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ÖZET 

İnsan Diz Eklem Kıkırdak Hasarlanmasında (Osteoartrit) Apoptozun Rolünün 
Diyabet ve Mekanik Yüklenme Üzerinden İncelenmesi 

 
İnsanlarda en sık görülen ve özellikle yaşlılarda en büyük kronik sakatlık 

sebebi olan osteoartirit, eklem dokusunun parçalanması ve onarımı arasındaki 
denge bozulduğunda oluşur. Kondrosit apoptozunun osteoartrit’in (OA) 
ilerlemesinde merkezi bir rolü olduğu bilinmekle birlikte, mekanizması tam olarak 
aydınlatılmamıştır. Dolayısıyla bu tez çalışmasının amacı insan eklem 
kıkırdağında diyabet ve mekanik yüklenme (obezite) nedeniyle oluşan 
osteoartrit’teki apoptotik sinyal yolaklarını biyomoleküller aracılığı ile 
inceleyerek, apoptoz ile osteoartrit arasındaki bağlantıyı kıkırdağa gelen yük 
miktarı üzerinden tanımlamak olmuştur.  

Çalışmada total diz protezi ameliyatlarından eksizyon materyali olan 
örnekler kullanıldı. OA’lı hastalar Vücut Kitle İndekslerine (VKİ) göre gruplara 
ayrıldı. Ayrıca çalışmamızda diyabetli (DM) hastaların da örnekleri alınarak, 
apoptoz için pozitif kontrol grubu oluşturuldu. Ardından diyabetli hastalar da yine 
VKİ’lerine göre ayrılarak dört farklı araştırma grubu elde edildi: Hafif Kilolu 
(HK), DM+HK, Obez ve DM+Obez. Çalışmada dokulardan lizatlar hazırlandı ve 
Bcl-2, kaspaz-3 ve CAMK II protein aktivasyonları western blot yöntemi ile 
ölçüldü. CAMK II proteinini kodlayan gen ekspresyon seviyelerindeki değişimler 
ise gerçek zamanlı PCR yöntemi ile belirlendi. 

Tez çalışmamızda kaspaz-3 protein ekspresyonunun HK grubuna göre bütün 
gruplarda arttığı gözlendi. Bununla beraber Bcl-2 ve CAMK proteinlerinin de tüm 
gruplarda arttığı (DM, DM+Obez, Obez), ancak Obez ve DM+Obez gruplarında 
artışın daha fazla olduğu görüldü.  

Bu veriler ışığında, insan diz kıkırdağında gelişen OA’da, metabolik 
hastalıkların kondrosit apoptozunu arttırdığını gözlemledik. Bununla birlikte Bcl-
2 ve CAMKII aktivasyonundaki artış, DM ve obezite gibi hastalıklarda apoptoza 
karşı olan anabolik süreçlerin, katabolik süreçlere rağmen hala devam ettiğini 
göstermiştir. Bcl-2 ve CAMKII aktivasyonunun obezitede DM’ye göre daha fazla 
olması ise, mekanik yüklenme sonucu oluşan OA’da daha aktif bir anabolik 
sürecin olduğunu işaret etmektedir. 

 
Anahtar Sözcükler: Apoptoz, CAMK, Kondrosit, Obezite, Osteoartrit 
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ABSTRACT 

Determination The Role of Apoptosis on Cartilage Injury (Osteoarthritis) in 
Human Knee Joint Chondrocytes Through Diabetes and Mechanical Loading 

 
Osteoarthritis (OA), which is the most common cause of chronic disability 

in humans, especially in the elderly, occurs when the balance between joint 
disintegration and repair is disrupted Although apoptosis of chondrocyte is the 
main factor in the development of osteoarthritis, its mechanism is unknown yet. 
Therefore, the main aim of the present study was to determine apoptotic signal 
pathways by biomolecular markers in osteoarthritis caused by diabetes and 
mechanical loading (obesity) in human articular cartilage and to define the 
relationship between apoptosis and osteoarthritis through the amount of load on 
cartilage. 

In the present study, samples with excision material from total knee 
replacement were used. OA patients were divided into groups according to their 
body mass index (BMI). In addition, samples belong to diabetes (DM) patients 
were also taken in our study, and a positive control group was formed for 
apoptosis. Then, patients with diabetes were also separated according to their 
BMIs and four different groups were constructed as Light Weight (LW), DM+LW, 
Obese and LW+Obese. In the study, lysates were prepared from tissues, and Bcl-2, 
caspase-3 and CAMK II protein activations were measured by western blot 
method. Changes in gene expression levels encoding CAMKII protein were 
determined by real-time PCR method. 

In our thesis study, it was observed that caspase-3 protein expression 
increased in all groups compared to the LW group. In addition, Bcl-2 and CAMK 
proteins were also increased in all groups (DM, DM+Obese, Obese), but the 
increase in the Obese and DM+Obese groups were highest. 

In the light of these data, we observed that chondrocyte apoptosis was 
increased by metabolic diseases in human knee cartilage osteoarthritis. However, 
the increase in Bcl-2 and CAMKII activation showed that anabolic processes 
against apoptosis still continue despite catabolic processes in diseases such as DM 
and obesity. The fact that Bcl-2 and CAMKII activation is higher in obesity than in 
DM indicates that there is a more active anabolic process in OA caused by 
mechanical loading. 

 
Keywords: Apoptosis, CAMK, Chondrocytes, Obesity, Osteoarthritis 
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1. GİRİŞ 

Osteoartrit (OA), genellikle ileri yaştaki bireylerde görülen, sinovyal membran, 

kıkırdakta aşınma, eklem kapsülündeki farklılıklarla ortaya çıkan dejeneratif bir eklem 

hastalığıdır (1). OA’lı bireylerde eklemin normal yapısının bozulması ile birlikte 

proprioseptif duyu kaybı, kas kuvveti kaybı, krepitasyon, inflamasyon ve sinoviyal 

sıvıda artış görülür (2). 

Osteoartrit, prevelansı ve insidansı insan ömrünün uzamasıyla artmıştır ve dünya 

nüfusunun %10’unda semptomatik seyretmektedir. Yetişkin bireylerin % 33’ünde 

osteoartirit bulgusu bulunurken, 65 yaş üzerindeki bireylerin ise %90’ında radyolojik 

olarak osteoartirit bulgusu bulunur ve yaşlılıktaki ağrı ve özürlülüğün en önemli 

sebeplerinden biridir (3-5). Özellikle yük taşıyan diz, kalça gibi eklemlerde progresif 

olarak ortaya çıkar. Kıkırdaktaki yıkım, subkondral skleroz ve osteofit oluşumu ile 

kendini gösterir. 

Diz osteoartrit’inin gelişme riskini artıran faktörlerden bazıları cinsiyet 

(kadınlarda daha fazla oranlarda görülme olasılığı), yaşlanma, obezite, immobilizasyon, 

bazı yarış sporları, bazı meslekler, zedelenmiş ekleme yük binmeye devam etmesi ve 

bazı genetik faktörlerdir (6). Diz OA’sının diz eklemi ve etrafındaki dokularda meydana 

getirdiği değişikler, hastalarda ağrı, sertlik, instabilite, eklemde şişlik, eklem hareket 

açıklığında azalma ve eklemin deforme olması gibi klinik bulgulara ve bunlara bağlı 

fonksiyon kaybı, azalmış mobilite ve yürüyüş bozuklukları ile yaşam kalitesinde azalma 

meydana gelir (7-12). 

OA’da diz eklemi en sık tutulan eklemlerden birisidir (13). Erkeklerde kadınlara 

göre daha az görülür (14). İleri yaşlarda radyografik ya da klinik olmayan osteoartrit’in 

görülme oranlarında artışlar görülür (15). Osteoartrit geriatrik bireylerin ortalama 

%80’ini etkilemektedir. OA, hem sağlık hem de ekonomik açısından büyük kayıplara 

neden olan ve yaşlı nüfusu en fazla etkileyen bir hastalık türüdür (16). 

Diz OA’sı eklemlerde ağrı ve eklem tutukluluğunun yanında, eklemlerde hareket 

oranının ve Quadriceps Femoris kas kuvvetinin azalması, fiziksel kusurların ve 

fonksiyonel özgürlüğünün azalması gibi durumlara sebebiyet vermektedir (17). Bu 

sebeple hasta tedavisinde varılmak istenen nokta, eklem tutukluğu ve ağrıyı azaltmak, 

kas kuvveti artırılarak fonksiyonelliği üst düzeye çıkarmak ve günlük yaşam 
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etkinliklerini arttırma hedeflenmiştir. Bu hedefler ışığında tedavi programlarında farklı 

tedavi metodları yer tutmaktadır (18,19).  

Osteoartrit tedavisinde cerrahi girişim, farmokolojik tedavi ve non-farmakolojik 

gibi tedavi yöntemleri uygulanmaktadır. Yapılan araştırmalarda non-farmakolojik 

tedaviler arasında fizyoterapi uygulamaları, diyabetik yaklaşımlar (kilo kontrolü), 

bireysel eğitim programları ve akupunktur yer almaktadır (20). Bunların dışında: 

Egzersiz, bantlama, ortez kullanımı ve manuel terapi diz osteoartrit tedavisinde 

önemli yeri olan fizyoterapi ve rehabilitasyon uygulamalarıda kullanılmaktadır. Ancak 

hangi tedavi yönteminin daha iyi ve etkili olduğu ve hatta OA oluşumunu moleküler 

düzeyde engellemek için OA hakkında daha fazla bilgi sahibi olunması ile 

gerçekleşebilir. 

Çalışmamızda SBÜ Adana Şehir Eğitim ve Araştırma Hastanesinde gonartroz 

tanısı konmuş ve total diz protezi ameliyatı olan yaşları 50 ile 70 arasında değişen 40 

hastanın diz kıkırdak dokuları kullanıldı. Toplanan örnekler ilk olarak hastaların 

VKİ’lerine (vücut kitle indeksi) göre ayrıldı. Buna göre birinci grup VKİ 25 ve 26 olan 

hafif kilolu (HK) hastaların örnekleri ile oluşturuldu. Çalışmadaki ikinci grup ise 

VKİ’leri 30 ile 35 aralığındaki obez hastaların kıkırdak örneklerinden oluşturuldu. Bu 

grup çalışmamızda obez olarak isimlendirildi. 

Osteoartrit oluşumunda apoptotik süreçlerin belirleyiciliği çeşitli çalışmalarda 

gösterilmiştir. Çalışmamızda obezitenin apoptotik etkilerini hücresel düzeyde 

karşılaştırmak için Tip 2 diyabetli hastaların örnekleri de çalışmaya dâhil edildi. Bu 

örnekler de kendi içlerinde, hafif kilolu ve diyabet (HK+DM), diyabet ve obez 

(DM+OB) olarak iki gruba ayrıldı. Böylece obezite ve diyabet hastalıkları üzerinden 

osteoartrit’te gelişen kıkırdak hasarlanmasında sinyal molekülleri üzerinden apoptoz 

yolakları incelendi.  
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2. GENEL BİLGİ 

2.1. Diz Osteoartriti 

 

2.1.1. Tanım 

Amerikan Romatoloji Derneği Tanı ve Tedavi Kriterleri Komitesi tanımına göre 

Osteoartirit (OA), kemikte ve kıkırdakta meydana gelen değişiklikler sonucu oluşan, 

eklemde artan ve ağrıya sebep olma ihtimali yüksek olan bir süreç şeklinde 

tanımlanmıştır(21). 

En çok görülen kas iskelet sistemi hastalıklarından birisi olan osteoartirit, 

sinoviyal eklemlerdeki kıkırdak yapının ilerlemiş derecede dejenerasyonuyla ilişkilidir 

(22). Dizde genellikle OA’nın meydana geldiği “bölmeler” olarak da bilinen üç temas 

bölgesi vardır. Bu üç temas bölgesinden Medial tibiofemoral komponenti en iyi tutarken 

(%75), ikinci sırada patellofemoral komponenti (%50) tutmaktadır. Üçüncü sırada 

bulunan Lateral tibiofemoral komponent tutulumu ise tek başına çok az görülür (23). 

Osteoartrit, dizde bulunan üç bileşeni de etkiler. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 
Şekil 2.1. Dizlerde Osteoartrit oluşum aşamaları (24) 
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2.1.2. Epidemiyoloji 

Yaşlılarda özürlülüğe yol açabilen OA dünyada çok sık rastlanan hastalıklardan 

birisidir. Hastalığın görülme oranının yaş ilerledikçe arttığı yapılan araştırmalarda 

kanıtlanmıştır (25). Araştırmalarda OA sıklığının 60 yaş üzerindeki bireylere 

bakıldığında %11 ile %50 arasında olduğu bulunmuştur (26). 50 yaş üzeri insanlarda 

semptomatik diz osteoartirit görülme sıklığında, Türkiye’deki duruma bakılacak 

olunursa, erkeklerde %8, kadınlarda ise %22,5 olarak açıklanmıştır (27). Radyolojik 

OA prevalansında kadınlarda sadece %34’e karşı %31 gibi hafif bir artış 

gözlenmektedir (23). Semptomatik diz Osteoartirit prevalansının ise kadınlarda 

erkeklerden oldukça fazla olduğu görülmektedir (Kadınlarda %22,5, erkeklerde %8). 

 

2.1.3. Patogenezi 

Dejeneratif bir eklem hastalığı olan OA’nın görülme sıklığı yaşla birlikte 

artmaktadır. Çoğunlukla yük taşıyan eklemlerde görülmektedir. Her sinovyal eklemi 

tutabilen OA genellikle omurgada ellerde, kalçalarda ve dizlerde meydana gelir. 

Mekanizması günümüzde tam olarak ortaya konulamamıştır. Metabolik, biyokimyasal 

ve morfolojik olmak üzere osteoartirit’te ortaya çıkan değişimler üç temel grupta 

toplanır. Kıkırdak yüzeyinde çatlakların gelişmesi ve belirginleşmesi, görülen 

morfolojik değişimler arasındadır. OA ilerledikçe eklem kıkırdağı ülserleşir, çatlaklar 

ve eklem yüzeyinin düzensizliği gittikçe artar. (28). 

Osteoartirit ilerledikçe kondrositlerin sentezlediği içeriği parçalayan enzimlerin 

miktarı biyokimyasal olarak artış gösterir. Ekstrasellüler Matriksin (ECM) sertliği ve 

dayanıklılığı azalır. Kıkırdak ECM’si, su ve makromoleküllerden (glikoprotein, 

kollajen, non-kollajenöz proteinler, proteoglikan gibi) oluşur. Matriksin içeriğini yıkan 

enzimlerin artışıyla metabolik farklılıklar ortaya çıkar. Matriks metalloproteazların 

aktivitesinin artması kıkırdağın ve eklemlerin bozulması sonucu olarak gelişir. 

Matriksin esnekliği ve dayanıklılığının azalması ve bunun sonucunda eklemlerin zarar 

görmesi, eklem kıkırdağının yapısal değişiminin sonucu olarak ortaya çıkar (29). 

Matriks, eklem kıkırdağında kıkırdağa esneklik ve destek sağlar. Proteoglikanlar ve 

tip-2 kollajen bu matriks içerisinde çok miktarda bulunur. Proteoglikanlar tip-2 

kollajenlerde eklemlerin gerilim kuvvetinde rol oynar. Ayrıca yüke ve basınca karşı 

eklemin dayanıklılığını ve korunmasını sağlar. Bunların dışında kıkırdak yüzeyleri 
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arasında meydana gelen aşınma ve sürtünmeyi proteoglikanların yapısında bulunan 

glukozaminlerin sülfatlanmış formu azaltır. ECM’nin yapım ve yıkım arasındaki 

oranın bozulması sonucunda osteoartirit’in oluşum mekanizmasının oluştuğu 

düşünülmektedir (30,31). Bir diğer mekanizma da kollajen yapısı ve matriks içeriği 

dokularda üretilen reaktif oksijen türevlerinin (ROS) oksidatif stres meydana 

getirmesiyle bozulmasıdır. Osteoartirit’in başlangıcında ön planda olan kıkırdakta 

oluşan değişimlerdir. Bu değişimler ise açıklandığı gibi proteoglikanlar ve tip-2 

kollojenlerin yıkılması sonucu oluşan değişimlerdir. Kıkırdakta oluşan değişimler 

içinde bir diğer önemli mekanizmalardan biriside IL-1 ile indüklenen insan kıkırdak 

hücrelerinden proinflamatuar medyatörlerin salınmasıdır. Bunun dışında matriks 

içeriğindeki makromolekülleri parçalayan enzimleri IL-1 aktif hale getirir ve bunun 

sonucunda bu makromoleküllerin sentezinin aksamasına sebep olur (28,32). Ayrıca 

OA geriatrik toplumda en çok meydana gelen fiziksel yetersizliklerden birisidir. 

Eklemlerde ağrı ve tutkunluk ilerleyen yaşlarda kendini gösterir. Kemik uçlarının 

birbirine sürtmeye başlamasının sebebi kemiklerin birbirine yaklaşmasıdır ve bunun 

sonucunda eklemlerde şişlik, sertlik, ağrı ve tutukluk oluşmaya başlar. Eski zamanlarda 

yaşlanmaya bağlı olarak dejeneratif eklem hastalığı gibi değerlendirilen osteoartirit 

günümüzde de, genetik yatkınlık, eklem bütünlüğü, mekanik güçler, hücresel ve 

biyokimyasal süreçler ile lokal inflamasyon gibi birçok nedene bağlı olan bir hastalık 

olarak değerlendirilmeye başlanılmıştır (33). 

Patogenezini kısaca özetlersek, dejeneratif bir eklem hastalığı olan OA genel 

olarak yük taşıyan eklemlerde kıkırdak hasarı sonucunda meydana gelir. Bu hastalıkta 

eklem kıkırdağı giderek kaybolmaya başlar (34-36). Osteoartirit’in oluşum sebebi 

eklem kıkırdağında meydana gelen biyolojik, mekanik, enzimatik ve moleküler 

değişimler sonucunda oluşan yapım ve yıkım dengesinin bozulmasıdır. Bu durum 

kıkırdak dokunun ilerleyici yıkımı ile karakterize olur (37). OA olan bireylerde eklem 

kıkırdağında çatlaklar, yırtıklar, kırılmalar ve ülserasyon meydana gelebilir. 

 

2.1.4. Risk Faktörleri 

Yaş 

Yaş ile osteoartrit arasında oldukça kuvvetli bir risk faktörü bulunur. 25 ile 35 

yaş arasındaki bireylerde %0,1 risk faktörü oranı görülürken ileri yaşlarda özellikle 65 
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yaş üzerine çıkıldığında bu oran %40-50 olduğu görülmüştür. 75 yaş üzeri bireylerde 

ortalamanın %80’leri geçtiği ayrıca Patellofemoral eklem tutulumunun da yaşa bağlı 

olarak arttığı açıklanmıştır (38). 

Cinsiyet 

Osteoartrit açısından değerlendirme yapıldığında kadınların erkeklere oranla 

daha fazla oranda risk altında olduğu görülmüştür. Osteoartrit görülme yaşı erkeklerde 

50, kadınlarda ise 40 yaş üzerine çıkıldığında artar. Osteoartrit olma riski kadınların 

erkeklere oranla yaklaşık 2,6 kat daha fazla olduğu görülmüştür. Yapılan çalışmalarda 

bunun nedeni tam olarak bilinmemekle beraber hormonlar, genetik yapı ya da diğer 

sebeplerin etkili olabileceği tahmin edilmektedir. Hiperöstrojenizm durumu menopoz 

öncesinde kadınlarda, osteoartrit gelişimini arttırabilmektedir. Ayrıca yüksek topuklu 

ayakkabı giyilmesi de osteoartrit olma risk oranını yükseltmektedir (39). 

Obezite 

Mekanik kuvvetlerdeki artış eklemin harabiyetine yani osteoartrit oluşumuna yol 

açan birincil faktörlerden biridir. Ayrıca eklem biyomekaniğinde bozulmaya neden olan 

obezite; postüral duruş, yürüme ve fiziksel aktivite miktarının da değişmesine sebep 

olur. Obez bireylerde meydana gelen ağırlık, aktarmadaki dengesizlik nedeniyle dizin 

medial kompartmanında değişikliğe sebep olarak sürecin daha da hızlanmasına neden 

olmaktadır (40). 

Sigara 

Yapılan araştırmalarda sigara içen bireylerde içmeyenlere göre kıkırdak doku 

kaybı ve ağrı şiddetinin daha çok olduğu bulunmuştur (41). 

Eklem Yapı Bozuklukları 

Osteoartrit oluşma riskini arttıran sebepler arasında, bireylerde diz ekleminde 

daha önce geçirilmiş olan ligament, menisektomiler veya diğer eklemlerde önceden 

meydana gelmiş hasarlar olabilmektedir (42). 

Genetik Faktörler 

Modern teknikler kullanılarak osteoartrit’te genetik faktörlerin rolü 

incelenmiştir. Yapılan araştırmalarda özellikle diz ekleminin patellofemoral ve 

tibiofemoral bölümleri genetik faktörlerden oldukça fazla etkilendiği açıklanmıştır (43). 
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2.2. Kıkırdak Doku 

Kıkırdak dokusu vasküler sistemle etkileşmeyen, lenf damarları veya sinir 

iletimi olmayan ve bağlantılı olduğu dokulara destek ve esneklik sağlayan bir bağ 

dokusudur. Eklem kıkırdağı, sinoviyal eklemdeki kemik yüzeyini kaplayan bir tür 

hiyalin kıkırdaktır. Sinoviyal eklemler kemikler arasında bir kavite oluşturur ve böylece 

sisteme hareket özgürlüğü kazandırır. Sinovyal kavite içerdiği sinovyal sıvı ile 

kemiklerin birbirleri ile sürtünmesini azaltarak kayganlaştırma görevi görür. Sağlıklı bir 

kıkırdakta yalnızca kondrosit hücreleri bulunur. Sinovyal sıvı, erişkin eklem 

kıkırdağında difüzyon aracılığı ile kondrositlere oksijen ve besin maddeleri sağlarken, 

karbondioksit ve metabolik atık ürünlerini uzaklaştırma görevi de görür. (44). Ayrıca 

sinovyal sıvı eklem hareketleriyle periyodik olarak kıkırdak yüzeyini yıkar. 

 

2.2.1. Kondrositler 

Kondrositler, kıkırdak ekstraselüler matrisi (ECM) oluşturabilmek için 

proteoglikanlar, kollajen ve kollajen olmayan proteinlerin sentezlenmesi ve 

salgılanmasını sağlarlar (45,46). Oluşturdukları bu matrise gömülen kondrositler diğer 

hücrelere göre çok farklı bir iyonik ortam içinde bulunurlar (47). Hücrelerin çevrelerini 

saran proteoglikanlar negatif yüklüdürler ve hücre dışındaki Na+ gibi pozitif yüklü 

iyonları çekerler. Bu durum, yüksek osmolariteye ve düşük pH’ya sebep olur (48). 

Kondrositler, hasarlanmaya yanıt olarak parçalanmış makromoleküllerin 

uzaklaştırılması ile bunların sentezinin arttırılması arasında bir denge kurarak kıkırdağı 

korur (49). Proteoglikanlar, sıkıştırma sırasında kıkırdak sertliği, stabilite ve 

dayanıklılığa katkıda bulunur. Kıkırdak matrisi ise kondrositleri eklem üzerindeki 

mekanik strese karşı korur (45,49). Kondrosit metabolik aktivitesi, kıkırdak üzerindeki 

mekanik stresin ağırlığı ile doğrudan ilişkilidir. Kıkırdak üzerinde yoğun bir yük varken 

artan aktivite ile maksimum proteoglikan içeriği sağlanır (50). 
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Eklem kıkırdağının dayanma ve tepki oluşturabilme gücü, basınç ve makaslama 

kuvvetlerine karşı koyabilmesi açısından hayati öneme sahiptir. Literatürde, dinlenim 

zar potansiyelinin (Em) bu metabolitlerin sentezi ve salınımı gibi işlevlerin 

yapılabilmesinde önemli bir rolü olduğu gösterilmiştir (51,53). Bu bilgiler, iyon 

kanallarına yapılacak çeşitli müdahalelerle, hücrelerin ECM üretimlerini etkileyeceği 

varsayımını öngörmektedir. Bu varsayım, hücrelere iyon kanal blokörleri uygulanması 

ile azalan matris mRNA, proteinler ve sülfatlanmış glukozamin glikan üretimi ile 

desteklenmiştir (54,55). Kondrosit proliferasyonu da yine lidokain ve verapamil gibi 

kanal blokörleri varlığında azalırken, apoptozis artmıştır (56). Kondrosit membranında 

yer alan iyon kanalları Şekil 2.2’ de gösterilmiştir. 

 

 

 

Osteoartrit, artiküler kıkırdakta ilerleyici dejenerasyon olarak tanımlanmıştır 

(57). Ayrıca OA eklem dokusunun parçalanması ve onarımı arasındaki denge 

bozulduğunda oluşur. Fizyolojik koşullar altında, eklem kapsülü içindeki döngüsel 

mekanik kuvvetler, hücresel metabolizmayı modüle eden ve genel sağlığı koruyan 

dinamik bir ortam yaratır (54-56). 

Kondrositin birincil rolü, makromoleküler sentezi ve temel bileşenlerinin 

degradasyonunu/parçalanmasını düzenleyerek kıkırdağın canlılığını korumak ve 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Şekil 2.2. Kondrosit hücrelerinde yer alan iyon kanalları ve proteinler (70) 
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hyaluronan ve lubricin gibi sürtünmeyi azaltıcı maddeler üretmektir (58,55). Çeşitli 

ilerleyici kronik hastalıklarda veya yaralanmalar sonucu, kondrosit hasarı ve işlev 

bozukluğu oluşur (49). Bu durumlarda matriks sentezi ve yıkımı arasındaki dinamik 

denge değişir ve eklem içindeki düşük sürtünme ortamı ayrıca azalabilir (48). Bu 

faktörler erken osteoartrit gelişimini ve kıkırdak tabakasının incelmesini artırabilir. 

Osteoartrit’in ilerlemesi ile kondrositlerde iyon taşıma sistemlerinin görevlerinde 

aksamaya hücre dışı ortamdaki bozulmalara cevap verememesi ile sonuçlanır (48). 

Kondrosit apoptozunun osteoartrit’in ilerlemesinde merkezi bir rolü olduğu 

gösterilmiştir (83). OA’da interlökin 1B gibi sitokinler aracılığı ile indüklenebilir nitric 

oksit sentaz (iNOS) aktivitesinin arttığı gösterilmiştir (59). iNOS, kıkırdak proteoglikan 

ve tip II kollajen sentezini azaltan ve ayrıca, DNA ve mitokondriyel hasara da neden 

olarak apoptozu tetikleyen nitrik oksit oluşumunu sağlar (59-61). 

NO ve ROS gibi apoptoz indükleyiciler ile hücrede 2 temel apoptoz yolağı 

active olur: Bunlar ölüm reseptörü aracılı (dışsal) kaspazlar üzerinden ve mitokondri 

aracılı (içsel) Bcl-2 ailesi üzerinden, kaspaz 3 gibi yürütücü (executor) kaspazların 

aktivasyonuna yol açan sinyal yolaklarıdır (62). Çalışmamızda OA’de apoptozun rolü, 

bu iki ana yolaktaki proteinlerden biri olan Bcl-2 ve kaspaz 3 ekspresyonlarının 

incelenmesi ile gerçekleştirildi. İnsan dizinde gelişen OA’da mekanik yüklenme 

(obezite) apoptozun indüklenmesini arttıcağı çalışmamızın hipotezi olmuştur. Bu 

şekilde tez çalışmamızda DM ve obezite üzerinden OA’de apoptoz incelenmiştir. 

Osteoartrit’in etkilerinin diyabette arttığı gösterilmiştir (63). Bu nedenle DM 

çalışmamızda bir pozitif kontrol olmuştur. Bu çalışmanın insan örnekleri ile yapılması 

ve OA’da apoptozun etkisinin farklı hastalıkların birbirlerine göre kıyaslanarak 

incelenmesi yapılan bir ilk çalışmadır. 
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Ca2+ konsantrasyonunun hücre içinde regülasyonu diğer hücrelerde olduğu gibi 

kondrositlerde de pek çok yaşamsal fonksiyonun yerine getirilmesinde önemli rol oynar. 

Hücrede kalsiyum seviyesindeki artış ile birlikte kalsiyum sensör proteinin calmodulin 

(CaM) aktivasyonuna ve hedef proteinlerinin Ca2+ /calmodulin kompleksi oluşturmasına 

neden olur (64). 

Monoiodoacetic asit (MIA) ile sıçanlarda oluşturulan osteoartrit modelinde 

kondrositlerde hem bir Ca2+ kanalı olan TRPV4’in hem de p-CAMK II’nin 

ekspresyonunda artış olduğu gösterilmiştir (65). Ancak doğrudan insan kondrositlerinde 

Ca2+ ile regüle olan bu proteinlerin osteoartrit’te farklı hastalıklardaki yanıtları 

bilinmemektedir. Tüm bu bilgilerin doğrultusunda çalışmamızdaki bir diğer amacımız, 

insan eklem kıkırdağında gelişen OA’da Ca2+ ile regüle olan proteinlerin yanıtlarını da 

incelemek olmuştur  

 

2.3. Diyabetes mellitus (DM) 

Diyabet, genetik ve immüniteye bağlı sebeplerle patolojik olaylar sonucunda 

pankreastan salgılanan insülin hormonunun üretiminin veya salınımının olmaması yahut 

miktarının azalmasına ya da etkisinin ortadan kalkmasına bağlı olarak karbonhidrat, 

lipid ve protein metabolizmasının bozulmasıyla ortaya çıkan kronik bir hastalıktır. 

Diyabet genellikle hiperglisemi ile karakterizedir. Yetersiz insülin salınımı veya 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Şekil 2.3. Kondrositlerde apoptoz oluşumu (63). 
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insüline karşı direnç oluşumu sebebiyle oluşan metabolik değişiklikler, glukagonun 

artmasıyla oldukça hızlanmıştır (66).  

Dünya Sağlık Örgütü’ne (WHO) verilerine göre; Kronik bir hastalık olan 

Diabetes Mellitus, organizmanın insülini etkili bir şekilde kullanamaması veya 

pankreasın yeterli insülini salgılayamaması sonucunda ortaya çıkmıştır (66). Birden çok 

diyabet tipi bulunmasına rağmen diyabet hastası bireylerin büyük bir kısmını Tip 1 ve 

Tip 2 diyabet hastası bireyler oluşturur. 

 

2.3.1. Tip 1 Diyabet 

Mutlak insülin eksikliğiyle karakterize olan Tip 1 diyabet Pankreas β 

hücrelerinde görülen harabiyet sonucunda ortaya çıkar. Bunun altta yatan nedeni ise 

sıklıkla β hücrelerine karşı gelişen otoimmün reaksiyon sonucunda β hücrelerinin 

harabiyetidir. Çoğunlukla çocuklarda ve genç erişkinlerde görülen kronik bir hastalıktır 

(66). 

 

2.3.2. Tip 2 Diyabet 

Tip 2 diyabet genel populasyonda en sık izlenen diyabet formudur. İnsülin 

direnci, insülin yetersizliği ve hiperglisemi ile karakterize olan tip 2 diyabet prevelansı 

obezite sıklığının artmasıyla birlikte artış göstermektedir. İnsülin direnci sonucu oluşan 

azalan insülin üretimi, insüline karşı duyarsızlık ve olası pankreatik beta-hücre 

yetmezliği Tip-2 diyabet’in ortaya çıkmasına sebep olan özelliklerindendir (66,67). 

Çoğunlukla erişkinlerde ve obez bireylerde görülmektedir. 

 

2.4. Dizde Osteoartrit 

İleri yaşlarda yaşam kalitesini olumsuz yönde etkileyen osteoartrit, morbidite ve 

dizabilitenin en önemli nedenlerinden biridir. Osteoartrit’teki yeni kemik oluşumu ve 

kıkırdak kaybı gibi değişiklikleri ortadan kaldırarak hastalığı tamamen önleyen veya 

geri döndüren bir tedavi yöntemi bulunamamıştır (68). 

Diz osteoartrit tedavisindeki amaç ağrı ve tutukluğun giderilerek yaşam 

kalitesinin arttırılmasıdır. Ayrıca kas gücünün korunması ve geliştirilmesi, eklem 

fonksiyonlarının korunması ve iyileştirilmesi, komplikasyonların önlenmesi, 

sakatlıkların önlenmesi veya düzeltilmesi amaçlanmıştır (68). 
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Hastalarının çoğunda uygulanan tedaviler, vücut ağırlığını kontrol altına alma ve 

ağrı kontrolü gibi amaçlar doğrultusunda standart konservatif yaklaşımlar ile tedavi 

uygulamaları yapılır. Amerikan Romatoloji Birliğinin önerdiği ilaç dışı yöntemlerden 

biriside fizik tedavi yöntemleridir. Egzersizler, manuel terapi, dizlikler, hasta eğitimi 

gibi farklı uygulamalar da konservatif tedavi yöntemleri içerisinde bulunur (69). 

 

2.5. Apoptozis 

Hücre ölümünün farklı bir morfolojisi olarak ilk defa 1972‟de J.F.K. Kerr 

tarafından apoptozis tanımlanmıştır. Gelişmiş biyolojik sistemlerde apoptozis, 

hücrelerarası ilişkilerin gereği olarak zara görmüş, virüs ile enfekte olmuş ya da 

gereksinim duyulmayan hücrelerin kendi kendini yok etmesidir. Bu nedenle apoptozis 

hücre intiharı olarak da açıklanmaktadır. Yunancada “ağaçtan dökülen yapraklar” 

anlamına gelen Apoptozis, köken olarak “apo (ayrılan)-ptosis (düşen)” anlamlarını taşır 

(70). 

 

2.5.1. Apoptozisin Görüldüğü Hücre Çeşitleri 

Metamorfoz ve embriyogenez gibi organizmanın gelişim evrelerinde oldukça 

önemli rolü olan apoptozis, fizyolojik bir işlemdir. Apoptozis tarafından ölen hücrelerin 

yerine yeni hücreler meydana gelir. Böylece yeniden yapım ve ölüm doku homeostazini 

sağlamak için dinamik bir dengede devam eder (71,72). 

Kurbağaların metamorfozisi esnasında erişkin forma geçişinde kuyruklarının 

ortadan kaybolması apoptozisle gerçekleşir. Aynı şekilde insan embiryosunun el 

parmakları arasındaki hücrelerin apoptozisle ölmesi sonucu buradaki perdelerin 

kaybolduğu tahmin edilmektedir (73). 

 

2.5.2. Apoptozisin Morfolojisi 

Hücrelerin nükleus, sitoplazma ve plazma zarı gibi organellerinde apoptozise 

özgü morfolojiler, apoptozis esnasında ve sonrasında oluşan sitolojik ve biyokimyasal 

değişimler neticesinde meydana gelmektedir (74). Apoptozis morfolojisi; apoptotik 

cisimcik oluşması ve makrofajlar tarafından apoptotik cisimciklerin fagosite edilmesi, 

kromatin yoğunlaşması, çekirdeğin parçalara ayrılması ve hücre büzülmesi, olaylarını 

içermektedir (75). 
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Plazma zarının aracılık etmesiyle diğer hücreler ve hücrelerin ekstraselüler 

matris ile oluşan bağlantıları apoptozisin erken döneminde birbirinden ayrılırlar. Bu 

ayrılmalardan sonra hücreler büzülerek komşu hücrelerle olan fiziksel bağlantılarını 

kaybederler. Sitoplazmadaki sisternalar vakuol ve vezikülleri oluşturmak için kabarır ve 

endoplazmik retikulumda genişleme meydana gelir (76). Kabaran sisternaların hücre 

zarı ile birleşmesi sonucunda tomurcuklanmalar oluşur. Bunların ayrılması sonucunda 

çekirdek ve sitoplazma farklı boyutlarda “apoptotik cisimcıkler” meydana getirir. 

Apoptotik cisimcikler makrofajlar veya komşu normal parankimal hücreler tarafından 

fagosite edilirler (77). 

Çekirdek Kromatin yoğunlaşmasını sonra, zar bütünlüğünde hasar oluşturmadan 

karyoreksis olarak adlandırılan bir olay sonucunda yapıdan ayrılır (78). Kaspazlar 

tarafından bazı proteinlerin kırılması ile bu morfolojik değişiklikler başlatılabilinir. 

Apoptozisin en önemli özelliklerinden biri DNA’nın (Deoksiriboz nükleikasit) 108-200 

baz çifti uzunluğundaki parçalara bölünmesidir. Kazpazlar, aktif olan DNaz (Caspase-

aktivated DNase, CAD) ve DNA’nı parçalanmasını sağlayan faktör 40 (DNA 

firagmentation factor, DFF 40) bu parçalanmalardan sorumlu olan proteinlerdir (79). 

Plazma zarındaki değişiklikler sonucunda fagositik hücreler tarafından oluşan 

apoptotik cisimcikler tanınabilmektedir. Meydana gelen bu değişikliklerden en önemlisi 

fosfatidil serinin (PS) lokallizasyonudur. Plazma zarının iç yüzeyinde normal şartlarda 

fosfatidil serin bulunur, ancak apoptozisin erken evrelerinde zarın dış yüzeyine lokallize 

olur. Bu değişim sonucunda makrofajlar ve komşu hücreler, fosfatidil serinin, hücrenin 

dış yüzeyine çıkmasıyla hücreyi tanır ve apoptotik cisimciklerin fagositozununun 

gerçekleşmesini sağlar (76). 
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2.6. Kaspazlar 

Kaspazlar, apoptozda görev alırlar ve Sistein Aspartat Spesifik Proteaz (Cystein 

Aspartat Specific Protease CASPASE) protein ailesinin mensubudurlar. Aktif 

bölgelerinde sistein kalıntılarına sahip olan bu proteaz ailesinin üyeleri, substrat 

proteinlerindeki kısmı genel olarak aspartik asitten sonra gelen bölgesidir (81). 

Kaspazlar, ilk sentezlendikleri zaman inaktif prokaspaz ya da zimojen halinde 

bulunurlar. Kaspazların zimojen yapısı (prokaspaz) apoptozun indüklenmesinden sonra 

kesilerek aktif kaspaz formuna çevrilir. Kaspazlar diğer proteinleri kesime uğrattıkları 

ve aktif merkezlerinde sistein amino asidi barındırdıkları için sistein proteazlar sınıfında 

tanımlanırlar (82,83). Memelilerde tanımlanmış olan 14 farklı kaspaz bulunmaktadır 

(84). Bu kaspazlardan 11 tanesi insanda tanımlanmıştır (85,82). 

Apoptoz, kaspazların aktivasyonunu kapsayan genellikle enerjiye ihtiyacı olan 

bir durumdur (86). Kaspazlar, hücrelerin apoptoza uğramasını engelleyen proteinleri 

yok eden veya inaktifleştiren protein ailesidir. Bir yandan da apoptozu inhibe eden 

negatif düzenleyicileri de yıkıma uğratarak hücrelerin ölümüne yol açmaktadırlar (87). 

Apoptoz sinyalleri temelde hücre içi kaspazların aktivasyonunda görevlidir. Kaspazlar, 

hücrede inaktif proenzim halinde sentezlenirler. Bunlar otoproteolitik parçalanma veya 

spesifik aspartik asit rezidülerinde diğer kaspazların dahil olmasıyla aktifleştirilebilirler. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Şekil 2.4. Apoptozisde görülen morfolojik değişimler (80). 

14 



Kaspazların tanımlanan 14 üyesi içerisinden yedisi apoptozda rol oynar (88). Kaspazlar 

iki ana aileye ayrılmaktadır. Birinci grup Kaspaz-1 ile ilgili enzimleri içerirken, ikinci 

grup CED-3 ölüm geni olup, Caenorhabtidis elegans tarafından üretilir (89,82,90). 

 

2.6.1. Kaspazların Sınıflandırılması 

Kaspaz ailesinin üyeleri fonksiyonlarına göre üç grupta toplanırlar. 

 

1.  Başlatıcı kaspaz ailesi: Kaspaz ailesinden 2, 8, 9 ve 10 bu gruba dâhil edilirler. 

Bu kaspazlar pro-apoptotik kaspazlar olarak diğer kaspazları aktive ederler. 

Başlatıcı kaspazlar 110 aminoasitten meydana gelirler. Bunlar transmembran 

reseptörleri ile etkileşerek aktifleşirler (82,83). 

2.  Efektör kaspaz ailesi: Kaspaz ailesinden 3, 6 ve 7 bu gruba dâhil edilirler. Çeşitli 

hücre içi proteinlerin parçalanması bu kaspazların enzimatik reaksiyonlarıyla 

gerçekleşir (82,83). 

3.  Sitokinleri aktive eden kaspaz ailesi: Kaspaz 1, 4, 5 ve 13 bu gruptadırlar 

(82,83). 
 

 

 

 

 
 

 
 

Şekil 2.5. Kaspazlar (91). 
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2.7. Kalsiyum Kalmodulin Bağımlı Protein Kinaz Ailesi 

Kalsiyum/Kalmodulin-Bağımlı Protein Kinazlar (CaM-kinaz) en iyi karakterize 

edilmiş kinazlardandır. CaM-kinazlar, gen transkripsiyonu, hücre canlılığı ve apoptozu, 

sitoskeletal reorganizasyon, öğrenme ve hafıza gibi çeşitli hücresel süreçleri önemli 

ölçüde etkileyebilirlik fonksiyonları nedeniyle uygun hücre fonksiyonları için kritik 

düzeyde önemlidir (92). CaM-kinazlar hücre içerisinde pek çok sinyal yolağında yer 

alabilirler (Şekil 2.5). ATP’nin gama pozisyonundaki fosfatın, protein substratının 

içindeki Serin, Treonin veya Tirozinin hidroksil grubuna katalizlenmesini büyük bir 

enzim kategorisi olan kinazlar gerçekleştirir (93). cAMP-bağımlı protein kinaz (PKA), 

katalitik domaininin kristal yapısı ilk çözümlenmiş kinazdır. Daha sonra siklin bağımlı 

kinaz 2 (cdk2) ve ekstraselüler düzenlenen kinase 2’nin (ERK2) X-Ray kristalografik 

yapısı çözümlenmiştir ve böylece bütün protein kinazların ortak bir yapısal motif 

paylaştığı gösterilmiştir (94,95) 

Kalsiyum/Kalmodulin-Bağımlı Protein Kinaz (CaM-kinaz) ailesi CaMKI, 

CaMKII, CaMKIII, CaMKIV ve CaMKK olarak 5 kinazdan oluşur. CaMK ailesi 

Serin/Treonine kinazlar olarak sınıflandırılırlar. Kinazların aktive edilmesi kalsiyum ve 

kalmodulin kompleksinin bağlanması ile gerçekleştirilir. Fakat bazı aile üyeleri 

aktivasyon sonrasında tüm aktivitenin gerçekleşebilmesi için ekstra fosforilasyon 

gerektirirler (92). 

CaM-kinazların tüm domain yapısı PKA ile çok benzerdir; iki loblu katalitik 

domainin ardından regülatör domain gözlemlenir ve bu iki domainin her ikisi de bir 

otomatik inhibitör domaini içerirler. Otoinhibitör domain ve CaM bağlı domain üst üste 

gelir ve Ca2+/CaM bağlanması ile otoinhibitör domainin fonksiyonu düzenlenir (92). 
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2.7.1. CAMKII 

CaMKII’nin dodekamerik yapısı protein kinazlar arasında eşşiz olarak bulunur 

ve evrim süresince korunmuştur. Bu durumun çoklu alt gruplu holoenzim yapısının 

alışılagelmedik özellikler gösterebilmesi için bir anahtar olduğu ileri sürülmüştür (97). 

Holoenzim yapısı için her küme 6’şar domain içermek üzere kinazın 12 fonksiyonel 

domaini 2 küme ile bir dişli çarkı görünümünde birbirine bağlanır. Buradaki her alt 

birim bir otoregülator, bir katalitik ve bir de yardımcı domain bulundurur. CaMKII 

yapısında bulunan bu katalitik ve düzenleyici domainlerin CaMKII’nin bazal 

aktivitesinin Ca2+/CaM yokluğunda nasıl baskılandığına dair önemli rollerinin olduğu 

düşünülmektedir. Ca2+/CaM kompleksinin holoenzime bağlanması sonucu otoregülatör 

domain disinhibe edilerek otofosforilasyon başlatılır. Bu sayede enzimin Ca2+/CaM 

varlığında Ca2+/CaM- bağımsız aktivitesinin oluşması, CaM yakalama veya CaM 

kapatma gibi kompleks değişiklikleri gerçekleştirmesine olanak sağlanır. Bağımsız 

aktivitenin oluşması enzim yapısında sarmal olarak bulunan α-heliks yapısının hem 

Ca2+/CaM bağlanma elementi hem de Thr286 içermesi ve bu yapının fosforlanması ile 

kinazın Ca2+/CaM bağımsız duruma geçişi ile gerçekleştirilir. Bu durum CaMKII’nin 

aktivitesi ve otoregülasyonuna bir çeşit moleküler hafıza kazandırır (96,98). 

 

Şekil 2.6. CAM-Kinazların hücre içi sinyal yolakları (96) 
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2.8. Bcl-2 Ailesi 

Bcl-2 ailesi genlerinin homodimer ya da heterodimer formu hücrenin apoptozise 

eğilimiyle ilişkilidir. Antiapoptatik ve proapoptatik üyeler olmak üzere Bcl-2 ailesi 

birbirine zıt 2 gruptan meydana gelir (99). 

Hücrenin apoptozise gitme eğiliminin fazla olması hücrede proapoptotik 

proteinler fazla oranda bulunması anlamına gelmektedir. Antiapoptotik proteinler ise 

fazla bulunuyorsa bu hücrenin apoptozise olan eğilimi daha az olmaktadır. Proapoptotik 

üyeler, AIF’nin ve sitokrom c’nin salınımını artırarak apoptozisi indükler. Proapoptotik 

üyeler sitozolde bulunurken antiapoptotik üyeler ise endoplazmik retikulumda, çekirdek 

zarında ve mitokondrinin dış membranında bulunur. Ayrıca por oluşmasını sağlayarak 

iyon transportunun düzenlenmesini sağlarlar. Antiapoptotik üyeler, sitokrom c ve 

AIF’in salınımını engelleyerek apoptozisi inhibe ederler (99). 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Şekil 2.7. Bcl-2 ailesinin üyeleri (100). 
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2.9. Western Blot Yöntemi 

Elektroforetik olarak birbirinden ayrılmış proteınleri ortaya çıkarmak için hassas 

immünolojik yöntem olan Western blotlama (immünoblotlama) metodu, 1979'da 

geliştirilmiştir. Daha sonra Southern ve Northen blotlama tekniklerine benzemesi 

nedeniyle bu yöntem “Western blotlama” metodu olarak isimlendirilmiştir (101). 

Karmaşık örneklerden hedef proteinler hakkında özel bilgi elde etmek için antikor bazlı 

probları kullanarak protein tespiti için Western blotlama tekniği yaygın olarak 

kullanılanır. Biyokimya, moleküler biyoloji ve hücre biyolojisi alanlarında çok sayıda 

uygulama ile kullanılan rutin bir tekniktir (102). 

Proteınlerin moleküler ağırlığının bir fonksiyonu olarak SDS-PAGE' de 

çözüldükten sonra bir adsorban membran üzerine transfer edilmesine western blot 

yöntemi olanak sağlar. SDS-PAGE yöntemiyle proteinlerin moleküler ağırlıklarına göre 

ayırımı toplayıcı ve ayırıcı jel olarak iki çeşit agaroz jel kullanımıyla sağlanmaktadır. 

Toplayıcı jel düşük akrilamid konsantrasyona sahip olup gözenekli jeli oluştururken, 

ayırıcı jel yüksek poliakrilamid konsantrasyonu ile daha dar gözenekli jel oluşumunu 

sağlamaktadır. Bu sayede, küçük proteinler büyük proteinlere kıyasla daha kolay ve 

hızlı ilerleyebilmektedir. Western blotlama tekniğinde en sık kullanılan membranlar 

Poliviniliden diflorür (PVDF) ve Nitroselüloz kâğıtlardır. Birincil antikorlar western 

blotlama için genellikle sıçan, tavşan, fare, koyun ve keçi gibi hayvan konaklarından 

üretilir. Proteini tanımak dışında birincil antikorlar, asetilasyon, fosforilasyon, 

metilasyon veya glikozilasyon gibi spesifik modifikasyonları geliştirmek için de 

kullanılabilir (103). 

Y-biçimli moleküller olan antikorlar, aynı ağır ve aynı hafif zincirin iki 

kopyasından meydana gelirler. Bu zincirler disülfit (SS) bağlarıyla bağlanırlar. β-

merkaptoetanol gibi indirgeyici ajanlar antikorları tamamen denatüre etmek için 

gereklidir (102,103). 

Proteinlerin büyüklüklerine göre ayırımını sağlamak amacıyla; önce ısı 

yardımıyla denatüre edilmeleri ve sonra Sodyum Dodesil Sülfat (SDS) negatif yüklü 

hale getirerek lineer bir forma dönüşmeleri sağlanmaktadır. Ardından negatif yükle 

yüklenen proteinler elektroforez sırasında anoda göç ederken farklı protein bantları 

halinde odaklanmakta ve kemiluminesans prensibinden yararlanılarak 

görüntülenmektedir (103). 
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2.10. Gerçek Zamanlı PCR (Real Time PCR) 

Hedef proteinleri kodlayan gen ekspresyon seviyelerindeki değişimler gerçek 

zamanlı PCR yöntemi ile belirlenir. Gerçek zamanlı PCR, nükleik asit çoğalması 

sonucuyla eş zamanlı olarak artış gösteren floresan boya ve probların verdiği sinyalin 

izlenmesine dayalı olarak kısa süre sonunda kantitatif sonuçlar verebilen PCR 

tekniğidir. Polimeraz zincir reaksiyonu sonuçlarına ulaşmak için harcanan zamanı 

kısaltmak için gerçek zamanlı PCR yöntemi tercih edilir.  

Sistemin genel özelliğine bakıldığında, Gerçek zamanlı PCR tekniği; tek bir 

reaksiyon sonucunda elde edilen bilgilerin miktarını en üst seviyeye çıkarabilmek üzere 

geliştirilmiştir. Ayrıca bu sistem, yeni hastalıkların hedeflerini belirleme, gen 

ekspresyonunun miktarını belirleme ve tek nükleotid polimorfizmlerinin tayini gibi 

olanaklar sağlamaktadır (104). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu çalışma TYL-2019-12467 numaralı “İnsan Diz Eklem Kıkırdak 

Hasarlanmasında (Osteoartrit) Apoptozun Rolünün Diyabet ve Mekanik Yüklenme 

Üzerinden İncelenmesi ” başlığı altında Çukurova Üniversitesi Bilimsel Araştırma 

Projesi birimi tarafından desteklenmiştir. Çalışma için Çukurova Üniversitesi Girişimsel 

Olmayan Klinik Araştırmalar Etik Kurulu’na başvurulmuş ve gerekli olan etik kurul 

kararı alınmıştır. Ayrıca çalışma için Adana Şehir Hastanesi Ortopedi ve Travmatoloji 

Kliniğinden de izin alınmıştır. 

 

3.1. Dokuların Temin Edilmesi 

Çalışma için Adana Şehir Hastanesi Ortopedi ve Travmatoloji Kliniğinde total 

diz protezi ve ön çapraz bağ ameliyatlarında (notch plasti) eksizyon materyali olan 

örnekler alındı. Örnekler alınmadan önce hastalara bilgilendirme yapılarak gönüllü 

hastalar çalışmaya dâhil edildi. 

 

3.2. Çalışma Gruplarının Oluşturulması 

Oluşturulacak gruplar; VKİ’lerine göre ayrılan osteoartrit’li hastaların 

dokularından hafif kilolu (HK) kontrol, obez, diyabet ve hafif kilolu (DM+HK) ve 

diyabetli ve obez (DM+OB) olacak şekilde ayarlandı. Her grup 10 örnekten oluştu. 

Çalışmada diz kıkırdak dokusundan lizatlar hazırlandı. Kaspaz-3, Bcl-2 ve CAMK II 

protein analizleri Western Blot yöntemi ile ölçüldü. Ardından jeldeki proteinler PVDF 

transfer membranına aktarıldı. Bloklama aşamasından sonra uygun antikorlarla 

inkübasyon yapılıp ve ardından ECL çözeltisi içine koyularak luminol ışıma ile 

proteinler saptandı. 

 

3.3. Western Blot Analizi 

Western blot analizi (immunoblotlama) dört ana kısımdan oluşmaktadır: 

 

1. İşaretlenmek istenen proteine uygun lizis tamponu seçilir ve ilgili proteinlerin 

hücrelerden salınımını sağlayacak protein lizatı elde edilir. Elde edilen lizatın 

protein konsantrasyonu belirlendikten sonra lizatlar -20°C’de tutulur. 
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2. Proteinler denatüre edilip, indirgenerek SDS-PAGE yöntemiyle jel üzerinde 

birbirlerinden ayrılır. Büyüklüklerine göre ayrılarak bantlar oluşturan protein 

molekülleri, jelden elektrotransfer tekniği ile bir membrana aktarılır. 

3. Elde edilen membrana; bloklama, hedef proteine özgü antikor, bu antikoru 

tanıyan ve yapısına enzim eklenmiş ikincil bir antikor ile işlem edilir. 

4. Söz konusu enzimin substratı ile işlem uygulanması sonucunda oluşan ışıma 

(kemiluminesan) aracılığı ile hedef proteinin membran üzerinde görüntüsü elde 

edilir (Şekil 3.1). 

 

SDS-PAGE yöntemiyle proteinlerin moleküler ağırlıklarına göre ayırımı 

toplayıcı ve ayırıcı jel olmak üzere iki farklı agaroz jel kullanımıyla sağlanmaktadır. 

Toplayıcı jel düşük akrilamid konsantrasyona sahip olup gözenekli jeli oluştururken, 

ayırıcı jel yüksek poliakrilamid konsantrasyonu ile daha dar gözenekli jel oluşumunu 

sağlamaktadır. Bu sayede, küçük proteinler büyük proteinlere kıyasla daha kolay ve 

hızlı ilerleyebilmektedir. Proteinlerin sadece büyüklüklerine göre ayrımını sağlamak 

amacıyla; önce ısı ile denatüre edilmeleri ve sonra Sodyum Dodesil Sülfat (SDS) 

negatif yüklü hale getirerek lineer bir forma dönüşmeleri sağlanmaktadır. Negatif yük 

ile yüklenen proteinler elektroforez sırasında anoda göç ederken farklı protein bantları 

halinde odaklanmakta ve kemiluminesans prensibinden yararlanılarak 

görüntülenmektedir (103). 

Alınan dokulara örnek tamponu (50 mM TrisHCl, pH 7.9, 1 mM PMSF, 1 mM 

DTT, 5 μg/mL Aprotinin, 5 μg/mL Leupeptin, 5 μg/mL Pepstatin A) eklenerek 

homojenize edildi. Hazırlanan SDS-PAGE Jellerine bu örnekler yüklenip elektroforez 

cihazı ile yürütüldü. 

 

SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Sülfat–Poliakrilamid Jel Elektroforezi) İçin %10’ 

luk 10 ml ayırıcı (Separating) Jel.  

 

 Acrylamide-bis solüsyonu (Intron, Korea) 2.50 ml 

 Separating jel buffer 4X    2.50 ml 

 dH2O       4.90 ml 

 SDS            (Sigma, USA)  0.1 ml 
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 TEMED               (Sigma, USA)  0.015 ml 

 APS      (Sigma, USA)  0.03 ml olacak şekilde 

hazırlandı. 

Kullanılan kimyasallar özellikle belirtilmediği durumda Sigma – (Sigma-Aldrich 

Co, USA) olarak kullanıldı. 

SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Sülfat–Poliakrilamid Jel Elektroforezi) İçin %10’ 

luk 10 ml paketleyici (Stacking) Jel 

 

 Acrylamide-bis solüsyonu (Intron, Korea) 1.25 ml 

 Stacking jel buffer 4X            2.50 ml 

 dH2O       6.15 ml 

 SDS         (Sigma, USA)  0.1 ml 

 TEMED        (Sigma, USA)  0.015 ml 

 APS         (Sigma, USA)  0.03 ml olacak şekilde hazırlandı. 
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Şekil 3.1.Western blot aşamalarının şematik gösterimi (105)  
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3.3.1. Proteinlerin Yüklenmesi ve Jelde Yürütülmesi 

Homojenize edilip -20 0C de bekletilen örnekler çözüldükten sonra vortekslenir. 

Yeni hazırlanan eppendof tüplere istenen hacimlerde toplam protein miktarı 20 μg 

olacak şekilde sample buffer (%25) ve merkaptoethanol (Merck, Germany) (%5) 1X 

olacak şekilde 0,5 ml’lik tüplere pipetlendi. Daha sonra protein denatürasyonu için 

çözeltiler ısıtıcıda 99°C’de 4 dakika bekletildi. Bu sırada jel, elektroforez tankına 

yerleştirildi ve 1X SDS running buffer, doluluk sınırına kadar eklendi. Daha sonra 

Lader (10 μl) ve örnekler (20 μl) kuyulara pipet yardımıyla belirlenen miktarlarda 

yüklendi. Protein örnekleri paketleyici jeli geçene kadar 150 V’da 40 mA'da toplam 2,5-

3 saat yürütüldü. Elektroforez işlemi Dikey elektroforez sistemi (Consort EV2310) ile 

yapıldı. 

 

3.3.2. Proteinlerin Transferi ve İlgili Proteinlerin Belirlenmesi 

Elektroforezi tamamlanmış jel elektroforez sisteminden çıkarıldı. Jel 

elektroforez cihazına sırasıyla sünger (2 adet), filtre kâğıdı (2 adet), jel, PVDF 

membran, filtre kâğıdı (2 adet), sünger (2 adet) sıralamasına dikkat edilerek transfer için 

dikey elektroforez cihazına yerleştirildi ve transfer buffer maksimum doluluk sınırına 

kadar eklendi. Protein örnekleri 180V ve 200mA sabit akımda yaklaşık 1,5-2 saat 

transfer işlemi gerçekleştirildi.  

 

3.3.2.1 Bloklama 

Transfer aşaması bittikten sonra membranlar, 1X TBS-T içerisinde hazırlanan 

%5’lik süt çözeltisi ile 60 dakika boyunca çalkalayıcı üzerinde oda sıcaklığında süt 

içinde inkübe edildi. 60 dakika süre sonunda, membranlar 1X TBS-T ile 1 defa 10-5-3 

dakikalık sürelerle yıkanarak ikinci aşamaya geçildi. 

 

3.3.2.2. Birincil–İkincil Antikor 

İlgili birincil antikorlar 1X TBS-T çözeltisi içerisinde 1:1000 olacak şekilde 

hazırlandı ve membranlar ile 24 saat boyunca +4°C’de inkübasyona bırakıldı. Bu süre 

sonunda, 1X TBS-T ile 1 defa 10-5-3 dakikalık sürelerle yıkama işlemi gerçekleştirildi. 

İlgili birincil antikora uygun Anti-Rabbit veya Anti-Mouse ikincil antikoru 1X 

TBS-T içerisinde 1:5000 olacak şekilde hazırlandı ve membranlar üzerinde 60 dakika 
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çalkalayıcıda inkübe edildi. Süre sonunda, 1X TBS-T ile 1 defa 10-5-3 dakikalık 

sürelerle yıkama yapıldı. 

 

3.3.2.3. Görüntüleme  

İnkübasyon periyodunun sonunda TBS-T ile tekrar yıkanan membranlar ECL 

(Enhanced Chemiluminescence) substratı olan Western Blotting Luminol Reagent 

(Santa Cruz, USA) ile 2 dakika inkübe edildikten sonra görüntüleme hassas X-ışını 

radyografi filmleri ve X-Ray kaseti yardımıyla karanlık ortamda yapıldı. Image J 

programında, elde edilen protein bant görüntüleri dansitometrik olarak analiz edildi. 

 

3.3.2.4. Birincil ve İkincil Antikorların Membrandan Uzaklaştırılması 

Birincil ve ikincil antikorları membrandan uzaklaştırmak (Stripping) için ilk 

aşamada strip solüsyonu ile 30 dakika çalkalayıcıda inkübe edildi. Süre sonunda strip 

solüsyonu döküldü ve 1X TBS-T ile 1 defa 10-5-3 dakikalık sürelerle yıkama yapıldı. 

1X TBS-T içerisinde hazırlanan %5’lik süt çözeltisi ile 60 dakika boyunca çalkalayıcı 

üzerinde oda sıcaklığında süt içinde inkübe edildi. 60 dakika sonunda, membranlar 1X 

TBS-T ile 1 defa 10-5-3 dakikalık sürelerle yıkandı. İlgili birincil antikorlar 1X TBS-T 

çözeltisi içerisinde 1:1000 olacak şekilde hazırlandı ve membranlar ile 24 saat boyunca 

+40C’de inkübasyona bırakıldı.  

 

3.4. Hedef Gen Ekspresyonların Belirlenmesi 

 

3.4.1. RNA İzolasyonu 

Bu amaçla öncelikle eksize edilen dokulardan dikkatli bir şekilde kıkırdak 

dokusu diseke edildi. Sonrasında 50 mg kıkırdak dokusu bir seramik havan içerisinde, 

sıvı azot yardımı ile toz haline getirildi. RNA izolasyonu ise Nucleozol (140) 

yardımıyla gerçekleştirildi. İzolasyon süresince kit üreticisinin yönergesinde belirttiği 

adımlar izlendi. Bu amaçla her birinin içerisinde 500 µl Nucleozol bulunan eppendorf 

tüpleri içerisinde, toz haline getirilen dokular eklendi. Daha sonrasında tüp içerisine 200 

µl RNAse içermeyen su eklendi ve 15 dk vorteksleme işlemi sonrası tüpler 15 dakika 

oda sıcaklığında inkübasyona bırakıldı. 12000g de 15 dk santrifüj işlemi sonrası 500 µl 

supernatant yeni bir eppendorf tüpe alındıktan sonra üzerine 500 µl isopropanol eklendi 
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ve 10 dk oda sıcaklığında inkübasyona bırakıldı. 12000*g de 15 dk santrifüj işlemi 

sonrası supernatant atıldı ve pellet 2 kez 500 µl % 75 etanol ile 8000*g de 3 dk santrifüj 

işlemleri tamamlandıktan sonra, pellet üzerine 50 µl RNAse içermeyen su eklendi. 

Vorteksleme işlemi sonrası 3 dk oda sıcaklığında inkübasyon ile birlikte RNA 

izolasyonu tamamlandı. 

Daha sonra fluorometrik olarak RNA konsantrasyonu belirlendi. Bu amaçla 

Qubit RNA BR analiz kiti (Invitrogen) yardımıyla ve kit üreticisinin yönergeleri takip 

edilerek Qubit (Invitrogen ) cihazı kullanılarak RNA konsantrasyonları belirlendi. 

 

3.4.2. cDNA Sentezi 

Bu işlemden sonra (RNA kırılgan yapıda olduğundan) vakit kaybedilmeden 

uygun RNA miktarı ve cDNA kiti (High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 

(Applied Biosystems))  yardımıyla RNA’dan cDNA sentezi gerçekleştirildi. Bu amaçla 

bir buz üzerinde reaksiyon tüpü içerisinde çizelge 3.1’de belirtilen reaksiyon karışımı 

hazırlandıktan sonra bu reaksiyon karışımı çizelge 3.2’de sıcaklık döngü programına 

tabi tutuldu. Bu çalışmada sıcaklık döngü programı MiniAmp Plus Thermal Cycler 

(Applied Biosystems) kullanılarak gerçekleştildi. Reaksiyon sonrasında deney gününe 

kadar cDNA örnekleri –20 °C’de saklandı. 

 

Reaksiyon İçeriği Hacim 

  

Kalıp RNA 10 µl 

10 X RT Buffer 2 µl 

25X dNTP Mix (100 mM) 0,8 µl 

10X RT Random Primers 2 µl 

MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1 µl 

dH2O 4,2 µl 

Total 20 µl 

  

Çizelge 3.1. cDNA sentez reaksiyonu 
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 1. Adım 2. Adım 3. Adım 4. Adım 

Sıcaklık 25 °C 37 °C 85 °C 4 °C 

Zaman 10 dk 120 dk 5 dk ∞ 

 

 

3.4.3. Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-Time PCR) 

Analizi 

Hedef proteinleri kodlayan gen ekspresyon seviyelerindeki değişimler ise gerçek 

zamanlı PCR yöntemi ile belirlendi. Bu amaçla öncelikle hedef gen olan CAMK2A için 

spesifik primerler, belirli kriterler gözetilerek tasarlandı (106). Elde edilen değerlerin 

normalizasyonu için ise GAPDH geni kullanıldı (Çizelge 3.3). 

 

Primer ismi Primer dizisi (5’  3’) 

hCAMK2B-F GAGCCATTCTCACCACGATGCT 

hCAMK2B-R TGGTGTTGGTGCTCTCTGAGGA 

h-GAPDH-F GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG 

h-GAPDH-R ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA 

 

 

Primerler ve cDNA örnekleri kullanarak, GoTAq qPCR master mix (Promega) 

yardımıyla gerçek zamanlı PCR deneyleri gerçekleştirildi. Bu amaçla çizelge 3.4’teki 

reaksiyon karışımı hazırlandıktan sonra çizelge 3.5’de belirtilen sıcaklık programı  

gerçek zamanlı PCR sistemi (Applied Biosystems 7500) kullanılarak uygulandı. 

  

Çizelge 3.2. cDNA sentezi için uygulanan sıcaklık döngü programı 

Çizelge 3.3. Real Time PCR çalışmalarında kullanılan hedefe spesifik primerler 
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Reaksiyon İçeriği Hacim 

cDNA          1,0 µl 

GoTaq® qPCR Master Mix (2X) 10 µl 

Forward Primer (20X) 0,7 µl 

Reverse Primer (20X) 0,7 µl 

dH2O 7,6 µl 

Total 20 µl 

 

 Döngü Sayısı Sıcaklık Süre 

Polimeraz Aktivasyonu 1 95 °C 2 dk 

Denatürasyon 40 

40 

95 °C 15 sn 

Eşleşme ve Zincir 

Uzaman 

60 °C 1 dk 

 

 

3.5. Kullanılan Kimyasallar 

Acrylamide-bis solüsyonu, Sepparating jel buffer 4X, SDS, TEMED, APS, 

GoTaq® qPCR Master Mix (2X), Forward Primer (20X), Reverse Primer (20X), 

Merkaptoethanol, Glisine, TrisHCl, Tween 20, ECL, PMSF, DTT, Aprotinin, 

Leupeptin, Pepstatin. 

 

3.6. İstatistiksel Analiz 

Veriler, ortalamala ± SEM olarak gösterildi. Gruplar arasındaki istatistiksel 

karşılaştırmalar, GraphPad prizm (5.0) yazılımı kullanılarak ANOVA testi ile yapıldı. 

p<0.05 değerleri anlamlı kabul edildi. 

  

Çizelge 3.4. Gerçek zamanlı PCR reaksiyon içeriği 

Çizelge 3.5. Real Time PCR çalışmalarında uygulanan sıcaklık döngü programı 
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4. BULGULAR 

4.1. Protein Ekspresyonları 

Çalışmamızda SBÜ Adana Şehir Eğitim ve Araştırma Hastanesinde gonartroz 

tanısı konmuş ve total diz protezi ameliyatı olan yaşları 50 ile 70 arasında değişen 40 

hastanın eksize edilmiş diz kıkırdak dokuları kullanıldı. Toplanan örnekler ilk olarak 

hastaların VKİ’lerine (vücut kitle indeksi) göre ayrıldı. Buna göre birinci grup VKİ 25 

ve 26 olan hafif kilolu (HK) hastaların örnekleri ile oluşturuldu. Çalışmadaki ikinci grup 

ise VKİ’leri 30 ile 35 aralığında olan obez hastaların kıkırdak örneklerinden 

oluşturuldu. Bu grup çalışmamızda obez olarak isimlendirildi. 

Osteoartrit oluşumunda apoptotik süreçlerin belirleyiciliği çeşitli çalışmalarda 

gösterilmiştir. Çalışmamızda obezitenin apoptotik etkilerini hücresel düzeyde 

karşılaştırmak için Tip 2 diyabetli hastaların örnekleri de çalışmaya dâhil edildi. Bu 

örnekler de kendi içlerinde, diyabet, hafif kilolu (DM+HK) ve diyabet, obez 

(DM+Obez) olarak iki gruba ayrıldı. 

 

4.1.1. Kaspaz-3 Protein Ekspresyonu 

Hastalardan elde edilen örneklerdeki apoptoz süreci ilk olarak bir apoptotik 

proteini olan kaspaz-3 protein ekspresyonu üzerinden incelendi (şekil 4.1). Şekil 

4.1.A’da kaspaz-3 için western blot görüntüleri bulunmaktadır. Şekildeki data, bir 

görüntü çözümleme programı (ImageJ, USA) ile analiz edilmiştir. Ardından her bir 

gruba ait kaspaz-3 bantları, kendi B-actin (bir housekeeping protein olan B-actin tüm 

hücrelerde sabit miktarlarda ekprese edilir) bandına oranlanmış ve kontrol grubumuz 

olan HK verisine oranlanarak Şekil 4.1.B’deki çubuk grafik oluşturulmuştur. Grafik bu 

nedenle kat artış olarak ifade edilmiştir. 

Verilerimizde diyabetli ve obez olan gruplarda kaspaz-3’ün HK (hafif kilolu) 

grubuna göre belirgin artışı, bu gruplarda daha aktif bir apoptoz sürecini göstermektedir 

(Kontrol HK grubuna göre kat artış olarak: DM: 2,25 ± 0,27, Obez: 2,4 ± 0,3, 

DM+Obez: 2,79 ± 0,35). 
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A)

B)

4.1.2. Bcl-2 Protein Ekspresyonu 

Kaspaz-3 ekspresyonunda görülen böyle bir farkın anti-apoptotik protein olan 

Bcl-2 üzerinde de olup olmadığını incelemek için çalışmamızdaki örneklerde Bcl-2 

ekspresyonları incelendi. Şekil 4.2’de Bcl-2’nin diyabetteki artışı ile beraber, 

 

Şekil 4.1.  OA’lı hastaların kıkırdak örneklerindeki kaspaz-3 değişimi. A. Kaspaz-3’ün gruplar arasındaki 

değişimini gösteren Western Blot verisi B. Çubuk grafik, her bir örneğin kaspaz-3 protein 

bandının B-actin’e normalizasyonu ile elde edilmiştir. Grafikte sonuçlar ortalama ± SEM, n = 

10 örnek/grup. İstatistik karşılaştırma *p < 0.05, HK grubuna göre karşılaştırmayı 

göstermektedir (one-way ANOVA). 

A) 

B) 
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obezitedeki artışı her iki grup için çok daha fazla olduğu bulundu (Obez ve DM+Obez 

grupları). Şekil 4.2.A’da Bcl-2 için western blot görüntüleri bulunmaktadır. Ardından 

her bir gruba ait Bcl-2 bantları, kendi B-actin bandına oranlanmış ve kontrol grubumuz 

olan HK verisine oranlanarak Şekil 4.2.B’deki çubuk grafik oluşturulmuştur. Grafik bu 

nedenle kat artış olarak ifade edilmiştir. Deneylerimizde HK gubuna göre Bcl-2 DM ve 

obez gruplarında artış göstermiştir. Bu artış, obez grubunda DM grubundan da fazla 

olmuştur. Ancak hem obez hem de DM olan hastaların örneklerinde, DM obezitenin 

üstünde ekstra bir farka neden olmamıştır (Kontrol HK grubuna göre kat artış olarak: 

DM: 2,5 ± 0,19, Obez: ,4,3 ± 0,3, DM+Obez: 4,31 ± 0,31). 
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B) 

A)

 

Şekil 4.2.  OA’lı hastaların kıkırdak örneklerindeki Bcl-2 değişimi A. Bcl-2’nin gruplar arasındaki 

değişimini gösteren Western Blot verisi B. Çubuk grafik, her bir örneğin Bcl-2 protein 

bandının B-actin’e normalizasyonu ile elde edilmiştir. Sonuçlar ortalama ± SEM, n =10 

örnek/grup. İstatistik karşılaştırma *p < 0.05, HK grubuna göre karşılaştırmayı, ** DM+HK 

grubuna göre karşılaştırmayı göstermektedir (one-way ANOVA). 

A) 

B) 
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4.1.3. CAMKII Protein Ekspresyonu 

Vücuttaki kilo artışı ile birlikte gelişen mekanik yük artışı ve DM’nin apoptotik 

proteinlerle birlikte özellikle hücre içi sinyallerin düzenlenmesinde önemli rolü olan 

CAMKII üzerinde olası etkisi de, çalışmamızda incelendi (Şekil.4.3). Şekil 4.3.A’da 

CAMKII’nin fosforile formu olan pCAMKII ve CAMKII’nin toplam formu olan 

CAMKII bantları görülmektedir. Şekil 4.3.B’de her bir gruba ait pCAMKII bantları, 

CAMKII bandına oranlanmış ve bu değerler kontrol grubu olan HK verisine bölünerek 

Şekil 4.2.B’deki çubuk grafik oluşturulmuştur. Grafik HK verisine göre kat artış olarak 

ifade edilmiştir. 

Şekil 4.2.C’deki çubuk grafikte her bir gruba ait CAMKII bantları, kendi B-actin 

bandına oranlanmış ve bu değerler HK verisine bölünerek, şekildeki çubuk grafik elde 

edilmiştir. Deneylerimizde toplam CAMKII miktarı gruplar arasında değişmezken, HK 

gubuna göre pCAMKII DM ve obez gruplarında artış göstermiştir. Bu artış, obez 

grubunda DM grubundan da fazla olmuştur. Ancak hem obez hem de DM olan 

hastaların örneklerinde, DM obezitenin üstünde ekstra bir farka neden olmamıştır 

(Kontrol HK grubuna göre kat artış olarak: DM: 1,68 ± 0,16, Obez: ,2,73 ± 0,14, 

DM+Obez: 3,14 ± 0,19). 
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Şekil 4.3.  OA’li hastaların kıkırdak örneklerindeki CAMKII-pCAMKII değişimi. 

A. CAMKII-pCAMKII gruplar arasındaki değişimini gösteren Western 

Blot verisi B. Çubuk grafik, her bir örneğin pCAMKII protein bandının 

CAMKII ‘ye normalizasyonu ile elde edilmiştir. C. Çubuk grafik, her 

bir örneğin CAMKII protein bandının B-actin’e normalizasyonu ile elde 

edilmiştir. Grafikte sonuçlar ortalama ± SEM, n = 10 örnek/grup. 

İstatistik karşılaştırma *p < 0.05, HK grubuna göre karşılaştırmayı, ** 

DM HK grubuna göre karşılaştırmayı göstermektedir (one-way 

ANOVA) 

A) 

B) 

C) 
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4.2. Gruplar Arası CAMK2A Gen Ekspresyon Değişimleri 

Bu tez çalışmasında belirtilen metotlar kullanılarak gruplara ait hedef gen 

ekspresyon değişimleri belirlendi ve gen seviyeleri ortalama ± standart hata olarak 

gösterildi (Şekil 4.4). Obez ve diyabet+obez grubuna ait CAMK2A gen ekspresyon 

seviyeleri, hafif kilolu (kontrol) grubuna kıyasla sırasıyla 5,79 ± 1,69 ve 17,82 ± 3,45 

olarak tespit edildi. İstatistiksel analizlere göre hem obez hem de diyabet+obez grubuna 

ait CAMK2A gen ekspresyon seviyeleri, kontrol grubuna göre ( 1,0 ± 0,07 ) istatistiksel 

olarak anlamlı biçimde farklıdır. Ayrıca diyabet+obez grubu ile diyabet+hafif kilolu 

(1,88± 0,02) arasında da istatistiksel anlamlı fark belirlenmiştir. Obez ve diyabet+obez 

grupları arasında da anlamlı fark tespit edilmiştir. Ancak hafif kilolu kontrol grubu ile 

diyabet+hafif kilolu grup arasında gen ekspresyonu açısından anlamlı bir fark tespit 

edilmemiştir. 

Şekil 4.4.  Gruplara ait rölatif CAMK2A gen ekspresyon seviyeleri. " * " ; belirtilen grupların hafif 

kilolu (kontrol) grubuna olan istatistiksel anlamlı farkını; “ ** ” belirtilen grupların 

diyabet+hafif kilolu (kontrol) grubuna olan istatistiksel anlamlı farkını; “ *** ” ise 

belirtilen grupların obez grubuna olan istatistiksel anlamlı farkını göstermektedir (p<0,05). 

(HK: Hafif Kilolu; DM+HK: Diyabet + hafif kilolu; DM+Obez: Diyabet + obez) 
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5. TARTIŞMA

Bu tez çalışmasının amacı; osteoartrit’te apoptozun etkilerini mekanik yüklenme 

(obezite) ve DM gibi fiziksel ve metabolik etkileri birbirinden ayırarak açıklamaya 

çalışmaktır.  

İnsan Kıkırdağında kıkırdak hasarı sonucu olan osteoartrit’in gelişiminde 

kondrosit apoptozunun rol oynadığı ve apoptozun süreç içinde regüle edildiği 

gösterilmiştir (107,108). Osteoartrit sonucu kıkırdak doku kaybı ve dolayısıyla 

kondrosit ölümündeki artış sürecinde ise apoptozun hücrede homeostazı nasıl 

sağladığının daha iyi anlaşılması gerekmektedir. Literatürde OA ve apoptotik süreçlerin 

gelişiminde hastalıkların rolünü inceleyen çeşitli çalışmalar bulunmaktadır. Özellikle 

yaşlanmanın, hareketsizliğin ve yanlış beslenmenin OA ile oluşacak metabolik 

değişikliklerin gelişmesini arttırıcı unsurlar oldukları bilinmektedir (109,110). Ayrıca 

obezite ile bağlantılı olarak gelişen tip 2 diyabetle OA arasındaki ilişki de yapılan 

araştırmalarda geniş olarak yer tutmaktadır (111,112). 

Yapılan çalışmalarda obezite ile OA gelişimi arasındaki ilişki, biyomekanik 

olarak ekleme uygulanan artmış yük ve makaslama kuvvetleri şeklinde açıklanmaktadır 

(113). 

Mekanik kuvvetlerin uyardığı kondrositler bu durumda çeşitli sinyal 

mekanizmalarını aktive ederek doku homeostazını korumaya çalışır. Sinyal yolaklarının 

aktivasyonunda sitokinler, inflamatuvar aracı moleküller ve nitrik oksit yer alır. Aktive 

olan bu nitrik oksit gibi reaktif oksijen türleri (ROS) hücre çevresinde oksidatif stres ve 

devamında matriks yıkımını başlatırlar (114-119). Kondrositlerde ROS aktivasyonunun 

artışı ile oksidatif stres oluşması, özellikle OA’li hastaların kıkırdak hücrelerinde artan 

apoptoz aktivitesi ile birlikte artmış mitokondriyal DNA (mtDNA) hasarını tetiklediği 

gösterilmiştir (110). 

Obezite dışında eklem kıkırdağında OA’in gelişmesine sebep olan bir diğer 

faktör de DM’dir. Ancak DM ile OA arasındaki bağlantı yapılan çalışmalarda yeterince 

aydınlatılamamıştır. Yine de literatürde, OA ve diyabet arasındaki bağlantıyı açıklamak 

için yapılan OA’lı hayvan deneylerinde endoplasmik reticulum stress (ERS) 

seviyelerinin, glukoz transporter 1 (GLUT1) ve regulatör faktörü hipoksi-inducible 
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factor (HIF)-1α protein ekspresyon seviyelerinin sinoviyal zarda artmış olduğu 

gösterilmiştir (120). 

OA’li hastalarda yapılan çalışmalarda genellikle OA’ya metabolik sendrom 

hastalıklarının da (diyabet, obezite, hipertansiyon, gibi) eşlik ettiği görülmektedir. Bu 

nedenle her bir faktörün OA’ya etkisini anlamamız ve aktive olan sinyal yolaklarını 

incelememiz zorlaşmaktadır.  

Çalışmada yer alan hafif kilolu (HK) ve obez hastaların tümünün kan şekerleri 

120 mg/dL’nin altında ölçüldü. Çalışmamızdaki hastaların tümünün tansiyon ölçüm 

değerlerinin normal sınırlarda olmasına ve hiçbirinin bir inflamatuvar hastalık olan 

romatoid artrit şikâyetlerinin olamamasına dikkat edildi. Bu şekilde OA’li hastalar 

arasında oluşturduğumuz HK grubu kontrol grubumuzu oluştururken, obez grubunda 

DM’li hasta olmaması ile de diyabet hastalığı ile mekanik yüklenmenin etkilerinin 

birbirinden ayrılması sağlandı. 

Çalışmamızda OA’de apoptozun rolü, apoptozda rol oynayan iki ana yolaktaki 

proteinlerden olan Bcl-2 ve kaspaz 3 ekspresyonlarının incelenmesi ile gerçekleştirildi. 

Kaspaz-3 ekspresyonundaki artış, hastalık veya obezite gibi sistemik bozukluklarda 

OA’da apoptoz gelişimini önemli derecede arttırdığını göstermiştir. 

Bir apoptotik protein olan kaspaz-3’ün OA’da artışı daha önceki çalışmalarda da 

gösterilmiştir (110). Ancak bu çalışmada bütün gruplarda (DM+HK, Obez, ve 

DM+Obez), kontrol HK OA grubuna göre artmış bir kaspaz-3 görmemiz, katabolik 

süreçlerin hem DM’de hem de obezitede ayrı ayrı artmış ve baskın olduğunu 

göstermektedir.  

Çalışmamızda ayrıca bir anti apoptotik protein olan Bcl-2 protein ekspresyonuna 

da bakıldı. Yapılan deneylerde Bcl-2 proteininin de tüm gruplarda (DM+HK, Obez ve 

DM+Obez), kontrol HK OA grubuna göre artmış olduğu gözlemlendi. Hatta DM+Obez 

ve obez gruplarında, DM+HK grubundan daha fazla Bcl-2 ekspresyonu olduğu görüldü. 

Bu veri sağlıklı ve OA’lı hastaların kıkırdak dokularındaki mRNA’larının Bcl-2/Bax 

oranının OA’lı hastalarda azaldığını göstermektedir (155). Bu sonuç in vivo olarak 

yapılan çeşitli oksidatif stress ajanların doğrudan hücrelerin veya dokuların üzerine 

eklenmesi ile azalan Bcl-2 aktivasyonu ile ilgili yapalan çalışmalarla çelişmektedir 

(121,122). 
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Hastaların dokularındaki artan Bcl-2 ekspresyonu, anabolik süreçlerin kıkırdak 

dokuda hala devam edebildiğini göstermesi açısından önem taşımaktadır. Kim ve ark, 

(2000) çalışmalarında normal kıkırdakta apoptotik kondrositlerin OA’e göre çok daha 

az olduğunu göstermişlerdir (123). Yine aynı çalışmada OA hasarı olan bölgedeki 

hücrelerin apoptoz oranının da, bu hasarın olmadığı OAlı bölgeye göre daha fazla 

olduğunu göstermişlerdir. Çalışmalarında normal kıkırdakta OA’lı kıkırdağa göre Bcl-2 

ekspresyonunun artmış olduğunu, ancak OA’lı hasarlı kısmın da hasarsız kısma göre 

daha fazla Bcl-2 eksprese ettiğini göstermişlerdir. Başka bir çalışmada OA’lı kıkırdakta 

Bcl-2 ekspresyonun arttığı, ancak Bax’ın kıkırdağın normal, hasarlı ve hasarsız 

bölümlerinde değişmediğini göstermişlerdir (124). 

Çalışmamızda, DM+Obez ve Obez gruplarında Bcl-2’nin kontrol HK, ve DM 

gruplarına göre daha fazla bir artış göstermesi, metabolik süreçlerin bu dokuları 

apoptozdan korumaya çalışması olarak değerlendirilebilir. Apoptotik protein 

ekspresyonlarına paralel olarak artan Bcl-2 ekspresyonu bir çeşit osteokondropati olan 

ve sekonder OA’nın gelişmesi ile sonuçlanan Kashin-Beck sendromlu (KBD) hastalarda 

da gözlenmiştir. Çalışmada KBD eklem kıkırdaklı hastalarda Bax ve Fas gibi apoptotik 

protein ekspresyonlarına rağmen artan Bcl-2 artışı dokuda apoptoz lehine değişen bir 

denge durumu olarak yorumlanmıştır (125). 

Osteoartrit’li hastaların kondrositlerinde p-CaMKII, CaMKII ve CaMKII mRNA 

aktivasyonları incelendiğinde DM ve obez gruplarda mRNA sentezinin ve proteininin 

fosforile formunun protein ekspresyonuna göre artmış olduğu görüldü. Ca2+ bir hücre içi 

haberci olarak hücrede homeostazın korunmasında ve birçok metabolik sürecin 

devamlılığında rol alan bir iyondur (126). Ayrıca sitoplazmik Ca2+ konsantrasyonundaki 

değişimler, kıkırdak hasarı oluşumunda ve kondrositlerde apoptoz süreçleri de dâhil 

olmak üzere, pek çok sinyal yolağının aktivasyonununda işlev görür (127,128). Hücrede 

artan CAMKII fosforilasyonu ise özellikle hücre içi Ca2+ konsantrasyonun arttığını 

işaret etmesi nedeniyle ve kondrositte Ca2+ ile aktive olan yolakların aktive olduğunu 

göstermesi açısından önem taşımaktadır. CAMKII posforilasyonun kondrosit 

proliferasyonunda ve ECM sentezinde rol aldığı gösterilmiştir (129). Ayrıca literatürde 

OA’da p-CAMKII’nin artışını gösteren çalışmalar bulunmaktadır (130). Ancak bu 

çalışmalardan Nalesso G ve ark yaptıkları çalışmada CAMKII inhibisyonunun kıkırdak 
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hasarını arttırdığını gösterilmiş ve CAMKII’nin kıkırdak homeostazındaki kritik rolüne 

işaret edilmiştir (130). 

Deneylerimizde osteoartrit’li dokular ile osteoartrit ile birlikte ve sistemik 

hastalıkların olduğu dokular karşılaştırıldığında, sistemik hastalıklarda kaspaz-3’ün 

daha aktif olduğu görüldü. Ancak apoptotik yolağın aktivasyonuna rağmen, Bcl-2’nin 

ve CAMKII ekspresyonlarındaki artışın DM ve Obez gruplarda ön plana çıkmasında 

OA’lı kıkırdakta sistemik hastalıklar sonucunda homeostazın sağlanmasına yönelik 

daha yoğun bir hücresel aktivite olduğunu düşündürmektedir. OA’da metabolik 

hastalıkların bir arada bulunması apoptotik süreçleri arttırırken, yapım yıkım oranı 

düşünüldüğünde, yıkım baskın olmakla beraber, dengenin korunması için daha fazla bir 

aktivasyona neden olduğunu göstermektedir.  

Bcl-2 verimizde obez grubundaki anti apoptotik aktivitenin DM grubundaki 

örneklerden daha fazla olduğu ayrıca obez grubundaki hastaların aynı zamanda 

diyabetli olmaları durumu ise, tek başına obez grubunun Bcl-2 aktivitesini 

değiştirmediği görüldü. Yine çalışmamızda CAMKII ekspresyonlarını incelediğimizde, 

sonuçların Bcl-2 verisine benzer şekilde DM’de bir miktar aktivasyon yönünde artış 

olurken, obezitede DM grubundan daha fazla miktarda bu proteinin aktivasyonunun 

arttığı gözlemlendi. Gen ekspresyon düzeyinde CAMK2A’nin obez grubunda artması, 

dokuda apoptoza karşı olan anabolik süreçlerin hala devam ettiğini ve bu anabolik 

süreçlerin obezitede daha yoğun olduğunu göstermektedir.   
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Bu tez çalışmasında, osteoartrit’te apoptoz mekanizması, DM ve mekanik 

yüklenme (mekanik yüklenme) üzerinden incelendi. Bunun için VKİ’lerine göre ayrılan 

hastalardan alınan kıkırdak örnekleri kendi içlerinde gruplara ayrılarak OA’da DM ve 

obezite birbirlerinden ayrı bir şekilde değerlendirildi. Bu şekilde DM gibi, bir 

metabolizma hastalığı sonucu oluşan hasarlanma ile sadece kıkırdak üzerine gelen yük 

miktarının artışı ile oluşan hasarlanma apoptoz yolağındaki proteinler üzerinden 

karşılaştırılarak, OA’da apoptoz anlaşılmaya çalışıldı.  

Bir ilk olma özelliği taşıyan çalışmamızda, OA’lı hastalardan alınan kıkırdak 

dokulardaki apoptoz süreci, hastaların metabolik hastalıklarının ve kıkırdaktaki mekanik 

yük miktarındaki artışın etkisi birbirinden ayrılarak incelendi. Buna göre kaspaz-3’ün 

ekspresyonundaki artış, katabolik süreçlerin bu iki ayrı tipte hastalık koşulu için de 

artmış bir apoptotik yanıta sebep olduğunu göstermiştir. Bununla beraber Bcl-2 ve 

CAMKII yanıtlarının yine bu hastalıklarda artmış olduğunu görmemiz anabolik 

süreçlerin hala devam ettiğini ve bu anabolik süreçlerin obezitede daha yoğun olduğunu 

göstermektedir. Ayrıca hastalıkların bir arada bulunması, yapım yıkım oranında, yıkım 

baskın olmakla beraber, dengenin korunması için daha fazla bir aktivasyona neden 

olduğunu göstermektedir.  

Tez çalışmamızın bir diğer sonucu da hücre içi sinyal proteinlerinin (Bcl-2 ve 

CAMKII) obezitenin olmadığı tek başına DM grubunda daha düşük aktivasyon 

gösterirken, obezite varlığında daha yüksek aktivasyon göstermeleri olmuştur. Bu 

sonuç, eklemlere gelen yük miktarının OA gelişiminde ve OA’da apoptoz sürecinde 

DM’den daha belirleyici olduğunu düşündürmektedir. Sonuç olarak insan eklem 

kıkırdak OA’da DM’ye göre obezite kaynaklı mekanik yüklenmede daha yüksek bir 

metabolik aktive görülmüştür. Ancak bu aktivitenin daha iyi tanımlanması için yeni 

deneylere ihtiyaç duyulmuştur. 

Hücresel düzeyde, metabolizma ve kuvvet yanıtlarının farklılaştığı noktaları daha 

iyi kavramamız osteoartrit gibi yaşlanan dünya nüfusu için kritik bir hastalığın 

tedavisinde yeni yaklaşımların oluşmasına katkı sağlayacaktır.  
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