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OZET

Insan Diz Eklem Kikirdak Hasarlanmasinda (Osteoartrit) Apoptozun Roliiniin
Diyabet ve Mekanik Yiiklenme Uzerinden Incelenmesi

Insanlarda en sik goriilen ve 6zellikle yashlarda en biiyiik kronik sakatlik
sebebi olan osteoartirit, eklem dokusunun parcalanmasi ve onarim arasindaki
denge bozuldugunda olusur. Kondrosit apoptozunun osteoartrit’in (OA)
ilerlemesinde merkezi bir rolii oldugu bilinmekle birlikte, mekanizmasi tam olarak
aydinlatilmanustir. Dolayisiyla bu tez c¢ahymasimin amac1 insan eklem
kikirdaginda diyabet ve mekanik yiiklenme (obezite) nedeniyle olusan
osteoartrit’teki apoptotik sinyal yolaklarim1 biyomolekiiller aracihig ile
inceleyerek, apoptoz ile osteoartrit arasindaki baglantiy1 kikirdaga gelen yiik
miktari iizerinden tammmlamak olmustur.

Cahsmada total diz protezi ameliyatlarindan eksizyon materyali olan
ornekler kullanildi. OA’l hastalar Viicut Kitle indekslerine (VKI) gére gruplara
ayrildi. Ayrica cahismamizda diyabetli (DM) hastalarin da ornekleri alinarak,
apoptoz icin pozitif kontrol grubu olusturuldu. Ardindan diyabetli hastalar da yine
VKi’lerine gore ayrilarak dort farklh arastirma grubu elde edildi: Hafif Kilolu
(HK), DM+HK, Obez ve DM+0Obez. Cahsmada dokulardan lizatlar hazirland1 ve
Bcl-2, kaspaz-3 ve CAMK II protein aktivasyonlar1 western blot yontemi ile
olciildii. CAMK II proteinini kodlayan gen ekspresyon seviyelerindeki degisimler
ise gercek zamanh PCR yontemi ile belirlendi.

Tez ¢caismamizda kaspaz-3 protein ekspresyonunun HK grubuna gore buttn
gruplarda arttig: gozlendi. Bununla beraber Bcl-2 ve CAMK proteinlerinin de tim
gruplarda arttigi (DM, DM+Obez, Obez), ancak Obez ve DM+Obez gruplarinda
artisin daha fazla oldugu goriildii.

Bu veriler 1siginda, insan diz kikirdaginda gelisen OA’da, metabolik
hastaliklarin kondrosit apoptozunu arttirdigini gozlemledik. Bununla birlikte Bcl-
2 ve CAMKII aktivasyonundaki artis, DM ve obezite gibi hastaliklarda apoptoza
kars1 olan anabolik siireclerin, katabolik siireclere ragmen hala devam ettigini
gostermistir. Bcl-2 ve CAMKII aktivasyonunun obezitede DM’ye gore daha fazla
olmas1 ise, mekanik yiiklenme sonucu olusan OA’da daha aktif bir anabolik
siirecin oldugunu isaret etmektedir.

Anahtar Sozciukler: 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 Il 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+QObese, 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 CAMKI I 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. GIRIS

Osteoartrit (OA), genellikle ileri yastaki bireylerde gorilen, sinovyal membran,
kikirdakta aginma, eklem kapsiiliindeki farkliliklarla ortaya ¢ikan dejeneratif bir eklem
hastaligidir (1). OA’li bireylerde eklemin normal yapisinin bozulmasi ile birlikte
proprioseptif duyu kaybi, kas kuvveti kaybi, Krepitasyon, inflamasyon ve sinoviyal
stvida artig goriiliir (2).

Osteoartrit, prevelansi ve insidansi insan dmriiniin uzamasiyla artmistir ve diinya
nifusunun %210’unda semptomatik seyretmektedir. Yetiskin bireylerin % 33’linde
osteoartirit bulgusu bulunurken, 65 yas Uzerindeki bireylerin ise %90’inda radyolojik
olarak osteoartirit bulgusu bulunur ve yashiliktaki agri ve ozirliliigin en Snemli
sebeplerinden biridir (3-5). Ozellikle yiik tasiyan diz, kalca gibi eklemlerde progresif
olarak ortaya ¢ikar. Kikirdaktaki yikim, subkondral skleroz ve osteofit olusumu ile
kendini gosterir.

Diz osteoartrit’inin  gelisme riskini artiran faktorlerden bazilar1 cinsiyet
(kadinlarda daha fazla oranlarda goriilme olasiligi), yagslanma, obezite, immobilizasyon,
bazi yaris sporlari, bazi meslekler, zedelenmis ekleme yuk binmeye devam etmesi ve
bazi genetik faktorlerdir (6). Diz OA’sinin diz eklemi ve etrafindaki dokularda meydana
getirdigi degisikler, hastalarda agri, sertlik, instabilite, eklemde sislik, eklem hareket
acikliginda azalma ve eklemin deforme olmasi gibi klinik bulgulara ve bunlara bagh
fonksiyon kaybi, azalmis mobilite ve yiiriiyiis bozukluklar1 ile yasam kalitesinde azalma
meydana gelir (7-12).

OA’da diz eklemi en sik tutulan eklemlerden birisidir (13). Erkeklerde kadinlara
gore daha az gorilir (14). Ileri yaslarda radyografik ya da klinik olmayan osteoartrit’in
gorilme oranlarinda artiglar gorulir (15). Osteoartrit geriatrik bireylerin ortalama
%80’ini etkilemektedir. OA, hem saglik hem de ekonomik agisindan biiyiik kayiplara
neden olan ve yasl niifusu en fazla etkileyen bir hastalik tiiridiir (16).

Diz OA’s1 eklemlerde agri ve eklem tutuklulugunun yaninda, eklemlerde hareket
oraninin ve Quadriceps Femoris kas kuvvetinin azalmasi, fiziksel kusurlarin ve
fonksiyonel o6zgiirliigiiniin azalmas: gibi durumlara sebebiyet vermektedir (17). Bu
sebeple hasta tedavisinde varilmak istenen nokta, eklem tutuklugu ve agriyr azaltmak,

kas kuvveti artirilarak fonksiyonelligi st diizeye c¢ikarmak ve giinlik yasam



etkinliklerini arttirma hedeflenmistir. Bu hedefler 15181inda tedavi programlarinda farkli
tedavi metodlar1 yer tutmaktadir (18,19).

Osteoartrit tedavisinde cerrahi girisim, farmokolojik tedavi ve non-farmakolojik
gibi tedavi yontemleri uygulanmaktadir. Yapilan arastirmalarda non-farmakolojik
tedaviler arasinda fizyoterapi uygulamalari, diyabetik yaklagimlar (kilo kontrolii),
bireysel egitim programlari ve akupunktur yer almaktadir (20). Bunlarin disinda:

Egzersiz, bantlama, ortez kullanimi1 ve manuel terapi diz osteoartrit tedavisinde
onemli yeri olan fizyoterapi ve rehabilitasyon uygulamalarida kullanilmaktadir. Ancak
hangi tedavi yonteminin daha iyi ve etkili oldugu ve hatta OA olusumunu molekiler
duzeyde engellemek igin OA hakkinda daha fazla bilgi sahibi olunmasi ile
gergeklesebilir.

Calismamizda SBU Adana Sehir Egitim ve Arastirma Hastanesinde gonartroz
tanis1 konmus ve total diz protezi ameliyati olan yaslar1 50 ile 70 arasinda degisen 40
hastanin diz kikirdak dokular1 kullanildi. Toplanan ornekler ilk olarak hastalarin
VKI’lerine (viicut kitle indeksi) gore ayrildi. Buna gére birinci grup VKI 25 ve 26 olan
hafif kilolu (HK) hastalarin ornekleri ile olusturuldu. Calismadaki ikinci grup ise
VKI’leri 30 ile 35 araligindaki obez hastalarin kikirdak drneklerinden olusturuldu. Bu
grup calismamizda obez olarak isimlendirildi.

Osteoartrit olusumunda apoptotik siireglerin belirleyiciligi cesitli ¢alismalarda
gosterilmistir.  Calismamizda obezitenin apoptotik etkilerini  hiicresel dilizeyde
karsilastirmak i¢in Tip 2 diyabetli hastalarin 6rnekleri de calismaya dahil edildi. Bu
ornekler de kendi iclerinde, hafif kilolu ve diyabet (HK+DM), diyabet ve obez
(DM+OB) olarak iki gruba ayrildi. Boylece obezite ve diyabet hastaliklari {izerinden
osteoartrit’te gelisen kikirdak hasarlanmasinda sinyal molekilleri Uzerinden apoptoz

yolaklar1 incelendi.



2. GENEL BILGIi

2.1. Diz Osteoartriti

2.1.1. Tamim

Amerikan Romatoloji Dernegi Tani ve Tedavi Kriterleri Komitesi tanimina gore
Osteoartirit (OA), kemikte ve kikirdakta meydana gelen degisiklikler sonucu olusan,
eklemde artan ve agriya sebep olma ihtimali yuksek olan bir sire¢ seklinde
tanimlanmistir(21).

En cok gorilen kas iskelet sistemi hastaliklarindan birisi olan osteoartirit,
sinoviyal eklemlerdeki kikirdak yapinin ilerlemis derecede dejenerasyonuyla iliskilidir
(22). Dizde genellikle OA’nin meydana geldigi “bdlmeler” olarak da bilinen ii¢ temas
bolgesi vardir. Bu ¢ temas bolgesinden Medial tibiofemoral komponenti en iyi tutarken
(%75), ikinci sirada patellofemoral komponenti (%50) tutmaktadir. Ugiincii sirada
bulunan Lateral tibiofemoral komponent tutulumu ise tek basina ¢ok az gorulir (23).

Osteoartrit, dizde bulunan ti¢ bileseni de etkiler.

| | 1 '
Baslangig Gelisim Orta lleri evre
v ) =) o)
3

-.1|. 1. 1"| |

Sekil 2.1. Dizlerde Osteoartrit olusum asamalari (24)




2.1.2. Epidemiyoloji

Yaslilarda oziirliiliige yol agabilen OA diinyada ¢ok sik rastlanan hastaliklardan
birisidir. Hastaligin goriilme oraninin yas ilerledikce arttigi yapilan arastirmalarda
kanmitlanmistir  (25). Arastirmalarda OA  sikhigmin 60 yas tizerindeki bireylere
bakildiginda %11 ile %50 arasinda oldugu bulunmustur (26). 50 yas iizeri insanlarda
semptomatik diz osteoartirit goriilme sikliginda, Turkiye’deki duruma bakilacak
olunursa, erkeklerde %8, kadinlarda ise %22,5 olarak agiklanmistir (27). Radyolojik
OA prevalansinda kadinlarda sadece %34’e karst %31 gibi hafif bir artis
gOzlenmektedir (23). Semptomatik diz Osteoartirit prevalansinin ise kadinlarda
erkeklerden oldukca fazla oldugu goriilmektedir (Kadinlarda %22,5, erkeklerde %8).

2.1.3. Patogenezi

Dejeneratif bir eklem hastaligi olan OA’nin gorilme sikligi yasla birlikte
artmaktadir. Cogunlukla yiik tasiyan eklemlerde gortlmektedir. Her sinovyal eklemi
tutabilen OA genellikle omurgada ellerde, kalcalarda ve dizlerde meydana gelir.
Mekanizmasi giintimiizde tam olarak ortaya konulamamustir. Metabolik, biyokimyasal
ve morfolojik olmak (izere osteoartirit’te ortaya g¢ikan degisimler ¢ temel grupta
toplanir. Kikirdak yiizeyinde catlaklarin gelismesi ve belirginlesmesi, gorilen
morfolojik degisimler arasindadir. OA ilerledikc¢e eklem kikirdag: iilserlesir, catlaklar
ve eklem ylizeyinin diizensizligi gittikce artar. (28).

Osteoartirit ilerledikce kondrositlerin sentezledigi igerigi parcalayan enzimlerin
miktar1 biyokimyasal olarak artis gosterir. Ekstraselliler Matriksin (ECM) sertligi ve
dayanikliligt azalir. Kikirdak ECM’si, su ve makromolekullerden (glikoprotein,
kollajen, non-kollajendz proteinler, proteoglikan gibi) olusur. Matriksin igerigini yikan
enzimlerin artisiyla metabolik farkliliklar ortaya ¢ikar. Matriks metalloproteazlarin
aktivitesinin artmasi kikirdagin ve eklemlerin bozulmasi sonucu olarak gelisir.
Matriksin esnekligi ve dayanikliliginin azalmasi ve bunun sonucunda eklemlerin zarar
gormesi, eklem kikirdaginin yapisal degisiminin sonucu olarak ortaya g¢ikar (29).
Matriks, eklem kikirdaginda kikirdaga esneklik ve destek saglar. Proteoglikanlar ve
tip-2 kollajen bu matriks icerisinde ¢ok miktarda bulunur. Proteoglikanlar tip-2
kollajenlerde eklemlerin gerilim kuvvetinde rol oynar. Ayrica yiike ve basinca karst

eklemin dayanikliligini ve korunmasini saglar. Bunlarin disinda kikirdak ylzeyleri



arasinda meydana gelen asinma ve siirtiinmeyi proteoglikanlarin yapisinda bulunan
glukozaminlerin stilfatlanmis formu azaltir. ECM’nin yapim ve yikim arasindaki
oranin bozulmasi1 sonucunda osteoartirit’in olusum mekanizmasinin olustugu
diistiniilmektedir (30,31). Bir diger mekanizma da kollajen yapis1 ve matriks igerigi
dokularda dretilen reaktif oksijen turevlerinin (ROS) oksidatif stres meydana
getirmesiyle bozulmasidir. Osteoartirit’in baslangicinda 6n planda olan kikirdakta
olusan degisimlerdir. Bu degisimler ise agiklandigi gibi proteoglikanlar ve tip-2
kollojenlerin yikilmas1 sonucu olusan degisimlerdir. Kikirdakta olusan degisimler
icinde bir diger 6nemli mekanizmalardan biriside IL-1 ile induklenen insan kikirdak
hicrelerinden proinflamatuar medyatérlerin  salinmasidir. Bunun disinda matriks
igerigindeki makromolekdlleri parcalayan enzimleri IL-1 aktif hale getirir ve bunun
sonucunda bu makromolekullerin sentezinin aksamasina sebep olur (28,32). Ayrica
OA geriatrik toplumda en cok meydana gelen fiziksel yetersizliklerden birisidir.
Eklemlerde agri ve tutkunluk ilerleyen yaslarda kendini gosterir. Kemik uglarinin
birbirine siirtmeye baslamasimin sebebi kemiklerin birbirine yaklasmasidir ve bunun
sonucunda eklemlerde sislik, sertlik, agr1 ve tutukluk olusmaya baslar. Eski zamanlarda
yaslanmaya bagli olarak dejeneratif eklem hastaligi gibi degerlendirilen osteoartirit
gunimizde de, genetik yatkinlik, eklem biitiinliigi, mekanik giigler, hucresel ve
biyokimyasal surecler ile lokal inflamasyon gibi bircok nedene bagli olan bir hastalik
olarak degerlendirilmeye baslanilmistir (33).

Patogenezini kisaca Ozetlersek, dejeneratif bir eklem hastaligi olan OA genel
olarak yiik tasiyan eklemlerde kikirdak hasari sonucunda meydana gelir. Bu hastalikta
eklem kikirdag: giderek kaybolmaya baslar (34-36). Osteoartirit’in olusum sebebi
eklem kikirdaginda meydana gelen biyolojik, mekanik, enzimatik ve molekiler
degisimler sonucunda olusan yapim ve yikim dengesinin bozulmasidir. Bu durum
kikirdak dokunun ilerleyici yikimi ile karakterize olur (37). OA olan bireylerde eklem

kikirdaginda catlaklar, yirtiklar, kirilmalar ve tlserasyon meydana gelebilir.

2.1.4. Risk Faktorleri
Yas
Yas ile osteoartrit arasinda oldukca kuvvetli bir risk faktort bulunur. 25 ile 35

yas arasindaki bireylerde %0,1 risk faktorii oran1 gorullrken ileri yaslarda ¢zellikle 65



yas lizerine ¢ikildiginda bu oran %40-50 oldugu goriilmiistiir. 75 yas Uzeri bireylerde
ortalamanin %80’leri gectigi ayrica Patellofemoral eklem tutulumunun da yasa bagh
olarak arttig1 agiklanmistir (38).

Cinsiyet

Osteoartrit agisindan degerlendirme yapildiginda kadinlarin erkeklere oranla
daha fazla oranda risk altinda oldugu goriilmiistiir. Osteoartrit goriilme yas1 erkeklerde
50, kadinlarda ise 40 yas lzerine ¢ikildiginda artar. Osteoartrit olma riski kadinlarin
erkeklere oranla yaklasik 2,6 kat daha fazla oldugu goriilmiistiir. Yapilan caligmalarda
bunun nedeni tam olarak bilinmemekle beraber hormonlar, genetik yap1 ya da diger
sebeplerin etkili olabilecegi tahmin edilmektedir. Hiperdstrojenizm durumu menopoz
oncesinde kadinlarda, osteoartrit gelisimini arttirabilmektedir. Ayrica yiiksek topuklu
ayakkab1 giyilmesi de osteoartrit olma risk oranini yiikseltmektedir (39).

Obezite

Mekanik kuvvetlerdeki artis eklemin harabiyetine yani osteoartrit olusumuna yol
acan birincil faktorlerden biridir. Ayrica eklem biyomekaniginde bozulmaya neden olan
obezite; postiiral durus, ylrime ve fiziksel aktivite miktarinin da degismesine sebep
olur. Obez bireylerde meydana gelen agirlik, aktarmadaki dengesizlik nedeniyle dizin
medial kompartmaninda degisiklige sebep olarak surecin daha da hizlanmasina neden
olmaktadir (40).

Sigara

Yapilan arastirmalarda sigara icen bireylerde icmeyenlere gore kikirdak doku
kaybi1 ve agri siddetinin daha ¢ok oldugu bulunmustur (41).

Eklem Yap1 Bozukluklar:

Osteoartrit olugma riskini arttiran sebepler arasinda, bireylerde diz ekleminde
daha once gecirilmis olan ligament, menisektomiler veya diger eklemlerde Onceden
meydana gelmis hasarlar olabilmektedir (42).

Genetik Faktorler

Modern teknikler kullanilarak osteoartrit’te  genetik  faktdrlerin  roll
incelenmistir. Yapilan arastirmalarda 6zellikle diz ekleminin patellofemoral ve

tibiofemoral bolimleri genetik faktorlerden oldukca fazla etkilendigi agiklanmusgtir (43).



2.2. Kikirdak Doku

Kikirdak dokusu vaskiiler sistemle etkilesmeyen, lenf damarlari veya sinir
iletimi olmayan ve baglantili oldugu dokulara destek ve esneklik saglayan bir bag
dokusudur. Eklem kikirdagi, sinoviyal eklemdeki kemik yiizeyini kaplayan bir tlr
hiyalin kikirdaktir. Sinoviyal eklemler kemikler arasinda bir kavite olusturur ve boylece
sisteme hareket Ozgiirligii kazandirir. Sinovyal kavite icerdigi sinovyal sivi ile
kemiklerin birbirleri ile siirtlinmesini azaltarak kayganlastirma gorevi gortir. Saglikl bir
kikirdakta yalmizca kondrosit hicreleri  bulunur. Sinovyal sivi, eriskin eklem
kikirdaginda difiizyon araciligi ile kondrositlere oksijen ve besin maddeleri saglarken,
karbondioksit ve metabolik atik iiriinlerini uzaklastirma gorevi de goriir. (44). Ayrica

sinovyal s1vi eklem hareketleriyle periyodik olarak kikirdak yiizeyini yikar.

2.2.1. Kondrositler

Kondrositler, kikirdak ekstraseliiler matrisi (ECM) olusturabilmek ig¢in
proteoglikanlar, kollajen ve Kkollajen olmayan proteinlerin sentezlenmesi ve
salgilanmasini saglarlar (45,46). Olusturduklar1 bu matrise gomiilen kondrositler diger
hlcrelere gore ¢ok farkli bir iyonik ortam i¢inde bulunurlar (47). Hicrelerin gevrelerini
saran proteoglikanlar negatif yiikliidiirler ve hiicre disindaki Na® gibi pozitif yikli
iyonlari ¢ekerler. Bu durum, yiiksek osmolariteye ve diisitk pH’ya sebep olur (48).

Kondrositler, hasarlanmaya yanit olarak parcalanmis makromolekillerin
uzaklastirilmasi ile bunlarin sentezinin arttirilmasi arasinda bir denge kurarak kikirdagi
korur (49). Proteoglikanlar, sikistirma sirasinda kikirdak sertligi, stabilite ve
dayanikliliga katkida bulunur. Kikirdak matrisi ise kondrositleri eklem {tizerindeki
mekanik strese karsi korur (45,49). Kondrosit metabolik aktivitesi, kikirdak {izerindeki
mekanik stresin agirligi ile dogrudan iliskilidir. Kikirdak tizerinde yogun bir yiik varken

artan aktivite ile maksimum proteoglikan igerigi saglanir (50).



Eklem kikirdaginin dayanma ve tepki olusturabilme giicii, basing ve makaslama
kuvvetlerine kars1 koyabilmesi agisindan hayati 6neme sahiptir. Literatiirde, dinlenim
zar potansiyelinin (Em) bu metabolitlerin sentezi ve salmimi gibi islevlerin
yapilabilmesinde 6nemli bir rolii oldugu gosterilmistir (51,53). Bu bilgiler, iyon
kanallarma yapilacak cesitli miidahalelerle, hiicrelerin ECM iiretimlerini etkileyecegi
varsayimini dngormektedir. Bu varsayim, hiicrelere iyon kanal blokdrleri uygulanmasi
ile azalan matris mMRNA, proteinler ve siilfatlanmis glukozamin glikan iiretimi ile
desteklenmistir (54,55). Kondrosit proliferasyonu da yine lidokain ve verapamil gibi
kanal blokorleri varliginda azalirken, apoptozis artmistir (56). Kondrosit membraninda

yer alan iyon kanallar Sekil 2.2” de gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Kondrosit hiicrelerinde yer alan iyon kanallar1 ve proteinler (70)

Osteoartrit, artikiiler kikirdakta ilerleyici dejenerasyon olarak tanimlanmistir
(57). Ayrica OA eklem dokusunun pargalanmasi ve onarimi arasindaki denge
bozuldugunda olusur. Fizyolojik kosullar altinda, eklem kapsiilii icindeki dongiisel
mekanik kuvvetler, hiicresel metabolizmayr modiile eden ve genel sagligi koruyan
dinamik bir ortam yaratir (54-56).

Kondrositin birincil rolii, makromolekiiler sentezi ve temel bilesenlerinin

degradasyonunu/par¢alanmasin1  diizenleyerek kikirdagin canliligimi  korumak ve



hyaluronan ve lubricin gibi siirtiinmeyi azaltict maddeler iiretmektir (58,55). Cesitli
ilerleyici kronik hastaliklarda veya yaralanmalar sonucu, kondrosit hasari ve islev
bozuklugu olusur (49). Bu durumlarda matriks sentezi ve yikimi arasindaki dinamik
denge degisir ve eklem igindeki diisiik siirtinme ortami ayrica azalabilir (48). Bu
faktorler erken osteoartrit gelisimini ve kikirdak tabakasinin incelmesini artirabilir.
Osteoartrit’in ilerlemesi ile kondrositlerde iyon tasima sistemlerinin gorevlerinde
aksamaya hiicre dis1 ortamdaki bozulmalara cevap verememesi ile sonuclanir (48).
Kondrosit apoptozunun osteoartrit’in ilerlemesinde merkezi bir rolii oldugu
gosterilmistir (83). OA’da interlokin 1B gibi sitokinler araciligi ile indiiklenebilir nitric
oksit sentaz (iNOS) aktivitesinin arttig1 gosterilmistir (59). iNOS, kikirdak proteoglikan
ve tip Il kollajen sentezini azaltan ve ayrica, DNA ve mitokondriyel hasara da neden
olarak apoptozu tetikleyen nitrik oksit olusumunu saglar (59-61).

NO ve ROS gibi apoptoz indiikleyiciler ile hiicrede 2 temel apoptoz yolagi
active olur: Bunlar 6liim reseptorii aracili (digsal) kaspazlar Uzerinden ve mitokondri
aracili (igsel) Bcl-2 ailesi Uzerinden, kaspaz 3 gibi yuritict (executor) kaspazlarin
aktivasyonuna yol acgan sinyal yolaklaridir (62). Calismamizda OA’de apoptozun rol,
bu iki ana yolaktaki proteinlerden biri olan Bcl-2 ve kaspaz 3 ekspresyonlarinin
incelenmesi ile gerceklestirildi. Insan dizinde gelisen OA’da mekanik yiiklenme
(obezite) apoptozun indiiklenmesini artticagl c¢aligmamizin hipotezi olmustur. Bu
sekilde tez calismamizda DM ve obezite ilizerinden OA’de apoptoz incelenmistir.
Osteoartrit’in etkilerinin diyabette arttigi gosterilmistir (63). Bu nedenle DM
calismamizda bir pozitif kontrol olmustur. Bu ¢alismanin insan 6rnekleri ile yapilmasi
ve OA’da apoptozun etkisinin farkli hastaliklarin birbirlerine gore kiyaslanarak

incelenmesi yapilan bir ilk ¢aligsmadir.
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Sekil 2.3. Kondrositlerde apoptoz olusumu (63).

Ca?* konsantrasyonunun hiicre iginde regiilasyonu diger hiicrelerde oldugu gibi
kondrositlerde de pek ¢ok yasamsal fonksiyonun yerine getirilmesinde 6nemli rol oynar.
Hiicrede kalsiyum seviyesindeki artis ile birlikte kalsiyum sens6r proteinin calmodulin
(CaM) aktivasyonuna ve hedef proteinlerinin Ca®* /calmodulin kompleksi olusturmasina
neden olur (64).

Monoiodoacetic asit (MIA) ile sicanlarda olusturulan osteoartrit modelinde
kondrositlerde hem bir Ca** kanali olan TRPV4’in hem de p-CAMK II'nin
ekspresyonunda artis oldugu gosterilmistir (65). Ancak dogrudan insan kondrositlerinde
Ca®* ile regile olan bu proteinlerin osteoartrit’te farkli hastaliklardaki yanitlari
bilinmemektedir. Tiim bu bilgilerin dogrultusunda ¢alismamizdaki bir diger amacimiz,
insan eklem kikirdaginda gelisen OA’da Ca?" ile regiile olan proteinlerin yanitlarini da

incelemek olmustur

2.3. Diyabetes mellitus (DM)

Diyabet, genetik ve immiiniteye bagli sebeplerle patolojik olaylar sonucunda
pankreastan salgilanan insiilin hormonunun {iretiminin veya saliniminin olmamasi yahut
miktarinin azalmasma ya da etkisinin ortadan kalkmasina bagli olarak karbonhidrat,
lipid ve protein metabolizmasinin bozulmasiyla ortaya ¢ikan kronik bir hastaliktir.

Diyabet genellikle hiperglisemi ile karakterizedir. Yetersiz insiilin salimmi veya
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instiline Kkars1 direng olusumu sebebiyle olusan metabolik degisiklikler, glukagonun
artmasiyla oldukga hizlanmistir (66).

Diinya Saglik Orgiiti'ne (WHO) verilerine gore; Kronik bir hastalik olan
Diabetes Mellitus, organizmanin insiilini etkili bir sekilde kullanamamasi veya
pankreasin yeterli insulini salgilayamamasi sonucunda ortaya ¢ikmistir (66). Birden ¢ok
diyabet tipi bulunmasina ragmen diyabet hastasi bireylerin buyik bir kismimi Tip 1 ve

Tip 2 diyabet hastasi bireyler olusturur.

2.3.1. Tip 1 Diyabet

Mutlak instilin eksikligiyle karakterize olan Tip 1 diyabet Pankreas J3
hlcrelerinde gorilen harabiyet sonucunda ortaya ¢ikar. Bunun altta yatan nedeni ise
siklikla B hiicrelerine karsi gelisen otoimmiin reaksiyon sonucunda [ hiicrelerinin
harabiyetidir. Cogunlukla ¢ocuklarda ve geng erigkinlerde goriilen kronik bir hastaliktir
(66).

2.3.2. Tip 2 Diyabet

Tip 2 diyabet genel populasyonda en sik izlenen diyabet formudur. insiilin
direnci, insiilin yetersizligi ve hiperglisemi ile karakterize olan tip 2 diyabet prevelansi
obezite sikligiin artmasiyla birlikte artis gdstermektedir. Insiilin direnci sonucu olusan
azalan insllin Uretimi, insiiline kars1i duyarsizlik ve olasi pankreatik beta-hiicre
yetmezligi Tip-2 diyabet’in ortaya ¢ikmasina sebep olan Ozelliklerindendir (66,67).

Cogunlukla eriskinlerde ve obez bireylerde gorulmektedir.

2.4. Dizde Osteoartrit

Ileri yaslarda yasam kalitesini olumsuz ydnde etkileyen osteoartrit, morbidite ve
dizabilitenin en 6nemli nedenlerinden biridir. Osteoartrit’teki yeni kemik olusumu ve
kikirdak kaybr gibi degisiklikleri ortadan kaldirarak hastaligi tamamen Onleyen veya
geri donduren bir tedavi yontemi bulunamamustir (68).

Diz osteoartrit tedavisindeki amag¢ agr1 ve tutuklugun giderilerek yasam
kalitesinin arttirilmasidir. Ayrica kas giliciiniin korunmasi ve gelistirilmesi, eklem
fonksiyonlarmin  korunmas: ve iyilestirilmesi, komplikasyonlarin  dnlenmesi,

sakatliklarin 6nlenmesi veya diizeltilmesi amaglanmistir (68).
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Hastalarinin ¢ogunda uygulanan tedaviler, viicut agirligin1 kontrol altina alma ve
agr1 kontrolii gibi amagclar dogrultusunda standart konservatif yaklagimlar ile tedavi
uygulamalart yapilir. Amerikan Romatoloji Birliginin 6nerdigi ilag dis1 yontemlerden
biriside fizik tedavi yontemleridir. Egzersizler, manuel terapi, dizlikler, hasta egitimi

gibi farkli uygulamalar da konservatif tedavi yontemleri i¢erisinde bulunur (69).

2.5. Apoptozis

Hiicre Oltimiiniin farkli bir morfolojisi olarak ilk defa 1972%de J.F.K. Kerr
tarafindan apoptozis tanimlanmistir. Gelismis biyolojik sistemlerde apoptozis,
hiicreleraras1 iliskilerin geregi olarak zara gormiis, viriis ile enfekte olmus ya da
gereksinim duyulmayan hicrelerin kendi kendini yok etmesidir. Bu nedenle apoptozis
hiicre intihar1 olarak da agiklanmaktadir. Yunancada “agactan dokiilen yapraklar”
anlamina gelen Apoptozis, koken olarak “apo (ayrilan)-ptosis (diisen)”” anlamlarini tagir
(70).

2.5.1. Apoptozisin Goriildiigii Hiicre Cesitleri

Metamorfoz ve embriyogenez gibi organizmanin gelisim evrelerinde oldukca
onemli rolii olan apoptozis, fizyolojik bir islemdir. Apoptozis tarafindan 6len hiicrelerin
yerine yeni huicreler meydana gelir. Boylece yeniden yapim ve 6lim doku homeostazini
saglamak icin dinamik bir dengede devam eder (71,72).

Kurbagalarin metamorfozisi esnasinda erigkin forma gecisinde kuyruklariin
ortadan kaybolmasi apoptozisle gerceklesir. Ayni sekilde insan embiryosunun el
parmaklar1 arasindaki hucrelerin apoptozisle 6lmesi sonucu buradaki perdelerin
kayboldugu tahmin edilmektedir (73).

2.5.2. Apoptozisin Morfolojisi

Hucrelerin nikleus, sitoplazma ve plazma zar1 gibi organellerinde apoptozise
0zgu morfolojiler, apoptozis esnasinda ve sonrasinda olusan sitolojik ve biyokimyasal
degisimler neticesinde meydana gelmektedir (74). Apoptozis morfolojisi; apoptotik
cisimcik olusmasi ve makrofajlar tarafindan apoptotik cisimciklerin fagosite edilmesi,
kromatin yogunlasmasi, c¢ekirdegin parcalara ayrilmasi ve hiicre biiziilmesi, olaylarini

icermektedir (75).
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Plazma zarinin aracilik etmesiyle diger hiicreler ve hiicrelerin ekstraseliiler
matris ile olusan baglantilar1 apoptozisin erken déneminde birbirinden ayrilirlar. Bu
ayrilmalardan sonra hucreler biiziilerek komsu hiicrelerle olan fiziksel baglantilarini
kaybederler. Sitoplazmadaki sisternalar vakuol ve vezikdlleri olusturmak icin kabarir ve
endoplazmik retikulumda genisleme meydana gelir (76). Kabaran sisternalarin hiicre
zari ile birlesmesi sonucunda tomurcuklanmalar olusur. Bunlarin ayrilmasi sonucunda
cekirdek ve sitoplazma farkli boyutlarda “apoptotik cisimcikler” meydana getirir.
Apoptotik cisimcikler makrofajlar veya komsu normal parankimal hiicreler tarafindan
fagosite edilirler (77).

Cekirdek Kromatin yogunlagmasini sonra, zar biitiinliigiinde hasar olusturmadan
karyoreksis olarak adlandirilan bir olay sonucunda yapidan ayrilir (78). Kaspazlar
tarafindan bazi proteinlerin kirilmasi ile bu morfolojik degisiklikler baslatilabilinir.
Apoptozisin en 6nemli dzelliklerinden biri DNA’nin (Deoksiriboz niikleikasit) 108-200
baz ¢ifti uzunlugundaki parcalara bolunmesidir. Kazpazlar, aktif olan DNaz (Caspase-
aktivated DNase, CAD) ve DNA’m1 par¢alanmasini saglayan faktor 40 (DNA
firagmentation factor, DFF 40) bu parcalanmalardan sorumlu olan proteinlerdir (79).

Plazma zarindaki degisiklikler sonucunda fagositik hiicreler tarafindan olusan
apoptotik cisimcikler taninabilmektedir. Meydana gelen bu degisikliklerden en 6nemlisi
fosfatidil serinin (PS) lokallizasyonudur. Plazma zarinin i¢ yiizeyinde normal sartlarda
fosfatidil serin bulunur, ancak apoptozisin erken evrelerinde zarin dis yiizeyine lokallize
olur. Bu degisim sonucunda makrofajlar ve komsu hiicreler, fosfatidil serinin, hiicrenin
dis yilizeyine ¢ikmasiyla hiicreyi tanir ve apoptotik cisimciklerin fagositozununun

gerceklesmesini saglar (76).
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Sekil 2.4. Apoptozisde goriilen morfolojik degisimler (80).

2.6. Kaspazlar

Kaspazlar, apoptozda gorev alirlar ve Sistein Aspartat Spesifik Proteaz (Cystein
Aspartat Specific Protease CASPASE) protein ailesinin  mensubudurlar. Aktif
bolgelerinde sistein kalintilarina sahip olan bu proteaz ailesinin Gyeleri, substrat
proteinlerindeki kismi genel olarak aspartik asitten sonra gelen bdlgesidir (81).
Kaspazlar, ilk sentezlendikleri zaman inaktif prokaspaz ya da zimojen halinde
bulunurlar. Kaspazlarin zimojen yapisi (prokaspaz) apoptozun indiklenmesinden sonra
kesilerek aktif kaspaz formuna g¢evrilir. Kaspazlar diger proteinleri kesime ugrattiklar
ve aktif merkezlerinde sistein amino asidi barindirdiklari i¢in sistein proteazlar sinifinda
tanimlanirlar (82,83). Memelilerde tanimlanmis olan 14 farkli kaspaz bulunmaktadir
(84). Bu kaspazlardan 11 tanesi insanda tanimlanmuistir (85,82).

Apoptoz, kaspazlarin aktivasyonunu kapsayan genellikle enerjiye ihtiyaci olan
bir durumdur (86). Kaspazlar, hiicrelerin apoptoza ugramasimi engelleyen proteinleri
yok eden veya inaktiflestiren protein ailesidir. Bir yandan da apoptozu inhibe eden
negatif diizenleyicileri de yikima ugratarak hiicrelerin 6liimiine yol agmaktadirlar (87).
Apoptoz sinyalleri temelde hiicre i¢i kaspazlarin aktivasyonunda gorevlidir. Kaspazlar,
hlcrede inaktif proenzim halinde sentezlenirler. Bunlar otoproteolitik parcalanma veya

spesifik aspartik asit rezidiilerinde diger kaspazlarin dahil olmasiyla aktiflestirilebilirler.
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Kaspazlarin tanimlanan 14 iiyesi igerisinden yedisi apoptozda rol oynar (88). Kaspazlar
iki ana aileye ayrilmaktadir. Birinci grup Kaspaz-1 ile ilgili enzimleri icerirken, ikinci

grup CED-3 6lim geni olup, Caenorhabtidis elegans tarafindan tiretilir (89,82,90).

2.6.1. Kaspazlarin Siniflandirilmasi

Kaspaz ailesinin iiyeleri fonksiyonlarina gore ii¢ grupta toplanirlar.

1. Baslatic1 kaspaz ailesi: Kaspaz ailesinden 2, 8, 9 ve 10 bu gruba dahil edilirler.
Bu kaspazlar pro-apoptotik kaspazlar olarak diger kaspazlari aktive ederler.
Baslatic1 kaspazlar 110 aminoasitten meydana gelirler. Bunlar transmembran
reseptorleri ile etkileserek aktiflesirler (82,83).

2. Efektor kaspaz ailesi: Kaspaz ailesinden 3, 6 ve 7 bu gruba dahil edilirler. Cesitli
hlcre ici proteinlerin parcalanmasi bu kaspazlarin enzimatik reaksiyonlariyla
gerceklesir (82,83).

3. Sitokinleri aktive eden kaspaz ailesi: Kaspaz 1, 4, 5 ve 13 bu gruptadirlar
(82,83).
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Sekil 2.5. Kaspazlar (91).
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2.7. Kalsiyum Kalmodulin Bagimh Protein Kinaz Ailesi

Kalsiyum/Kalmodulin-Bagimli Protein Kinazlar (CaM-kinaz) en iyi karakterize
edilmis kinazlardandir. CaM-kinazlar, gen transkripsiyonu, hiicre canlilig1 ve apoptozu,
sitoskeletal reorganizasyon, 6grenme ve hafiza gibi cesitli hiicresel siiregleri énemli
Olclde etkileyebilirlik fonksiyonlart nedeniyle uygun hiicre fonksiyonlari igin kritik
dizeyde 6nemlidir (92). CaM-kinazlar hiicre igerisinde pek ¢ok sinyal yolaginda yer
alabilirler (Sekil 2.5). ATP’nin gama pozisyonundaki fosfatin, protein substratinin
icindeki Serin, Treonin veya Tirozinin hidroksil grubuna katalizlenmesini blyik bir
enzim kategorisi olan kinazlar gergeklestirir (93). CAMP-bagimli protein kinaz (PKA),
katalitik domaininin kristal yapisi ilk ¢oziimlenmis kinazdir. Daha sonra siklin bagimli
kinaz 2 (cdk2) ve ekstraselller diizenlenen kinase 2’nin (ERK2) X-Ray kristalografik
yapist ¢Oziimlenmistir ve bdylece biitlin protein kinazlarin ortak bir yapisal motif
paylastigi gosterilmistir (94,95)

Kalsiyum/Kalmodulin-Bagimli Protein Kinaz (CaM-kinaz) ailesi CaMKI,
CaMKII, CaMKIII, CaMKIV ve CaMKK olarak 5 kinazdan olusur. CaMK ailesi
Serin/Treonine kinazlar olarak siniflandirilirlar. Kinazlarin aktive edilmesi kalsiyum ve
kalmodulin kompleksinin baglanmasi ile gergeklestirilir. Fakat bazi aile Uyeleri
aktivasyon sonrasinda tiim aktivitenin gergeklesebilmesi icin ekstra fosforilasyon
gerektirirler (92).

CaM-kinazlarin tim domain yapist PKA ile ¢ok benzerdir; iki loblu katalitik
domainin ardindan regiilatér domain gozlemlenir ve bu iki domainin her ikisi de bir

otomatik inhibitér domaini igerirler. Otoinhibitér domain ve CaM bagli domain iist (iste

gelir ve Ca2*/CaM baglanmasi ile otoinhibitér domainin fonksiyonu diizenlenir (92).
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2.7.1. CAMKII

CaMKII'nin dodekamerik yapis1 protein kinazlar arasinda essiz olarak bulunur
ve evrim siiresince korunmustur. Bu durumun ¢oklu alt gruplu holoenzim yapisinin
alisilagelmedik 6zellikler gosterebilmesi i¢in bir anahtar oldugu ileri siirtilmiistiir (97).
Holoenzim yapisi i¢in her kiime 6’sar domain igermek iizere kinazin 12 fonksiyonel
domaini 2 kiime ile bir digli ¢arki goriiniimiinde birbirine baglanir. Buradaki her alt
birim bir otoreglator, bir katalitik ve bir de yardimci domain bulundurur. CaMKII
yapisinda bulunan bu katalitik ve diizenleyici domainlerin CaMKII’nin bazal
aktivitesinin Ca**/CaM yoklugunda nasil baskilandigina dair énemli rollerinin oldugu
diisiiniilmektedir. Ca**/CaM kompleksinin holoenzime baglanmasi sonucu otoregilator
domain disinhibe edilerek otofosforilasyon baslatilir. Bu sayede enzimin Ca**/CaM
varliginda Ca®*/CaM- bagimsiz aktivitesinin olugmasi, CaM yakalama veya CaM
kapatma gibi kompleks degisiklikleri gergeklestirmesine olanak saglanir. Bagimsiz
aktivitenin olugmasi enzim yapisinda sarmal olarak bulunan a-heliks yapisinin hem
Ca®*/CaM baglanma elementi hem de Thr286 icermesi ve bu yapinin fosforlanmasi ile
kinazin Ca®*/CaM bagimsiz duruma gegisi ile gerceklestirilir. Bu durum CaMKII'nin

aktivitesi ve otoregiilasyonuna bir ¢esit molekiiler hafiza kazandirir (96,98).
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Sekil 2.6. CAM-Kinazlarin hiicre i¢i sinyal yolaklar1 (96)

17



2.8. Bcl-2 Ailesi

Bcl-2 ailesi genlerinin homodimer ya da heterodimer formu hiicrenin apoptozise
egilimiyle iliskilidir. Antiapoptatik ve proapoptatik Uyeler olmak (zere Bcl-2 ailesi
birbirine z1t 2 gruptan meydana gelir (99).

Hiicrenin apoptozise gitme egiliminin fazla olmasi hucrede proapoptotik
proteinler fazla oranda bulunmasi anlamia gelmektedir. Antiapoptotik proteinler ise
fazla bulunuyorsa bu hiicrenin apoptozise olan egilimi daha az olmaktadir. Proapoptotik
tyeler, AIF’nin ve sitokrom c’nin salinimini artirarak apoptozisi indiikler. Proapoptotik
uyeler sitozolde bulunurken antiapoptotik tyeler ise endoplazmik retikulumda, ¢ekirdek
zarinda ve mitokondrinin dig membraninda bulunur. Ayrica por olusmasini saglayarak
iyon transportunun diizenlenmesini saglarlar. Antiapoptotik iiyeler, sitokrom c ve

AIF’in salinimin1 engelleyerek apoptozisi inhibe ederler (99).
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Sekil 2.7. Bcl-2 ailesinin tyeleri (100).
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2.9. Western Blot Yontemi

Elektroforetik olarak birbirinden ayrilmis proteinleri ortaya ¢ikarmak icin hassas
immunolojik yéntem olan Western blotlama (imminoblotlama) metodu, 1979'da
gelistirilmistir. Daha sonra Southern ve Northen blotlama tekniklerine benzemesi
nedeniyle bu yontem “Western blotlama” metodu olarak isimlendirilmistir (101).
Karmasik 6rneklerden hedef proteinler hakkinda 6zel bilgi elde etmek i¢in antikor bazl
problar1 kullanarak protein tespiti i¢in Western blotlama teknigi yaygin olarak
kullanilanir. Biyokimya, molekiiler biyoloji ve hiicre biyolojisi alanlarinda ¢ok sayida
uygulama ile kullanilan rutin bir tekniktir (102).

Proteinlerin  molekuler agirliginin bir fonksiyonu olarak SDS-PAGE' de
cozlldikten sonra bir adsorban membran (zerine transfer edilmesine western blot
yontemi olanak saglar. SDS-PAGE yontemiyle proteinlerin molekiiler agirliklarina gore
ayirimui toplayici ve ayirict jel olarak iki gesit agaroz jel kullanimiyla saglanmaktadir.
Toplayici jel diisiik akrilamid konsantrasyona sahip olup gdzenekli jeli olustururken,
ayirici jel yiiksek poliakrilamid konsantrasyonu ile daha dar goézenekli jel olusumunu
saglamaktadir. Bu sayede, kiigiik proteinler biiyiik proteinlere kiyasla daha kolay ve
hizli ilerleyebilmektedir. Western blotlama tekniginde en sik kullanilan membranlar
Poliviniliden diflorir (PVDF) ve Nitroseluloz kagitlardir. Birincil antikorlar western
blotlama igin genellikle sigan, tavsan, fare, koyun ve keci gibi hayvan konaklarindan
uretilir. Proteini tanimak disinda birincil antikorlar, asetilasyon, fosforilasyon,
metilasyon veya glikozilasyon gibi spesifik modifikasyonlar1 gelistirmek icin de
kullanilabilir (103).

Y-bigimli molekiller olan antikorlar, ayn1 agir ve aym hafif zincirin iki
kopyasindan meydana gelirler. Bu zincirler disulfit (SS) baglariyla baglanirlar. f3-
merkaptoetanol gibi indirgeyici ajanlar antikorlar1 tamamen denatiire etmek igin
gereklidir (102,103).

Proteinlerin  buytkliklerine g6re ayirimimi saglamak amaciyla; Once 1s1
yardimiyla denatiire edilmeleri ve sonra Sodyum Dodesil Silfat (SDS) negatif yikli
hale getirerek lineer bir forma doniismeleri saglanmaktadir. Ardindan negatif yiikle
yiiklenen proteinler elektroforez sirasinda anoda go¢ ederken farkli protein bantlari
halinde  odaklanmakta  ve  kemiluminesans  prensibinden  yararlanilarak

goruntilenmektedir (103).
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2.10. Ger¢ek Zamanh PCR (Real Time PCR)

Hedef proteinleri kodlayan gen ekspresyon seviyelerindeki degisimler gergek
zamanli PCR yontemi ile belirlenir. Gergek zamanli PCR, niikleik asit ¢ogalmasi
sonucuyla es zamanl olarak artis gosteren floresan boya ve problarin verdigi sinyalin
izlenmesine dayali olarak kisa siire sonunda kantitatif sonuglar verebilen PCR
teknigidir. Polimeraz zincir reaksiyonu sonuglarina ulasmak igin harcanan zamani
kisaltmak i¢in gergek zamanli PCR yontemi tercih edilir.

Sistemin genel 6zelligine bakildiginda, Gergek zamanli PCR teknigi; tek bir
reaksiyon sonucunda elde edilen bilgilerin miktarini en st seviyeye ¢ikarabilmek tizere
gelistirilmigtir. Ayrica bu sistem, yeni hastaliklarin hedeflerini belirleme, gen
ekspresyonunun miktarin1 belirleme ve tek nilkleotid polimorfizmlerinin tayini gibi

olanaklar saglamaktadir (104).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu c¢alisma TYL-2019-12467 numarali “Insan Diz Eklem Kikirdak
Hasarlanmasinda (Osteoartrit) Apoptozun Rolinin Diyabet ve Mekanik Yiklenme
Uzerinden Incelenmesi ” bashgi altinda Cukurova Universitesi Bilimsel Arastirma
Projesi birimi tarafindan desteklenmistir. Calisma icin Cukurova Universitesi Girisimsel
Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’na bagvurulmus ve gerekli olan etik kurul
karar1 alinmistir. Ayrica ¢alisma icin Adana Sehir Hastanesi Ortopedi ve Travmatoloji

Kliniginden de izin alinmistr.

3.1. Dokularin Temin Edilmesi

Calisma i¢in Adana Sehir Hastanesi Ortopedi ve Travmatoloji Kliniginde total
diz protezi ve On capraz bag ameliyatlarinda (notch plasti) eksizyon materyali olan
ornekler alindi. Ornekler alinmadan 6nce hastalara bilgilendirme yapilarak génulli

hastalar caligmaya dahil edildi.

3.2. Calisma Gruplarinin Olusturulmasi

Olusturulacak gruplar; VKI’lerine gore ayrilan osteoartrit’li hastalarin
dokularindan hafif kilolu (HK) kontrol, obez, diyabet ve hafif kilolu (DM+HK) ve
diyabetli ve obez (DM+0OB) olacak sekilde ayarlandi. Her grup 10 6rnekten olustu.
Calismada diz kikirdak dokusundan lizatlar hazirlandi. Kaspaz-3, Bcl-2 ve CAMK I
protein analizleri Western Blot yontemi ile 6lculdi. Ardindan jeldeki proteinler PVDF
transfer membranma aktarildi. Bloklama asamasindan sonra uygun antikorlarla
inkiibasyon yapilip ve ardindan ECL c¢ozeltisi ig¢ine koyularak luminol 1gima ile

proteinler saptandi.

3.3. Western Blot Analizi

Western blot analizi (immunoblotlama) dort ana kisimdan olusmaktadir:
1. Isaretlenmek istenen proteine uygun lizis tamponu secilir ve ilgili proteinlerin

hiicrelerden salinimini saglayacak protein lizati elde edilir. Elde edilen lizatin

protein konsantrasyonu belirlendikten sonra lizatlar -20°C’de tutulur.
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2. Proteinler denatiire edilip, indirgenerek SDS-PAGE yontemiyle jel (zerinde
birbirlerinden ayrilir. Biiyiikliiklerine gore ayrilarak bantlar olusturan protein
molekdlleri, jelden elektrotransfer teknigi ile bir membrana aktarilir.

3. Elde edilen membrana; bloklama, hedef proteine 6zgi antikor, bu antikoru
tantyan ve yapisina enzim eklenmis ikincil bir antikor ile iglem edilir.

4. So6z konusu enzimin substrati ile islem uygulanmasi sonucunda olusan isima
(kemiluminesan) araciligi ile hedef proteinin membran iizerinde gorintiist elde

edilir (Sekil 3.1).

SDS-PAGE yontemiyle proteinlerin molekiiler agirliklarina gore ayirimi
toplayici ve ayirici jel olmak iizere iki farkli agaroz jel kullanimiyla saglanmaktadir.
Toplayict jel diistik akrilamid konsantrasyona sahip olup gozenekli jeli olustururken,
ayirict jel yiiksek poliakrilamid konsantrasyonu ile daha dar gézenekli jel olusumunu
saglamaktadir. Bu sayede, kiiclik proteinler biiyiik proteinlere kiyasla daha kolay ve
hizli ilerleyebilmektedir. Proteinlerin sadece biiyiikliiklerine gore ayrimini saglamak
amaciyla; once 1s1 ile denatiire edilmeleri ve sonra Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
negatif yiikli hale getirerek lineer bir forma doniismeleri saglanmaktadir. Negatif yiik
ile yliklenen proteinler elektroforez sirasinda anoda go¢ ederken farkli protein bantlar
halinde  odaklanmakta  ve  kemiluminesans  prensibinden  yararlanilarak
goruntilenmektedir (103).

Alinan dokulara 6rnek tamponu (50 mM TrisHCIL, pH 7.9, 1 mM PMSF, 1 mM
DTT, 5 pg/mL Aprotinin, 5 pg/mL Leupeptin, 5 pg/mL Pepstatin A) eklenerek
homojenize edildi. Hazirlanan SDS-PAGE Jellerine bu 6rnekler yuklenip elektroforez

cihazi ile yurGtalda.

SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi) I¢in %10’
luk 10 ml ay1ric1 (Separating) Jel.

» Acrylamide-bis solisyonu (Intron, Korea)  2.50 ml

» Separating jel buffer 4X 2.50 ml
» dH,0 4.90 ml
» SDS (Sigma, USA) 0.1ml
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» TEMED (Sigma, USA) 0.015 ml
» APS (Sigma, USA) 0.03 ml olacak sekilde
hazirland1.
Kullanilan kimyasallar 6zellikle belirtilmedigi durumda Sigma — (Sigma-Aldrich
Co, USA) olarak kullanildi.
SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat—Poliakrilamid Jel Elektroforezi) Igin %10’
luk 10 ml paketleyici (Stacking) Jel

» Acrylamide-bis soltsyonu (Intron, Korea)  1.25 ml

» Stacking jel buffer 4X 2.50 ml

» dH0 6.15 ml

» SDS (Sigma, USA) 0.1 ml

» TEMED (Sigma, USA) 0.015 ml

» APS (Sigma, USA) 0.03 ml olacak sekilde hazirlandi.
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Western blot “
Lizis buffer (Orn: RIPA) kullanarak =

Ornek Hazirlanisi arnekler lizis edilir

Protein konsantrasyonu
belirlenir

Sample buffer (SDS ve B-merkaptoetanol) eklenir. 95 °C'de
5 dakika isitilir.

Jele Yukleme

20-30 pg protein jele ylklenir

Jelde Yiriitme

100V-150V, 50-90 dk
Jel yiizdesi proteinin bilytikligine
baghdir.

4-40 kDa 20%
12-45 kDa  15%
10-70 kDa  12,5%
15-100 kDa 10%
+ 25-200 kDa 8%
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Goruntileme : | |
EC Isi§a hassas driin A Primer antikor
Konjuge
sekonder antikor
S
Sekil 3.1.Western blot asamalarinin sematik gosterimi (105)
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3.3.1. Proteinlerin Yuklenmesi ve Jelde YUrattlmesi

Homojenize edilip -20 °C de bekletilen érnekler ¢éziildiikten sonra vortekslenir.
Yeni hazirlanan eppendof tiiplere istenen hacimlerde toplam protein miktar1 20 pg
olacak sekilde sample buffer (%25) ve merkaptoethanol (Merck, Germany) (%5) 1X
olacak sekilde 0,5 ml’lik tiiplere pipetlendi. Daha sonra protein denatlrasyonu igin
cozeltiler 1siticidda 99°C’de 4 dakika bekletildi. Bu sirada jel, elektroforez tankina
yerlestirildi ve 1X SDS running buffer, doluluk sinirina kadar eklendi. Daha sonra
Lader (10 ul) ve ornekler (20 pl) kuyulara pipet yardimiyla belirlenen miktarlarda
yuklendi. Protein drnekleri paketleyici jeli gecene kadar 150 V’da 40 mA'da toplam 2,5-
3 saat yurutaldi. Elektroforez islemi Dikey elektroforez sistemi (Consort EV2310) ile
yapildi.

3.3.2. Proteinlerin Transferi ve Ilgili Proteinlerin Belirlenmesi

Elektroforezi tamamlanmis jel elektroforez sisteminden c¢ikarildi. Jel
elektroforez cihazina sirasiyla siinger (2 adet), filtre kagidi (2 adet), jel, PVDF
membran, filtre kagidi (2 adet), siinger (2 adet) siralamasina dikkat edilerek transfer icin
dikey elektroforez cihazina yerlestirildi ve transfer buffer maksimum doluluk sinirina
kadar eklendi. Protein ornekleri 180V ve 200mA sabit akimda yaklasik 1,5-2 saat
transfer islemi gergeklestirildi.

3.3.2.1 Bloklama

Transfer asamasi bittikten sonra membranlar, 1X TBS-T igerisinde hazirlanan
%5’lik sht ¢ozeltisi ile 60 dakika boyunca calkalayici iizerinde oda sicakliginda siit
icinde inkibe edildi. 60 dakika siire sonunda, membranlar 1X TBS-T ile 1 defa 10-5-3

dakikalik siirelerle yikanarak ikinci asamaya ge¢ildi.

3.3.2.2. Birincil-ikincil Antikor

Ilgili birincil antikorlar 1X TBS-T ¢ozeltisi icerisinde 1:1000 olacak sekilde
hazirland1 ve membranlar ile 24 saat boyunca +4°C’de inkiibasyona birakildi. Bu sure
sonunda, 1X TBS-T ile 1 defa 10-5-3 dakikalik siirelerle yikama islemi gerceklestirildi.

Ilgili birincil antikora uygun Anti-Rabbit veya Anti-Mouse ikincil antikoru 1X
TBS-T igerisinde 1:5000 olacak sekilde hazirlandi ve membranlar {izerinde 60 dakika
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calkalayicida inktbe edildi. Stre sonunda, 1X TBS-T ile 1 defa 10-5-3 dakikalik
stirelerle yikama yapildi.

3.3.2.3. Goruntuleme

Inkiibasyon periyodunun sonunda TBS-T ile tekrar yikanan membranlar ECL
(Enhanced Chemiluminescence) substrati olan Western Blotting Luminol Reagent
(Santa Cruz, USA) ile 2 dakika inkube edildikten sonra gorintiileme hassas X-isini
radyografi filmleri ve X-Ray kaseti yardimiyla karanlik ortamda yapildi. Image J
programinda, elde edilen protein bant goruntuleri dansitometrik olarak analiz edildi.

3.3.2.4. Birincil ve ikincil Antikorlarin Membrandan Uzaklastiriimasi

Birincil ve ikincil antikorlart membrandan uzaklastirmak (Stripping) igin ilk
asamada strip soliisyonu ile 30 dakika calkalayicida inkiibe edildi. Siire sonunda strip
solusyonu dokuldu ve 1X TBS-T ile 1 defa 10-5-3 dakikalik siirelerle yikama yapildi.
1X TBS-T igerisinde hazirlanan %5°lik siit ¢ozeltisi ile 60 dakika boyunca ¢alkalayici
tizerinde oda sicakliginda siit iginde inkiibe edildi. 60 dakika sonunda, membranlar 1X
TBS-T ile 1 defa 10-5-3 dakikalik siirelerle yikandu. lgili birincil antikorlar 1X TBS-T
cozeltisi igerisinde 1:1000 olacak sekilde hazirlandi ve membranlar ile 24 saat boyunca

+4°%C°de inkiibasyona birakildi.

3.4. Hedef Gen Ekspresyonlarin Belirlenmesi

3.4.1. RNA Izolasyonu

Bu amagla oOncelikle eksize edilen dokulardan dikkatli bir sekilde kikirdak
dokusu diseke edildi. Sonrasinda 50 mg kikirdak dokusu bir seramik havan igerisinde,
sivi azot yardimi ile toz haline getirildi. RNA izolasyonu ise Nucleozol (140)
yardimiyla gerceklestirildi. izolasyon siiresince kit iireticisinin ydnergesinde belirttigi
adimlar izlendi. Bu amagla her birinin igerisinde 500 ul Nucleozol bulunan eppendorf
tiipleri igerisinde, toz haline getirilen dokular eklendi. Daha sonrasinda tiip igerisine 200
pl RNAse icermeyen su eklendi ve 15 dk vorteksleme islemi sonras tiipler 15 dakika
oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. 12000g de 15 dk santrifiij islemi sonras1 500 pl

supernatant yeni bir eppendorf tiipe alindiktan sonra iizerine 500 pl isopropanol eklendi
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ve 10 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. 12000*g de 15 dk santrifiij islemi
sonrasi supernatant atildi ve pellet 2 kez 500 ul % 75 etanol ile 8000*g de 3 dk santrifiij
islemleri tamamlandiktan sonra, pellet zerine 50 ul RNAse icermeyen su eklendi.
Vorteksleme islemi sonrasi 3 dk oda sicaklifinda inkiibasyon ile birlikte RNA
izolasyonu tamamlanda.

Daha sonra fluorometrik olarak RNA konsantrasyonu belirlendi. Bu amacla
Qubit RNA BR analiz kiti (Invitrogen) yardimiyla ve kit {ireticisinin yonergeleri takip

edilerek Qubit (Invitrogen ) cihazi kullanilarak RNA konsantrasyonlar1 belirlendi.

3.4.2. cDNA Sentezi

Bu islemden sonra (RNA kirilgan yapida oldugundan) vakit kaybedilmeden
uygun RNA miktar1 ve ¢cDNA kiti (High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems)) yardimiyla RNA’dan cDNA sentezi gerceklestirildi. Bu amagla
bir buz tzerinde reaksiyon tlpu igerisinde gizelge 3.1’de belirtilen reaksiyon karigimi
hazirlandiktan sonra bu reaksiyon karisimi gizelge 3.2’de sicaklik dongii programina
tabi tutuldu. Bu ¢alismada sicaklik dongili programi MiniAmp Plus Thermal Cycler
(Applied Biosystems) kullanilarak gerceklestildi. Reaksiyon sonrasinda deney gliniine
kadar cDNA ornekleri =20 °C’de sakland.

Cizelge 3.1. cDNA sentez reaksiyonu

Reaksiyon Icerigi Hacim
Kalip RNA 10 pl
10 X RT Buffer 2 ul
25X dNTP Mix (100 mM) 0,8 ul
10X RT Random Primers 2 ul
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1l
dH,0 4,2 pl
Total 20 pl
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Cizelge 3.2. cDNA sentezi i¢in uygulanan sicaklik dongii programi

1. Adim 2. Adim 3. Adim 4, Adim
Sicakhik 25°C 37°C 85 °C 4°C
Zaman 10 dk 120 dk 5 dk o0

3.4.3. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-Time PCR)
Analizi

Hedef proteinleri kodlayan gen ekspresyon seviyelerindeki degisimler ise gergek
zamanli PCR yontemi ile belirlendi. Bu amagla oncelikle hedef gen olan CAMK2A i¢in
spesifik primerler, belirli kriterler gbzetilerek tasarlandi (106). Elde edilen degerlerin

normalizasyonu i¢in ise GAPDH geni kullanildi (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Real Time PCR ¢aligmalarinda kullanilan hedefe spesifik primerler

Primer ismi Primer dizisi (5’ 2 3’)
hCAMK2B-F GAGCCATTCTCACCACGATGCT
hCAMK2B-R TGGTGTTGGTGCTCTCTGAGGA
h-GAPDH-F GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG
h-GAPDH-R ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA

Primerler ve cDNA o6rnekleri kullanarak, GoTAq gPCR master mix (Promega)
yardimiyla ger¢ek zamanli PCR deneyleri gergeklestirildi. Bu amagla gizelge 3.4’teki
reaksiyon karisimi hazirlandiktan sonra ¢izelge 3.5’de belirtilen sicaklik programi

gercek zamanli PCR sistemi (Applied Biosystems 7500) kullanilarak uygulandi.
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Cizelge 3.4. Gergek zamanli PCR reaksiyon igerigi

Reaksiyon I¢erigi Hacim
cDNA 1,0 ul
GoTag® gPCR Master Mix (2X) 10 pl
Forward Primer (20X) 0,7 ul
Reverse Primer (20X) 0,7 ul
dH,0 7,6 pl
Total 20 pl

Cizelge 3.5. Real Time PCR ¢aligmalarinda uygulanan sicaklik dongii programi

Dongii Sayisi Sicakhik Sdre

Polimeraz Aktivasyonu 1 95°C 2 dk
Denattrasyon 40 95 °C 15sn
Eslesme ve Zincir 40 60 °C 1dk
Uzaman

3.5. Kullanilan Kimyasallar
Acrylamide-bis solusyonu, Sepparating jel buffer 4X, SDS, TEMED, APS,

GoTag® gPCR Master Mix (2X), Forward Primer (20X), Reverse Primer (20X),

Merkaptoethanol,

Glisine, TrisHCI, Tween 20, ECL, PMSF, DTT, Aprotinin,

Leupeptin, Pepstatin.

3.6. Istatistiksel Analiz
Veriler, ortalamala + SEM olarak gosterildi. Gruplar arasindaki istatistiksel

karsilagtirmalar, GraphPad prizm (5.0) yazilimi kullanilarak ANOVA testi ile yapildi.

p<0.05 degerleri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Protein Ekspresyonlari

Calismamizda SBU Adana Sehir Egitim ve Arastirma Hastanesinde gonartroz
tanis1 konmus ve total diz protezi ameliyati olan yaslar1 50 ile 70 arasinda degisen 40
hastanin eksize edilmis diz kikirdak dokular1 kullanildi. Toplanan 6rnekler ilk olarak
hastalarin VKI’lerine (viicut kitle indeksi) gore ayrildi. Buna gére birinci grup VKI 25
ve 26 olan hafif kilolu (HK) hastalarin 6rnekleri ile olusturuldu. Calismadaki ikinci grup
ise VKI’leri 30 ile 35 araliginda olan obez hastalarin kikirdak 6rneklerinden
olusturuldu. Bu grup ¢alismamizda obez olarak isimlendirildi.

Osteoartrit olusumunda apoptotik siire¢lerin belirleyiciligi cesitli ¢alismalarda
gosterilmistir.  Calismamizda obezitenin apoptotik etkilerini  hiicresel dilizeyde
karsilagtirmak i¢in Tip 2 diyabetli hastalarin 6rnekleri de ¢alismaya dahil edildi. Bu
ornekler de kendi iglerinde, diyabet, hafif kilolu (DM+HK) ve diyabet, obez
(DM+0bez) olarak iki gruba ayrildi.

4.1.1. Kaspaz-3 Protein Ekspresyonu

Hastalardan elde edilen oérneklerdeki apoptoz sireci ilk olarak bir apoptotik
proteini olan kaspaz-3 protein ekspresyonu iizerinden incelendi (sekil 4.1). Sekil
4.1.A’da kaspaz-3 igin western blot goriintiileri bulunmaktadir. Sekildeki data, bir
goriintii ¢oziimleme programi (ImagelJ, USA) ile analiz edilmistir. Ardindan her bir
gruba ait kaspaz-3 bantlar1, kendi B-actin (bir housekeeping protein olan B-actin tiim
hlcrelerde sabit miktarlarda ekprese edilir) bandina oranlanmis ve kontrol grubumuz
olan HK verisine oranlanarak Sekil 4.1.B’deki ¢ubuk grafik olusturulmustur. Grafik bu
nedenle kat artis olarak ifade edilmistir.

Verilerimizde diyabetli ve obez olan gruplarda kaspaz-3’un HK (hafif kilolu)
grubuna gore belirgin artisi, bu gruplarda daha aktif bir apoptoz siirecini gdstermektedir
(Kontrol HK grubuna gore kat artig olarak: DM: 2,25 + 0,27, Obez: 2,4 + 0,3,
DM+Qbez: 2,79 + 0,35).
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Sekil 4.1. OA’l1 hastalarin kikirdak &rneklerindeki kaspaz-3 degisimi. A. Kaspaz-3’Un gruplar arasindaki
degisimini gosteren Western Blot verisi B. Cubuk grafik, her bir 6rnegin kaspaz-3 protein
bandmin B-actin’e normalizasyonu ile elde edilmistir. Grafikte sonuglar ortalama + SEM, n =
10 &rnek/grup. Istatistik karsilastrma *p < 0.05, HK grubuna gére karsilastirmayi
gostermektedir (one-way ANOVA).

4.1.2. Bcl-2 Protein Ekspresyonu
Kaspaz-3 ekspresyonunda gorulen béyle bir farkin anti-apoptotik protein olan
Bcl-2 iizerinde de olup olmadigini incelemek igin ¢alismamizdaki 6rneklerde Bcl-2

ekspresyonlar1 incelendi. Sekil 4.2°de Bcl-2’nin diyabetteki artis1 ile beraber,
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obezitedeki artis1 her iki grup i¢in ¢ok daha fazla oldugu bulundu (Obez ve DM+Obez
gruplari). Sekil 4.2.A’da Bcl-2 igin western blot goriintiileri bulunmaktadir. Ardindan
her bir gruba ait Bcl-2 bantlar1, kendi B-actin bandina oranlanmis ve kontrol grubumuz
olan HK verisine oranlanarak Sekil 4.2.B’deki ¢ubuk grafik olusturulmustur. Grafik bu
nedenle kat artis olarak ifade edilmistir. Deneylerimizde HK gubuna gére Bcl-2 DM ve
obez gruplarinda artig gostermistir. Bu artig, obez grubunda DM grubundan da fazla
olmustur. Ancak hem obez hem de DM olan hastalarin 6rneklerinde, DM obezitenin
ustiinde ekstra bir farka neden olmamistir (Kontrol HK grubuna gore kat artis olarak:
DM: 2,5+ 0,19, Obez: ,4,3 £ 0,3, DM+0bez: 4,31 + 0,31).
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Sekil 4.2. OA’l1 hastalarin kikirdak orneklerindeki Bel-2 degisimi A. Bcl-2’nin gruplar arasindaki
degisimini gosteren Western Blot verisi B. Cubuk grafik, her bir 6rnegin Bcl-2 protein
bandinin B-actin’e normalizasyonu ile elde edilmistir. Sonuglar ortalama + SEM, n =10
ornek/grup. Istatistik karsilastirma *p < 0.05, HK grubuna gére karsilagtirmay1, ** DM+HK
grubuna gore karsilagtirmay1 gostermektedir (one-way ANOVA).
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4.1.3. CAMKII Protein Ekspresyonu

Viicuttaki kilo artisi ile birlikte gelisen mekanik yiik artis1 ve DM’nin apoptotik
proteinlerle birlikte 6zellikle hicre ici sinyallerin dizenlenmesinde énemli roli olan
CAMKII iizerinde olas1 etkisi de, ¢alismamizda incelendi (Sekil.4.3). Sekil 4.3.A’da
CAMKII'nin fosforile formu olan pCAMKII ve CAMKII'nin toplam formu olan
CAMKII bantlar1 goriilmektedir. Sekil 4.3.B’de her bir gruba ait pCAMKII bantlari,
CAMKII bandina oranlanmis ve bu degerler kontrol grubu olan HK verisine béliinerek
Sekil 4.2.B’deki ¢ubuk grafik olusturulmustur. Grafik HK verisine gore kat artis olarak
ifade edilmistir.

Sekil 4.2.C’deki ¢ubuk grafikte her bir gruba ait CAMKII bantlari, kendi B-actin
bandina oranlanmis ve bu degerler HK verisine boliinerek, sekildeki ¢ubuk grafik elde
edilmistir. Deneylerimizde toplam CAMKII miktar1 gruplar arasinda degismezken, HK
gubuna gore pCAMKII DM ve obez gruplarinda artis gostermistir. Bu artis, obez
grubunda DM grubundan da fazla olmustur. Ancak hem obez hem de DM olan
hastalarin O6rneklerinde, DM obezitenin {istiinde ekstra bir farka neden olmamuistir
(Kontrol HK grubuna gore kat artis olarak: DM: 1,68 + 0,16, Obez: ,2,73 + 0,14,
DM+QObez: 3,14 = 0,19).
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OA’li hastalarin kikirdak 6rneklerindeki CAMKII-pCAMKII degigimi.
A. CAMKII-pCAMKII gruplar arasindaki degisimini gosteren Western
Blot verisi B. Cubuk grafik, her bir 6rnegin pCAMKII protein bandinin
CAMKII ‘ye normalizasyonu ile elde edilmistir. C. Cubuk grafik, her
bir 6rnegin CAMKII protein bandinin B-actin’e normalizasyonu ile elde
edilmigtir. Grafikte sonucglar ortalama + SEM, n = 10 6rnek/grup.
Istatistik karsilagtirma *p < 0.05, HK grubuna gore karsilagtirmayi, **
DM HK grubuna gore karsilastirmayr gostermektedir (one-way
ANOVA)

35




4.2. Gruplar Arasi CAMK2A Gen Ekspresyon Degisimleri

Bu tez calismasinda belirtilen metotlar kullanilarak gruplara ait hedef gen
ekspresyon degisimleri belirlendi ve gen seviyeleri ortalama + standart hata olarak
gosterildi (Sekil 4.4). Obez ve diyabet+obez grubuna ait CAMK2A gen ekspresyon
seviyeleri, hafif kilolu (kontrol) grubuna kiyasla sirasiyla 5,79 + 1,69 ve 17,82 + 3,45
olarak tespit edildi. Istatistiksel analizlere gére hem obez hem de diyabet+obez grubuna
ait CAMK2A gen ekspresyon seviyeleri, kontrol grubuna gore ( 1,0 £ 0,07 ) istatistiksel
olarak anlamli bigimde farklidir. Ayrica diyabet+obez grubu ile diyabet+hafif kilolu
(1,88+ 0,02) arasinda da istatistiksel anlamli fark belirlenmistir. Obez ve diyabet+obez
gruplar1 arasinda da anlamhi fark tespit edilmistir. Ancak hafif kilolu kontrol grubu ile
diyabet+hafif kilolu grup arasinda gen ekspresyonu agisindan anlamli bir fark tespit

edilmemistir.
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Sekil 4.4. Gruplara ait rolatif CAMK2A gen ekspresyon seviyeleri. " * " ; belirtilen gruplarin hafif
kilolu (kontrol) grubuna olan istatistiksel anlamli farkini; “ **  belirtilen gruplarin
diyabett+hafif kilolu (kontrol) grubuna olan istatistiksel anlamli farkini; “ *** ” ise
belirtilen gruplarin obez grubuna olan istatistiksel anlamli farkini géstermektedir (p<0,05).

(HK: Hafif Kilolu; DM+HK: Diyabet + hafif kilolu; DM+Qbez: Diyabet + obez)
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5. TARTISMA

Bu tez ¢aligmasinin amact; osteoartrit’te apoptozun etkilerini mekanik yiklenme
(obezite) ve DM gibi fiziksel ve metabolik etkileri birbirinden ayirarak agiklamaya
calismaktir.

Insan Kikirdaginda kikirdak hasar1 sonucu olan osteoartrit’in gelisiminde
kondrosit apoptozunun rol oynadigi ve apoptozun sure¢ icginde regile edildigi
gosterilmistir (107,108). Osteoartrit sonucu kikirdak doku kaybi ve dolayisiyla
kondrosit Olimiindeki artis siirecinde iSse apoptozun hiicrede homeostazi nasil
sagladiginin daha iyi anlagilmasi gerekmektedir. Literatiirde OA ve apoptotik sureclerin
gelisiminde hastaliklarin roliinii inceleyen gesitli ¢alismalar bulunmaktadir. Ozellikle
yaslanmanin, hareketsizligin ve yanlis beslenmenin OA ile olusacak metabolik
degisikliklerin gelismesini arttirict unsurlar olduklar1 bilinmektedir (109,110). Ayrica
obezite ile baglantili olarak gelisen tip 2 diyabetle OA arasindaki iliski de yapilan
aragtirmalarda genis olarak yer tutmaktadir (111,112).

Yapilan caligmalarda obezite ile OA gelisimi arasindaki iliski, biyomekanik
olarak ekleme uygulanan artmis yiik ve makaslama kuvvetleri seklinde agiklanmaktadir
(113).

Mekanik kuvvetlerin uyardigi kondrositler bu durumda cesitli sinyal
mekanizmalarini aktive ederek doku homeostazini korumaya ¢aligir. Sinyal yolaklarinin
aktivasyonunda sitokinler, inflamatuvar aract molekiiller ve nitrik oksit yer alir. Aktive
olan bu nitrik oksit gibi reaktif oksijen tirleri (ROS) hiicre cevresinde oksidatif stres ve
devaminda matriks yikimini baglatirlar (114-119). Kondrositlerde ROS aktivasyonunun
artist ile oksidatif stres olusmasi, 6zellikle OA’li hastalarin kikirdak hiicrelerinde artan
apoptoz aktivitesi ile birlikte artmis mitokondriyal DNA (mtDNA) hasarini tetikledigi
gosterilmistir (110).

Obezite disinda eklem kikirdaginda OA’in gelismesine sebep olan bir diger
faktor de DM’dir. Ancak DM ile OA arasindaki baglant1 yapilan ¢alismalarda yeterince
aydinlatilamamustir. Yine de literatiirde, OA ve diyabet arasindaki baglantiy1 agiklamak
icin yapilan OA’li hayvan deneylerinde endoplasmik reticulum stress (ERS)
seviyelerinin, glukoz transporter 1 (GLUT1) ve regulator faktori hipoksi-inducible
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factor (HIF)-1o protein ekspresyon seviyelerinin sinoviyal zarda artmis oldugu
gosterilmistir (120).

OA’li hastalarda yapilan g¢alismalarda genellikle OA’ya metabolik sendrom
hastaliklarinin da (diyabet, obezite, hipertansiyon, gibi) eslik ettigi goriilmektedir. Bu
nedenle her bir faktoriin OA’ya etkisini anlamamiz ve aktive olan sinyal yolaklarini
incelememiz zorlasmaktadir.

Calismada yer alan hafif kilolu (HK) ve obez hastalarin tiimiiniin kan sekerleri
120 mg/dL’nin altinda ol¢tldii. Caligsmamizdaki hastalarin tlimiiniin tansiyon olgiim
degerlerinin normal simirlarda olmasma ve higbirinin bir inflamatuvar hastalik olan
romatoid artrit sikdyetlerinin olamamasina dikkat edildi. Bu sekilde OA’li hastalar
arasinda olusturdugumuz HK grubu kontrol grubumuzu olustururken, obez grubunda
DM’li hasta olmamasi ile de diyabet hastaligi ile mekanik yuklenmenin etkilerinin
birbirinden ayrilmas1 saglandi.

Calismamizda OA’de apoptozun rolii, apoptozda rol oynayan iki ana yolaktaki
proteinlerden olan Bcl-2 ve kaspaz 3 ekspresyonlarinin incelenmesi ile gergeklestirildi.
Kaspaz-3 ekspresyonundaki artig, hastalik veya obezite gibi sistemik bozukluklarda
OA’da apoptoz gelisimini 6nemli derecede arttirdigint géstermistir.

Bir apoptotik protein olan kaspaz-3’in OA’da artis1 daha 6nceki galismalarda da
gosterilmistir (110). Ancak bu caligmada biitiin gruplarda (DM+HK, Obez, ve
DM+Obez), kontrol HK OA grubuna gére artmis bir kaspaz-3 gérmemiz, katabolik
siireclerin hem DM’de hem de obezitede ayri ayr1 artmis ve baskin oldugunu
gostermektedir.

Calismamizda ayrica bir anti apoptotik protein olan Bcl-2 protein ekspresyonuna
da bakildi. Yapilan deneylerde Bcl-2 proteininin de tim gruplarda (DM+HK, Obez ve
DM+Obez), kontrol HK OA grubuna gore artmis oldugu gézlemlendi. Hatta DM+Obez
ve obez gruplarinda, DM+HK grubundan daha fazla Bcl-2 ekspresyonu oldugu gortldu.
Bu veri saglikli ve OA’l1 hastalarin kikirdak dokularindaki mRNA’larinin Bel-2/Bax
oraninin OA’l1 hastalarda azaldigimi gostermektedir (155). Bu sonug in vivo olarak
yapilan ¢esitli oksidatif stress ajanlarin dogrudan hiicrelerin veya dokularin {izerine
eklenmesi ile azalan Bcl-2 aktivasyonu ile ilgili yapalan g¢alismalarla ¢elismektedir
(121,122).
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Hastalarin dokularindaki artan Bcl-2 ekspresyonu, anabolik sureglerin kikirdak
dokuda hala devam edebildigini gostermesi agisindan onem tasimaktadir. Kim ve ark,
(2000) ¢alismalarinda normal kikirdakta apoptotik kondrositlerin OA’e gére ¢ok daha
az oldugunu gostermislerdir (123). Yine ayni ¢alismada OA hasar1 olan bolgedeki
hlcrelerin apoptoz oraninin da, bu hasarin olmadigt OAl1 bdlgeye gore daha fazla
oldugunu gostermislerdir. Calismalarinda normal kikirdakta OA’l1 kikirdaga gore Bel-2
ekspresyonunun artmis oldugunu, ancak OA’l1 hasarli kismin da hasarsiz kisma gore
daha fazla Bcl-2 eksprese ettigini gostermislerdir. Baska bir ¢alismada OA’l1 kikirdakta
Bcl-2 ekspresyonun arttigi, ancak Bax’in kikirdagin normal, hasarli ve hasarsiz
boliimlerinde degismedigini gostermislerdir (124).

Calismamizda, DM+Obez ve Obez gruplarinda Bcl-2’nin kontrol HK, ve DM
gruplarina gore daha fazla bir artis gostermesi, metabolik siire¢lerin bu dokular
apoptozdan korumaya c¢aligmast olarak degerlendirilebilir. Apoptotik protein
ekspresyonlarina paralel olarak artan Bcl-2 ekspresyonu bir ¢esit osteokondropati olan
ve sekonder OA’nin gelismesi ile sonuglanan Kashin-Beck sendromlu (KBD) hastalarda
da gozlenmistir. Calismada KBD eklem kikirdakli hastalarda Bax ve Fas gibi apoptotik
protein ekspresyonlarina ragmen artan Bcl-2 artist dokuda apoptoz lehine degisen bir
denge durumu olarak yorumlanmistir (125).

Osteoartrit’li hastalarin kondrositlerinde p-CaMKII, CaMKII ve CaMKII mRNA
aktivasyonlari incelendiginde DM ve obez gruplarda mRNA sentezinin ve proteininin
fosforile formunun protein ekspresyonuna gére artmis oldugu gorildi. Ca?* bir hiicre ici
haberci olarak hiicrede homeostazin korunmasinda ve birgok metabolik siirecin
devamhliginda rol alan bir iyondur (126). Ayrica sitoplazmik Ca?* konsantrasyonundaki
degisimler, kikirdak hasar1 olusumunda ve kondrositlerde apoptoz sirecleri de dahil
olmak Uzere, pek ¢ok sinyal yolaginin aktivasyonununda islev goriir (127,128). Hiicrede
artan CAMKII fosforilasyonu ise dzellikle hiicre i¢i Ca®* konsantrasyonun arttigini
isaret etmesi nedeniyle ve kondrositte Ca’* ile aktive olan yolaklarm aktive oldugunu
gostermesi  agisindan  6nem tagimaktadir. CAMKII posforilasyonun kondrosit
proliferasyonunda ve ECM sentezinde rol aldig1 gosterilmistir (129). Ayrica literatiirde
OA’da p-CAMKII'nin artisini gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir (130). Ancak bu
caligmalardan Nalesso G ve ark yaptiklar1 calismada CAMKII inhibisyonunun kikirdak
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hasarini arttirdigini gosterilmis ve CAMKII'nin kikirdak homeostazindaki kritik roliine
isaret edilmistir (130).

Deneylerimizde osteoartrit’li dokular ile osteoartrit ile birlikte ve sistemik
hastaliklarin oldugu dokular karsilastirildiginda, sistemik hastaliklarda kaspaz-3’in
daha aktif oldugu goruldii. Ancak apoptotik yolagin aktivasyonuna ragmen, Bcl-2’nin
ve CAMKII ekspresyonlarindaki artisin DM ve Obez gruplarda 6n plana ¢ikmasinda
OA’ll kikirdakta sistemik hastaliklar sonucunda homeostazin saglanmasina yonelik
daha yogun bir hiicresel aktivite oldugunu diistindiirmektedir. OA’da metabolik
hastaliklarin bir arada bulunmasi apoptotik slrecleri arttirirken, yapim yikim oram
diisiiniildiiglinde, yikim baskin olmakla beraber, dengenin korunmasi i¢in daha fazla bir
aktivasyona neden oldugunu gostermektedir.

Bcl-2 verimizde obez grubundaki anti apoptotik aktivitenin DM grubundaki
orneklerden daha fazla oldugu ayrica obez grubundaki hastalarin ayni zamanda
diyabetli olmalart durumu ise, tek basina obez grubunun Bcl-2 aktivitesini
degistirmedigi goriildii. Yine ¢alismamizda CAMKII ekspresyonlarini inceledigimizde,
sonuglarin Bcl-2 verisine benzer sekilde DM’de bir miktar aktivasyon yoOniinde artis
olurken, obezitede DM grubundan daha fazla miktarda bu proteinin aktivasyonunun
arttigr gozlemlendi. Gen ekspresyon diizeyinde CAMK2A’nin obez grubunda artmasi,
dokuda apoptoza karsi olan anabolik siireglerin hala devam ettigini ve bu anabolik

stireclerin obezitede daha yogun oldugunu gostermektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasinda, osteoartrit’te apoptoz mekanizmasi, DM ve mekanik
yiiklenme (mekanik yiiklenme) Gizerinden incelendi. Bunun igin VKI’lerine gére ayrilan
hastalardan alinan kikirdak ornekleri kendi iglerinde gruplara ayrilarak OA’da DM ve
obezite birbirlerinden ayr1i bir sekilde degerlendirildi. Bu sekilde DM gibi, bir
metabolizma hastalig1 sonucu olusan hasarlanma ile sadece kikirdak iizerine gelen yiik
miktarinin artis1 ile olusan hasarlanma apoptoz yolagindaki proteinler Uzerinden
karsilastirilarak, OA’da apoptoz anlasilmaya ¢alisildi.

Bir ilk olma o6zelligi tasiyan ¢alismamizda, OA’l1 hastalardan alinan kikirdak
dokulardaki apoptoz siireci, hastalarin metabolik hastaliklarinin ve kikirdaktaki mekanik
yiik miktarindaki artisin etkisi birbirinden ayrilarak incelendi. Buna goére kaspaz-3’in
ekspresyonundaki artis, katabolik siireglerin bu iki ayr1 tipte hastalik kosulu i¢in de
artmis bir apoptotik yanita sebep oldugunu gostermistir. Bununla beraber Bcl-2 ve
CAMKII yanitlarinin yine bu hastaliklarda artmis oldugunu gérmemiz anabolik
siireclerin hala devam ettigini ve bu anabolik siireclerin obezitede daha yogun oldugunu
gostermektedir. Ayrica hastaliklarin bir arada bulunmasi, yapim yikim oraninda, yikim
baskin olmakla beraber, dengenin korunmasi i¢in daha fazla bir aktivasyona neden
oldugunu gostermektedir.

Tez galismamizin bir diger sonucu da hiicre igi sinyal proteinlerinin (Bcl-2 ve
CAMKII) obezitenin olmadigi tek basina DM grubunda daha diisiikk aktivasyon
gosterirken, obezite varliginda daha yliksek aktivasyon gdstermeleri olmustur. Bu
sonug, eklemlere gelen yiik miktarinin OA gelisiminde ve OA’da apoptoz surecinde
DM’den daha belirleyici oldugunu diislindiirmektedir. Sonug¢ olarak insan eklem
kikirdak OA’da DM’ye gore obezite kaynakli mekanik yiiklenmede daha yiiksek bir
metabolik aktive goriilmiistiir. Ancak bu aktivitenin daha iyi tanimlanmasi i¢in yeni
deneylere ihtiya¢ duyulmustur.

Hicresel dlizeyde, metabolizma ve kuvvet yanitlarinin farklilastigi noktalar1 daha
iyl kavramamiz osteoartrit gibi yaslanan diinya niifusu i¢in kritik bir hastaligin

tedavisinde yeni yaklagimlarin olusmasina katki saglayacaktir.
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