N/A
Initial Denaturation 98°C 45 sec 1
Denaturation 98°C 15 sec

Annealing 56°C 30 sec 18°C
Extension 72°C 30-45 sec

Final extension 72°C 60 sec 1
HOLD 12°C HOLD -

Annealing derecesi kullanilan primerlere gére 56°C olarak ayarlanmis olup, cycle

sayilar1 baslangic RNA miktaria gore 18 dongii olacak sekilde optimize edilmistir.

Amplifikasyon sonunda kiitiiphaneler sekanslanmadan 6nce son olarak piirifiye
edilmistir. Bu dogrultuda manyetik boncuklar tekrar oda 1sisina getirilmis ve her bir
ornege 50ul (6rnek hacmi kadar) manyetik boncuk eklenmis ve oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Daha 6nceki kisimlarda belirtildigi gibi bilyeler ethanol ile yikanmis ve
kurutulmustur. Kurutulmus bilyeler iizerine 22ul TE tampon eklenmis ve ornekler 5dk
oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Tiipler tekrar manyetik separatdre konularak
ayristirilmis ve 20ul supernatant farkl bir tiipe alinmistir. Kiitiiphaneler skanslanmadan

once Qubit® Fluorometer yardimi ile dl¢iilmiistiir.
3.3.6. Biyoinformatik Analizler

Sekanslama isleminden elde edilen ham veriler Linux isletim sistemi ortaminda

analiz edilmistir.
3.3.6.1. Kalite Kontrol ve Veri Temizleme

Sekans isleminden elde edilen ham data islenmesi linux isletim sisteminde
baslamaktadir ve genlerin ekspresyon seviyeleri elde edildikten sonra ise iDEP 2.0
erisime agik internet bazli aracta devam etmektedir. Verilerin analizine baglamak i¢in ilk
adim, ham verilerin kalite kontroliidiir; kisa okumalarin depolandig1 drneklere ait cift

yonli fastq’lar alimip FastQC (v0.11.9) kullanilarak kalitesi degerlendirilmistir. Kalite
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kontroliinii gecen Ornekler, adaptdr artiklarini temizlemek i¢in cutadapt (v3.5) araci
kullanilarak islenmistir. Sonrasinda kalite kontrolii tekrar yapilip sonug¢lar MultiQC

(v1.21) arac1 ile toparlanip, hizalama oncesi degisiklik arastirilmistir.
3.3.6.2. Hizalama (Alignment)

Ensembl veri seti kullanilarak STAR (Splice-aware aligner) araci ile RNA-seq
verileri GRCh38 genomu {izerine hizalanmistir. STAR (v2.7.11b) aracini kullanabilmek
icin Oncelikle veritabanindan genom dizisinin yer aldigt FASTA formath ve GTF
formatindaki anotasyon dosyalar1 alinmis ve tiim genom indexi insa edilmistir. Arastirma
sorusuna uygun olarak farkli gen ekspresyonu arastirildigi i¢in oldugu i¢in STAR’da 2-
pass modu ac¢ik kullanilmig, hizalanmis bilginin yer almasi i¢in ¢ikan dosya BAM
formatinda ve siralanmis, bir transkriptten ka¢ adet okuma oldugu --quantMode
parametresi ile belirlenmis, bu islem sonucunda transkriptlere ait okuma miktarlar1 elde

edilmistir.
3.3.6.3. Count Matrisi ve Diferansiyel Ekspresyon Analizi

STAR ¢iktist olarak elde edilen dosyalardan countlarin yer aldig1 4 siitunluk
dosyanin ilk iki siitunu (gen ID’lerin ve her genin kantitatif degerinin herhangi bir
okumanin baz alinarak sayilmadigi degerlerin yer aldig1) bir sonraki analiz asamasinda
kullanilmistir. Her bir 6rnek icin ayr1 dosya olarak elde edilen countlar birlestirilecek
(count matrix) ve 0rneklerin bilgilerinin yer aldig1 (meta data) dosyalar differansiyel gen
analizi Oncesi hazirlanacaktir. Bu asamadan sonrasi Linux terminalinde degil iDEP’te
devam etmistir. Gruplar arasindaki gen diizeyindeki farkliliklar1 anlamak icin bu web
araci bir R/Bioconductor paketi olan DESeq2’i kullanir; DESeq2 count matrixi ve
metadata dosyalarini alarak karsilagtirma yapmistir. Boyut faktoriinii, dagilimi tahmin
edilerek ve her genin fit edilmesi GLM (Gemeralized Linear Model)’a gore yapilmis ve
farkli ekspresyon Wald testi ile belirlenmistir. Fakat normalizasyon 6ncesi az eksprese
olan genler ¢alisma disina atilarak istatistiksel giiciin artmas1 saglanmistir. Orneklere ait
elde edilen istatistiksel anlamliliklar p-value (<0.05) ve log2 (Ifold changel>1) dikkate

alinarak degerlendirilmis ve listelenmistir.
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3.3.6.4. Fonksiyonel ve Zenginlestirme Analizleri

Anlamli olarak simiflandirilan transkriptler ayni web araci kullanilarak
gorsellestirilmistir. Son asama istatistiksel olarak anlamli transkriptlerin fonksiyonel
analiz asamast olmustur. GSEA (Gene Set Enrichment Analysis) paketi ile
GeneOntology’de yer alan Molecular Function, Biological Process, ve Cellular

component, KEGG verisetleri ile biyolojik baglamdaki etkileri incelenmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Katihmcilarin Demografik ve Klinik Ozellikleri

Calisma kapsaminda yas aralii 1845 yil arasinda degisen toplam 9 hasta
degerlendirmeye alinmistir. Hastalarin 5’1 travmatik, 4’1i dejeneratif meniskiis yirtig
grubunda yer almistir. Travmatik grup daha geng yas profiline, dejeneratif grup ise daha
ileri yas profiline sahiptir. Katilimcilarin genel yas ortalamasi 38,1 + 4,2 yil olarak
belirlenmistir. Travmatik grupta yas ortalamasi1 37,4 + 3,5 yil, dejeneratif grupta 41,1 +
2,1 yil olarak hesaplanmis ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05).

Cinsiyet dagilimi agisindan iki grup arasinda anlamli fark saptanmamistir
(p>0,05). Katilimcilarin %66,7’si kadin, %33,3’1 erkektir. Travmatik grupta kadin orani
%60, dejeneratif grupta %75’tir.

Sigara kullanim1 travmatik grupta %40, dejeneratif grupta %50 olarak tespit
edilmis olup, fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

Beden kitle indeksi (VKI) travmatik grupta 27,9 + 3,5 kg/m?, dejeneratif grupta
31,2 £4,1 kg/m? olarak belirlenmistir. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmamustir (p>0,05).

Tablo 9. Travmatik ve dejeneratif meniskiis yirtig1 olan hastalarin demografik ve
klinik ozellikleri

Degisken Travmatik (n=5) Dejeneratif (n=4) Toplam (n=9) P-degeri
Yas (yil, ort + SS) 37.4+3.5 41.1+2.1 38.1+4.2 <0.05
Cinsiyet (Kadin/Erkek) 3/2 3/1 6/3 >0.05
Sigara (+/-) 2/3 2/2 4/5 >0.05
VKI (kg/m?, ort = SS) 27.9+3.5 31.2+4.1 29.8+4.7 >0.05

4.2. RNA-Seq Veri Kalitesi ve Genel Analiz

Meniskiis dokularindan izole edilen tiim RNA orneklerinin RIN degerleri 7,0 ve
tizerinde bulunmugstur. Bu durum, 6rneklerin yiiksek biitiinliikte ve dizileme analizine
uygun oldugunu gostermektedir.

Her bir biyolojik 6rnek i¢in ortalama yaklasik 25 milyon ham okuma (raw read)
elde edilmistir. Okuma uzunlugu ortalama 150 baz ¢ifti olup, trimming sonras1 artefakt
oran1 minimal diizeyde kalmistir.
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Hizalama islemi STAR 2-pass algoritmasi ile yapilmis ve ortalama hizalanma
orant %94,2 olarak belirlenmistir. Q30 oranlar1 %95’in iizerinde bulunmus, bu da
dizilenen bazlarin %99’dan fazlasiin hatasiz okundugunu gostermistir.

Ana Bilesen Analizi (PCA) sonuglari, travmatik ve dejeneratif meniskiis gruplari
arasinda belirgin transkriptomik ayrisma oldugunu gdstermistir. PC1 ekseni toplam
varyansin %29,08’ini, PC2 ekseni %28,41’ini a¢iklamistir. Travmatik 6rneklerin PCA
diizleminde kiimelendigi, dejeneratif orneklerin ise daha genis dagilim gosterdigi
gozlenmistir (Sekil 16).

Sekil 16. RNA-Seq verilerine dayal ana bilesen analizi (PCA). Travmatik grup (T,
mavi iicgen) ve dejeneratif grup (D, kirniz1 daire) ornekleri %95 giiven arahginda

gosterilmistir. Her bir nokta bir biyolojik 6rnegi, golgelendirilmis alanlar ise grup ici
varyasyon sinirlarim temsil etmektedir.

100 4
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4.3. Diferansiyel Gen Ekspresyonu Analizi

Travmatik ve dejeneratif meniskiis 0rnekleri arasinda yapilan diferansiyel gen
ekspresyon analizlerinde iki grup arasinda anlamli molekiiler farkliliklar saptanmaigtir.
Analizler STAR ve DESeq2 yazilimlar ile gergeklestirilmis ve sonuglar FDR ile
diizeltilmis p-degerleri lizerinden degerlendirilmistir.

Volkan grafiginde travmatik grupta ekspresyonu artan genler kirmizi, azalan
genler mavi renkle gosterilmistir. Analiz, iki grup arasinda ¢ok sayida genin anlamh
diizeyde farkli ekspresyon gosterdigini ortaya koymustur.

Travmatik meniskiislerde akut inflamasyon, hiicre iskeleti organizasyonu, doku
onarimi ve sitokin aracili sinyal yollarinda gorevli genlerde artis goriilmiistiir. Dejeneratif
meniskiislerde ise ekstraselliiler matriksin yeniden diizenlenmesi ve enerji metabolizmasi
ile iliskili baz1 genlerin ekspresyon diizeylerinin degistigi saptanmistir. Travmatik ve
dejeneratif meniskiis 6rnekleri arasinda yapilan diferansiyel gen ekspresyon analizlerinde
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iki grup arasinda anlamli molekiiler farkliliklar saptanmigtir. Analizler STAR ve DESeq2
yazilimlar ile gergeklestirilmis ve sonuglar FDR ile diizeltilmis p-degerleri iizerinden
degerlendirilmistir.

Volkan grafiginde travmatik grupta ekspresyonu artan genler kirmizi, azalan
genler mavi renkle gosterilmistir. Analiz, iki grup arasinda ¢ok sayida genin anlaml
diizeyde farkli ekspresyon gosterdigini ortaya koymustur (Sekil 17).

Sekil 17. Travmatik ve dejeneratif oOrneklerde diferansiyel gen ekspresyon
dagilimim gosteren volkan grafigi. Kirmizi noktalar anlamh artis goésteren, mavi noktalar
anlamh azalma gosteren genleri temsil etmektedir.
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4.4. Kollajen Gen Ailesi Ekspresyon Bulgular:

Kollajen gen ailesine ait transkriptlerin travmatik ve dejeneratif meniskiis
ornekleri arasinda farkli ekspresyon diizeyleri gosterdigi belirlenmistir.

Toplam 10 farkli COL geninde (COL1341, COLI4A1, COLI5A1, COL21Al,
COL5A1-AS1, COL26A1, COL11A1, COL3A1, COLI12A41 ve COL5A4I) anlaml veya
anlamliliga yakin ekspresyon farkliliklart saptanmistir (Tablo 10).

Travmatik grupta COLI4A1, COL21A1 ve COLI2AIl genlerinin ekspresyonu
artmug; COL13A1, COL15A1, COL5A1-AS1, COL26A41,COLI11A41,COL3A1 ve COL5A1

genlerinin ekspresyonu azalmistir.
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Tablo 10. Travmatik vs Dejeneratif Meniskiis Orneklerinde Kolajen Genlerinin
Ekspresyon Degisimi

Gen adj.p Log2FC Travmatikteki Dejeneratifte Yaklasik Aciklama
(Travmatik = Degisim Durum Kat
/ Degisimi
Dejeneratif)
COL13A1 0.0022 -2.64 Azalmis Artmis ~6.2 kat | Dejeneratifte
belirgin artig
COL14A1 0.0076 @ 3.24 Artmis Azalmis ~9.4 kat | Travmatikte
yiiksek
ekspresyon,
dejeneratifte
azalmis
COL15A1 0.0208 -2.14 Azalmig Artmis ~4.4 kat | Dejeneratifte
anlamli artig
COL21A1 0.0283 2.44 Artmis Azalmis ~5.4 kat | Travmatikte
artmis,
dejeneratifte
azalmis
COL5A1- 0.0328  -1.94 Azalmig Artmig ~3.8 kat | Dejeneratifte
AS1 artis
COL26A1 0.0806 @ -2.69 Azalmig Artis egilimi  ~6.5 kat = Dejeneratifte
artis egilimi
COL11A1 0.102 -1.63 Azalmig Artis egilimi  =3.1 kat = Dejeneratifte
artis egilimi
COL3A1 | 0.247 -1.25 Azalmig Artis egilimi  =2.4 kat = Dejeneratifte
artis egilimi
COL12A1 | 0.254 1.25 Artmig Azalmig ~2.4 kat | Travmatikte
artmis,
dejeneratifte
azalmig
COL5A1 0316 -1.22 Azalmig Artis egilimi  =2.3 kat = Dejeneratifte

artis egilimi

Dejeneratif grupta COLI3A1, COL1541, COL541-AS1, COL26A1, COLIIAl,
COL3A1 ve COL5A genlerinin ekspresyonu artmis; COLI14A1, COL21A1 ve COLI12A1
genlerinin ekspresyonu azalmistir.

Travmatik ve dejeneratif meniskiis dokularinda kollajen ailesi genlerinin
istatistiksel olarak anlamli olanlarinda;

COLI13A4A1 geni travmatik grupta azalmis, dejeneratif grupta artmistir.
COLI14A1 ve COL21AI genlerinde travmatik grupta artis saptanmigtir. COLISAI ve
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COL5A1-AS1 genlerinde travmatik grupta azalma, dejeneratif grupta artis egilimi
belirlenmistir (Tablo 11).

Tablo 11. Travmatik ve dejeneratif meniskiis dokularinda kollajen ailesi genlerinin

ifade farkhihiklar

Gen Adjusted p-degeri  Log2FC Yorum

COLI13A1 0.0022 —2.64 Travmatik grupta azalma
COL14A1 0.0076 +3.24 Travmatik grupta artis
COL21A1 0.0283 +2.44 Travmatik grupta artis
COLI5A1 0.0208 -2.14 Travmatik grupta azalma
COLS5SA1-AS1 0.0327 —-1.94 Travmatik grupta azalma

4.5. Gen Seti Zenginlestirme (GSEA) Bulgular

Travmatik ve dejeneratif meniskiis ornekleri arasindaki diferansiyel gen
ekspresyonu sonuglarina gore yapilan GSEA analizinde, bazi hiicresel bilesen ve
biyolojik yolaklarda anlamli degisiklikler tespit edilmistir.

Tablo 12. Travmatik (T) ve dejeneratif (D) doku orneklerinde anlamh diizeyde
degisiklik gosteren GSEA yolaklari

Yon Yolak Adi adj.Pval
Down Cornified Envelope 1.9x1072
Up External Side of Plasma Membrane 1.7x1073
Up Nucleosome 3.8x10™*
Up Clathrin-Coated Endocytic Vesicle Membrane 8.0x107
Up Postsynaptic Membrane 8.0x1073

Travmatik Orneklerde “External Side of Plasma Membrane”, “Nucleosome”,
“Clathrin-Coated Endocytic Vesicle Membrane” ve “Postsynaptic Membrane” bilesenleri
anlaml diizeyde zenginlesmistir.

Dejeneratif Orneklerde ise “Cornified Envelope” yolu anlamli diizeyde

baskilanmuistir.
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4.6. Genel Degerlendirme

Elde edilen sonuglar, travmatik ve dejeneratif meniskiis yirtiklarinin molekiiler,
biyokimyasal ve genetik diizeyde farkli profiller sergiledigini gostermektedir. Travmatik
meniskiislerde akut yanit, ECM yeniden yapilanmasi ve hiicre iskeleti organizasyonu ile
iligkili genlerde artis gézlenmistir. Dejeneratif meniskiislerde ise bazi kollajen genlerinin
goreceli olarak yliksek diizeyde korunmasina karsin enerji metabolizmasi, oksidatif stres

yanit1 ve transkripsiyonel diizenleme mekanizmalarinda bozulma saptanmaistir.

Bu bulgular, travmatik ve dejeneratif meniskiis dokularmin farkli biyolojik

stirecler tarafindan yonetildigini gostermektedir.
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5. TARTISMA

Pihlajaniemi ve ark.’nin transmembran ve non-fibriller kollajen ailesine yonelik
tanimlamalari, ¢aligmamizda saptadigimiz molekiiler profili destekleyen dnemli bir teorik
cergeve sunmaktadir (94). Bu aragtirma grubunun Tip XIII ve Tip XV kollajenlerin fibril
sisteminin “gevresel organizasyon bilesenleri” olarak hiicre—matriks ara yliziinde
adezyon, bazal membran stabilitesi ve matriks mikro-mimarisi koordinasyonunda kritik
rol tistlendigini gostermesi dikkat ¢ekicidir. Calismamizda hem COL13A1 hem COL15A41
transkript seviyelerinin dejeneratif meniskiis dokularinda daha ytiksek bulunmasi, bu iki
non-fibriller kollajen ailesinin kronik siirecte bazal membran — fibriller matriks arabirimi
stabilitesini siirdiirmeye yonelik kompansatuvar bir ifade patterni gelistirdigini
diisiindiirmektedir. Buna karsilik travmatik fazda bu genlerin daha diisiik kalmasi, akut
mekanik yiik sonras1 membran—ECM stabilizasyonunun hentiiz aktif olarak yeniden insa

edilmedigi “erken instabilite penceresi” ile uyumludur.

Pihlajaniemi ve ark. Tip XIII kollajenin MACIT grubunda yer aldigin1 ve integrin
aracilt hiicre-ECM temaslarinin hem membran diizeyinde hem fibril ¢evresinde multi-
eksenli bi¢imde organize edilmesine katkida bulundugunu bildirmektedir (94). Bu bilgi
calismamizdaki COLI13A41 yonelimiyle uyumlu bir biyolojik agiklama sunmaktadir:
dejeneratif fazda COLI3A41 diizeyinin yiiksek olmasi, zaman icinde ilerleyen ECM
bozulmasin1 kompanse etmeye calisan gecikmis stabilizasyon baskisi ile iligkili olabilir.
Travmatik fazda COL13A41 seviyesinin diisiik olmasi ise heniiz akut hasar sonrasinda ara
yiiz biitlinliigiiniin yeniden kurulamamis olmasin1 ve yapisal adezyon kopriilerinin erken

donemde zay1f kaldigini diisiindiirmektedir.

Tip XV kollajen ise Pihlajaniemi’nin siiflandirmasinda “multiplexin” ailesi
icinde konumlanmaktadir ve kapiller mikro-cevrede bazal membran stabilitesinin
korunmasinda onemli rol oynamaktadir (94). Calismamizda COLI5A41’in dejeneratif
fazda yiiksek bulunmasi, ECM bozulmasina ragmen mikro-damarlanma platformunun
kronik perflizyon destabilizasyonunu dengelemeye doniik gecikmis bir kompansatuvar
adaptasyon gelistirdigini duisiindlirmektedir. Buna karsilik travmatik orneklerde
COL15A1 seviyesinin disik olmasi, akut donemde mikrovaskiiler destek matrisinin
heniiz reorganize edilmemis oldugunu; yani sistemin “hala akut onarim baslamadan

onceki dengesizlik evresinde” oldugunu diisiindiirmektedir.
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Pihlajaniemi ve ark.’nin ortaya koydugu bicimsel-fonksiyonel ayrim,
calismamizda COLI3A1 ve COLI5A1’de gbzlenen yonelimleri desteklemektedir.
Dejeneratif fazda iki genin de artmis olmast ECM arabirimini siirdiirmeye yonelik gec
donem yanit; travmatik fazda diisiik seviyede olmalari ise akut donemde membran ve
mikrovaskiiler ara yliziin henliz yeniden organize edilmedigini gostermektedir. Bu
durum, non-fibriller kollajenlerin travmatik siirecte “erken instabilite / diislik
organizasyon”, dejeneratif siirecte ise ‘“gecikmis kompansasyon / koruma baskis1”

seklinde iki farkli biyolojik yansima sergiledigini diistindliirmektedir.

Hiareonen ve ark. tarafindan yapilan deneysel ¢alismada, COLI3A41 geninin
noromiiskiiler kavsakta hiicre—matriks biitiinliigiinii ve sinaptik stabiliteyi sagladigi,
ayrica transmembran formunun presinaptik ve postsinaptik yapilar arasindaki adezyonun
korunmasinda temel rol oynadig1 gosterilmistir (95). COLI3A1 eksikliginde adezyon
kaybi, sinaptik biitlinliikk bozulmasi ve dejeneratif degisiklikler gézlemlemislerdir. Bu
bulgular, COL13A41 in dokusal stabilite ve hiicre-matriks etkilesimi iizerindeki koruyucu
roliinii desteklemektedir. Calismamizda, travmatik meniskiis dokularinda COL13A41 gen
ekspresyonunun anlamli diizeyde azaldigi, buna karsin dejeneratif meniskiis dokularinda
goreceli olarak arttig1 tespit edilmistir. Travmatik grupta saptanan COLI3A41 azalmasi,
akut yaralanma sonrasi hiicre-ECM baglantilarinin zayifladigint ve ECM yeniden
yapilanmasinin erken fazinda stabilite kayb1 yasandigin1 gdstermektedir. Buna karsilik,
dejeneratif meniskiislerde COLI3A41 ekspresyonunun artmis olmasi, uzun siireli
mikromekanik stres altinda doku biitiinliiglinii korumaya yonelik kompansatuvar bir

yeniden yapilanma yanitin1 yansitmaktadir.

Bu durum, COL13A1’in kronik siire¢te ECM homeostazini siirdiirme ve hiicre—
matriks etkilesimini destekleme yoniinde aktive edildigini; ancak bu artigin fonksiyonel

diizeyde tam onarim saglayacak etkinlige ulasamadigini diisiindiirmektedir.

Héreonen ve ark. tarafindan olusturulan COL13A41 eksikligi bulunan fare modeli,
adezyon kaybi, sinaptik biitiinliik bozulmas1 ve dejeneratif degisiklikler ile karakterize
edilmistir (95). Bu modelde gozlenen dokusal bozulma, bizim ¢alismamizda travmatik
meniskiislerde COLI3A41 ekspresyonunun azalmasiyla birlikte kollajen yapisal
genlerinde genel bir diisiis egiliminin saptanmasiyla benzer biyolojik bir yonelim

sergilemektedir. Buna karsin dejeneratif meniskiislerde COLI341’in artis, ECM
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bilesenlerinin kaybolan mekanik stabiliteyi telafi etmeye yonelik bir diizenleme siirecine

girdigini gostermektedir.

Ozellikle Hireonen ve ark. tarafindan vurgulanan transmembran formdaki
COL13A41’in sinaptik stabilizasyonu artirici etkisi, meniskiis gibi yiiksek mekanik strese
maruz kalan dokularda bu genin mekanik sinyalleri hiicresel yanitlarla iligskilendirme ve
matriks organizasyonunu siirdiirme siireclerinde kritik rol oynayabilecegini
distindiirmektedir  (95). Calismamizda travmatik  meniskiislerde  COLI3A1
ekspresyonunun azalmasi, bu proteinin akut fazda hiicre iskeleti-ECM baglantilarindaki
zayiflamanin bir gostergesi iken; dejeneratif meniskiislerdeki artisi, kronik donemde
ECM stabilitesini korumaya yonelik kompansatuvar bir aktivasyon olarak

degerlendirilebilir.

Ayrica, Hireonen ve ark.’nin calismasinda COL13A41 eksikliginde gbzlenen kas
atrofisi ve hiicresel adezyon kaybi, bizim dejeneratif meniskiis 6rneklerinde gézlenen
ECM zayiflamasi ve bag dokusu biitiinliiglindeki bozulma ile paralellik gostermektedir.
Dolayistyla, COL1341 geninin hem noromiiskiiler hem de fibrokondrositik dokularda
hiicre dist matriks biitlinliigiiniin korunmasinda temel bir diizenleyici oldugu

anlasilmaktadir (95).

Héreonen ve ark.’nin bulgulart COL13A41 kaybinin dokusal biitiinliigii bozdugunu
gostermekte; calismamizda travmatik meniskiislerde saptanan azalma ve dejeneratif
meniskiislerde gozlenen artis birlikte degerlendirildiginde, COLI3A41’in meniskiis
dokusunda hem hasar sonrasi erken faz iyilesmede hem de kronik yeniden yapilanma
stireglerinde kilit bir molekiiler araciy1 temsil ettigi sonucuna varilabilir. Bu durum,
meniskiis iyilesmesinde hiicre-matriks etkilesimlerinin ve COLI3A1 regiilasyonunun
doku onarim kapasitesini belirleyen 6nemli biyolojik faktorler arasinda yer aldigini

desteklemektedir.

Ansorge ve ark. tarafindan gergeklestirilen deneysel calismada, COL14A41 geninin
eksikligi durumunda tendon dokularinda erken donemde diizensiz fibril organizasyonu,
artmus fibril ¢ap1 ve azalmis mekanik dayaniklilik gézlemlenmistir (96). Arastirmacilar,
COLI14A1’in fibril yiizeyine baglanarak fibrillogenez siirecinde diizenleyici rol
oynadigmi ve dokusal dayanikliligin korunmasinda onemli bir katki sagladigini

bildirmislerdir. Bu bulgular, COL14A1’in hiicre dis1 matriks yapisinin stabilizasyonu ve
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kollajen fibrillerin diizgiin yerlesiminde temel bir diizenleyici oldugunu gostermektedir.
Calismamizda, travmatik meniskiis dokularinda COLI4A1 gen ekspresyonunun anlamli
diizeyde arttig1, buna karsilik dejeneratif meniskiis dokularinda azaldig1 saptanmistir. Bu
durum, travmatik meniskiislerde COLI4A1 artiginin, fibrillogenez siirecinin yeniden
diizenlenmesine ve doku dayanikliliginin korunmasina yonelik kompansatuvar bir yanit

oldugunu diisiindiirmektedir.

Ansorge ve ark. ayrica tip XIV kollajenin fibril ylizeyinde lokalize oldugunu ve
fibril biiyiime evrelerini diizenledigini gostermistir (96). Calismamizda travmatik
meniskiislerde COLI4A1 artig1, muhtemelen yaralanma sonrasi erken onarim fazinda
kollajen fibrillerin diizgilin yonlenmesini ve uygun capta gelisimini destekleyici bir etkiye
isaret etmektedir. Bu yoniiyle, COL14A1 ’in fibrillogenezde dengeleyici bir faktor olarak

gorev aldigi ve asir1 ya da diizensiz fibril biiyiimesini sinirladigi sdylenebilir.

Buna kargin dejeneratif meniskiis dokularinda COLI4A1 ekspresyonundaki
azalma, kronik mikromekanik stres altinda ECM yeniden yapilanma kapasitesinin
azaldigin1 ve fibril organizasyonundaki diizenleyici mekanizmalarin bozuldugunu
gostermektedir. Bu durum, uzun siireli yipranma siirecinde fibril kalinlig1, yonlenmesi ve
cap dagiliminin kontrolsiiz hale gelmesine, dolayisiyla doku dayanikliliinda azalmaya

yol acabilecek bir biyolojik tabloyu yansitmaktadir.

Ansorge ve ark.’nin ¢aligmasinda tip XIV kollajen eksikliginde prematiir fibril
biiylimesi ve mekanik dayanikliligin azalmasi rapor edilmistir (96). Calismamizda
travmatik gruptaki COLI4A1 artis1 bu tabloya karsi gelisen koruyucu bir biyolojik
adaptasyon olarak degerlendirilirken, dejeneratif gruptaki azalma benzer mekanizmalarin
zaman i¢inde yetersiz hale geldigini ve doku stabilitesinin geri kazanilamadigini

gostermektedir.

Ansorge ve ark.’nin bulgular1 bizim c¢alismamizdaki sonuglarla birlikte
degerlendirildiginde, COLI4A1 geninin meniskiis dokusunda fibril organizasyonu,
mekanik stabilite ve ECM biitlinliigliniin korunmasinda kritik bir diizenleyici rol
iistlendigi anlagilmaktadir. Travmatik meniskiislerdeki artis, erken onarim ve yeniden
yapilanma siirecini destekleyen kompansatuvar bir yaniti, dejeneratif meniskiislerdeki

azalma ise kronik siiregte kaybolan yeniden yapilanma kapasitesini temsil etmektedir.
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Tao ve ark. tarafindan yapilan deneysel calismada, COL14A1 eksikliginin kalp
dokusunda ECM biitiinliigiinii bozdugu, fibril organizasyonunda diizensizlik, kompakt
miyokardiyumda disorganizasyon ve mekanik dayanikliligin azalmasi gibi sonuglara yol
actig1 bildirilmistir (97). Arastirmacilar, COL14A1’in fibril yiizeyine baglanarak ECM
yapisinin  diizenlenmesi, fibriller arasi baglantilarin stabilizasyonu ve dokusal
dayanikliligin siirdiiriilmesinde kritik rol oynadigini vurgulamislardir. Bu bulgular,
COL14A1 in yiksek mekanik yiike maruz kalan dokularda, 6zellikle de fibréz yapilarin
bitlinliigiini korumada oOnemli bir yapisal diizenleyici oldugunu gostermektedir.
Caligmamizda, travmatik meniskiis dokularinda COL14A41 gen ekspresyonunun anlamli
diizeyde arttig1, buna karsin dejeneratif meniskiis dokularinda azaldigi gozlenmistir.
Travmatik siirecte saptanan COLI4A1 artis1, doku biitlinliiglinii korumaya ve ECM’nin
mekanik stabilitesini yeniden tesis etmeye yoOnelik kompansatuvar bir yanit olarak
degerlendirilebilir. Buna karsin, dejeneratif meniskiislerde COL14A41 ekspresyonundaki
azalma, uzun siireli mikromekanik stres ve kronik ECM yikimi sonucunda yeniden

yapilanma kapasitesinin azaldigini diistindiirmektedir.

Tao ve ark. ayrica, COL14A1 eksikliginde COL1A41, COL3A1 ve COL27A1 gibi
fibriller kollajenlerin transkript diizeylerinde belirgin artislar gézlemlemis, buna karsin
fibril organizasyonunun bozuldugunu ve kollajen liflerinin yapisal olarak diizensiz hale
geldigini rapor etmistir (97). Bu bulgu, bizim travmatik meniskiis Orneklerinde
saptadigimiz COL14A1 artisiyla birlikte ECM yeniden yapilanmasinin kontrollii bigimde
siirdiigiinli, dejeneratif meniskiislerdeki azalmanin ise bu diizenleyici mekanizmalarin
etkinligini kaybettigini gostermektedir. Yani, travmatik siliregte COLI4A1 artisi
fibrillogenez siirecinin diizenlenmesi ve kollajen liflerinin diizgiin hizalanmasi agisindan
koruyucu bir rol iistlenirken, dejeneratif siirecteki azalma bu kontroliin kaybina ve fibril

organizasyonunun bozulmasina neden olmaktadir.

Tao ve ark.’nin ¢calismasinda dikkat ¢ekici bir diger bulgu, COL14A1 eksikliginde
fibroblast sayisinin azaldigi, apoptoz oranlarinin arttigit ve ECM sentezinin zayifladigi
yoniindedir (97). Bu bulgu, bizim travmatik meniskiislerde ECM yeniden yapilanmasinin
artmasi ve fibroblast aktivitesinin giliclenmesi, buna karsin dejeneratif meniskiislerde
hiicresel proliferasyon ve ECM sentezinin azalmasi ile uyumludur. Calismamizda

travmatik grupta COLI14A1 artisi, fibroblast kaynakli ECM sentezini ve doku tamirini
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destekleyen bir biyolojik yaniti temsil ederken; dejeneratif gruptaki azalma, hiicre disi

matriksin rejeneratif kapasitesinin tilkkenmesini yansitmaktadir.

Ayrica, Tao ve ark. tarafindan COL14A41 eksikliginde MMP2, MMP9, TIMP?2 ve
TIMP3 gibi matriks yeniden sekillendirme genlerinde dengesizlikler oldugu bildirilmistir
(97). Bu da COLI4A1’in yalmzca yapisal bir kollajen degil, ayn1 zamanda matriks
remodelingi iizerinde diizenleyici etkiler gosterdigini kanitlamaktadir. Calismamizda
travmatik meniskiislerde COLI14A41’in artist, muhtemelen MMP/TIMP dengesini
koruyarak ECM  stabilizasyonunu giiclendirmekte ve doku onarim siirecini
desteklemektedir. Buna karsin, dejeneratif meniskiislerde COLI4A1’in azalmasi, bu
dengenin bozuldugunu ve ECM yikiminin yeniden yapilanmadan baskin hale geldigini

gostermektedir.

Tao ve ark.’nin bulgulari, ¢aligmamizda travmatik meniskiislerde saptanan
COL14A1 gen artisinin doku biitiinliigiinii korumaya ve mekanik dayaniklilig1 artirmaya
yonelik fizyolojik bir yanit oldugunu giiclii bi¢imde desteklemektedir. Buna karsin,
dejeneratif meniskiislerdeki azalma, kronik siiregte ECM disorganizasyonunun
ilerlemesi, fibroblast aktivitesinin azalmasi ve onarim kapasitesinin diismesi ile iligkilidir.
Bu durum, COLI4A1’in farkli doku tiplerinde ortak bir ECM diizenleyici rolil
bulundugunu, ancak travmatik siliregte koruyucu bir yanit olarak aktive olurken,

dejeneratif siirecte bu diizenleyici etkinligin azaldigin1 gostermektedir.

Nizamoglu ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada, idiopatik pulmoner fibrozis (IPF)
hastalarinin akciger dokularinda COLI4A1 proteininin anlamli bicimde azaldigi, bu
azalmanin ECM organizasyonunun bozulmasi ve kollajen fibrillerin diizensiz hale
gelmesiyle iliskili oldugu rapor edilmistir (98). Arastirmacilar, COLI4A1’in bag
dokusunda fibril organizasyonunu diizenleyen ve doku biitiinliigiinii siirdiiren énemli bir
yapisal bilesen oldugunu vurgulamislardir. Bu bulgular, COL14A1in farkli dokularda
benzer sekilde ECM stabilitesini korumada rol oynadigini géstermektedir. Calismamizda,
travmatik meniskiis dokularinda COLI4A41 gen ekspresyonunun anlamli diizeyde artis
gosterdigi, buna karsin dejeneratif meniskiis dokularinda azaldig1 goézlenmistir. Bu
durum, benzer ECM bilesenlerine sahip olmasina ragmen travmatik meniskiislerde
COLI14A1 artisinin, doku onarim siirecine 6zgli kompansatuvar bir yanit oldugunu

diistindiirmektedir.
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Nizamoglu ve ark., IPF 6rneklerinde COL14A41 proteininin parankim, brongiyal
epitel ve hava yolu duvar1 bélgelerinde belirgin bicimde azaldigini, buna ragmen
fibroblast ve miyofibroblast hiicrelerinde COLI44A1 mRNA diizeylerinin arttigini
gostermistir (98). Bu transkript—protein diizeyi uyumsuzlugu, ECM’ye dahil olmus
proteinlerin mRNA diizeylerinden bagimsiz olarak regiile edilebilecegini gdstermektedir
(98). Bizim calismamizda da benzer bigimde, travmatik meniskiislerde COLI4A41
ekspresyonundaki artis, yeni ECM sentezinin ve fibril yeniden organizasyonunun
artmasiyla iliskili goriinmektedir. Buna karsin, dejeneratif meniskiislerde COLI4A41
diizeyinin azalmasi, kronik siiregte ECM yenilenmesinin yavasladigini ve protein

diizeyinde yapisal stabilitenin kayboldugunu diisiindiirmektedir.

Nizamoglu ve ark.’nin calismasinda ayrica COLI4A1/COLI oraninin IPF
dokularinda belirgin bigimde azaldigi rapor edilmistir (98). Bu bulgu, COLI4A41in
fibriller kollajenlerle birlikte ECM stabilitesini diizenledigini ve bu dengenin
bozulmasinin fibril disorganizasyonu ve artmis doku sertligi ile sonuglandigini
gostermektedir (98). Bizim caligmamizda travmatik meniskiislerde COL14A1 artis1, bu
baglamda fibriller kollajenlerin kontrollii bicimde organize olmasii saglayan bir
diizenleyici yanit olarak degerlendirilebilir. Ozellikle travmaya yanit olarak ECM’nin
yeniden modellenmesi sirasinda COLI4A1’in fazla ekspresyonu, fibril kalinligim ve
yonelimini diizenleyerek doku dayanikliliginin korunmasina katki saglamaktadir. Buna
karsin, dejeneratif meniskiislerdeki COL14A1 azalmasi, kronik ECM disorganizasyonu

ve mekanik zayiflikla uyumlu goriinmektedir.

Nizamoglu ve ark.’nin IPF dokularinda saptadigi COL14A41 azalmasin fibrotik
disorganizasyonla, bizim ¢alismamizda COL4A41 artisinin ECM yeniden yapilanmasi ve
mekanik stabilitenin korunmasiyla iligkili olmasi, bu genin dokuya 6zgii farkli regiilasyon
mekanizmalarina sahip oldugunu gostermektedir (98). Travmatik meniskiislerde
COLI14A1 artis1, akut onarim siirecinde ECM biitiinliigiinii yeniden saglama ve matriks
stabilitesini giliglendirme yo6niinde bir yamit olarak yorumlanirken, dejeneratif
meniskiislerdeki azalma, kronik ECM dejenerasyonu ve yeniden yapilanma

yetersizliginin gostergesi olarak degerlendirilmektedir.

Izu ve Birk tarafindan yapilan c¢alismada, COLI2A1 geninin fibril olusumu,
hiicreler aras1 iletisim ve rejenerasyon siireglerinde ¢ift yonlii rol oynadigi hem hiicresel

davraniglar1 diizenleyen hem de ECM organizasyonunu kontrol eden bir protein olarak
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islev gordiigii bildirilmistir (99). Arastirmacilar, COLI2A41’in fibriller kollajenlerin
diizglin aralikta dizilimini saglayarak ECM’nin mekanik stabilitesini destekledigini ve
yuk tasima sirasinda olusan mekanik uyarilara yanit olarak ekspresyonunun arttigini
vurgulamiglardir (99). Bu bulgular, COL12A41 ’in doku dayanikliliginin korunmasinda ve
rejeneratif silireclerin diizenlenmesinde Onemli bir rol oynadigin1 gostermektedir.
Calismamizda, travmatik meniskiis dokularinda COLI2A1 gen ekspresyonunun anlamli
diizeyde artmis, buna karsin dejeneratif meniskiis dokularinda azalmis oldugu tespit
edilmistir. Travmatik meniskiislerde saptanan bu artig, Izu ve Birk’in belirttigi mekanik
strese yanit olarak uyarilan ECM yeniden yapilanma siireciyle uyumlu bir yonelim

sergilemektedir.

Izu ve Birk ayrica, COLI2A1’in tip 1 kollajen fibrilleriyle etkileserek fibril
araliklarii diizenledigini, ECM’nin mekanik o6zelliklerini ve doku dayanikliligini
optimize ettigini belirtmistir (99). Calismamizda travmatik meniskiislerde COLI2A41
artist, muhtemelen fibrillerin diizgiin dizilimi, kollajen lifleri arasindaki kopriilerin
giiclenmesi ve mekanik yiikiin homojen dagilmasi yoniinde gelisen bir yaniti temsil
etmektedir. Bu yoniiyle, meniskiis dokusunun yiik tastyici ve basinca dayanikli yapisinda
COLI12A1 artis1, ECM’nin yeniden yapilanmasini kolaylastirarak biyomekanik dengeyi

yeniden kurma siirecine katki saglamaktadir.

Bununla birlikte, Izu ve Birk ¢alismasinda COL12A1’in yalnizca fibriller aras1 bir
yapisal baglayici degil, ayn1 zamanda hiicre-hiicre iletisimini saglayan kollajen kopriileri
olusturdugu da gosterilmistir (99). Bu kopriilerin osteoblastlar, tenositler ve diger
fibroblastik hiicreler arasinda fiziksel baglantilar kurarak hiicre polarizasyonunu,
yonelimini ve diferansiyasyon kapasitesini diizenledigi ifade edilmistir (99).
Calismamizda travmatik meniskislerde COLI2A1  artisi, benzer bigimde
fibrokondrositler arasindaki hiicresel koordinasyonu ve ECM yeniden yapilanmasini
destekleyen bir mekanizma olarak degerlendirilebilir. Buna karsin dejeneratif
meniskiislerde COLI2A41 ekspresyonunun azalmasi, bu hiicresel kopriileme
fonksiyonlarmin  zayifladigimi  ve  ECM-hiicre etkilesimlerinin  bozuldugunu

diistindiirmektedir.

Izu ve Birk ayrica, COLI241’in TGF-B ve Wnt/B-catenin sinyal yollar ile
etkilesim i¢inde oldugunu ve bu yollar araciligiyla rejenerasyon siirecinde dinamik

bicimde regiile edildigini vurgulamistir (99). Bu bulgu, COL12A41’in yalnizca yapisal bir
48



ECM yanit1 degil, ayn1 zamanda biyosinyal aglarinin yeniden diizenlenmesinde de kritik
bir rol tistlendigini gostermektedir. Buna karsilik, dejeneratif meniskiislerdeki COL12A41
azalmasi, TGF- ve Wnt sinyalleme ekseninin yetersiz aktivasyonu nedeniyle rejeneratif

kapasitenin azaldigini diigiindiirmektedir.

Izu ve Birk’in bulgulari, calismamizda travmatik meniskiis dokularinda gbzlenen
COLI12A1 artisinin hem ECM fibril organizasyonu hem de hiicresel iletisim agisindan
rejeneratif bir adaptasyon yanit1 oldugunu giiclii bicimde desteklemektedir (99). Buna
karsin, dejeneratif meniskiislerde COLI2A1 ekspresyonundaki azalma, ECM
biitiinltiglinlin zayiflamasi, hiicresel baglantilarin bozulmasi ve mekanik dayanikliligin
azalmasiyla iligkilidir (99). COLI2A41’in bu ¢ift yonlii fonksiyonu hem mekanik
stabiliteyi artiran ECM regiilatorii, hem de hiicre davraniglarini yonlendiren koprii
proteini olarak meniskiis onarim ve dejenerasyon siireglerinde anahtar bir molekiiler rol

iistlendigini gostermektedir.

Sun ve ark. tarafindan osteoartrit patogenezine yonelik olarak yapilan ¢alismada,
uzun kodlamayan RNA’larin (IncRNA) ECM yeniden yapilanmasi, inflamatuar yanit ve
kondrositik metabolizmanin diizenlenmesi {izerinde Onemli etkiler gosterdigi
bildirilmigtir (100). Arastirmacilar, bazi IncRNA’larin ECM sentezini desteklerken,
bazilarinin katabolik gen ekspresyonunu artirarak ECM bozulmasina neden olabildigini
belirtmistir (100). Bu bulgular, IncRNA’larin doku homeostazinda ¢ift yonlii diizenleyici
islev Ustlendigini ve dejeneratif siireglerde fibrotik yeniden yapilanmayi etkileyebildigini
ortaya koymaktadir. Calismamizda, travmatik meniskiis dokularinda COL5A41-AS1 gen
ekspresyonunun anlamli diizeyde azaldigi, buna karsin dejeneratif meniskiis dokularinda
arttig1 saptanmistir. Dejeneratif meniskiislerde COL5A41-AS1 artisi, kronik inflamasyon
ve fibrotik yeniden yapilanma siirecine eslik eden bir transkripsiyonel adaptasyon olarak

degerlendirilebilir.

Sun ve ark.’nin ¢aligmasinda, IncRNA’larin TGF-B/SMAD ve Wnt/B-catenin
sinyal yollar1 gibi temel molekiiler eksenleri modiile ettigi, bu sayede kondrosit
fonksiyonlari, hiicresel stres yaniti ve matriks biitlinliigli iizerinde etkili olduklar
gosterilmigtir (100). Bu bilgiler 1s18inda, dejeneratif meniskiislerde COL5SA1-AS1

ekspresyonundaki artis, TGF-f3 aracili fibrotik gen setlerinin aktivasyonunu ve ECM
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yeniden yapilanmasinin kompansatuvar sekilde uyarildigini diislindiirmektedir. Buna
karsin, travmatik meniskiislerde COL5A1-AS1 ekspresyonunun azalmasi, akut doku
hasar1 sonrasi erken fazda katabolik siireglerin baskin oldugunu ve ECM yeniden

yapilanmasinin heniiz etkinlesmedigini diisiindiirmektedir.

Sun ve ark.’nin bulgulari, calismamizda travmatik meniskiislerde COL5A41-4S1
azalmasinin akut hasar fazinda baskilanmis bir transkripsiyonel yaniti, dejeneratif
meniskiislerdeki artisin ise kronik ECM yeniden yapilanmasi ve fibrotik aktivasyonla
iligkili bir siireci temsil ettigini gostermektedir (100). Bu durum, COLS5A1-AS1’in
meniskiis dokusunda rejeneratif ve fibrotik yanitlarin epigenetik diizeyde

dengelenmesinde dnemli bir diizenleyici rol oynadigini diisiindiirmektedir.

Wang ve ark. tarafindan osteoartrit patogenezine yonelik olarak yapilan kapsamli
derlemede, IncRNA’larin kikirdak ve meniskiis dokusunda ECM yeniden yapilanmasi,
inflamatuar yanit ve hiicresel stres adaptasyonu gibi siireclerde 6nemli diizenleyici roller
tistlendigi bildirilmistir (101). Arastirmacilar, belirli IncRNA’larin ECM sentezini
destekleyerek doku biitiinliiglini  korudugunu, bazilarmin ise katabolik gen
ekspresyonunu artirarak ECM bozulmasini hizlandirabilecegini vurgulamislardir (101).
Bu bulgular, IncRNA’larin meniskiis ve kikirdak dokularinda homeostazin korunmasi ile
dejeneratif siireclerin ilerlemesi arasinda cift yonlii bir diizenleyici denge sagladigim
gostermektedir. Calismamizda, travmatik meniskiis dokularinda COL5A1-AS1 gen
ekspresyonunun anlamli diizeyde azaldig1, buna karsin dejeneratif meniskiis dokularinda
arttig1 saptanmistir. Bu genel yonelim, Wang ve ark.’nin belirttigi tizere, ECM yeniden
yapilanmas1 ve inflamatuar siireclerin IncRNA araciligiyla transkripsiyonel diizeyde

diizenlendigini destekler niteliktedir.

Wang ve ark., osteoartritin yalmizca kikirdak yikimiyla smirli olmadigini,
sinovyum, subkondral kemik ve meniskiis gibi eklem bilesenlerinde IncRNA’larin
transkripsiyonel yeniden programlama siireglerini yonlendirdigini bildirmistir (101). Bu
baglamda, calismamizda dejeneratif meniskiislerde COL5A1-ASI1 artisi, kronik
inflamasyon ve fibrotik ECM yeniden yapilanmasina eslik eden bir transkripsiyonel
adaptasyon olarak degerlendirilebilir. Buna karsin, travmatik meniskiislerde COL5A1-
AS1 azalmasi, akut hasar sonrasi erken donemde katabolik siire¢lerin baskin oldugunu ve

ECM yeniden yapilanmasinin heniiz etkinlesmedigini gostermektedir.
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Wang ve ark., farkli calismalarin IncRNA’larin meniskiis dokusunda sinyal
aglarinin yeniden diizenlenmesine katki sagladigini ve bu molekiillerin TGF-3, NF-kB ve
MAPK gibi sinyal yollarin1 modiile ederek hiicresel stres yanitin1 dengeledigini
belirtmistir  (101). Bu literatiir bilgileriyle uyumlu olarak, COL5A41-AS1
ekspresyonundaki dejeneratif artis, TGF- aracili fibrotik gen setlerinin aktivasyonu ve

ECM yeniden yapilanmasinin kompansatuvar bicimde uyarilmasi ile iliskilendirilebilir.

Wang ve ark.’nin bulgularnn ile birlikte degerlendirildiginde, COL5A41-AS1
IncRNA’smin meniskiis dokusunda ECM yeniden yapilanmasi, inflamatuar yanit ve
rejeneratif siireglerin epigenetik diizeyde diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadigi
anlagilmaktadir (101). Travmatik meniskiislerde COL541-AS1 azalmasi, akut hasar
fazinda onarim genlerinin erken baskilanmasini, dejeneratif meniskiislerdeki artisi ise
kronik fibrotik adaptasyonu temsil etmektedir. Bu sonuglar, COL541-4S1 ’in meniskiis
dejenerasyonu ve onarim siireclerinde potansiyel bir epigenetik diizenleyici ve

biyobelirte¢ olabilecegini diisiindiirmektedir.

Fung ve ark. tarafindan tendon dokusu iizerinde yapilan ¢alismada, COLI2A1
geninin ECM organizasyonu ve mekanik dayaniklilik tizerindeki diizenleyici etkileri
ortaya konmustur (102). Arastirmacilar, tendon spesifik COLI2A1 silinmesinin ECM
diizenlenmesini bozdugunu, fibril organizasyonunun diizensizlesmesine ve dokunun
mekanik dayanikliliginin azalmasina yol agtigini bildirmistir (102). Bu sonuglar, kolajen
XII’nin fibriller organizasyonun korunmasinda ve dokunun mekanik yiiklenmeye uyum
saglayabilmesinde kritik bir yapisal bilesen oldugunu gdstermektedir. Calismamizda,
travmatik meniskiis dokularinda COL12A41 gen ekspresyonunun anlamli diizeyde artmais,
buna karsilik dejeneratif meniskiis dokularinda azalmis oldugu belirlenmistir. Bu bulgu,
Fung ve ark.’nin tendon dokusunda ortaya koydugu kolajen XII biyolojisi ile mekanik

acidan tutarl1 bir paralellik gostermektedir.

Calismamizdaki travmatik meniskiis dokularinda COL12A41 gen ekspresyonunun
artmis olmasi, akut doku hasar1 sonrasinda ECM yapisinin yeniden diizenlenmesine
yonelik kompansatuvar bir biyolojik yanit olarak degerlendirilebilir. Tendon dokusunda
eksikligi mekanik zayifliga neden olan bu protein, meniskiis travmasinda ters yonde
artmis ekspresyon tizerinden doku stabilitesinin yeniden tesis edilmesini destekleyen bir

rol oynuyor olabilir. Bu durum, meniskiisiin travmatik yirtiklarda mekanik yiik aktarimini
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diizenleyebilmek i¢in fibriller kollajenlerin organizasyonunu yeniden optimize etmeye

calistigin diisiindiirmektedir.

Buna karsin, dejeneratif meniskiis dokularinda COLI2A41 gen ekspresyonunun
azalmasi, kronik siiregte ECM biitiinliigiiniin bozulmasi, fibrillerin diizensizlesmesi ve
mekanik dayanikliligin azalmasiyla iliskilendirilebilir. Fung ve ark.’nmin modelinde
COLI12A1 eksikliginin ECM paketlenmesini bozdugu ve fibriller kollajenlerin normal
hizalanmasimi engelledigi gosterilmistir (102). Bu mekanizma, bizim g¢aligmamizda
dejeneratif meniskiislerde gézlenen ECM disorganizasyonu ile uyumludur. Dolayisiyla,
COLI241 kayb1 veya azalmis ekspresyonu, meniskiis dokusunda mekanik yiik

dagilimiin bozulmasina ve ilerleyici dejeneratif degisimlere katkida bulunabilir.

Bu bakimdan, tendon modeli ile meniskiis travma-dejenerasyon modeli karsit
yonlerde gelisen ancak biyolojik olarak tamamlayici bir ¢er¢eve sunmaktadir: tendon
veya meniskiis dokusunda COLI241 eksikligi bozulmaya neden olurken, travmatik

stiregteki artig1 yeniden yapilanmay1 desteklemektedir.

Fung ve ark.’nin literatiirde tamimladigi ECM stabilizasyon mekanizmalari,
calismamizda travmatik meniskiislerde gézlenen COL12A1 artisinin doku biitiinliigii ve
mekanik direng agisindan bir rol aldig1, dejeneratif meniskiislerdeki azalmanin ise ECM
zayifligina bagli dejeneratif siirecin ilerleyisine katki sundugunu gostermektedir (102).
Bu nedenle kolajen XII, meniskiis dokusunda hem akut onarimin hem de kronik

dejenerasyonun dnemli bir molekiiler belirteci olarak degerlendirilebilir.

Kuivaniemi ve Tromp’un COL3A41 geninin biyolojik islevlerine iliskin
degerlendirmesinde, tip III kollajenin bag dokusu esnekligi, fibril organizasyonu ve ECM
biitlinliiglinlin korunmasinda kritik rol oynadigi vurgulanmistir (103). Arastirmacilar,
COL3AI'’in 6zellikle fibroz dokularin mekanik dayanikliligi ve elastik 6zelliklerinin
stirdiiriilmesinde temel bir yapisal bilesen oldugunu belirtmistir. Bu bulgular, COL3A41 'in
bag dokularindaki yapisal biitiinliigiin ve mekanik uyumun korunmasinda énemli bir rol
iistlendigini gostermektedir. Caligmamizda, travmatik meniskiis dokularinda COL3A41
gen ekspresyonunun anlamli diizeyde azaldigi, buna karsilik dejeneratif meniskiis
dokularinda arttig1 belirlenmistir. Bu yonelim, Kuivaniemi ve Tromp’un vurguladigi
COL3A1’in dokusal elastisite ve ECM biitiinliigiiniin siirdiiriilmesindeki rolii ile

uyumludur.
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Kuivaniemi ve Tromp, tip III kollajenin fibroblastlar ve kondrositler tarafindan
sentezlenen fibriller bir kollajen alt tipi oldugunu; doku elastikiyetini sagladigini, hiicre-
matriks etkilesimini diizenledigini ve mekanik dayaniklilig1 artirdigini bildirmistir (103).
Calismamizda dejeneratif meniskiislerde COL3A41 artis1, kronik silirecte ECM yeniden
yapilanmasi, fibrotik adaptasyon ve doku sertliginde artis ile iliskili bir biyolojik yaniti
yansitmaktadir. Bu durum, uzun siireli mekanik stres altinda ECM kompansasyonunun

asir1 aktif hale geldigini ve fibrotik yeniden yapilanmanin gelistigini diisiindiirmektedir.

Buna karsilik, travmatik meniskiislerde COL3A1 ekspresyonundaki azalma, akut
doku hasar1 sonrasinda fibriller kollajen sentezinin gegici olarak baskilanmasi ve
katabolik genlerin baskin hale gelmesi ile iliskilendirilebilir. Bu sonug, travmatik siiregte
ECM yikiminin onarim fazina ge¢meden oOnceki erken evrede gergeklestigini
diisiindiirmektedir. Dolayistyla, COL3A41 ’in akut fazda azalmasi, ECM nin gecici olarak
destabilize oldugu, ancak daha sonra rejeneratif mekanizmalarla yeniden diizenlendigi bir

biyolojik dinamige isaret etmektedir.

Kuivaniemi ve Tromp’un literatiirde tanimladigi molekiiler mekanizmalar,
dejeneratif meniskiislerde gézlenen COL3A41 artiginin kronik fibrotik yeniden yapilanma
ve ECM sertlesmesi ile iliskili oldugunu, travmatik meniskiislerdeki azalmanin ise akut
ECM yikimi ve gegici yapisal dengesizlikle baglantili oldugunu gostermektedir (103). Bu
nedenle COL3A1, meniskiis dokusunda rejeneratif ve fibrotik siireclerin yoniini

belirleyen 6nemli bir molekiiler belirte¢ olarak degerlendirilebilir.

Chou ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada, COL21A41 in fibril-assosiyeli kollajen
alt grubunda yer aldig1 ve Ozellikle vaskiiler diiz kas hiicreleri tarafindan iiretildigi
bildirilmigtir (104). Arastirmacilar, platelet-derived growth factor (PDGF-BB) ile
uyarilmis hiicre modellerinde COL21A1 ekspresyonunun anlamli diizeyde arttigini, buna
karsin eriskin dokularda diisiik, fetal dokularda ise yliksek diizeyde ekspresyon
gosterdigini rapor etmislerdir (104). Bu bulgular, COL21A1 in pasif bir matriks bileseni
degil, vaskiiler destekli ECM reorganizasyon siirecinin aktif bir modiilatorii oldugunu
gostermektedir (104). Calismamizda, travmatik meniskiis grubunda COL21A1 gen
ekspresyonunun belirgin sekilde artmis olmasi, akut faz ECM yeniden yapilanmasinin

aktive oldugu biyolojik modele uygun bir bulgu olarak degerlendirilebilir.
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Travmatik meniskiisler, ani mekanik yiiklenme sonucu akut doku hasar1 olusturan
ve kisa zaman penceresinde reorganizasyon ile cevap veren bir biyolojik modele sahiptir.
Bizim calismamizda COL21A41 artisinin gozlenmesi, Chou ve ark.’nin PDGF ile
indiiklenebilir COL21A1 modeliyle biyolojik paralellik gostermektedir (104). Bu durum,
travmatik meniskiis dokusunun yalnizca yapisal kayba ugramadigini; aksine akut fazda
ECM’1 yeniden yapilandirma kapasitesine molekiiler diizeyde hala sahip oldugunu ortaya

koymaktadir.

Buna karsilik dejeneratif meniskiislerde COL21A1 ekspresyonunun anlamli
diizeyde azalmasi, kronik fazda ECM yeniden yapilanma programinin yetersiz kaldigin
ve fonksiyonel tiikkenme yoniinde ilerleyen bir matriks fenotipine gegisi isaret etmektedir.
Bu bulgu, Chou ve ark.’nin COL21A41 ekspresyonunun fetal dokularda yiiksek, erigskin
dokularda diisiik oldugunu gosteren sonuglartyla da uyumludur (104). Bu paralellik,
dejeneratif siirecte ECM’nin rejeneratif kapasitesinin azalmasini, COL21A1 aracili

yapisal yeniden yapilanmanin bozulmasiyla iliskilendirmektedir.

Chou ve ark.’nin COL21A1’in PDGF aracil1 vaskiiler ECM diizenleme islevi ile
bizim c¢alismamizda travmatik meniskiislerde saptanan COL21A41 artis1 Dbirlikte
degerlendirildiginde, bu genin akut faz doku onariminin molekiiler belirteci olabilecegi
diistiniilmektedir. Buna karsin, dejeneratif meniskiislerdeki azalmanin kronik ECM
tikenmesine ve doku biitlinliigiiniin kaybina katki sagladig1 goriilmektedir. Dolayisiyla
COL21A1, meniskiis hasarlarinin rejeneratif potansiyelini yansitan Onemli bir

biyobelirte¢ olarak degerlendirilebilir.

Mpyllyharju ve Kivirikko’nun kollajen siiperailesi ve iliskili hastaliklara yonelik
kapsamli incelemesi, ¢aligmamizda saptanan gen ekspresyon farkliliklarinin yapisal ve
biyolojik temelini agiklayan dnemli bir teorik ¢er¢eve sunmaktadir. Yazarlar, kollajen
ailesinin yalnizca fibril olusturan iiyelerden ibaret olmadigini; ayni zamanda
transmembran (Tip XIII, Tip XVII) ve endostatin iceren non-fibriller (Tip XV, Tip
XVIII) alt gruplarin da ECM biitiinliigii ve hiicre sinyalizasyonunda aktif roller
iistlendigini vurgulamaktadir (105). Bu bilgi, calismamizda o&zellikle COL13A1,
COLI5A41 ve COL21A41 genlerinde gozlenen farkli ekspresyon paternlerinin, meniskiis
dokusundaki fibriller organizasyon ile non-fibriller destek sistemleri arasindaki dinamik

dengenin yeniden diizenlenmesi siirecini yansittigini gostermektedir.
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Myllyharju ve Kivirikko, Tip XIII kollajenin membranla iliskili MACIT alt
ailesinde yer aldigimi ve integrin aracili hiicre-matriks baglantilarinin korunmasi igin
kritik 6neme sahip oldugunu bildirmistir (105). Tip XIII kollajenin ii¢ kollajen6z bolge
iceren ve plazma membranina gdmiilii formda bulunan bir trimer yapisina sahip oldugu;
bu sayede hem hiicre yiizeyinde adezyon hem de fibril ¢evresinde stabilite sagladigi
belirtilmistir (105). Calismamizda COLI3A41 ekspresyonunun travmatik meniskiislerde
azalmis, dejeneratif dokularda artmis olmasi, akut donemde adezyon kopriilerinin
zayifladigin1 ancak kronik siirecte hiicre-ECM ara yiizliniin yeniden organize edilmeye
calisgildigin1 digiindiirmektedir. Bu yonelim, Myllyharju ve Kivirikko’nun Tip XIII
kollajenin zincir stabilitesi ve prolin-hidroksilasyonuna bagimli ii¢li heliks yapisinin
bozulmasiyla ECM dayanmikliliginin azaldigi yoniindeki vurgusuyla biyolojik olarak
uyumludur (105).

Ayni incelemede, Tip XV kollajenin endostatin iceren non-fibriller kollajen
ailesinin (Tip XV ve Tip XVIII) bir tiyesi olarak kapiller mikrosirkiilasyon ve bazal
membran stabilitesi acisindan kilit rol oynadig1 belirtilmistir (105). Bu kollajenin damar
cevresi ECM i¢inde anti-anjiyojenik etkiler ve mikrovaskiiler biitiinliigiin korunmasi gibi
islevlere sahip oldugu rapor edilmistir (105). Calismamizda COLI5A41’in dejeneratif
meniskiislerde artmis olmasi, bu genin uzun stireli dokusal stres altinda mikrovaskiiler
destek yapisim1 siirdiirmeye yonelik kompansatuvar bir yamit olusturdugunu
diisiindiirmektedir. Buna karsin, travmatik meniskiislerde diisitk COL1541 ekspresyonu,
akut donemde mikrovaskiiler ECM’in heniiz reorganize edilmedigini ve “erken instabilite

evresinin” siirdiigiinii diisiindiirmektedir.

Mpyllyharju ve Kivirikko ayrica COL3A1 gibi fibril olusturan kollajenlerin
ozellikle Ehlers-Danlos sendromu tip IV ve arteriyel anevrizma gibi bag dokusu
hastaliklarinda ECM zayiflig1 ile iligkili oldugunu bildirmistir (105). Calismamizda
COL3A1 ekspresyonunun travmatik meniskiislerde azalmis, dejeneratif dokularda artmis
bulunmasi, bu kollajenin ECM elastikiyetini ve doku dayanmikliligin1 destekleyici roliinii
dogrular niteliktedir. Bu yoniiyle, akut travma sonrasi yapisal kollajen sentezinin
baskilandig1, kronik fazda ise doku yeniden yapilanmasinin “reparatif fibril artig1”

seklinde aktive oldugu sdylenebilir.

Myllyharju ve Kivirikko nun vurguladigi lizere, kollajen siiperailesinin 1000°den

fazla mutasyonu ¢esitli bag dokusu hastaliklarina yol agmakta ve bu mutasyonlarin ¢ogu
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ticli heliks bolgesinde glisin yer degisimleriyle yapisal stabiliteyi bozarak ECM
dayanikliligin1 azaltmaktadir (105). Calismamizda elde edilen diferansiyel gen
ekspresyon profilleri, benzer bicimde ECM biitiinliiglinii koruyan temel kollajenlerin
(6zellikle COL13A41, COLI5A1, COL341 ve COL2IAI) meniskiis dokusundaki

dejeneratif siirece kars1 farkli molekiiler yanitlar gelistirdigini gostermektedir.

Myllyharju ve Kivirikko’nun tanimladigi fibril-forming, transmembran ve
endostatin igeren kollajen alt aileleri, meniskiis dokusundaki travmatik ve dejeneratif
stireglerin biyolojik zeminini anlamada degerli bir kavramsal gerceve saglamaktadir.
Bulgularimiz, bu yapisal kategorilerin meniskiis patofizyolojisinde zamanlamaya bagh
dinamik bir rol doniisiimiine ugradigin1 géstermekte; travmatik dénemde akut stabilite
kaybi, dejeneratif donemde ise gecikmis kompansatuvar yeniden yapilanma paterninin

baskin oldugunu diistindiirmektedir.

Eyre ve ark. tarafindan yapilan kapsamli inceleme, kollajen fibrillerindeki capraz
baglanma (cross-linking) slireclerinin dokuya 0Ozgii mekanik dayaniklilik ve
biyokimyasal stabilite lizerindeki belirleyici roliinii vurgulamaktadir (106). Yazarlar,
ozellikle Tip I, IL, III, V ve XI gibi fibril olusturan kollajenlerde capraz bag yapisinin lizil
oksidaz aracili aldehit tiirevleri iizerinden gelistigini ve bu baglarin fibril biitiinliiglinii
koruyan temel yapisal unsurlar oldugunu gostermistir (106). Bu mekanizmanin
bozulmasi, dokularin elastikiyet ve yiik tasima kapasitesinde belirgin azalmaya yol
acmaktadir. Calismamizda meniskiis dokularinda COL11A41, COL3A1 ve COLI12A1 gibi
genlerde gozlenen ekspresyon degisiklikleri, Eyre ve ark.’nin tanimladigi bu post-
translasyonel siireclerle biyolojik olarak tutarhdir. Ozellikle COLI1A1 genindeki
degisim, fibrillerin u¢ bolgelerinde olusan hidroksilizin—piridinolin tiirevi ¢apraz baglarin
doku sertligi ve dayanikliligin1 belirlemedeki kritik rolilyle paralellik gdstermektedir
(106). Bu baglamda, dejeneratif meniskiislerde COL11A41 artis1, dokunun pyridinolin ve
hidroksilizin-tiirevli ¢capraz baglar araciligiryla mekanik biitiinltiglinii yeniden kazanmaya

yonelik bir adaptasyon yanit1 olarak degerlendirilebilir.

Eyre ve ark., 6zellikle Tip II ve XI kollajenler {izerinde yaptiklar1 ¢aligmalarla,
fetal kikirdak dokusunda glukozil-galaktozil-hidroksilizin temelli divalent baglarin
baskin oldugunu; buna karsin eriskin dokuda hidroksilizin piridinolin formunun 6n plana
ciktigin1 gostermistir (106). Bu degisim, fibril olgunlagmasinin zamanla bag tipinde

fonksiyonel bir doniisiim yasadigini ve ECM rijiditesinin arttigin1 ortaya koymaktadir.
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Calismamizda travmatik meniskiislerde COL11A41 azalmasi, fibril olgunlagmasinin erken
donemde yetersiz kaldigini; dejeneratif orneklerdeki artis ise daha olgun ve yiiksek

baglanma kapasiteli fibril alt tiplerinin baskin hale geldigini gostermektedir.

Eyre ve ark. ayrica Tip IX ve XI kollajenlerin fibril yiizeyinde Tip II kollajene
kovalent olarak baglanarak heterotipik yapilar olusturdugunu ve bu kombinasyonun
dokularin yiik tagima ve esneklik 6zelliklerini diizenledigini bildirmistir (106). Bu bilgi,
calismamizda COLI1A1 geninin travmatik meniskiislerde artmis ekspresyonunun, fibril
organizasyonunun yeniden kurulmasma yonelik kompansatuvar bir siire¢ oldugunu
desteklemektedir. Benzer sekilde, COL3A1 artis1 da fibril elastikiyetini yeniden saglama

yoniinde dokuya 6zgii bir yeniden yapilanma yanitini temsil etmektedir.

Eyre ve ark., hidroksilizin piridinolin (HP) ve lizil piridinolin (LP) oranlar
arasindaki farkliliklarin, dokuya 6zgii ECM fenotiplerini belirlemede kritik oldugunu
bildirmistir (106). Bizim calismamizda travmatik ve dejeneratif meniskiisler arasinda
gbzlenen gen diizeyi farklari, meniskiis dokusunun yiiklenme altinda maruz kaldig: farkli
capraz baglagma fenotiplerini yansitmaktadir. Bu veriler, Eyre ve ark.’nin ortaya koydugu
post-translasyonel modifikasyon ve ¢apraz bag temelli yapi—fonksiyon iligkisi modelinin

meniskiis patofizyolojisinde de gecerli oldugunu gdstermektedir (106).

Kadler ve ark., fibril-olusturan kollajenlerin (6zellikle tip II ve XI) prokollajenden
olgun kollajene gegiste N/C-propeptid uzaklastirilmasi ve bunu izleyen fibril
polimerizasyonu ile heterotipik fibril olusumunun (6rn. II/XI) doku mimarisini
belirledigini; fibril cap1 ve paketlenmesinin tip V/XI gibi diizenleyici alt tiplerle kontrol
edildigini gostermistir (107). Bu cerceve, bizim meniskiis verilerimizde COLI1AI ve
COL3A1 yonelimlerini agiklayici niteliktedir. Calismamizda COLI1A41 de travmatik
fazda azalma, dejeneratif fazda artis egilimi gozlenmesi, erken donemde fibril
capi/cekirdek organizasyonunun yeterince kurulamadigini; kronik donemde ise
heterotipik fibril diizeninin (Tip II/XI) yeniden tesisine doniik kompansatuvar bir yanit
gelistigini diisiindiirmektedir. Benzer bicimde COL3A41’in travmatikte azalmasi ve
dejeneratifte artmasi, fibril olusturan kolajen havuzunun (Tip III dahil) elastisite ve

mekanik dayaniklilig1 destekleyecek sekilde kronik fazda artirildigini diistindiirmektedir.

Kadler ve ark. ayrica FACIT kollajenlerinin (6rn. COLI2A41, COL14A1) fibril

ylizeyine baglanarak fibril—fibril etkilesimlerini ve dokunun mekanik uyumunu modiile
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ettigini vurgulamistir (107). Bulgularimizda COL12A41 ve COLI14A1 ’in travmatik grupta
artmis bulunmasi, akut fazda fibril ylizeyi mimarisinin hizla yeniden diizenlenmesine
dontik bir adaptasyonu isaret ederken; dejeneratif gruptaki daha diisiik diizeyler, uzun
stireli mikromekanik yiik altinda fibril yiizeyi diizenleyici repertuarin goérece yetersiz

kaldigin1 diislindiirmektedir.

Ozetle, Kadler ve ark.’nin ortaya koydugu propeptid islenmesi — fibril
polimerizasyonu — heterotipik/diizenleyici alt tiplerle ¢ap ve paketleme kontrolii semasi,
meniskiis dokusunda gozledigimiz paternle tutarlidir: Travmada erken donemde fibril
cekirdek/surface yeniden kurulusunu (COLI1A41|, COLI2A11, COL14A11, COL3A1))
yansitan bir dengesizlik; dejenerasyonda ise gecikmis fakat kalict yeniden yapilanma

egilimi (COL11A411 egilimi, COL3A11) 6n plana ¢ikmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda travmatik ve dejeneratif meniskiis yirtig1 olan hastalardan
elde edilen meniskiis doku 6rnekleri RNA-Seq yontemiyle analiz edilmistir. Elde edilen
veriler, her iki grubun kollajen ailesi gen ekspresyon profillerinde anlamli farkliliklar
bulundugunu ortaya koymustur. Calisma, histopatolojik olarak benzer 6zellikler tasiyan
travmatik ve dejeneratif meniskiis yirtiklarinin molekiiler diizeyde farkli biyolojik

stireclere sahip oldugunu gostermistir.

Elde edilen sonuglar, travmatik grupta ECM yeniden yapilanmasi, hiicre—matriks
etkilesimi ve doku onarimmiyla iliskili bazi1 genlerin belirgin bigimde arttigim
gostermektedir. Ozellikle COL14A1 (+3.24) ve COL21A1 (+2.44) genlerinde saptanan
istatistiksel olarak anlamli artig, travmatik meniskiis dokusunun akut hasar sonrasinda
matriks reorganizasyon kapasitesini korudugunu gostermektedir. Ayrica COLI2A41
geninin travmatik grupta artis egilimi gdstermesi, bu biyolojik yanitin destekleyici bir
parcasi olarak degerlendirilebilir. Bu bulgular, travmatik siirecin biyolojik olarak daha

“aktif” ve onarima yonelimli bir ECM yanit1 icerdigini diisiindiirmektedir.

COL12A1deki artig egilimi, fibril organizasyonu ve hiicre-matriks
etkilesimlerinin diizenlenmesinde rol alan biyolojik mekanizmalarin travmatik dokuda
kismen korunabildigini diisiindiirmektedir. COLI14A1’in yiiksek ekspresyonu, ECM
stabilitesinin korunmasi1 ve kollajen fibril baglantilarinin yeniden yapilandirilmasi
acisindan onemli bir biyolojik siiregtir. COL21A1’in artmis diizeyde bulunmasi ise
travmatik meniskiislerde hiicre—matriks etkilesimlerinin, yapisal organizasyonun ve doku

tyilesmesine yonelik erken yanit mekanizmalarinin siirdiigiinii géstermektedir.

Buna karsin dejeneratif grupta, ECM biitlinliigiiniin kronik siire¢te bozulmasina
bagli olarak bazi kollajen genlerinde belirgin veya egilim gdsteren artislar tespit
edilmistir. Ozellikle COLI3A41, COL15A41 ve COL5A1-AS1 genlerinde saptanan anlamli
artis; COL26A1, COLI11A1, COL3A1 ve COL5A1 genlerinde gozlenen artis egilimleri,
dejeneratif meniskiis dokusunda kompansatuvar ancak diizensiz bir matriks yanitinin
gelistigini gostermektedir. Bu ekspresyon profili, ECM nin fizyolojik organizasyonunun
bozuldugu, kollajen fibrillerinin heterojen ve diizensiz bicimde yeniden dizildigi ve

dokunun kronik bir fibrotik yapiya doniistiigii bir patolojik siireci isaret etmektedir.
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COL13A41 genindeki belirgin artig, dejeneratif meniskiis dokusunda hiicre—
matriks adezyonu ile iliskili mekanizmalarin kronik siire¢te yeniden diizenlendigini
distindiirmektedir. COLI5A1’in anlamli bigimde artmis olmasi, bazal membran
yapilariin bozulmus ECM ortaminda kompansatuvar sekilde yeniden diizenlenmesine
yonelik geg bir onarim cevabini yansitmaktadir. COL3A1 ekspresyonundaki artis egilimi,
fibroblast aktivitesinin devam ettigini ve fibriller kollajen sentezinin kronik dénemde
diizensiz ve fibrotik bir matriks liretimine isaret edebilecegini gostermektedir. COL5A -
AS1’in yiiksek diizeyi ise dejeneratif meniskiislerde post-transkripsiyonel RNA
diizenleyici siireglerin fibrotik ECM ortaminda daha belirgin hale geldigini ve matriks

homeostazisinin bu siireglerle yeniden sekillendigini ortaya koymaktadir.

Bu karsit biyolojik desen, travmatik meniskiislerde diizenli, kontrolli ve
rejeneratif bir ECM yeniden yapilanmasi gozlenirken; dejeneratif meniskiislerde
diizensiz, fibrotik ve kompansatuvar bir yeniden yapilanmanin baskin oldugunu
gostermektedir. Travmatik meniskiisler, akut donemde onarim kapasitesini koruyan bir
fenotip sergilerken; dejeneratif meniskiisler, kronik ECM bozulmasi ve rejeneratif yanitin

tikenmesi ile karakterizedir.

Bu sonuglar, travmatik ve dejeneratif meniskiis yirtiklarmin klinik olarak benzer
goriinmelerine ragmen biyolojik olarak tamamen farkli siireclerle ilerledigini
gostermektedir. Travmatik meniskiislerde onarim kapasitesi daha yiiksek olup ECM
yeniden yapilanmasi diizenli ve aktif bir siire¢ olarak devam etmektedir. Buna karsilik
dejeneratif meniskiislerde matriks yeniden yapilanmasi fizyolojik biitiinliigiini
kaybetmis, kollajen sentezi kompansatuvar ancak diizensiz bir yapiya doniismiis ve
fonksiyonel rejeneratif yanit belirgin sekilde zayiflamistir. Bu durum, dejeneratif
meniskiis dokusunun kronik fibrotik bir fenotipe kaydigini ve iyilesme kapasitesinin

onemli 6l¢iide siirli oldugunu gostermektedir.

Bu bulgularin klinik yansimasi, travmatik yirtiklarda erken donemde uygulanacak
rejeneratif biyoterapotik yaklasimlarin (biliylime faktorleri, PRP, hiicre dis1 vezikiiller
veya gen ekspresyon modiilatorleri gibi) daha etkili olabilecegini; dejeneratif olgularda
ise anti-fibrotik tedaviler, ECM-yenileyici ajanlar veya hiicre temelli yaklagimlarin 6n

plana ¢ikarilmasi gerektigini gostermektedir.
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RNA-Seq tabanli bu yaklasim, meniskiis patolojilerinin yalnizca klinik
degerlendirme,  goriintiileme  yoOntemleri  veya  histopatolojik  bulgularla
siniflandirilmasinin  yetersiz  kalabilecegini; travmatik ve dejeneratif meniskiis
yirtiklarinin molekiiler diizeyde belirgin olarak ayristigini gostermektedir. Calismada
elde edilen diferansiyel gen ekspresyon Oriintiileri, 6zellikle kollajen ailesi genlerinin iki
grupta karsit biyolojik siirecleri yansitan gii¢lii ayirt ediciler oldugunu ortaya koymustur.
Bu molekiiler ayrisma, meniskiis lezyonlariin gelecekte gen ekspresyon profilleri temel
alinarak daha objektif ve biyolojik temelli alt tiplere ayrilabilecegini diisiindiirmektedir.
Dolayisiyla RNA-Seq verilerinin klinik uygulamalara entegrasyonu, tanisal ve prognostik
biyobelirte¢ panellerinin gelistirilmesi i¢in Onemli bir temel olusturmakta ve
kisisellestirilmis tedavi stratejilerinin gelistirilmesine yonelik yeni bir perspektif

sunmaktadir.

Genel olarak degerlendirildiginde, travmatik meniskiis yirtiklar1 akut dénemde
ECM reorganizasyon kapasitesini koruyan, biyolojik olarak “aktif” ve rejeneratif siireci
stirdiirebilen dokular olarak goriilmektedir. Buna karsilik dejeneratif meniskiis yirtiklari,
kronik siiregte matriks biitiinliigii bozulan, kollajen organizasyonu diizensizlesmis ve
rejeneratif yanit kapasitesi azalmis dokulari temsil etmektedir. Bu farkliligin ortaya
konulmasi, meniskiis biyolojisinin anlasilmasinda ve tedavi yaklagimlarinin

bireysellestirilmesinde 6nemli bir katk: saglamaktadir.
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7. SINIRLILIKLAR

Bu calismanin bazi smirliliklar1 bulunmaktadir. Oncelikle, hasta gruplarinin
orneklem biiyiikliigii sinirli sayida olup, o6zellikle dejeneratif ve travmatik meniskiis
gruplar1 arasindaki bireysel biyolojik degiskenliklerin tam olarak genellestirilememesi
olasiligin1 dogurmaktadir. Orneklem biiyiikliigiiniin sinirli kalmasinin temel nedeni,
yuksek maliyetli RNA-Seq analizlerinin yiiriitiilmesi i¢in ayrilan arastirma biitgesinin
kisith  olmasidir. Bu durum, o&zellikle gen ekspresyon diizeylerindeki bireysel

varyasyonlarin istatistiksel giiclinli kismen sinirlamis olabilir.

Ikinci olarak, calisma yalmizca RNA diizeyinde (transkriptomik) analizlere
dayanmaktadir. Elde edilen gen ekspresyon degisikliklerinin protein diizeyinde
dogrulanmamis olmasi, sonuglarin fonksiyonel etkilerinin tam olarak gosterilememesine
yol agmaktadir. Bu nedenle, gelecek calismalarda belirlenen genlerin proteomik,
immiinohistokimyasal veya fonksiyonel hiicre kiiltlirii modelleri ile desteklenmesi

gerekmektedir.

Uciincii olarak, calismada karsilastirma gruplar1 yalnizca travmatik ve dejeneratif
meniskiis olgulariyla sinirhidir; saglikli meniskiis dokusuna ait kontrol grubunun
bulunmamasi, referans ekspresyon seviyelerinin mutlak olarak belirlenmesini
gliclestirmistir. Bu durum, 6zellikle ECM genlerinin normal homeostatik diizeyleriyle

karsilagtirmali yorum yapilmasin kisitlamaktadir.

Buna ek olarak, calismada yas, cinsiyet, fiziksel aktivite diizeyi, metabolik
hastalik 6ykiisii ve sistemik inflamasyon gibi potansiyel biyolojik degiskenler tam olarak
kontrol altina alinamamistir. Bu faktorlerin meniskiis biyolojisi lizerindeki etkisi goz
oniinde bulunduruldugunda, gen ekspresyon farkliliklarinda bu degiskenlerin de pay1

olabilecegi dikkate alinmalidir.

Son olarak, RNA-Seq analizleri dokularin biitlinciil ekspresyon profiline
dayanmaktadir; bu nedenle, hiicresel diizeydeki heterojenite (6rnegin fibrokondrosit,
fibroblast veya endotel hiicre oranlar1) tam olarak ayristirilamamistir. Bu durum, belirli
gen degisikliklerinin hiicre tipine 6zgii mi yoksa genel matriks yanitina mi ait oldugunu

kesin olarak ayirmay1 giiglestirmektedir.

62



Tim bu smirlamalara ragmen, bu calisma meniskiis dokusunun molekiiler
yanitlarin1 ortaya koyan ve travmatik ile dejeneratif siirecler arasindaki biyolojik
farkliliklar yiiksek duyarlilikla gosteren ilk RNA-Seq temelli arastirmalardan biri olma

ozelligini tasimaktadir.
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