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KISALTMALAR

Kisaltma Acik yazihsi

10H2DA 10-hidroksi-trans-2-desenoik asit

ADAMTS A Distintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin motif
AP-1 Aktivator protein-1

BAY (E)-3-(4-Methylphenylsulfonyl)-2-propenenitrile
CAPE Kafeik asit fenetil ester

cDNA Komplementer DNA

CFU-F Koloni-olusturan birim-fibroblast

CL Kurkuma longa

COMP Chondroitin oligomeric matrix protein Kikirdak oligomerik matriks proteini
COX Siklooksijenaz

CXC Bir kemokin

DMSO Dimetilsiilfoksit

ECM Hiicre dig1 matriksin (Ekstraselliiler matriks)
EDTA Etilendiamin tetraasetik asit

EMSA Elektroforetik mobilite kaydirma 6l¢timii

FBS Fetal bovine serum

GAGs Glikozaminoglikanlar

GC-MS Gaz kromatografi-kiitle spektroskopisi

GEP Grantilin epitelin prekiirsor

IFN-y Interferon-gama

IL Interlokin

INOS Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz

LO Lipooksijenaz

LPS Lipopolisakkarit

LT Lokotrien

MMP Matriks metallo proteinaz

MSC Mezansimal kok hiicre /kemik iligi stromal hiicresi
MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
NF-xB Niikleer faktor-kappa B

NO Nitrik oksit

NSAIDs Nonsteroid antiinflamatuar ilaglar

OA Osteoartrit

PBS Fosfat tampon soliisyonu

PDL Periodontal ligament

PGE2 Prostaglandin E2

PMA Forbol 12-miristat 13-asetat

PMNL Polimorfoniikleer 16kositler

RA Romatoid artrit

RASFs Romatoid artrit sinovial fibroblastlar

RJ Royal jelly

SIRNA Kiigtik degistirici (interfering) RNA

SLE Sistemik lupus eritematosus

SLRPs Kiigtik 16sinden zengin tekrarlar iceren proteoglikanlar
TAE Tris / Asetik Asit / EDTA

TIMPs Metalloproteazlarin doku inhibitdrleri

TNF TUmor nekrozis faktor

TNP 2,4,6-trinitrophenyl

TPA 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate
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OZET

KAFEIK ASIT FENETIL ESTER (CAPE), ROYAL JELLY VE
KURKUMIN’IN ADAMTS/Agrekanaz GEN EKSPRESYONU VE
KIKIRDAK HUCRE DISI MATRIKSININ YENIDEN
YAPILANMASINA ETKISI

Siimeyya AKYOL

ADAMTS (A Distintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin motif)
genleri insan viicudunda bir¢ok dokuda yer alarak ¢esitli fizyolojik ve patolojik fonksiyonlara
katilmaktadirlar. ADAMTS proteinazlar ilk olarak 1997 yilinda kasektik kolon kanserinde

enflamasyonla iliski olarak farelerde tanimlanmisgtir.

Bu gen ailesinin iiyelerinin kan ve doku hastaliklari, kanser, osteoartrit (OA),
Alzheimer, Weill-Marchesani Sendromu (ADAMTS10), trombotik trombositopenik purpura
(ADAMTS13), Ehler-Danlos Sendromu tip 7C (ADAMTS?2) gibi bir¢ok hastaliktaki rolleri
kesfedilmistir. Normal gelisimde, anjiyogenezde, koagiilasyonda, artrit progresyonunda ve
daha bir¢ok mekanizmada da etkin rollerinin oldugu bilinmektedir. Son yillarda ADAMTS
proteinazlarin, hiicre proliferasyonunda, apoptoziste, ve buna bagli olarak kanser hiicresinin
ckstraseliiler matriksle (ECM) etkilesiminde fonksiyonlar1 kesfedildi. Ayrica osteoartrit basta

olmak tizere bir¢cok eklem rahatsizliginda bu gen tiriinlerinin rolii oldugu iddia edilmektedir.

Kafeik asit fenetil ester (CAPE), royal jelly (RJ) ve kurkumin uzun yillardir alternatif
tip sahasinda bazi hastaliklarda kullanilmaktadir. Bir¢cok arastirmada bu bilesiklerin uygun
dozlarda hazirlanmis preparatlarinin osteoartritte bazi semptomlarm iyilestirilmesinde
kullanildigma dair veriler vardir. Bu c¢aligmada eger varsa bu tiir etkilerinin molekiiler
dayanaklar1 ortaya ¢ikartilmaya calisildi. Bu amagla bu ¢alismada, OUMS-27 kondrosarkom
hiicre serisi kiiltiirii kullanilarak Real-time PCR yontemi ile agrekanaz ADAMTS genlerinden
ADAMTS-1, -5 ve -9 genlerinin ekspresyon analizi yapildi. Bununla baglantili olarak CAPE,
royal jelly ve kurkumin bilesiklerinin kikirdak patofizyolojisinde koruyucu roliiniin olup
olmadigi, daha Onceden etkinligi kismen gosterilmis BAY 11-7085 molekiili ile

karsilastirilarak, gen diizeyinde arastirild1.

Vi



Calismanm sonunda elde edilen verilere gore calisilan 3 adet agrekanaz o6zellikli
enzimin geninin interlokin-1a (IL-1a) verilmesi ile indiiksiyonu gergeklesti. Caligilan
ADAMTS genlerinin ekspresyonunda degisen oranlarda artiglar meydana geldi. ADAMTS/B-
AKTIN oram1 gboz oniine alindiginda, IL-lo. verildikten sonra ADAMTS-1 gen
ekspresyonunda 2 kathik bir artis gozlendi. ADAMTS-5 gen ekspresyonunda IL-la
verildikten sonra sirasiyla 1.6 kat, 1.3 kat ve 2.7 kathk bir artis gerceklesti. Ayni deney
sartlari ADAMTS-9 icin saglandiginda IL-la verilmesi tizerine ADAMTS-9 gen
ekspresyonunda 2.5 kat, 2.9 kat ve 4.2 katlik artis tespit edildi. Nikleer faktor-xB (NF-kB)
inhibisyonu yapma potansiyeli olan kullandigimiz maddeler farkli oranlarda gen
ekspresyonundaki bu artiglari engelledi. ADAMTS-1 ve -5 genlerinin ekspresyonunu en
bagarili sekilde azaltan madde kurkumin olarak bulundu. Bunu sirasiyla CAPE, RJ (6zellikle
-5 tipinde) ve BAY 11-7085 molekiilleri takip etti. ADAMTS-9 geninin ekspresyonu
incelendiginde verilen maddelerin ilk iki gendeki kadar basarili olamadigi1 goriildii. Burada
ekspresyonu inhibe edici madde olarak en basarili BAY 11-7085 bulundu, bunu kurkumin ve
CAPE izledi.

OA patogenezinde onemli bir yer tutan NF-kB yolagmin bu yolla inhibe edilme
potansiyelinin olmasi bu maddelerin alternatif olarak kullanilabilecek aday molekiiller
olabilecegini gostermektedir. Etkinin daha net bir sekilde gosterilebilmesi igin normal insan
kondrosit hiicreleri de dahil olmak tizere farkl hiicre serilerinde yapilacak daha kapsamh

calismalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler:

Kafeik asit fenetil ester, Kurkumin, Royal jelly, Trombospondin Motifli Disintegrin ve
Metalloproteinaz (ADAMTS), Agrekanaz, Kondrosit, Osteoartrit, Kondrosarkom, Gen
ekspresyonu, Kikirdak
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ABSTRACT

THE EFFECTS OF CAFFEIC ACID PHENETHYL ESTER (CAPE),
ROYAL JELLY, AND CURCUMIN ON GENE EXPRESSION OF
ADAMTS/Aggrecanase AND REGENERATION OF EXTRACELLULAR
MATRIX OF CARTILAGE

Siimeyya AKYOL

ADAMTS (A Distintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin motif) genes
are found in several tissues of the body and they participate a number of physiological and
pathological functions. They were first characterized in colon carcinoma related with
inflammation of rats in 1997.

These gene family members have been found to have roles in several diseases such as
blood and connective tissue diseases, cancer, osteoarthritis (OA), Alzheimer, Weill-
Marchesani Syndrom (ADAMTS-10), thrombocytopenic purpura (ADAMTS-13), and Ehler
Danlos syndrom type 7C. It is known that these genes have highly important roles in normal
development, angiogenesis, coagulation, arthritis progression, and several other processes
and physiological mechanisms. In recent years, ADAMTS proteases have been found to play
roles in cellular proliferation, apoptosis, and the interaction between cancer cell and the
ECM. Indeed, it has been proposed that the by-products of these genes have roles in OA and

several other joint diseases.

Caffeic acid phenethyl ester (CAPE), royal jelly (RJ) and curcumin have been used
for the treatment of several diseases as alternative medicine remedies. There is considerable
data from the researches that these compounds can be used to decrease the symptoms of OA.
In this experimental cell study, if any, the molecular bases of the effects of these compounds
in OA were aimed to be illuminated. In this study, the gene expression analysis for
ADAMTS-1, ADAMTS-5, and ADAMTS-9 were carried out by using Real-time PCR
method in OUMS-27 chondrosarcoma cells. In order to see their activities, the protective

effects of CAPE, RJ, and curcumin in cartilage pathophysiology were tested in this
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experiment model by comparing them with BAY 11-7085 which is known to have partial
protective effect.

According to the results, the enzyme gene that has aggrecanase activity was found to
be induced upon interleukin-1a (IL-1a) application. The expression of ADAMTS genes were
increased in various rates. In terms of ADAMTS/B-ACTIN ratio, ADAMTS-1 gene
expression was increased by two-fold after IL-1a induction. ADAMTS-5 gene expression
was found to be increased by 1.6, 1.3, and 2.7 times, respectively following IL-1a induction.
Similarly, ADAMTS-9 gene expression was found to be elevated by 2.5, 2.9, and 4.2 times,
respectively. The used compounds that have nuclear factor-kappa B (NF-xB) inhibition
potential prevented the elevation of gene expression in different ratios. The most successful
inhibitor compound for ADAMTS-1 and -5 was curcumin, followed by the other inhibitors,
CAPE, RJ, and BAY 11-7085. However, used compounds were not successful regarding the
inhibition of gene expression of ADAMTS-9 compared to other genes. The most successful
inhibitor molecule was BAY 11-7085 followed by curcumin and CAPE.

The findings that these molecules can inhibit the NF-kB cascade which is very
important in OA pathogenesis were interpreted to have an important role as alternative
agents. Further studies dealing with other cells such as normal human chondrocyte cells are

needed to demonstrate the detailed protective effects of these compounds.

Key words:

Caffeic acid phenethyl ester, Curcumin, Royal jelly, A Distintegrin and Metalloproteinase
with Thrombospondin motif (ADAMTS), Aggrecanase, Chondrocyte, Osteoarthritis,
Chondrosarcoma, Gene expression, Cartilage
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1. GIRIS

Eklem kikirdagi ¢ok 6zel bir doku olup bu dokuda bulunan yegéane hiicre tipi
olan kondrositler hiicre dis1 matriksin (Ekstraselltiler matriks, ECM) sentezi, bakimi
ve yikilmasindan sorumludur. Yerine getirdigi birbirinden oldukga farkli olan bu
gorevleri ile birlikte bu fonksiyonlariyla kiyaslandiginda kikirdak i¢inde olduk¢a az
kondrosit hiicresi vardir. Kikirdak dokusu kan damari i¢ermemesi ve sinir
innervasyonu tasimamasi nedeniyle kendi kendini tamir etme konusunda oldukca
zayiftir. Baskin olarak ECM’den olusan kikirdak dokusu, bu matriksin kendine has
Ozellikleri nedeniyle fonksiyonel ve biyofiziksel gorevlerini biiyiik bir kolaylikla
yerine getirebilir (1).

Dejeneratif ve romatizmal eklem hastaliklarinin en 6nemli 6zelligi, eklem
kikirdaginda ciddi oranda bozucu ve yikici degisiklikler yapmasidir. Bu
degisiklikleri durdurmak veya en azindan sinirlandirmak amaciyla yapilan tedaviler
cok iyi bir hasta uyumunu gerektirmektedir. Her ne kadar dejeneratif ve romatizmal
hastaliklarin altinda yatan mekanizmalar agik olsa ve kikirdak osteoartritte (OA)
romatoid artritle karsilastirildiginda daha Onemli bir rol oynasa da kondrosit
biyolojisini, davranisini ve biyoaktivitesini regiile eden sinyaller ortaktir. Sitokinler,
adipokinler, enflamasyon mediyatérleri ve matriks fragmanlar1 kikirdakta ve/veya
sinovial eklemde her iki hastalik sinifi durumda da bulunur (2). Bu aracit molekiiller
her iki durumda da kondrosit fizyolojisini etkilerler. Molekuler ve biyomekanik
sinyallerle birlikte eger ekleme binen yuk artarsa bunlar eklem dejenerasyonunu
hizlandirirlar.

Her ne kadar OA’de tiim eklem ve subkondral kemik dokusu rol alsa ve diger
kemik degisiklikleri ve hastalik siiregleri agisindan karsilastirildiginda kikirdak
dokusunun daha az rol aldig1 iddia edilse de, bu hastaliktaki arastirmalar genellikle
kikirdak biyolojisi lizerine yogunlagsmistir. Buna karsilik kondrositlerin romatizmal
hastaliklarda pasif bir rolii iistlendigine inanilmaktadir. Bu durumda kondrositler
aragtirma agisindan sinoviyal sividan ve enflamasyon hiicrelerinden daha az dikkat
cekmektedir.

Dejeneratif ve romatizmal hastaliklarda kikirdak biyolojisi ile ilgili ortaya
c¢ikan bir¢ok sorunun yaninda en temel olan1 hastalik siirecinde kikirdagin

bilinmeyen roliine ait olandir: Kondrositler kikirdak patolojisini bizzat yoneten
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hlcreler mi? Yoksa eklemin baska bir yerinde baslayan hastalik siirecine istirak eden
bir hiicreler toplulugu mu? (3) Sayet kikirdak diger patolojik sorumlulara pasif olarak
cevap veren bir yapi ise hasara ugramis kikirdagi tamir etmek, eger altta yatan
hastalik siireci halen tespit edilmemis ise hastalar agisindan blyuk bir 6nem
kazanmaktadir. Diger taraftan agiga ¢ikan baska bir soru da sayet kikirdak
degisiklikleri hastaliga katki sagliyorsa hangileri tedavinin hedeflenmesinde 6nemli
bir yer tutmaktadir? Hasar yapici proteazlarin veya enflamasyon mediatorlerinin
indiksiyonu gibi spesifik molekiiler olaylara odaklanmak mi1 gegerli bir stratejidir
veya biitlin hiicresel fenotipi modifiye etmeye yonelik islemler mi iyi bir stratejidir?
Bunun cevabi dejeneratif ve romatizmal hastaliklar i¢in farkli farkli olmali, hatta
daha da ilerisi herbir artrit tipinin alt gruplarinda ve hastalarda bile farkli olmalidir.
Bununla beraber bu cevaplar eklem hastaliklarinda 6nleme, tedavi etme ve doku
hasarini geri dondiirmek i¢in yeni bazi yaklagimlara yol acacaktir.

Agrekanaz ve kollajenaz inhibitorlerinin dejeneratif ve romatizmal eklem
hastaliklarinda kikirdak erozyonuna karsit iyi birer koruyucu olabilecegi iddia
edilmektedir. Yetigkinlerin eklem kikirdaginda en fazla bulunan kollajen sinifi,
fibriler tip 11 kollajendir. Bu kollajen ol (II) zincirlerinden olusan bir homotrimer
olup kollajen IX ve XI ile bir araya gelip ekstraselliler olarak heterofibrilleri
olusturur. Tip II kollajen ag kikirdagin seklini vermekte, gerilme gicu
kazandirmakta ve agrekanin sisme basincina dayaniklilik katan bir ag yapisi
saglamaktadir. Negatif yukli glikozaminoglikan yan zincirlerinin, genis bir
hidrodinamik dayanak ve yiiksek ozmotik sisme basinci olusturmak igin pozitif
iyonlari ve dolayisiyla suyu kendisine ¢ekmesi nedeniyle agrekan siser. Fonksiyonel
kikirdakta agrekanin sisme basinci kollajen sarmalinin igindeki basing ile
dengelenmistir. Herbir matriks bileseninde meydana gelecek proteoliz bu dengeyi
bozar ve kikirdaga bu baskic1 giiclerin dagitilmas: kabiliyeti kazandirir. Hangi
proteazin kikirdak yikiminda anahtar rol oynadigini anlamak ve bunlarin fonksiyon
ve regiilasyonlarinin kodlarini1 ¢ézmek, onlarca yildir yapilan ¢alismalara ragmen
tamamlanamamustir.

Glnimiiz Dbilgilerinin 1s18inda  matriks metalloproteazlardan MMP-13
(kollajenaz 3)’tiin ana kikirdak kollajenazi oldugu bilinmesine ve disintegrin ve
trombospondin motifli metalloproteazlardan olan A Distintegrin and Metalloproteinase

with Thrombospondin motif (ADAMTS)-4 ve -5’in insan kikirdaginda ana agrekanaz
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oldugunun bilinmesine ragmen bu enzimlerin zimojen (inaktif) formlarindan nasil
olup da aktif hale gectikleri ve bunlarin aktivitelerinin in vivo olarak nasil yonetildigi
tam olarak bilinmemektedir. Bunun yaninda kollajenazlar ve agrekanazlarin kikirdak
erozyununun baslayip ilerlemesinden sorumlu olup olmadiklar1 da bilinmemektedir.
Buna paralel olarak en énemli cevaplanmasi gereken sorulardan diger birisi de en
elverisli kikirdak koruyucu tedavinin Kkollajenaz inhibitorleri mi yoksa agrekanaz
inhibitérleri mi oldugudur.

Geleneksel olarak kullanilan ajanlarla ve in vitro sartlarda kikirdak yikimini
arastirmakta kullanilan modellerle bu sorularin cevabini bulmak adeta imkansizdir.
Kiiltiir ortaminda yapilan ¢alismalarda ilk zamanlarda katabolik ajanlarla muamele
edilen kikirdak oOrneklerinin ortam icine agrekan fragmentlerini serbestlestirdigi,
buna karsilik kollajen serbestlestirmedigini gosterdi. Daha sonraki asamalarda ise
oldukca fazla miktarda agrekanin dokudan ayrismasindan sonra kollajenazlar
kollajen II'yi parcalar ve daha sonra da kollajen fragmentlerinin medyum igine
serbestlesmesine yol acar. Degisik tiirlerde kikirdak dokularinda interlokin (IL)-1,
timor nekrozis faktor (TNF)-a, onkostatin M ve retinoik asit gibi katabolik ajanlarla
muamele edilerek yapilan deneylerde erken agrekanolizin yukarida bahsedilen
etkisinden sonra ge¢ kollajen yikiminin gergeklestigi goriilmiistiir. Boylece kikirdak
parg¢alanmasini hizlandiran kanitlanmis metodlar bize kisa siirede agrekan salinimini
bagimsiz bir sekilde stimiile etmeye ve bunu test etmeye izin verirken buna paralel
olarak kollajen yikiminit stimile edip bunu test etmeye imkan vermez. Bu sebeple
deneylerde kollajenaz inhibitorlerine kiyasla agrekanaz inhibitorlerinin kikirdagi
koruyucu etkisini arastirmak daha zordur.

Heniiz mekanizmasinda bazi karanlik noktalar olsa da giiniimiize kadar
yapilan caligmalarla hem OA hem de romatizmal eklem hastaliklarinin
patofizyolojisinde ciddi bir mesafe kaydedildigi s6ylenebilir. Bu gelismelere paralel
olarak gerek farmakolojik gerekse alternatif tip yontemleriyle eklem kikirdak dokusu
ve sinovial sivida meydana gelen degisiklikleri en diisiik diizeye indirip semptomlari
giderebilmek amaci ile bir¢ok arastirma yapilmaktadir. Enflamasyon kaskadinin ara
elemanlarina ait yeterince bilgi elde edilebildigi i¢in herhangi bir asamada bu
kaskadin kirilarak eklem hasar1 kontrol altina alinabilecektir.

Bu c¢alismanin ana hedefi OA patogenezinde soz sahibi olan nukleer faktor-

kappa B (NF-kB) sinyal yolaginin daha Onceden etkinligi gosterilmis bazi
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molekiillerle inhibe edilip eklem kikirdaginda hasara neden olan mekanizmalarin
durdurulmasidir. Kondrosit hiicrelerinden kikirdak i¢ine ve eklem sivisina
salgilandig1 bilinen proteolitik bazi enzimlerin aktivitelerinin transkripsiyon,
translasyon veya protein asamasinda inhibe edilmesi bizi hedefe ulastiracak bir
tedavi metodu olacaktir. Bu amagla kondrosit hiicrelerinde eksprese oldugu bilinen
ADAMTS ailesine ait -1, -5 ve -9 tiplerinin IL-1a gibi 6nemli bir sitokin ile
indiiklenmesi sonucunda asir1 sentez ettirilmesi, daha sonra verilecek olan kafeik asit
fenetil ester (CAPE), royal jelly (RJ) ve kurkumin’in bu artis1 ne kadar azaltacagi,
etkinligi daha Once gosterilmis BAY 11-7085 maddesi ile kiyaslanarak test
edilecektir. Bu modeldeki sitokin indiiksiyonu, normal OA patogenezini simile

etmek i¢in su anda en yaygin olarak kullanilan modellerden birisidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kondrosit hiicrelerinin genel 6zellikleri ve histolojisi (4)

Kondrositler (Yunanca chondros: kikirdak + kyotos: hiicre) kikirdakta
bulunan tek hiicre cesididir. Bu hiicreler kikirdaksi matriksi iiretip salgilarlar ve
dokunun mevcut saglamligin1 ve kompozisyonunu devam ettirmesini saglarlar. Bu
matrikste en ¢ok bulunan yapilar kollajen (Tip Il) ve proteoglikanlardir (agrekan).
Kondroblastlar her ne kadar olgunlasmamis kondrosit hiicresi olarak kabul edilse de
bu kelimenin kullanilmasi teknik olarak her zaman dogru olmayabilir. CUnki
kondrositlerin bu progenitor hiicreleri (mezansimal kok hiicreleri) ayni zamanda
osteoblastlara da doniisebilirler (5). Kikirdak i¢inde kondrositlerin organizasyonu
kikirdagin tipine ve dokunun nerede bulunduguna bagldir. Ornegin eklem kikirdag
ile solunum borusunda bulunan kikirdaktaki kondrosit organizasyonu birbirinden
hayli farklidir.

Kondrosit hiicrelerinin farklilagsmasi (differentiation) en az farklilasmis olandan en
cok farklilasmis olana dogru su sekilde gerceklesir:

1. Koloni-olusturan birim-fibroblast (CFU-F)

2. Mezangimal kok hiicre /kemik iligi stromal hiicresi (MSC)

3. Kondrosit

4. Hipertrofik kondrosit
Kemik veya kikirdakta mezangsimal kok hiicreler (mezoderm kokenli)
farklilasmamistir ve degisik tipte iiretici hiicrelere dogru farklilasabilirler ki bunlar
osteokondrogenik  (osteogenik, kondrogenik, osteoprogenitor) hicreler olarak
adlandirilir (6). Farklilasmamis mezansimal kok hiicreler zamanla 6zelliklerini
kaybederler, ¢cogalirlar ve kondrifikasyon merkezinde kondrogenik hiicrelerin yogun
agregati ile birlikte bir arada dururlar. Bu kondrogenik hicreler daha sonra
kondroblastlara doniiserek kikirdak ECM’ni sentez ederler. ECM’de bulunan temel
maddeler proteoglikanlar, glikozaminoglikanlar ve liflerdir. Boylece kondroblastlar
kendi kendilerini kiigiik bir alana hapsederler, yeni lretilmis matriks olan ve hiicre
dis1 su ihtiva eden lakuna ile temaslart kalmaz. Bu durumdaki kondroblastlara
kondrosit ad1 verilir ki bu genellikle inaktif bir evrede olmakla beraber duruma gore
matriks sentezleyebilir veya sentezlenmis olan matriksi parcalayabilir. Dolayisiyla

kikirdagin biiyliik ¢ogunlugu kondroblastlar tarafindan sentez edilmektedir. Bunlar
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genclerle karsilagtirlldiginda ileri yaglarda daha inaktif bir pozisyon alirlar.
Kondrositler endokondral kemiklesme sirasinda hipertrofik hale gelerek son bir
farklilasma gegirirler. Bu son asama hiicrelerde biiyiik bir fenotipik degisim
beraberinde getirir (7, 8).

2.2. Eklem kikirdaginin yapisi (9)

Eklem kikirdagi, hyalin kikirdagin 6zel bir tirtidiir. Kemigin kikirdaklagmis
son kismimna smir olan kayganimsi, yirtilmaya dayanikli, {izerine baski
olusturuldugunda ¢ok az siirtiinme gosteren kismidir. Etrafinda perikondrium yoktur
ve kismi olarak damarlanmistir. Eklem kikirdagi, kondrosit ve kollajen liflerinin
diizenlenmesine bagli olarak birkag bdlgeye ayrilir. Bu kikirdak tabakalari biiyiik
eklemlerde ¢ok rahat bir sekilde birbirinden ayirt edilebilir.

a) Yuzeysel (tangential) tabaka: Kondrositler daha kiglk yapili olup yiizeye
paralel olmak iizere yassilasmis halde bulunurlar. Bu tabakanin matriksinin kollajen
lifleri ¢ok saglamdir ve kikirdagin ylizeyine paralel seyreder. Derinin kollajen
liflerine benzer olarak buradaki kollajen liflerin genel yerlesimi eklem yuzeyindeki
baski gli¢lerinin ve gerginligin durumu ile belirlenir.

b) Gegis zonu: Kondrositler hafifce buyik ve yuvarlak olup tek tek ve nizami
olarak dagilmislardir. Bu zonun matriksinden kollajen lifleri oblik bir seyirle
gecerler.

c) Dairesel zon: Kondrosit ¢api iyice bilyiimiistiir, radyal bir siitun teskil
ederler. Kollajen lifleri kondrosit kolonlarinin yerlesimine gore dizayn olurlar.

d) Kalsifive olmus kikirdak tabakasi: Kemik Kkorteksinin hemen altinda
bulunurlar. Kalsifiye olmus kikirdak tabakasinin matriksi H&E boyasi ile matriksin
diger tabakalarindan daha koyu boyanir.

2.3. Kikirdak dokusunun beslenmesi (10)

Eklem kikirdaginin beslenmesi i¢in ana kaynak eklem boslugunu dolduran
sinovial sividir. Buna ek olarak az miktarda besin, kemige yakin yerlesimli kalsifiye
kikirdak boyunca seyreden kan damarlari yoluyla gelir. Besin maddelerinin
kondrositlere gegisinde bir problem olursa, kalin kikirdaklarin derin kisimlarindaki
hiicreler atrofiye ugrarlar. Su igerigi azalarak matriks iginde kuguk kaviteler
olusmaya baglar ki bu da kikirdagin kalsifiye olmasina yol agar. Kondrositler

zamanla 6lerek kikirdak dokusu kemik dokusu haline doniisiir.



2.4. Osteoartrit (OA)

Yavas ilerleyici eklem kikirdak dejenerasyonu olarak bilinen OA, eklemin
ana hastahigidir. Istatistiksel verilere gére Amerika toplumunda bireylerin yaklasik
olarak %15’i bu hastaliktan muzdariptir (11). Eklem yiizeylerine yapilan kalic1 ve
anormal asir1 yiik sonucu gelisebilir. ilk basta kikirdagin eklem yiizeyinden
kondrositler ve proteoglikanlarin kaybi ile seyreder, daha sonra kikirdakta yarilma,
kirilma, asinma ve alttaki kemik dokusuna dogru ilerleme sonucu alttaki kemik
dokusu ortaya ¢ikar (sinovial bosluga bakan yerde kikirdak olmasi gerekirken kemik
dokusu gorinar) (3).

Perikondriyumun kondrogenik aktivitesi yetiskinlikten onceki aktif biiyiime
donemi ile sinirlidir. Her ne kadar kondrositler hayat boyunca matriks bilesenlerini
uretme kabiliyetine sahipse de eklem kikirdaginda meydana gelen akut hasarlardan
sonra tamir ihtiyacindan dolayr bu iretim devam etmeyebilir. Aktif buylme
doneminden sonra sayet bu kikirdak dokular1 hasarlanirsa, hasarlanan bolge bag
dokusu veya fibroz kikirdak ile doldurulur. Bu “tamir dokusu” nun ECM’i, gercek
kikirdak dokusu matriksi ile zayif bir sekilde biitiinlesebilir.

2.4.1. Osteoartritin klinik tezahiirii ve tanisi (12)

OA eklem kikirdagimin ilerleyici kaybi ile karakterize, agri, deformite ve
etkilenen eklemde fonksiyon kisitlanmasi ile giden bir hastaliktir. Bu durumu ifade
etmek i¢in kullanilan diger ifade dejeneratif eklem hastaligidir. 65-74 yaslarina
ulagmis hemen her ferdin ellerinde OA’in radyografik bulgulari gorilmektedir.
Bunlarin sadece %11.2 si ellerinde OA semptomlari gostermektedir (13).

OA ¢ok sik goriilen bir disfonksiyon ve sakatlik sebebidir. OA igin risk
faktorleri yas, kadin cinsiyeti, genetik yatkinlik, sismanlik ve eklem yaralanmasidir
(0zellikle travma ve enflamasyon). Konjenital veya gelisimsel eklem bozukluklari ile
metabolik ve endokrin hastaliklar da OA’in ikincil sebepleri arasinda sayilabilir (14).

2.4.2. Osteoartritin etyolojisi

Etyoloji hentz tam olarak bilinmemektedir (15). Mekanik, biyokimyasal ve
genetik faktorlerin rol aldigi disiiniilmektedir. Eklem kikirdagi temel olarak
ECM’den yapilmis olup buradaki kondrositler hacmin %21-2’sini teskil ederler.
ECM’in ana bileseni su, kollajen ve proteoglikanlardir. Son iki bileseni kondrositler
sentezler. Teorilerden birisi, IL-1 ve TNF-a gibi sitokinlerin artmasi ile kondrositler,

ECM’i parcalayacak enzimler salgilarlar. Buna eszamanli olarak bu parcalanmay1
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engelleme kapasitesine sahip bilesiklerde de bir azalma goriiliir. Kikirdak yikim
riinlerinin, daha ileri enflamasyonu tetikleyerek kikirdak yikim dongiisii
olusturduklar diisiiniilmektedir. Eklem mimarisindeki osteofit (kemik) olusumu ve
diger degisiklikler siirecin sonunu teskil etmektedir. Hayvanlarda olusturulan
sekonder artrit modellerinde, enflamasyonun OA gelisim ve ilerlemesinde daha
onemli bir yere sahip oldugu goriilmiistiir (16).

OA’in tipik semptomlar1 eklemde ve etrafinda baslayan agr1 ve kisitlama ile
birlikte azalmis eklem hareketleri seklinde O6zetlenebilir. Hastaligin baslangicinda
agr tipik olarak orta diizeydedir ama etkilenen eklemin kullanilmas ile agr1 artar
7).

OA’den etkilenen eklemler; dizler, kalca eklemleri, servikal ve lumbar
omurgalar, ayagin ilk metatarsaofalangeal eklemleri ile elin distal interfalangeal,
proksimal interfalangeal ve karpometakarpal eklemleridir.

Hastalarin fiziki muayenelerinde eklemin hassasiyetinde artis ve kemiksel bir
biiylime tespit edilmektedir. Eklem etrafindaki kaslarda spazma bagli olarak hareket
kisitlamasi goriiliir. Buna ek olarak orta diizeyde bir enflamasyonun gostergesi olarak
eklem etrafinda sicaklik ve sislik goriilebilir. Eger cok siddetli bir enflamasyon varsa
OA’den ziyade diger bozukluklar olan septik artrit, gut ve psddogut diisiiniiliir.
Laboratuvar testleri (18, 19) sadece diger hastaliklar1 ekarte etmekte ve ilag
tedavisinin potansiyel yan etkilerini monitorize etmek amaciyla yapilir. Saglikli yash
bireylerde diisiik titrede romatoid faktor ve orta diizeyde eritrosit sedimantasyon hizi
tespit edilebilir. Dolayisiyla bu testler OA’i ekarte ettirmez ancak hikaye ve fiziksel
muayene ile siiphelenilen diger bozukluklarin varligini desteklemek igin istenebilir.

2.4.3. Osteoartritin tedavisi

OA’in tedavisinde temel olarak U¢ ana uygulama bulunmaktadir:

1. Farmakolojik olmayan girigimler: Bunlar arasinda egzersiz, kilo verme, buz
masaji, diz OA’inde eklem destekleme, lateral olarak yerlestirilmis taban astari,
akupunktur, elektriksel stimulasyon tedavisi ve hasta egitimi sayilabilir.

2. Farmakolojik tedavi: Bircok OA’li hastada farmakolojik olmayan girisimler agriy1
yok etmeye yeterli gelmez ve fonksiyonel durumu ilerletmeye destek olmaz. Bu
bakimdan; acetaminofen, oral nonsteroid antiinflamatuar ilaglar (NSAIDs: ibuprofen,
meloxicam, aspirin, diclofenac, sulindac, naproxen, indomethacin, piroxicam,

ketoprofen), topikal NSAIDs, topikal capsaicin, glukozamin (20), kondroitin stlfat
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(21), S-adenozilmetiyonin (proteoglikan sentezini arttirdigi gosterilmistir (22)),
opiatlar, eklem ici glukokortikoid enjeksiyonu ve dizlere eklem ici hyaluronik asit
enjeksiyonu gibi farmakolojik ajanlar1 ve uygulamalar1 kullanilmaktadir.
3.  Cerrahi tedavi:  Artroskobik  debritman, osteotomi, total kalca
replasmani/artroplasti ve diz replasmani. Kikirdak dokusu transplantasyon i¢in ¢ok
iyi bir dokudur. Ciinkii kondrosit metabolizmasi rdlatif olarak daha yavastir,
kikirdagin antijenik giicli zayiftir ve immun sistemin antikor ve hiicrelerinin
kikirdagin matriksine dogru difiize olmasi oldukga zordur.

2.4.4. Osteoartritin alternatif tip uygulamalari ile tedavisi

OA’in tedavisine yonelik kullanilan alternatif ve tibbi bitkisel iiriinlerin konu
olarak ele alinip detaylica incelendigi ilk derleme makalelerinden birisi 1999 yilinda
yayinlanmis olup bu ¢alismada niasinamid, glukozamin siilfat, kondroitin sllfat, E
vitamini, bor, D vitamini, C vitamini, Mangan, S-adenozil metiyonin ve
avokado/soya fasulyesi ekstraktinin bu hastaliktaki etkinligi arastirilmistir (23).
Avokado/soya fasulyesi ve fitodolor (bir bitki karisimi) OA’de ¢ok eskiden beri
kullanilan iki karigimdir (24). Son yillarin en popiiler konularindan birisi olan dogal
antioksidan ve antienflamatuvar iriinlerin degisik hastalik gruplarinda uygulanmasi
OA icin de gegerliligini korumaktadir. Farmakolojik tedavilerin etkin olmakla
birlikte uzun vadede bazi yan etkileri de beraberinde getirmesi, bu hastaliktan
muzdarip kisilerin, haklarinda bilimsel ¢alisma ve alt yapmin da giderek artmakta
oldugu bu tip alternatif tedavi yontemlerine yonelmesine neden olmustur. Kriterleri
tutan 16 farkli aragtirmanin verilerinin tarandigi bir derleme makalesinde OA ve
romatoid artritte E vitamini, C vitamini, A vitamini (veya bu tctuniun kombine hali)
gibi vitaminlerin yani sira yesil ¢ay gibi antioksidan 6zellikli maddeler, omega-3 yag
asitleri, zencefil ve kurkumin gibi bazi antienflamatuvar 6zellikli bitkiler
incelenmistir (25). Ardisik iki derleme makalesinde hem OA hem de romatoid
artritte 1sirgan otu, zencefil, kedi pengesi, avokado/soya fasulyesi, kusburnu ve
tohumu, kurkumin, karakafes, arnika, sogiit kabugu ve diger bir kisim karisimlarin
tedavi amaciyla nasil kullan1ldig1 etki mekanizmalar1 da dahil olmak {izere detayl bir
sekilde incelenmistir (26, 27). Cam agaci ekstresi, glukozamin ve kondroitin siilfat
tabii Urtinlerinin incelendigi bir baska ¢aligmada doz uygulamalarinin farkli oldugu

ve standardize edilmesi gerektigi, klinik ve deneysel verilerin heniiz istenilen



seviyede olmadigi, bitkisel karigim igeriklerinin ¢alisma sonuglari hakkinda yorum
yapmayi kismen engelledigi seklinde yorumlar yapilmistir (28).

2.5. OA tedavisinde potansiyel etkinligi bilinen tibbi bitkisel iiriinler ve
bilesikler

2.5.1.Kafeik asit fenetil ester (CAPE)

CAPE (Sekil 1), antienflamatuar, immunomodulator, antiproliferatif ve
antioksidan o6zellikleri ile bilinen bir bilesiktir. Propolisin fenolik bir bilesenidir.
Etanol, dimetil stlfoksit ve etil asetat gibi ¢oziculerde iyi ¢oziinmektedir. Dokulara
hizli bir sekilde dagilip yine hizli bir sekilde elimine edilmektedir. Lipid
peroksidasyonunu dnlemesinin yaninda lipooksijenaz aktivitesini inhibe ettigi de
gosterilmistir (29). Antienflamatuar etkisini NF-kB’yi spesifik olarak inhibe etme
ozelligi iizerinden gergeklestirdigi ifade edilmektedir. Antioksidan 6zelligi nedeni ile
birgok deneysel hastalikta faydasi1 goriilmiis, son olarak kemoterapi ve radyoterapi ile
olusan toksisiteyi yok ettigi ve azalttig1 iddia edilmistir (30). /n vitro uygulamalarin
yaninda birgok in vivo uygulama yapilmis olup cesitli hastalik modellerinde
kullanilmustir (31-33).

HO A

HO

Sekil 1. Kafeik asit fenetil esterin molekiiler yapisi.

Tavsanlarda olusturulan deneysel OA modelinde CAPE’nin kikirdak {izerine
olan etkinligi aragtirtlmigtir (34). Calismada tek tarafli 6n ¢apraz baglar1 kesilen
deney hayvanlarinin eklemlerine 4 hafta sonra 150 pg/kg % 0.5°lik etanolde
¢Oziilmiis CAPE giinliik olarak iki hafta boyunca verilmis, daha sonra hayvanlar feda
edilerek kikirdak dokulari ¢ikarilip incelenmistir. Yapilan histolojik H&E boyama
kesitlerinde deney kontrol grubunda kikirdak dokusunda ciddi hasar meydana
gelirken CAPE verilen grupta bu hasarin biiyiik oranda engellendigi bulunmustur.
Ayni sekilde arastiricilar safranin O boyamasi ile hazirladiklar1 preparatlarda
kikirdaktaki matriks proteoglikan igeriginin CAPE verilen grupta korundugunu tespit
ederken sinovial sivida yaptiklari testlerde enflamasyon belirteclerinin her iki grupta

birbirine benzer oldugunu tespit etmislerdir. Her iki grupta da orta dizeyde
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enflamatuar reaksiyon ve sinovial aralikta hafifce kalinlasma tespit etmislerdir.
Buradan hareketle CAPE’nin OA’in ilerlemesinin durdurulmasinda yeni ve alternatif
bir yaklasim olabilecegini, spesifik mekanizmanin bilinmemekle birlikte NF-xkB
yolaginin bu etkiden sorumlu olabilecegini iddia etmislerdir.

CAPE’nin ilging baz1 farmakolojik etkiler gosterdigi bulunmustur. Bunlardan
bir tanesi de J744 makrofajlarinda siklooksijenaz 1 ve 2 aktivitelerini tamamen
inhibe etmesi (35) ve sicanlarda ayak Odemini azaltmasidir (36). Cardile ve
arkadaslari, cerrahi ile insandan alinmis kikirdak kiiltiiriinde ve bu kiiltiirdeki
dokudan izole edilen kondrosit hucre kdlturunde IL-1f uygulayarak kontrol
grubunda nitrit duzeyleri ve glikozaminoglikan (GAGS) diizeylerinini 6lgmiis, daha
sonra CAPE uygulayarak deneyleri tekrar etmislerdir (37). IL uygulanmasi kikirdak
dokusunda hem nitrik oksit (NO) hem de GAGs diizeylerinde artis yapmis, CAPE
diger bilinen antienflamatuar ajanlarla (indometazin) kiyaslandiginda daha etkin bir
sekilde NO diizeylerini kontrol diizeyine yakin bir diizeyde tutmustur. Kondrosit
hiicrelerinde IL uygulanmas1 NO miktarin arttirmig, CAPE yine kontrol hiicrelerinde
oldugu gibi NO miktarin1 azaltmistir. IL, kontrol grubu hiicrelerde GAGs miktarinda
azalma yapmis, CAPE yine kullanilan her iki konsantrasyon grubunda da GAGs
miktarini tekrar kontrol grubu degerlerine getirmistir. Buradan hareketle arastiricilar
genelde propolis ekstraktinin, 6zelde de CAPE’nin serbest radikalleri yok edici etkisi
ile kikirdagr klasik antienflamatuvar ajanlara kiyasla daha miikemmel bir sekilde
korudugunu, dolayisiyla bu kullanima uygun potansiyel bir bilesik oldugunu iddia
etmislerdir.

CAPE ve bundan elde edilen 6 adet amid analogu ile yapilan bir ¢caligmada
elde edilen biitiin bilesiklerin insan polimorfoniikleer 1okositlerinde (PMNL)
I6kotrien (LT) biyosentezini potent bir sekilde inhibe ettikleri bulunmustur (38). 5-
lipooksijenaz (5-LO), arasidonik asiti 6nemli bir enflamasyon mediatori olan
LT’lere donistiirmektedir. Bu deneyde arastiricilar periferik kandan elde ettikleri
PMNL’lerde, bunlar1 5-LO ile stimiile ettikten sonra arasidonik asit serbestlesmesine,
antioksidan kapasiteye ve diger bazi parametrelere bakmiglardir. CAPE 10 puM
konsantrasyonda 5-LO aktivitesini inhibe etmemis ve LT biyosentezine etki
etmemistir. Halbuki CAPE IC50 0.13 uM konsantrasyonda klinik olarak etkinligi
ispatlanmig olan 5-LO inhibitérii zileuton’dan daha etkin bir sekilde 5-LO

aktivitesini ve dolayisiyla LT biyosentezini inhibe etmistir. CAPE’nin ve amid
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analoglarinin bu konsantrasyonda ayni zamanda etkin bir antioksidan gibi etki
gosterdigini de bulmuslardir.

2.5.2. Royal jelly (RJ)

Armin irettigi tirtinler kabaca bal, propolis ve royal jelly (RJ) seklinde ii¢
gruba ayrildiginda bunlarin hepsini belli fonksiyonel 6zellikler gosterdigi, bunlarin
arasinda Ozellikle antibakteriyel, antioksidan, antitumor, antienflamatuvar, antiviral
etkilerinin bilim adamlarinin dikkatini ¢ektigi bilinmektedir (39). Bu trtinlerde ortak
olarak veya toplu olarak; kuersetin, kaemferol, galangin, fisetin, pinosembrin,
naringin, hesperidin, apigenin, acacetin, krisin, luteolin, CAPE flavonoidlerinin
bulundugu tespit edilmistir (40).

RJ, is¢i arilarin (Apis mellifera) mandibular ve hipofaringeal tukrik
bezlerinden sekrete edilen ve daha sonra kralige arinin tek besini haline gelen, yag
(%3-6), vitamin, seker (%15), su (%50-60) ve proteinlerden (%18) olusan kompleks
bir karisimdir (41, 42). Alternatif tip sahasinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
RJ’nin 24-metilenkolesterol, 10-hidroksidekanoik asit, 10-hidroksi-trans-2-desenoik
asit (LOH2DA) (Sekil 2) ve trans-2-desenoik asit gibi icerikleri Ostrojenik etki
gostermektedir (43). RJ’nin bugiine kadar etkinligi en ¢ok arastirilan ve bu konuda
sayisiz delile ulagilan en Onemli etken maddesinin 10-hidroksi-2-desenoik asit
oldugu bulunmustur. Farelerde osteoblastlar1 ve kollajen iiretimini stimiile etmesinin
yaninda (44) overiektomi yapilan ratlarda Ostrojen fonksiyonlarini yerine
getirmektedir. Guinea piglerin delinmis kulak zarinda iyilesmeyi sagladig
bulunmustur. I¢cinde bulunan proteinlerden birisinin in vitro kosullarda karaciger

hicre proliferasyonunu ve albimin dretimini arttirdig: tespit edilmistir.

OH

Sekil 2. Royal jellynin aktif etken madde iceriklerinden birisi olan 10-hidroksi-trans-2-
desenoik asit (10H2DA)

RJ immuniteyi degistirmek ve enfeksiyon hastaliklarini baskilamak igin
kullanilmaktadir. Farelerde antikor iiretimini stimile ettigi bulunmustur (45). RJ’de
bulunan bir peptid, farelerde alerjik cevabi stimiille etmek i¢in T hiicrelerden
salgilanan IL-4’1 baskilamaktadir (46). RJ verilen kisilerde kan lipid diizeylerinde
ciddi azalmalar goézlenmis ama bu deneyler genis popiilasyonlarda yapilmadigindan
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etkinligi tam olarak ispat edilememistir. RJ’nin iginde bulunan ve Melbrosia adi
verilen bir ¢igek poleninin kadinlarda menapozal semptomlar1 azalttig
gbzlemlenmistir. Dolayisiyla zayif bir strojenik aktivitesi vardir. Insan &strojen
reseptorlerinden o ve B alt tipine 17 B-Ostradiol ile yarisarak baglanir. Insan meme
kanser htcreleri olan MCF-7 hiicreleri RJ ile muamele edildiginde hiicrelerin
proliferasyonunu arttirdigi, aynt anda tamoksifen verildiginde ise bu etkinin
perdelendigi bulunmustur (47). Bu faydali etkilerinin yaninda hipersensitiviteyi ve
astimi alevlendirme gibi bazi istenmeyen etkileri de vardir. Bununla ilgili agiz
yoluyla RJ alindiktan sonra rapor edilmis bazi anaflaksi vakalar1 vardir (48).

Yeni Zelenda beyaz ve siyah farelerinde olusturulan ve insan sistemik lupus
eritematosus (SLE) hastaligina benzeyen modelde RJ’nin etkisinin olup olmadiginin
arastirlldigr  bir calismada, RJ’nin hastalifin baslangicim1  geciktirdigi, yasam
stirelerini uzattigi, hastaligin renal semptomlarinin ortaya cikisinda anlamli bir
gecikme oldugu, serum IL-10 diizeylerinde ciddi bir azalma oldugu, ssDNA, dsDNA
ve eritrositlere karsi gelisen otoantikor diizeylerinin oldukca diisiik kaldigir ve son
olarak dalak otoreaktif B hicrelerinde azalma oldugu tespit edilmistir (49).
Streptozotosin ile diyabet olusturulan siganlarda RJ’nin insiilin benzeri herhangi bir
etki gostermedigi ancak pamuk pellet metodu ile 6l¢iildiiglinde granulasyon dokusu
olusumunda eksiidasyon ve kollajen formasyonunu azaltarak antienflamatuar etki
gosterdigi, bu yolla da diyabetik yara iyilesmesini hizlandirdigi tespit edilmistir (50).
Arastiricilar atopik dermatit benzeri lezyonlari olan farelerde RJ kullanmiglar, bunun
lezyon icinde indiklenebilir nitrik oksit sentaz (iINOS) eksresyonunu arttirdigini, bu
etkisi nedeni ile bu tip deri lezyonlarmin gelisimini engelledigini bulmuslardir. Bu
etkisini TNP spesifik interferon-gama (IFN-y) Uretimini down-regiile ederek ve
INOS ekspresyonunu up-regiile ederek gosterdigi iddia edilmistir (51).

Periodontal hastalik olarak bilinen bakteriyel bir biyofilmin uyardigi kronik
enflamatuar hastalikta periodontal ligament (PDL) basta olmak {izere biitiin
periodontal yapilar hasarlanmaktadir (52). Bunlarin i¢inde PDL ortamin
homeostazin1 saglamasi ve periodontal dokularin tamir ve yenilenmesinin yaninda
enflamasyonu Onleme bakimdan onemli fonksiyonlar iistlenmektedir. Arastiricilar
topikal veya diyet yolu ile RJ uygulanmasinin periodontal dokuyu periodontal
hastaliktan koruyacagini 6ngorerek bir ¢alisma planlamuslar, in vitro kosullarda fare

PDL hiicrelerinin kdltiiriinii yapmislar, burada osteoponin, osteokalsin ve osteriks
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mRNA diizeylerini, hiicrelerden salgilanan enflamatuvar sitokin olan IL-6 dlzeyini,
CXC kemokin ligandin1 ve mineralizasyonu 6l¢iislerdir (53). RJ, lipopolisakkarit ile
indiklenen IL-6 ve CXC kemokin ligand: iiretim ve salgilanmasini azaltmustir.
Periodontal dokulara 16kosit birikimini saglayan adezyon molekiili CD54
ekspresyonunu baskilamistir. RJ ayrica MPDL22 hiicrelerinin mineralizasyonunu
arttirmistir.

TNF-a, IL-1 ve IL-6 gibi proenflamatuar sitokinler immin ve enflamatuar
cevaplarin regiilasyonu dahil birgok fizyolojik siiregte rol almaktadir. Bu sitokinler
herhangi bir sebeple asir1 eksprese edilip {iretildiginde ayni zamanda bir¢ok
hastaligin patogenezinde de rol almaktadirlar. Ornegin romatoid artrit (RA)’te
sinovial membranda TNF-a, IL-1 ve IL-6’nin bolca iiretildigi bulunmustur.
Dolayisiyla bu sitokinler enflamatuar ve otoimmun hastaliklarda iyi birer tedavi
hedefi haline gelmislerdir (54).

RJ’nin igerigi incelendiginde hem diisiik hem de yiiksek molekiil agirlikl
maddelerden olustugu bulunmus, bunlardan yiiksek molekiil agirlikli olan birisine
MRJP3 adi verilerek antienflamatuar 6zellikleri arastirilmistir. Genel olarak RJ’nin
ciddi bir antienflamatuar 0zelligi oldugu, lipopolisakkarit (LPS) ve IFN-y ile
indiiklenen makrofajlardan yukarida adi gegen sitokinlerin sentez ve salgilanmasini
inhibe edilmesinden anlasilmistir. Yine LPS/IFN-y ile indiiklenen peritoneal
makrofajlarda n diger bir enflamatuar mediator olan prostaglandin E2’nin {iretiminin
%63 oranda azaldig1 bulunmustur.

RA’de sinovial fibroblastlarin (RASFs) matriks metalloproteinazlari Ureterek
eklem hasarina neden oldugu bilinmektedir. RJ’nin alkalide ¢6ziinen fraksiyonundan
MMPs’1 inhibe eden bir faktor saflastirildi ve 10H2DA oldugu tespit edildi. Daha
sonra bunun hangi yol Gzerinden MMPs aktivitelerini azalttig1 arastirildi. Molekiiler
caligmalar (real-time PCR ve ELISA ile protein dizeyleri, elektroforetik mobilite
kaydirma ol¢timii (EMSA) ile aktivator protein 1’in (AP-1) ve NF-kB’nin DNA’ya
baglanma aktivitesi ve son olarak kinaz dl¢limii ile p38, ERK ve JNK’nin protein
kinaz aktivitesi) 10H2DA-aracil1 supresyonun, p38 kinaz ve c-jun-N-terminal kinaz-
AP-1 sinyal yolu iizerinden gerceklestigini gosterdi. Bunun yaninda 10H2DA’nin
ekstraselliler sinyal regile edici kinaz aktivitesi, NF-kB’nin DNA’ya baglanma

aktivitesi ve IkBa yikimi {izerine herhangi bir etkisinin olmadigi bulundu (55).
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2.5.3. Kurkuma longa (CL) (Turmerik, Kurkumin)

Acili hint baharati i¢ine katilan bir baharat cesididir. Milattan énce 600
yillara kadar turmerikin tedavi, baharat ve tatlandirict olarak kullanildigina dair
bulgular vardir. Marko Polo Cin’e olan ziyareti sirasinda yazdigi giinliiklerinde 13.
yiizyilda turmerikten bahsetmektedir. CL bitkisi Curcuma botanik grubunun bir tyesi
olup bu tip bitkiler ginger ailesinden gelmektedir (Zingiberaceae). Tropikal Asya’nin
guneydogusu ve glineyinde bol miktarda ekilip dikilmektedir. CL bitkisinin sap ve
kokii (topragin altindaki kok) c¢ikarildiktan ve kesildikten sonra 6giitiiliip bildigimiz
temel turmerik haline dontistiiriilmektedir (56). Turmerikin aktif kismi kurkumin
(Sekil 3) olup baharatin %2-5’lik kismini olusturmaktadir (diferulometan, C,;H,Og,
MW: 368.37 g/mol).

Sekil 3. Kurkuma longa’nin aktif bilesenlerinden olan kurkumin’in molekiiler yapisi.

Geleneksel Hint tibbinda kurkumin basta degisik solunum sistemi
rahatsizliklarinda (astim, bronsial hiperaktivite ve allerji) olmak iizere karaciger
hastaliklarinda, anorekside, romatizmada, diyabet yaralarinda, nezlede, oksiiriik ve
siniizitte kullanilmaktadir (57). Cin tibbinda ise daha ¢ok karm agrisi ile ilgili
durumlarda kullanilir. Uzun yillardir ¢ok iyi tedavi edici etkilerinin oldugu bunlardan
Ozellikle antioksidan (58), antienflamatuar (59), antikarsinojenik, antimikrobiyal,
karaciger koruyucu, hipoglisemik, antiartritik, trombosupressif, miyokard
enfarktiisiine kars1 kalbi koruyucu etkilerinin dikkat cekici oldugu bulunmustur.
Turmerikten yapilan ev yapimi merhem, yara ve enflamasyonun tedavisinde siklikla
bagvurulan carelerden birisidir. Sindirim sistemi bozukluklarinda safra akiminin
hizlandirilmasi, mide sekresyonlarinin inhibe edilmesi, indometazin gibi bazi
ilaglarin yan etkilerinin kaldirilmasi, artritte agr1 giderici olarak, kardiyovaskiiler
hastaliklarda genel destekleyici olarak ve kanserde semptomlarin azaltilmasi
amaciyla kullanilagelmektedir. Bitkinin kokii iki ana sinif madde ihtiva eder: fenolik
kurkuminoidler ve hidrofobik esansiyel yaglar (60). Farmakolojik olarak aktif olan
kurkumin dimetil sulfoksit (DMSO), etanol, metanol veya aseton gibi organik
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¢oziiclilerde gayet iyi ¢oziinlirken akodz ¢oziiciilerde zayif ¢oziinmektedir. Sar1 renkli
bir pigment olup hardal, et suyu ve diger yiyeceklerde kullanilmaktadir. Kurkuminin
siklooksijenaz (COX)-2, prostaglandinler ve lokotrienlerin inhibisyonu Uzerinden
antienflamatuar etki gosterdigi bilinmektedir (61). Klinik deneyler heniiz CL’nin
OA’te etkinligini gostermemis olmakla birlikte bazi 6n klinik arastirma verileri
RA’de bazi semptomlart iyilestirdigini gostermistir (62). Turmerikte bulunan ana
kurkuminoidler  demetoksikurkumin  (kurkumin 1),  bisdemetoksikurkumin
(kurkumin I1I) ve en son tanimlanan siklokurkumindir. Ticari preparatlarda
kurkumin I %77, kurkumin II %17 ve kurkumin III yaklasik %3 oranlarinda
bulunmaktadir. Tlk defa 1815 yilinda izole edilmis olup kristalize formu 1870 yilinda
elde edilmistir. Geleneksel olarak CL yemeklerde, kozmetik sanayisinde ve tipta
kullanilmaktadir. Peynir, tereyagi ve diger besin maddelerinde renklendirici ajan
olarak kullanilmaktadir.

2.5.3.1. Kurkuma longanin yapisal analizi

GC-MS metodu ile yapilan calismada her ne kadar taze ve kuru CL
koklerinin igeriginde az ¢ok farkliliklar olsa da igeriginde bol miktarda esansiyel
yaglar bulundugu tespit edilmistir (63). Kurkumin 183 °C’de erimektedir.
Spektrofotometrik olarak metanoldaki ekstrakti 430 nm’de maksimum pik
vermektedir. Toluen ve asetonitril iginde radyasyona maruz birakildiginda singlet
oksijen olusturmaktadir. Diigiik siiperoksit konsantrasyonlarinda kurkumin etkili bir
sekilde siiperoksit dismutasyonunu gergeklestirmete, bu arada herhangi bir kimyasal
degisime ugramamaktadir. Fakat yiiksek konsantrasyondaki siiperoksit ortamlarinda
stiperoksit aktivitesini inhibe etmektedir. Ohara ve arkadaslar1 kurkuminin bu serbest
radikal supdrici etkisini arastirmiglar, kurkuminin intramolekiiler H baglari ile
olusan enol yapisinin radikal siipiiriici etkisini kuvvetle arttirdigini bulmuslardir
(64).

2.5.3.2. Kurkuminin molekduler hedefleri

Hem kimyasal hem de genetik modellerde kurkuminin faydalar1 goriilmiistiir.
Bugiine kadar yapilan ¢aligmalar kurkuminin birgok molekiiler hedef kullandigi, bu
yollarla bircok biyokimyasal ve molekiiler kaskadi etkiledigi bilinmektedir.
Molekdiler hedefleri; transkripsiyon faktorleri, biiylime faktorleri ve bunlarin
reseptorleri, sitokinler, enzimler ve hiicre proliferasyonunu ve apoptozisi kontrol

eden genlerdir (65). Lipid zarlarin1 rahat bir sekilde gecebildigi igin enzimlere

16



baglanip aktivitelerini inhibe edebilir, biiyiime faktér reseptdrlerine, metallere,
albimin ve diger molekiillere rahatlikla baglanabilir. Bazi ¢aligmalarda
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu inhibe ettigi (66), bircok kinazin
aktivitesini down-regiile ettigi (67), biiylime ve metastaz hizlandirici genlerin
ekspresyonunu inhibe ettigi (68-70), apoptozis, hicre invazyonu ve adezyonu gibi
yolaklarda gorev alan ¢oklu gen/yolaklarin ekspresyonunu inhibe ettigi (71) ve timor
biiyiimesini kontrol eden bir¢ok enzimin aktivitesini regiile ettigi (72) gOsterilmistir.
Kurkumin transkripsiyon faktorii olan NF-xkB ve NF-xB ile regilen edilen gen
urtinleri olan COX-2, siklin D1, adezyon molekdilleri, MMPs, indiklenebilir NOS,
Bcl-2, Bel-XL ve TNF’yi module etmektedir (73). Bir tumdr baskilayicist ve
transkripsiyon faktorii olan p53 geni hiicrelerin sinyal iletimi, DNA hasarina hiicresel
cevap, genomik stabilite, hicre siklusu kontroli ve apoptozis basta olmak tizere
bircok hiicresel siiregte kritik rol oynar. Kurkumin degisik yollardan p53
upregulasyonunu da saglamaktadir (74).

Bunlarin disinda, kurkumin ile yapilan preklinik ¢aligmalar bunun potent bir
kemopreventif ajan oldugunu, in vitro olarak timor hucrelerinin proliferasyonunu
inhibe ettigini, hayvanlarda antitimor aktiviteye sahip oldugunu gostermistir (75).
Giinliik diyetle alinan CL’nin 1.5 mg/giin dozda kullanilmasinin (bu doz 50 mg/giin
kurkumine denk gelmektedir) insanda herhangi bir yan etki olusturmadig
bulunmustur. Klinik ¢aligmalar kurkuminin 12 g/giin dozuna kadar rahat bir sekilde
tolere edildigini géstermistir (76). Yine klinik ¢alismalarda basta antienflamatuar ve
antiromatizmal aktivite, kanserin deri lezyonlarinda palyatif tedavi edici, saglikli
bireylerin kan kolesterol ve lipid peroksid diizeylerini diisiiriicii, safra tas olusumunu
engelleyici, psoriazisin siddetini azaltici, irritabl kolon sendromunun semptomlarini
azaltici, bobrek transplantasyonundan sonra fonksiyonlari erkenden duzeltici,
tropikal pankreatitte klinik diizelmeyi hizlandirici, yaslilarda biligsel fonksiyonlari
duzeltici ve adenomat6z polipoziste polip sayilarinin azaltici olmak {izere birgcok
etkisinin oldugu bulunmustur (65).

Kurkuminin bilimsel klinik deneylere dahil olmasi uzun zaman almistir. Faz I
ve II klinik galismalar son 20 yilda yogunlasmistir. Son zamanlarda glvenli doz
profili, verilis yolu, organ spesifikligi ve biyoyararlanimi1 dahil olmak Uzere bu
biyoaktif bilesigin insanlardaki etkilerinin analiz edilebilmesi i¢in klinik ¢alismalara

ihtiya¢ vardir. Calismalardan bir tanesinde kurkumin lipozomal tagima sistemi igine
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hapsedilerek intraven6z sekilde uygulanmistir (77). Diger bir yol da kurkumini
fosfolipid vezikiillere veya lipid nanosferlere sokarak intravendz olarak uygulayip
bunlarin doku makrofajlarina kadar giivenli bir sekilde ulasmasin1 saglamak ve net
bir etki elde etmektir.

2.5.3.3. Kurkuminin antienflamatuar etkisi

Kurkumin ile ilgili yapilan ¢alismalarin biiyiik cogunlugu bu bilesigin akut ve
kronik enflamasyondaki baskilayic1 etkisini arastirmaya yoneliktir. [n  vitro
calismalar kurkuminin fare fibroblast hiicrelerinin forbol 12-miristat 13-asetat
(PMA) ile induklenmis enflamasyonunda siklooksijenaz ve lipooksijenaz
aktivitelerini, NIH3T3 hucrelerinde ksantin oksidaz aktivitelerini, RAW?264.7
makrofajlarinda nitrik oksit {iretimini, aktive edilmis sican periton makrofajlarinda
reaktif oksijen tlirli gelisimini inhibe ettigini gostermistir (78, 79). Kurkumin ayrica
LPS veya PMA ile stimille edilmis periferal kan monositleri ve alveolar
makrofajlarin  proenflamasyon monosit/makrofaj kaynakli sitokinler olan [L-8,
monosit enflamasyon protein-1, monosit kemotaktik protein-1, IL-1f ve TNF-a
uretimini inhibe etmektedir (80). Son zamanlarda yapilan bir ¢aligma insan beyin
membranlarinda bulunan G proteinlerin hidrojen peroksit, homosistein ve metabolik
prooksidan ajanlarla oksidatif stimulasyonu kurkumin tarafindan ¢ok ciddi bir
sekilde baskilandigini gosterdi (81). Bunun yaninda sigan karaciger mikrozomlarinda
ve beyin homojenatlarinda lipid peroksidasyonunu inhibe etmistir. Kurkuminin in
vitro antienflamatuar etkilerinin yaninda in vivo antienflamatuar etkileri de
ispatlanmistir. Bu amacgla yapilan deneylerde; kurkuminin fenilbutazon gibi
antienflamatuar etkinligi kanitlanmis bir ajanla karsilagtirilabilecek diizeyde bu
ozellikleri tasidigi, siklofosfamid ile olusturulan akut akciger hasarinda
enflamasyonu durdurdugu, yine siklofosfamid ile muamele edilen ratlar deneyden 7
giin 6nce baslamak tlizere kurkumin ile beslendiginde bu ajanin olusturacag: akciger
hasarin1 antioksidan etkisi 1ile yavaslattigi, son olarak kurkuminin topikal
aplikasyonunun farede TPA ve arasidonik asit ile indiklenen epidermal
enflamasyonu (kulak 6demi) 6nledigi bulunmustur (82, 83).

Kurkuminin yeni tiirevler elde edilme disinda en ¢ok kullanildig1 caligmalar
redoks aktivitesi ile ilgili olan ¢alismalardir. Duruma bagli olmak {izere kurkuminin
prooksidan ve antioksidan olarak biyolojik siiflandirilmast bunun bir serbest radikal

yok edici, bir indirgeyici ve Cu ile Fe iyonlarinin bulundugu durumda DNA hasarin
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azaltici ajan olarak bilinmesine neden olmustur. Kurkuminin giinliik dozlar1 giinde 1-
3 defa olmak tizere 500-1000 mg olarak belirlenmistir.

Apoptozis genetik olarak planlanmis hiicre O6liimii demektir. Patojenik
enfeksiyonlar veya diger tamir edilemeyecek diizeydeki hiicre hasarlarina cevaben
veya doku yeniden modellemesi sirasinda ve normal morfogenezde hiicre intiharini
ifade eden bir terimdir. Apoptozisin anormal regulasyonu enflamasyon, néron
hastaligi, otoimmun hastaliklar ve kanser gibi birgok insan hastaliginda
gorulmektedir. RA’li hastalardan elde edilen sinovial fibroblastlarda CL’nin
antiproliferatif bir etki gosterdigi bulunmustur. MTT Olgumlerinde sinovial
fibroblastlarin kurkumine maruz birakilmasi durumunda biyimenin baskilandigi ve
apoptozisin indiiklendigi bulunmustur (84).

CL’nin H2 fraksiyonu polar fraksiyon olup etil asetat, n-butanol ve etanoliin
ardigik partisyonundan elde edildiginden buradan elde edilen maddeler daha ¢ok
polisakkaritlerdir. Bu kismin bir¢ok farmakolojik aktivitesi vardir. Bu fraksiyonun
Ozellikle insan periferik kan mononikleer hicrelerinde immunomodulatér etkinligi
gosterilmistir. Bu baglamda polisakkaritten zengin bu kismin ELISA dl¢limleri ile ve
protein array ol¢timleri ile TGF-B, TNF-a, GM-CSF, IL-1q, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10,
IL-13 gibi sitokinlerin iretimini modiile ettigi gosterilmistir (85).

2.6. Ekstraselliiler proteoglikanlar: yapi ve fonksiyon farkliliklar (86)

Her ne kadar proteoglikanlar primer sekans benzerligi bolgeleri baz alinarak
alt gruplara ayrilsa da proteoglikan kor proteinleri yapica ve fonksiyonca bagimsiz
olup farklilik arzetmektedir. Proteoglikanlarin birbirine benzeyen tek 6zelligi, kor
proteinine sikica bagli bulunan bir veya birden fazla glikozaminoglikan zincirlerinin
varligidir. Bu kriter ile bir¢ok ve farkli filogenetik alt gruplarindan gelen molekiiller
proteoglikanlar olarak isimlendirilirler. Ornegin o-2 (IX) zincirinde %70 ihtimalle
bulunan tek bir kondroitin siilfat glikozaminoglikan kism1 nedeniyle tip IX kollajeni
kismi proteoglikan olarak kabul edilirken, musin domainindeki kondroitin siilfat
zincir kismi ile ADAMTS-7 de bir proteoglikan olarak kabul edilmektedir.
Glikozaminoglikanlar, tGzerinde negatif olarak yikli sulfat ve karboksilat tniteleri
tasiyan tekrarlayan disakkarit iinitelerinden olusan lineer karbohidrat zincirleridir.
Zincirler, her bir zincir tipine ait olmak Uzere ¢oklu disakkarit kombinasyonlar1 ile
kondroitin sllfat, dermatan sulfat, keratan sulfat, heparan sulfat veya heparin olabilir.

Bazi proteoglikanlar tek kor proteinine bagl iki veya hatta {li¢ farkli zincir tipi
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tastyabilir. Ornegin agrekan, kondroitin ve keratan siilfat zincirlerinden olusur. Hiicre
yuzeyi HA reseptori olan CD44 kondroitin ve/veya heparan siilfat tasir. Perlekan
kondroitin, heparan ve keratan siilfat zincirleri tasir. ADAMTS aktivitesi direkt
olarak glikozaminoglikanlarin varlig1 veya yoklugundan etkilenmektedir. Ornegin
tam olarak glikozillenmis agrekan ile deglikozile agrekan, ADAMTS-4 ve -5’¢
substrat olma acisindan karsilastirildiginda deglikozile olanin daha zayif bir substrat
oldugu goriilecektir. Proteoglikanlarda bulunan iki aile sunlardir:

a) Proteoglikanlarin lektinan ailesi: Agrekan, versikan, ndrokan ve
brevikan.

b) Proteoglikanlarin SLRP ailesi: Dekorin, biglikan, fiboromodulin, lumikan,
keratokan, PRELP, osteoadherin, kondroadherin, epiglikan ve osteoglisin.

2.7. A Disintegrin And Metalloproteinase with ThromboSpondin motifs
(ADAMTS) genleri ve runleri

Bitun dokulardaki hucreler bir ECM tarafindan ¢evrelenmistir. Hucrelere
yapisal bir destegin yanisira ECM, hiicrelerin sekil, yasam, farklilagma, hareket,
¢ogalma ve 6liim dahil biitiin aktivitelerini ve davraniglarini regiile edici aktif bir role
de sahiptir. Bu hiicresel aktiviteler ve davranislar, 6rnegin yiikli glikozaminoglikan
yan zincirlerine sahip proteoglikanlar, kollajen, elastin, laminin ve fibronektin gibi
fibril ve ag kurucu molekiiller dahil olmak iizere 6zellesmis bazit ECM proteinleri ve
glikoproteinleri tarafindan yonetilmekte ve yonlendirilmektedir. Morfogenez,
ovulasyon, dogum ve yara iyilesmesi gibi bir¢ok fizyolojik siiregler ¢ok siki bir
sekilde ECM’nin yikilmasi ile kontrol edilmektedir. Oysa diger baz1 durumlarda yine
ayn1 matriksin yikilmas1 patolojilere yol acar. Proteoglikanlar ECM’in anahtar
bilesikleridir ve onlarca yildir bunlar iyice tanimlanmis ve tarif edilmistir. Buna
karsilik ADAMTS proteinaz ailesi son yillarda bulunmustur (86, 87). Bundan sonra
ADAMTS-5 ve ADAMTS-13 dahil olmak uzere birkag ADAMTS enziminin
sirasiyla artrit ve kan pihtilasma hastaliklarinda 6nemli rol {stlendiklerinin
bulunmasi bilim diinyasinda ¢ok biiyiik bir ses getirdi. Proteoglikanlarin ADAMTS
enzimlerince proteolizi, kanser ve metastaz dahil olmak tiizere bir¢ok hastalikta
Uzerinde en ¢ok c¢alisilan konular haline geldi. Proteoglikanlar hemen hemen bitiin
okaryotlarin ECM’inde bulunur ve dokularin hem fiziksel hem de biyomolekiiler
ozelliklerini etkileyecek sekilde degisen derecelerde fonksiyon gosterirler.

Proteoglikanlarin ¢ogu hiicreler ve matriks arasinda molekiiler kopriiler olusturacak
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sekilde etkilesim yerleri ile birlikte modiiler domain yapilar1 igerirler. Diger
proteoglikanlar kollajen fibril yapimi kontrolii ile hiicre dist mimariyi etkilerler.
Biiylime faktorlerine baglanan ekstraselliiler proteoglikanlar ile hiicre ylizeyi sinyal
iletimi icin koreseptorler olarak aktivite gosterirler. Proteoglikanlarin ADAMTS
enzimleri ile proteolizi; hucre-matriks iletisiminin ve fibriler ag yapisinin bozulmasi
veya biyomekanik 6zelliklerin degismesini netice vereceginden genel olarak bozucu
etkiler dogurur. Diger durumlarda proteoglikanlarin ADAMTS enzimleri ile
proteolizi normal baz1 fizyolojik siireglerin  gerceklesmesi i¢in  gerekir.
Proteoglikanlar arasinda c¢ok fazla farklilik oldugu icin bu genel bilgilerde
proteoglikanlardan sadece lektikanlar (agrekan, versikan, brevikan ve norokan) ile
kicuk l6sinden zengin tekrarlar iceren proteoglikanlar (SLRPs) bahsedilecektir.

2.7.1. Proteazlarin ADAMTS ailesi

ADAMTS ailesi, metalloendopeptidazlarin metzincin siiper ailesine dahildir
ve i¢inde genis bir substrat grubuna karsi genis bir katalitik aktivite gosteren simdilik
tanimlanan 19 {yesi mevcut olan enzimleri igermektedir. ADAMTS enzimleri
hiicreler tarafindan sekrete edilen proteazlardir, dolayisiyla hiicre disinda da bu
enzimlerin substrati bulunmaktadir. Bununla birlikte heniiz bulunmamis daha baska
substratlarin olmasi da muhtemeldir.

2.7.2. ADAMTS proteazlarin domain yapisi (88-90)

| Protease Domain | Ancillary Domain |

Nlﬂmmﬂmm /

[ | Signal Peptide [[]]] Prodomain 33 Metalloproteinase . Thrombospondin

AN
AAHLALA
YVVYV§§

Domain Type | repeat
v Disintegrin — 44 Cysteine Rich [:::| Spacer .
Z Like Domain 2] Domain | Domain ~W\ variable

Sekil 4. ADAMTS proteazlarin 6rnek bir domain yapisi. En basta bir sinyal peptid sekanst vardir. Bu
degisen uzunluktaki prodomain ve katalitik metalloproteinaz domain ile takip edilir. Bu proteaz
domain kismi biitin ADAMTS iiyeleri arasinda hayli korunmustur. ADAMTS-13 bunun istisnasidir,
bu ADAMTS tipinde pek yaygin olmayan kisa bir prodomain bulunur. Yedek (kuyruk) domain;
disintegrin benzeri domain, trombospondin tip I tekrarlari, sisteinden zengin domain ve bir ara
domainden olugmaktadir. Proteinin kalan kismu farkli aile tyelerine gore farklilik arzetmektedir.
Degisken boliimler bir kisim trombospondin tip I tekrarlar ve diger domainlerden olusur (Sekil J Mol
Med 2010; 88:1203-1211 makalesinden alinarak adapte edilmistir).
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ADAMTS-4: N-sinyal peptidpro-domain|{katalitik domain|{disintegrin benzeri domain{TSP-1sisteinden|
lzengin domain|-fara 11-C

ADAMTS-5: N-sinyal peptid-pro-domain|{katalitik domainHdisintegrin benzeri domainH{TSP-1Hsisteinden]
lzengin domain-{ara 1HTSP benzeri tekrar-C

ADAMTS-7/12:  N-sinyal peptid-pro-domainl-katalitik domain|-Hdisintegrin benzeri domain|{TSP-1]-fsisteinden|
lzengin domain|-ara 1HTSP benzeri tekrarj{ara 2HTSP benzeri tekrar+ COMP/GEP baglayici domain|-C

Sekil 5. ADAMTS-4, -5, -7 ve -12’nin sematik olarak gdsterimi (Protein & Cell 2010; 1:33-47
makalesinden adapte edilmistir).

ADAMTS proteazlarin domain yapis1 Sekil 4’te gosterilmistir. Ailenin bitin
uyelerinde korunmus bir sekildir. ADAMTS proteazlar proproteinler olarak sentez
edilmis olup transgolgi i¢inde bir furin proprotein konvertaz enzimi ile bu prodomain
yapisinin uzaklastirilmasi ile aktif hale gelir (zimojen aktivasyonu). ADAMTS
proteazlarin katalitik (metalloproteinaz) domaini 3 adet histidin kalintisi ile koordine
edilen bir katalitik ¢inkodan olugsmaktadir. Bu aktif bolge motifi hayli korunmus bir
metionin kalintist takip etmektedir ki bu kalip ADAM ve MMP ailelerinde de
gozlenir. Katalitik bolge daha kuguk bir disintegrin benzeri bolge ile takip edilir. Bu
bolge yilan zehirindeki disintegrinlerle % 25-45 benzerlik gosterir fakat integrinlerle
etkilesmez. Bunu takiben trombospondin tip 1 benzeri tekrarlarin (TSR) oldugu
bolge gelir. Bu sekanslar matriks proteaz aileleri arasinda ADAMTS proteazlara 6zel
sekanslardir ve trombospondin 1 ve 2 i¢inde bulunan tip 1 tekrarlara benzer. Bu
domainin bir dénemli fonksiyonu ECM’e ve heparin gibi glikozaminoglikanlara
baglanmasidir. Sisteinden zengin hayli korunmus bir bolge TSR boélgesini takip eder
ve 10 adet sistein kalintis1 ihtiva eder. ADAMTS-1’in kristalize yapisi bu sistein
kalintilarinin proteazlarin aktif bolgesine karsi istif edildigini gostermistir. Bu bolge
daha sonra uzunluklar1 ve sekansi degisebilen ancak genellikle N-terminal sona
dogru birkag¢ hidrofobik kalint1 iceren ara bolge ile takip edilir. ADAMTS-4 haric
bitin ADAMTS proteazlarda ara bolgeyi takiben 1-14 arasinda TSR bulunur.

ADAMTS proteazlarin ECM’e baglanma kabiliyeti, ADAMTS ailesini
ADAM ve MMP ailelerinden ayiran onemli bir oOzelliktir. Proteazlar ECM’de
bulunan heparin ve agrekan da dahil silfatli glikozaminoglikanlara baglanirlar.
ADAMTS proteazlarin hem katalittk hem de katalitik olmayan bdélgeleri tam

proteolitik aktivite ve substrat baglanma kabiliyeti gosterirler. Bu 6zellik olgun
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ADAMTS proteazlarin ara bdolgedeki posttranslasyonel islemleri esnasinda (C
terminal budanmasi) kazanilir ve MMP’ler tarafindan kontrol edilir.

Sicanlara ait ADAMTS-1 domain kesme c¢alismalar1 ve insan ADAMTS-4’iin
C-terminali islenmis formlari ile yapilan ¢alismalar TSP tip 1 motifleri ve C terminal
domaindeki sisteinden zengin ve ara bolgelerin ECM baglanmasinda vazgegilmez
oldugunu ortaya koymustur. Bu bolgenin budanmast ECM baglanmasinda bir azalma
ve kayip ile sonuglanmaktadir. Ayrica trombospondin motifleri ile birlikte ara bdlge
ve sisteinden zengin bolgeler substrat taninmasi ve proteazlarca pargalanmasinda
onemlidir. Sisteinden zengin alanlar ve ara alanlarin ¢ikarilmast ADAMTS-4’lin
heparine olan afinitesini azaltirken agrekani parcalama kabiliyetini de azaltir.

2.7.3. ADAMTS proteazlarin regiilasyonu (91, 92)

ADAMTS proteazlarin regiilasyonu heniiz tam olarak anlagilmamis bir
alandir. Bilinen regiilator bir 6zellik, ADAMTS aktivitesinin metalloproteazlarin
doku inhibitorleri (TIMPs) tarafindan regiile edildigidir. TIMPs-1, -2, -3 ve -4
MMP’larin endojen inhibitorleridir. Bununla beraber TIMP-3’in ADAMTS-4 ve -
5’in spesifik 6nemli bir inhibitorii oldugu bulunmustur. TIMP-2 ve TIMP-3
ADAMTS-1 agrekanaz aktivitesini inhibe etmektedir. TIMP molekillerinin
ADAMTS-4’tin agrekan1 parcalama kabiliyeti iizerine olan inhibe edici etkisini
aragtirmak Uizere bunlar beraber inkiibasyona birakilmistir. IC50 degerlerinden
anlasildig1 kadariyla TIMP-3’Un TIMP-1 ve -2’ye oranla 50 kat daha aktif oldugu ve
TIMP-4’e¢ gore de 250 kat daha aktif oldugu gozlendiginden ADAMTS-4’Un
inhibisyonunun TIMP-3’¢ spesifik oldugu ¢ikarimi yapilmistir. Bu inhibisyonun
mekanizmasi tam olarak anlasilamamis olsa da TIMP-3’Un N-terminal domaini
ADAMTS-4 ve -5’in agrekanaz aktivitesini inhibe etmesi TIMP-3’in N-terminal
bolgesinin ADAMTS ile etkilestigini gostermektedir. Son ¢aligmalar ADAMTS-4 ve
-5’in C terminal domaininin bu etkilesimi arttirdigin1 gostermistir. TIMP-3’Un
baglanmas1 aktif bolgenin agrekana uygun yapisini degistirerek ADAMTS ve
agrekan arasindaki etkilesimi 6nlemektedir.

2.7.4. Proteoglikanlarm ADAMTS tarafindan parcalanmas ile iliskili
goriilen hastalik, gelisim ve doku yeniden sekillenme durumlari
ADAMTS birgok proteoglikan sindirimine istirak etmektedir. Bunlar;

a) Bazi hastaliklarda kikirdak ve tendonlardaki proteoglikanlarin sindirimi

b) Gliomada brevikanin sindirimi
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c) Vaskiiler hastalik, anjiogenez, ovulasyon ve doku morfogenezinde versikanin
sindirimi

ADAMTS ailesinin tiyeleri birgok hastalikla iliskilendirilmistir (Tablo 1) (93).
ADAMTS-13 koagulasyon bozukluklar1 ve trombotik trombositopenik purpurada rol
alir. Kollajen sentezinin genetik olarak bozulmasi ile karakterize olan Ehler Danlos
sendromu tip 7C’de ADAMTS-2 geninde mutasyon vardir. ADAMTS-1’in
anjioinhibitor 6zellikleri vardir ve iirogenital sistemin fonksiyon ve gelismesi igin
esansiyeldir. ADAMTS-1 ayn1 zamanda versikanin par¢alanmasi sonucunda ortaya
¢ikan ateroskleroz ile iliskilendirilmistir. ADAMTS-1 genindeki mutasyonlar ile
koroner arter hastaligi riskinin artist arasinda iliski bulunmustur. Diger
ADAMTS’lardan -4, -7 ve -8’in aterosklerotik plak olusumu ve aterotrombotik

hastalik ile iligkili bulunmustur.

Tablo 1. ADAMTS ailesi ile ilgili bilgilerin 6zeti (Protein & Cell 2010; 1:33-47
makalesinden adapte edilmistir).

ADAMTS Diger ad1 Bilinen substrat(lar) Hastaliklardaki rolii
1 METH-1 Agrekan, versikan Antianjiojenik, renal interstisyal fibrozis, kemik yeniden
modellenmesi, over follikiillogenezi, tirogenital gelisim,
tiimor biiyiimesi/ yeniden sekillenmesi
2 PCINP Kollajen I, 11, 111 N-propeptidleri Ehler-Danlos sendrom tip 7C, sigir dermatopraksis
3 KIAA0366 Prokollajen 11 N-propeptidleri
4 Agrekanaz-1 Agrekan, brevikan, COMP, dekorin, Avtrit, ateroskleroz
fibromodulin, versikan
5 Agrekanaz-1, Agrekan, a2M Avtrit
ADAMTS-1
6 Bilinmemektedir Bilinmemektedir
7 ADAMTS-7B COMP, a2M Avrtrit
8 METH-2 Agrekan Antionjiogenez, beyin kanserleri, ateroskleroz
9 KIAA1312 Agrekan, versikan Artrit
10 Bilinmemektedir Bilinmemektedir
12 Agrekan, COMP, 02M Avrtrit
13 VWFCP Von Willebrand faktor Trombotik trombositopenik purpura
14 Prokollajen I ve Il N-propeptidi
15 Agrekan
16 Agrekan
17 Bilinmemektedir Bilinmemektedir
18 Antitromboz/inme
19 Agrekan
20 Bilinmemektedir Bilinmemektedir

24



2.7.5. Agrekanazlar

Bir proteoglikan olan agrekan kikirdagin en esasli bilesenlerinden birisi olup
kollajeni yikim ve sindirimden korumaktadir. Hyaluronan ve baglayici proteinlerle
etkilesim sayesinde ECM kollajen agmi dolduran biiyiik agregatlar1 olustururlar.
Agrekan molekuld, sulu ortamda tip Il kollajen iskeletine karsi siserek cevap veren
birgok glikozaminoglikan yan zincirleri ihtiva eder. Bunlar kikirdaga, yiik bindigi
durumlarda eklemdeki baski yapan kuvvetlere karst dayanma kabiliyeti kazandirir.
Agrekanin sindirimi artrit patogenezinde altta yatan olaylarin en énemli olanlarindan
birisidir (94, 95). ADAMTS-1, -4, -5, -8 ve -15, ADAMTS’1n alt gruplar1 olup hepsi
agrekani sindirme 6zelligine sahiptir. ADAMTS-9, -16 ve -18 de alt dahil olmadig1
halde in vitro olarak agrekani parcalayabilir. Bununla beraber ADAMTS-1, -8, -9, -
15 ve -16’nin agrekanaz ekspresyonu ve/veya sindirim aktivitesi oldukca diisiik
oldugu icin ADAMTS-4 ve -5 iki ana fonksiyonel agrekanaz olarak tanimlanmigtir
(96). Biitiin 6zellikleri ile en iyi ¢alisilmis agrekanaz olan ADAMTS-4 C-terminal
ara bolge lizerinden ECM proteini fibronektine baglanir. Uzunlugu tam olan
ADAMTS-4’tin C-terminalinin proteolitik olarak islem gérmesi sonucu enzimin
ECM-fibronektine bagli olan kismini koparir ve islem gérmiis izoformlarin (60 kDa
ve 50 kDa) ayrilmasini saglar. Bunun disinda 74 kDa’luk tam-uzunlukta ADAMTS-4
agrekani Glu 1480-Gly1481 kismindan koparirken islem gérmiis izoformlar Glu373-
ALA374 kismindan koparir. ADAMTS-4’lin agrekanaz aktivitesi spesifik olarak
agrekanin GAG zincirine baglanmasinina baghdir.

ADAMTS-4 ve -5 tarafindan agrekanin par¢alanmasi Glu373-Ala374 bagi
tizerinden gergeklesir. Bunun disinda 4 yerden daha zinciri kesebilir. Calismalarda
bu 4 yerden kesimin Glu373-Ala374 pozisyonundan kesim igleminden ¢ok daha
etkili oldugunu gostermistir. Bununla beraber Glu373-Ala374 kismindan pargalanma
osteoartrit ve enflamatuar artritin patogenezinde daha 6énemli bir yer tutar ¢linki bu
bagdaki entegrasyonun bozulmasi biitlin bir agrekan molekiiliiniin kayb1 ile
sonuglanir ki bu da kikirdagin biitliinliigii ve fonksiyonu acisindan ¢ok Onemlidir
(97). ADAMTS-4 ve -5’in katalizi sonucu agrekandan olusan pargalar IL-1 ve TNF-
a ile muamele edilen sigir eklem kikirdak eksplantlarinda bulunmustur (98). IL-1 ya
da retinoik asit ile muamele sonucunda da bu tiir pargalarin varligi tespit edilmistir.
Bu pargalar normal eklem kikirdaginda da gergekte bulunmakla birlikte yas ile
arttigina dair kanitlar vardir. Hasarli kikirdakta, tipki ADAMTS-4 ve -5’e maruz
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birakilmig kikirdak dokusunda oldugu gibi c¢ok miktarda benzer pargalanma
uranlerinin bulundugu gosterilmistir (99).

ADAMTS-4’lin in vitro olarak agrekani ¢ok etkin bir sekilde pargaladig
gosterilmekle birlikte ADAMTS-4-null farelerin agrekan kaybina karsi korunamadigi
gosterilmigtir.  Ayni durum ADAMTS-1-null fare icin de gegerlidir. Ancak
ADAMTS-5’1 susturulmus (knock-out) farelerin sinovitis ve eklem hasarindan
korunabilmesi, en azindan farelerde meydana gelen artritteki kikirdak hasarmin
primer belirleyicisinin ADAMTS-5 oldugu kanaatine yol agmustir (100). Bu veri
daha sonraki gozlemlerde, 6rnegin farelerde IL-1a’nin ADAMTS-5 ekspresyonunu
cok kuvvetli bir sekilde stimiile ettii ama ADAMTS-4’i etkilemedigi, destek
bulmustur (101).

Her ne kadar ADAMTS-5 sigan modellerinde artritin gelisiminde ana roli
istlense de insan dokulari ile yapilan ¢alismalarda tam tersi bir sonuca ulagilmistir.
Bunda da ADAMTS-4’{in esas rol aldig1 savunulmaktadir. Ornegin insan ADAMTS-
5 ile ilgili genetik varyasyonlar OA’e yatkinligi etkilememektedir (102). Daha ileri
bazi ¢aligmalarda insan kondrositlerinde veya kikirdak eksplantlarinda onkostatin M
ve hem IL-1B hem de TNF-a ile muamele edildiginde ADAMTS-4 dizeyinde
belirgin indiksiyonlar olurken ADAMTS-5 ¢ok daha az upregule olmaktadir (103).
Insan doku eksplantlart IL-1o ile muamele edildiginde hem ADAMTS-4 hem de
ADAMTS-5 insan hastaliginda etkin bulunmustur. Her iki ADAMTS tiirli insan
OA’li kikirdaginda hayli eksprese edilmektedir ve her iki molekiil de hem normal
hem de OA’li kikirdaktaki agrekan kaybina katkida bulunmaktadir (103).

ADAMTS-5 aktivitesini kontrol eden diger endojen bir faktdr de sindekan-
4’tlir. Bu, transmembran heparan siilfat proteoglikanlarinin sindekan ailesine ait bir
molekdildir. Sindekanlar birgok ECM molekdilleri, blytme faktorleri ve sitokinler ile
etkilestigi bilinen molekullerdir. Sindekan-4’tin ADAMTS-5’1 direkt protein-protein
etkilesimleri ile ve MAPK sinyal sisteminin modiilasyonu iizerinden MMP-3
sentezini regiile ederek gerceklestirdigi iddia edilmektedir (104).

2.7.6. Agrekanaz inhibitorleri

Agrekanazlarin artrit patogenezini yonetmedeki rolleri anlasildiktan sonra
hastalik ilerlemesini durdurmak igin bazi tedavi stratejileri (zerinde durulmaya
baslanmistir. Klinik olarak ADAMTS-4 ve -5’in inhibitorlerini gelistirmek mantikli

durdugundan siRNA kullanilarak bu genleri baskilamak agrekan katabolizmasinin
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azalmasina yol agacaktir (103). Ayrica bu iki genin delesyonu hayvan modellerinde
OA’e kars1 dnemli bir korunma saglayacaktir (100).

2.7.7. Kikirdak yikiminda agrekanoliz

Oteden beri agrekanolizin patolojik kikirdak erozyonunda baslatici olay
oldugu diisiintiliirdii. Bunun esas sebebi hastaligin radyolojik ve klinik semptomlari
hentiiz goriiniir hale gelmeden ¢ok 6nce agrekanolizinin metakromatik boyama kayb1
ile tespit edilen histolojik kanitidir. Kikirdak erozyunu heniliz meydana gelmeden
once metakromatik boyamada meydana gelen bu karakteristik kayip deneysel
modellerde, klinik Orneklerde ve tiirler arasinda tekrarlanabilir bir Ozelliktedir.
Agrekanolizi 6nlemek kikirdak erozyonunu onlemede izlenebilecek en onemli
stratejidir. Bununla ilgili ilk delillerin bulundugu c¢alismada secici bir agrekanaz
inhibitori, kiiltiiri yapilan kikirdak dokularinda IL-1 ile olusturulan agrekanolizi
engellerken ayni inhibitér ayn1 zamanda kollajen yikimini da inhibe etmistir (105).
Kollajenaz aktivitesi lzerine olan bu muhtemel nonspesifik inhibe edici etkinin yok
edilmesi i¢in arastiricilar agrekan baskilandiktan sonraki 6. gtinde kiltirlere inhibitor
eklemisler ve inhibitoriin kollajen yikimin1 6nlemedigini bulmuslardir. Bu sonuglar
agrekanin kollajeni, muhtemelen kondroitin siilfat zincirleri tarafindan olusturulan
direkt yapisal blokaj yoluyla kollajenaz etkisinden korudugu fikrini desteklemistir
(106).

2.7.8. ADAMTS-7 ve -12

ADAMTS-7 ve -12, ADAMTS ailesinin yeni bulunmus iki iiyesidir. Birbirine
benzer essiz Ozellikleri ile kendi alt gruplarini olustururlar. Her ikisi de artrit
patogenezinde rol almaktadir ve bunlarin her ikisinin de artritli (6zellikle OA)
kikirdakta ve sinovial sivida daha fazla eksprese oldugu bulunmustur (107). Kulturi
yapilmis insan kikirdak eksplantlarinda yapilan Real-time PCR analizleri TNF ve IL-
1B’ nin ADAMTS-7 ve -12 ekspresyonunu kuvvetle indiikledigi gosterilmistir (108).

2.7.9. Kikirdak oligomerik matriks proteini (Cartilage oligomeric matrix
protein-COMP)

Artrit ECM proteinlerinin proteolitik yikimi ile karakterize oldugu icin biitiin
dikkatler agrekan ve kollajen Il gibi spesifik ECM bilesenlerinin yikimininin altinda
yatan mekanizmalar1 aydinlatmaya cevrilmistir. 524 kDa agirliginda disiilfit bagh
multi-domain glikoprotein olan COMP, kikirdak ECM’sinde bulunan bir bilesendir.

Insan COMP gen mutasyonlar1 psédoakondroplazi ve multipl epifizyal displazi gibi
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kisa ekstremiteli cliceligin otozamal dominant formlarinin gelisimi ile iliskili
bulunmustur (109). COMP’un fonksiyonu tam olarak anlasilamamistir ancak integrin
reseptOrii vasitasi ile kondrosit baglanmasina aracilik ettigi diisiiniilmektedir. Aym
zamanda kollajen tip 1l ve IX, agrekan ve fibronektin gibi matriks kompanentleriyle
spesifik bazi etkilesimler yoluyla kikirdak ECM’ni stabilize etme fonksiyonunu
gordiigii savunulmaktadir (110). COMP’un yikilmasinin artrit patogenezinde Kilit bir
rol oynadig1 savunulmaktadir. Primer osteoartritli ve romatoid artritli, post-travmatik
diz yaralanmalar1 bulunan hastalarin serum, kikirdak ve sinovial sivilarinda COMP
pargalar1 tespit edilmistir. Bazi1 ¢alismalarda bunlarin ayrica teshise yardimci bazi
araglar olarak kullanilabilecegi gosterilmistir (111).

2.7.10. Granulin epitelin prektrsor (GEP)
GEP, 80 kDa agirliginda 712 sisteinden zengin motif igeren ve sekrete edilen
glikoprotein yapili bir biiylime faktoriidiir. COMP bu glikoproteinle iligkili olup
kondrositlerde ¢ok¢a eksprese olmakta, OA ve RA hastalarinin sinoviumunda da
upregiile edilmektedir. Baz1 veriler GEP’in spesifik olarak ADAMTS-7 ve -12
tarafindan COMP yikimini inhibe ettigini gostermistir.

2.7.11. ADAMTS-9

ADAMTS-4 ve -5 gibi ADAMTS-9 da agrekan sindirici etkisi oldugu
bilinen, kondrosarkom hiicreleri ve insan kondrositlerinde hem TNF-o, hem de IL-1f3
ile aktive edilebilen bir enzimdir (112). ADAMTS-9 promoterinin klonlanmasi ile
aktive olmus T hiicrelerinin (NFAT) niikleer faktorleri i¢in varsayimsal baglanma
bolgeleri oldugu sonucuna vartlmistir. Bunlar ADAMTS-4 ve -5’te de vardir (113).
NFAT aktivasyonunu inhibe eden bir peptid olan 11R-VIVIT, ADAMTS-9’un IL-1p

ile indiksiyonunu durdurmaktadir.

3. MATERYAL VE METOD

3.1. Hucre kaltar protokolu

Hiicre medyumu hazirlanisi: Deneylerde OUMS-27 kondrosarkom hucreleri
kullanildi. Bu hiicreler Dr. T. Kunisada’nin (Okayama University Graduate School of
Medicine and Dentistry, Okayama, Japan) (114) nazik bir hediyesi olarak
laboratuvarimiza kazandirilmistir. Bu hiicrelerin kiiltiiriiniin yapilabilmesi i¢in ticari

DMEM/High glucose medyumu kullanildi. 500 ml DMEM/High glucose medyumu
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(HY-SH30243.01)’na eklenen diger bilesenler: 50 mL FBS (Wisent- 080110 veya
HY- CH30160.02), 5 mL penisilin /streptomysin (HY-SV30010), 4 mL L-Glutamin
(Wisent-609-065-ZL), 0.5 mL Plasmocin (ant-mpt, Invivogen). Calismaya
baslamadan yarim saat dnce kabinin UV 15181 agilarak kabin sterilize edildi. Kabin,
calisma oncesinde % 70’lik alkol ile temizlendi. Once ates yakildi, daha sonra
havalandirma agildi. Her ¢alisma bitiminde ¢0p kovasi bosaltilarak tibbi atiga atildi.

3.1.1. Hiicre ekim islemleri

Her bir deneyde asagidaki islemler sirasiyla esas alinarak hiicre kiiltiirQ
yapildi:
1. Flasktaki medyumun hepsi bosaltilip hiicrelere bakilir.
2. 1XPBS ile (10 mL) yikanir (10 defa ileri geri yapilarak galkalanir).
3. 1.5 mL Tripsin-EDTA (HY-SV30031.01) damla damla eklenir, 2 ila 5 dk arasinda
hiicreler kalkincaya kadar 37 °C’de inkiibe edilir (Flaskin dibine vurularak hiicrelerin
kalkmasina yardimct1 olunabilir.)
4. Onceden hazirlanmig 8.5 mL medyum eklenir. Pipetaj yapilarak tiim siv1 almir ve
falkon tlipe aktarilir.
5. 1100 rpm’de 3 dk 25 °C’de santrifiij yapilir.
6. Hiicrelere zarar vermeden siipernatant atilir.
7. Kiiltiir tabaklarinin (well) icine 8 mL medyum konulur. Kag tane kiiltiir tabagina
ekim yapilacaksa ona gore hiicrelerin iizerine medyum eklenir (1 tabak i¢in 2 mL
olacak sekilde).
8. Pipetaj yapilarak hiicreler ¢oziiliir ve 8 mL medyum bulunan tabaklarin icerisine 2
mL hiicre eklenir, karistirilir ve 37 °C’de % 5 CO; etiive konulur (Tabak basina
yaklagik 100-150 bin hiicre).

3.1.2. Stok hucrelerin ekimi
Deneylerde stok hiicrelerin ekimi agagidaki sira ile ve kurallara gore yapildi:

1. Isitic1 37 °C’ye ayarlanir.
2. Stok hiicreler alinarak 37 °C’deki 1siticida 2 dakika bekletilir.
3. Cryovial tiiplerin etrafi alkol ile temizlenip, kapak o sekilde agilir.
4. 9 mL medyum konulmus kiiltiir tabaklarina hicreler ekilir.
5. Ekilen hucreler inktbatére konulur.
Stok soltisyonu: % 8 DMSO olacak sekilde fetal bovine serum (FBS) ile hazirlanir. 1
tabak icin 1 mL stok soliisyonuna ihtiya¢ vardir (Ornegin 20 tabak igin 20 mL
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FBS’nin igine 1.6 mL DMSO eklenir). Stok soliisyonu her seferinde taze olarak
hazirlanir. Kullanilincaya kadar +4 °C’de veya buzda saklanir. Hucrelerin Uzerine
stok sollisyonu ilave edildikten sonra dondurma tlplerine (cryo-vial) hemen aktarilir,
hemen aktarilmayacagi durumlarda hiicreler buzda bekletilir.

3.1.3. Harvest islemi

Hucre kiltlirii tamamlandiktan sonra hiicrelerin harvest edilmesi islemine gegildi.
Harvest islemi asagidaki sira ve kurallara gore yapildi:
1. Tabaklardaki medyum bosaltilir.
2. Tabak 5 mL 1XPBS ile yikanir.
3. 1.5 mL tripsin-EDTA eklenip, etive konulur, hucrelerin kalkmasi saglanir.
Hiicrelerin erken kalkmasinda Tripsin-EDTA’nin viicut sicakligina kadar 1sitilmasi
onemlidir.
4. 8.5 mL medyum eklenir, pipetaj yapilarak falkon tiipe aktarilir (istenilirse 2-4
tabak ayn1 falkonda toplanabilir.)
5. 1100 rpm’de 25 °C’de 6 dk santrifiij yapilir.
6. Siipernatant atilir ve medyum eklenir, tekrar santrifdj edilir.
7. Medyumun tamamu hiicrelere zarar vermeden dikkatlice gekilir.
8. 1 mL stok solusyonu eklenerek yavasca pipetaj yapilir ve dondurma tlpine
aktarilir. 15 dk buzda ve yarim saat -20 °C’de bekledikten sonra -80 °C’de saklanr.

3.1.4. Medyum degisimi
Inhibitér maddeler ilave edilerek deney devam ederken deger hiicrelerin

harvest yapilmasina karar verilmez ve kiiltiire devam edilirse, medyum degisimi i¢in
asagidaki islemler uygulandi:
1. Dolaptan ¢ikarilan medyum 37 °C’de 1sitilir.
2. Tabaktaki medyum bosaltilir.
3. 10 mL medyum eklenir ve etlive konulur.

4. 2-3 giinde bir medyum degistirilir.
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Flask ¢esidine gore Harvest-Stok soliisyon miktarlari;

Flask PBS Tripsin- 1. Santrif(j igin 2. Santrifdj icin FBS

(ml) EDTA Medyum Medyum (8%
DMSO)

25 10 mL 1.5mL 8.5 mL 5mL 2mL
75 10 mL 2mL 10 mL 10 mL 4-5 mL
175 10 mL 3mL 15mL 10 mL 6-8 mL
500 10 mL 15 mL 85 mL 20 mL (her falkon igin) 14 mL

3.2. Deneylerde kullanilan inhibitér maddelerin hazirlanisi

a) Royal jelly (ar siitii, lyophilized powder, Afye, Deva Destek Hiz., Ankara): 2.5 gr
RJ alindi. 10 mL PBS’te ¢6zuldi. Gece boyu +4 °C’de hafifce sallandi. Ertesi glin
12.000xg’de 10 dk. santrifijlendi. Siipernatani alinip deneylerde kullanildi. Kisa siire
icin +4 °C’de saklandi. Stok solusyonu -80 °C’de bekletildi. Bundan 10 pL alinip, 2
mL’lik hiicre kiiltiir ortamina konuldu. Nihai konsantrasyon 12.5 pg/mL’dir.
b) CAPE (Sigma Chem Co., St.Louis, MO ): MW: 284 gr/mol. 2.84 mg tartilip 1 mL
DMSO iginde ¢ozuldi. Elde edilen 10 mM stok solisyonu -20 °C’de saklandi. Bu
stoktan 2 pL alinarak 2 mL medyuma eklendi. Nihai konsantrasyon 10 pmol/L’dir.
¢) Kurkumin (curcuma longamin aktif bileseni, curcumin): MW: 368 gr/mol
(Sigma Chem Co., St.Louis, MO). 3.68 mg tartilip 1 mL DMSO’ da ¢6ziildi. Elde
edilen 10 mM stok solusyonu -20 °C’de saklandi. Bu stoktan 2 pL alinarak 2 mL
medyuma eklendi. Nihai konsantrasyon 10 umol/L’dir.
d) BAY 11-7085 (Sigma Co., St.Louis, MO, MW: 249 gr/mol): 2.49 mg tartilip 1
mL DMSO’da ¢6zuldi. Elde edilen 10 mM stok sollisyonu -20 °C’de saklandi. Bu
stoktan 2 pL alinarak 2 mL medyuma eklendi. Nihai konsantrasyon 10 pmol/L’dir.

3.3 Hucre kultir sisteminde IL-1a ve inhibitorlerin uygulanmasi

Ik olarak hazirlanan CAPE, BAY, Royal Jelly ve Kurkumin asagidaki
konsantrasyonlara uygun olarak tabaklara 2uL olacak sekilde paylastirildi. Bir saat
bekledikten sonra CAPE, BAY, Royal Jelly ve Kurkumin 30mm’lik tabaklarin
herbirine 2puL olacak sekilde IL-1a (R&D Systems, Minneapolis) ilave edildi (nihai
konsantrasyon: 10 ng/mL). 6 saat bekledikten sonra Trizolle RNA ekstraksiyonu

yapildi.
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1. tabak (well) 2. tabak 3. tabak
Kontrol 2 mL medyum 2 mL medyum 2 mL medyum
IL-10 2 mL medyum + 2 mL medyum + 2 mL medyum +
2L IL-1a 2uL IL-1a 2L IL-lo

CAPE 2 mL medyum + 2 mL medyum + 2 mL medyum +

2 uL IL-1ave 2 pL CAPE 2 pL IL-1a ve 2 L CAPE 2 uL IL-1ave 2 pL CAPE
RJ 2 mL medyum + 2 mL medyum + 2 mL medyum +

2puL IL-laove 10 uL RJ 2 uL IL-1ave 10 pL RJ 2puL IL-1ave 10 pL RJ
KURKUMIN 2 mL medyum + 2 mL medyum + 2 mL medyum +
2uL IL-1a ve 2uL Kurkumin | 2pL IL-1a ve 2pL Kurkumin | 2 pL IL-1a ve 2pL Kurkumin

BAY 2 mL medyum + 2 mL medyum + 2 mL medyum +

2 uL IL-1a ve 2 pL BAY 2uL IL-1a ve 2uL BAY 2 pL IL-1a ve 2 L BAY

3.4. TRIZOL (Invitrogen) ile hiicre kaltirtinden RNA izolasyonu
Deneylerde hiicre kiiltiiriinden RNA izolasyonu yapilirken asagidaki sirayla kurallar
uygulandi:

. Medyum bosaltilir.
. IXPBS’le (2 mL) iki kez yikanir.
. Her bir tabaga 1 mL TRIZOL ilave edilir. Pipet ucuyla iyice kazimir.

. 2 mL’lik ependorf tiiplere alinir.

1
2
3
4
5. 200 pL kloroform eklenir ve renk degisene kadar 2-3 dk sallanir.
6. 12.000xg’de 15 dk +4 °C’de santrifiij yapilir.
7. Ustteki seffaf kisim (stipernatan) yeni ependorf tiipe aktarilir.
8. 500 pL 2-propanol eklenir. Sallanarak karistirilir ve oda sicakliginda 10 dk inkiibe
edilir.
9. 12.000xg’de 10 dk +4 °C’de santrifiij yapilir.
10. Supernatan RNA’ya zarar vermeden dikkatlice atilir. % 75’lik etanolden 1000 pL
eklenir. Hafifce sallanir.
11. 7500 xg’de 5 dk +4 °C’de santrifiij yapulir.
12. Siipernatan atilir ve alkoliin uzaklagmasi i¢in 10-15 dk oda sicakliginda kapaklari
acik olarak bekletilir.
13. 100-200 pL PCR-grade DEPC su eklenerek RNA pipetejla ¢ozilur.
14. RNA bir sonraki deney i¢in hazir haldedir ve kullanilabilir.

3.5. cDNA protokolu (Fermentas, Thermo Sci.)
mRNA'dan cDNA elde edebilmek i¢in asagidaki sira ile deneylere devam edildi.
1. Tiim RNA’lar sabit bir sayiya esitlenir (0.5-1-2 uL).
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2. Hesaplama su sekilde yapilir;

Ornegin;

RNA degeri X=274.2 ng/uL

274.2/1000=0.274 pg/uL

1/0.274= 3.65 pL

Bu hacimde RNA alinip deneye devam edilir. Kullanilacak malzeme ve soliisyonlar
¢oziildiikten sonra disarida bekletilmez, buzun icine koyulur. Ozellikle RNA ve
primerler ¢abuk bozulabileceginden buzda bekletilir.

3. Ornek sayisi1 kadar 0.5 mL’lik eppendorf ¢ikartilir.

4. Konulacak RNA miktar1 6rnegin, 2 puL ise 11 pL’ye tamamlanacak sekilde 9 uL
dH.0 eklenir.

5. Her bir 6rnek i¢in hesaplanan miktarda RNA sirasiyla eppendorf tiiplere konulur.
6. Her bir tiipe ayr1 ayr1 1 pL oligo(dT)sg primer konulur.

7. Ayr1 bir temiz eppendorf i¢inde asagidaki oranlarda miks hazirlanir:

Bir 6rnek i¢in hazirlanacak miktarlar (Daha ¢ok 6rnek varsa drnek sayisiyla ¢arpilir):

Sira | Eklenecekler Miktar
1 5X Reaksiyon tamponu 4 UL
2 Ribolock™ RNase inhibitor (20 U/uL) 1uL
3 10mM DNTP Miks 2 UL
4 RevertAid"™ M-MuLV reverse transcrpitase (200 U/uL) 1L
TOPLAM 8 uL

8. Hazirlanan miks Ornek tiiplerinin Uzerine 8 pL olacak sekilde dagitilir. Son
durumda toplam hacmi 20 pL olan reaksiyon ortami olusur (12 puL 6nceden + 8 pL
son eklenenler)
9. 42 °C’de 60 dk inkiibasyona birakilir. Sonra 70 °C’de 5 dk bekletilir.
10. Elde edilen cDNA 1 hafta bekleme siresi i¢in -20 °C’de, daha uzun slre
bekleyecekse -70 °C’de saklanir.

3.6. Primerlerin hazirlanmasi

Liyofilize durumdaki primerlere (ALPHA DNA) kullanma talimatinda
belirtilen miktarda 1XTE (Tris-EDTA) eklenerek 100 pmol/mL’lik stok ¢ozeltiler
hazirlanir. PCR isleminde kullanilmak {izere stoktan 20 pL alinarak 80 pL 1xTE
tamponu eklenir.

3.7. Gradyent PCR
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Deneyler boyunca kullanilacak olan gradyent

master miks soliisyonu su sekilde belirlendi:

PCR islemi i¢in belirlenen

Sollisyon Miktar | Toplam hazirlanan
Tag PCR Master Mix (Tampon+Mg™+dNTP'lar+Taq | 12.5 pL X7=87.5 uL
polimeraz) (QIAGEN, Cat No: 201445)

PCR grade distile su (nuclease-free) 9.5uL X7=66.5 uL
Primer (reverse) 0.5 uL X7=3.5 uL
Primer (forward) 0.5 uL X7=3.5 uL
cDNA 2L

(56-64 °C’de 30 sn. islem yapilir)
Gradyent PCR yapmak iizere B-aktin, ADAMTS-1, ADAMTS-5 ve ADAMTS-9 icin

belirlenen program kosullar1 su sekildedir:

On denatiirasyon 95°C | 5dk
Denatiirasyon 95°C | 30sn 36 Dongl
Primer baglanma | 56-64 °C | 30 sn
Uzama 72 °C 1dk
Son Uzama 72 °C 5 dk

3.8. Normal PCR

Deneyler boyunca kullanilacak olan normal PCR islemi i¢in belirlenen master miks

soliisyonu su sekilde belirlendi:

Solusyon Miktar
Taq PCR Master Mix (QIAGEN) 12.5 uL
PCR grade distile su(nuclease-free) 9.5 uL
Primer (reverse) 0.5 uL
Primer (forward) 0.5 uL
cDNA 2 uL
3.8.1. p-aktin i¢in izlenen PCR programi (204 bp)

On denatiirasyon | 95°C | 5dk

Dgnaturasyon 95°C | 30sn 36 Dongl

Primer baglanma | 57°C | 30sn

Uzama 72 °C 1 dk

Son Uzama 72 °C 5 dk

34



3.8.2. ADAMTS-1 i¢in izlenen PCR program (72 bp)

On denatiirasyon | 95°C | 5dk
Denatirasyon 95°C | 30sn 36 DoNgi
Primer baglanma | 61 °C | 30sn
Uzama 72 °C 1 dk
Son Uzama 72 °C 5 dk

3.8.3. ADAMTS-5 icin izlenen PCR program (182 bp):

On denatiirasyon | 95°C | 5dk
Denatirasyon 95°C | 30sn 36 Dongil
Primer baglanma | 57 °C | 30 sn
Uzama 72°C | 1dk
Son Uzama 72°C | 5dk

3.8.4. ADAMTS-9 i¢in izlenen PCR programi (67 bp)

On denatiirasyon | 95°C | 5dk
Denatiirasyon 95°C | 30sn 36 Dongl
Primer baglanma | 57 °C | 30 sn
Uzama 72°C | 1dk
Son Uzama 72°C | 5dk

3.9. Agaroz jel elektroforezi
Aragtirdigimiz gen bolgelerinin PCR firlinlerinin amplifiye olup olmadigini
kontrol etmek icin % 3’lik agaroz jelde PCR drlnleri yarituldu. 100 mL 1XTAE
(Tris/ Asetik Asit / EDTA) tamponunun i¢ine 3 gr agaroz (Invitrogen kat no: 16500-
100 g) konulur. Mikrodalga firinda agaroz iyice eriyinceye kadar tutulur. 2.5 pL
etidyum bromdr ilave edildikten sonra jel kaliba dokiilerek 30 dk donmaya birakilir.
PCR drinlerinden 5 uL alinarak 1 uL 6XLoading dye ile karistirilip kuyucuklara
yiiklenir. Jel, 110 V’de 15 dk yiiriitildiikten sonra UV transliminatdrde goruntulenir.
3.10. Jel ekstraksiyonu (QIAGEN, QIAquick Gel Extraction Kit)
Asagidaki asamalar sirasiyla uygulandi:
1. Jel ekstraksiyonu yapilacak PCR iiriinleri yeni hazirlanmis taze kalin tarakli jele
20 pL yiklenir.
2. Dimerlerin uzaklasmasi i¢in mimkun olan en uzun stire yuratuldr.
3. Karanlik odada bantlara bakilir, hangisinin alinacagina karar verilir.
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4. DNA bantlar1 ince uglu bir bistiiri yardimryla kesilir ya da bant kesici (extractor)
yardimiyla dikkatlice alinir.
5. Kesilen jel parcasi tartilip ependorf tiipe aktarilir. Ornegin;
1 Jel 40 mg = 40 pL hesabina gore ka¢ kuyucuk Kkesildi ise 2 ya da 3 oranda 2x40,
3x40 diistiniiliir.
6. 40xornek sayis1 kadar QG tamponu eklenir (QIAGEN). C6zunmezse QG tamponu
6 kat eklenir.
7. +50 °C de 10 dk inkiibasyona birakilir.
8. Jel pargalar1 tamamen eriyene kadar 2-3 dakikada bir vortex yapilir.
9. Jel pargalar1 eridikten sonra tamponun rengi sar1 olmali, eger turuncu ya da mor
renk olusursa renk sar1 olana kadar 10 uL. 3M sodyum asetat eklenir.
10. Siipernatan mor kapakli spin kolona aktarilir ve 13.000 rpm’de 1 dk santrifij
edilir.
11. Alttaki toplama tlipii bosaltilip tekrar takilir.
12. igindeki alkoliin tamamen uzaklasmasi i¢in bos olarak tekrar santrifiij yapilir.
13. Spin kolon yeni ependorf tlipe oturtulur. Toplama tlpleri atilir.
14. 30 pL EB Buffer (QIAGEN) eklenir. 4 dk oda sicakliginda bekletilir.
15. 13,000 rpm’de 1 dk santriftijlenir. DNA bir sonraki deney i¢in kullanima hazir
hale gelmistir. Elution Buffer blank yapilip spektrofotometrede okutulur.

3.11. Real-time PCR

3.11.1. Real-time PCR i¢in standartlarin hazirlanmasi

B-actin, ADAMTS-1, ADAMTS-5 ve ADAMTS-9 igin gradyent PCR
yapildiktan sonra, ¢alistiklart sicakliklarda normal PCR yapilir. Daha sonra %3’l0k
agoroz jelde yaratlur. Jelden DNA ekstrakte edilerek protokole gore miktarlart
spektrofotometrede okunur. Elde edilen DNA miktar1 6nce 100 pg olacak sekilde
PCR-grade su (nuclease-free) ile seyreltilir. Diger standartlar da bir 0Onceki
standarttan 10 kat seyreltilerek hazirlanir.
Ornegin; 4 ng DNA= 4000 pg — 40 X seyreltilir—100 pg
100 pg 10’ar kat seyreltilerek sirasi ile su konsantrasyonlarda DNA elde edilir: 100
pg — 10 pg — 1 pg — 0.1 pg — 0.01 pg — 0.001 pg — 0.0001 pg
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Tablo 2. Real-time PCR reaksiyonunda kullanilan primer ¢iftleri ve sirast.

Caligilan gen Primer ciftlerinin baz sirasi Uriin uzunlugu (bp)
(53)

B-aktin (115) Forward TTCCTGGGCATGGAGTCCT 19

Reverse AGGAGGAGCAATGATCTTGATC 22
ADAMTS-1 Forward GGACAGGTGCAAGCTCATCTG 21

Reverse TCTACAACCTTGGGCTGCAAA 21
ADAMTS-5 Forward TATGACAAGTGCGGAGTATG 20

Reverse TTCAGGGCTAAATAGGCAGT 20
ADAMTS-9 Forward GTTGCAACCCTGCGAGTAT 19

Reverse TTTCCACAGGTCACTGAGCA 20

3.11.2. SYBR Green (QIAGEN, QuantiTect) hazirlanmasi
Real-time PCR’da kullanilacak olan SYBR Green 1s18a duyarli oldugundan

miks karanlik bir ortamda hazirlandi. Filtreli pipet ucu kullanildi ve buzda caligildi.

Ornekler icin miks hazirlanirken (6rnek sayisi + negatif kontrol + 1) adet olacak

sekilde hazirlandi.
Solusyon Miktar
Primer (forward) 0.5puL
Primer (reverse) 0.5 pL
cDNA 2.5 L
Syber Green Master mix 12.5 puL
PCR grade distile su (nuclease-free) 9 uL
TOPLAM 25 pL

3.11.3. Real-time PCR kosullar1 ve ¢alistirilmasi

Real-time PCR i¢in agagidaki kurallar belirlenerek uygulandi:

1. Hold basamaginda 95 °C’de 15 dakika segilir.

2. Cycle basamaginda primerlerimizin ve DNA bolgemizin optimizasyonuna gore

denaturation (94 °C, 15"), annealing (55 °C, 30") ve extention (72 °C, 30") degerleri

belirlenir.

3. Melting basamaginda genellikle 72-95 °C aras1 sicaklik segilir ama amplifiye olan

bolge kisa ise 65-95 °C olarak sicaklik ayarlanir.

4. Dongii sayist 35-45 arasi bir deger segilir.

5. OK tusuna basilir.

Ug ayn tabakta yapilan hiicre kiiltiiriinden elde edilen biitiin RNA’larin reverse

transkripsiyonu ile tretilen cDNA’dan bu asamada ADAMTS-1, -5 ve -9’un

primerleri ve Taq polimeraz kullanilarak PCR amplifikasyonu yapildi ve bunlar

rakamsal olarak ifade edildi. Sonuglar ayni asamalarin uygulandigi houskeeping gen
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olan B-aktin ile normalize edildikten sonra gercek rakamsal degerlere ulasildi.
Hesaplamada kullanilacak formiil ADAMTS-1, -5 veya -9 / B-aktin olup kontrol
grubunun degeri 1 olarak kabul edildikten sonra sonuglar kontrol degerine bdliinerek
nihai rakamlara ulasildi. Sonuglar kisminda verilecek olan bar grafiklerdeki degerler
elde edilen bu son degerlerdir.

3.12. Deneylerde kullamlan cihazlar:

Sanyo CO; Incubator (MCO-18AIC, Japan), Biosafety cabinet Class II,
Hettich Rotina 380R santrifij (Germany), Leica DM IL LED DFC 295 invert
mikroskop (Germany), Memmert Benmari WNB-14 (Germany), Nive Bench Top
santrifiij (Turkey), Himac Microcentrifuge CT 15RE (Japan), Niive Steamart Kat1 ve
stvi otoklav (OT23B, OT40l)(Turkey), Niive etiiv FN 400 (Turkey), Shimadzu
AUW?220D Hassas terazi (Japan), Herolab UV transluminator (Germany), VWR
International Vortex (Germany), Sanyo -80 deepfreezer (MDF-U7386S,
U5386S)(Japan), Scotsman AF80 Buz makinesi (IL, USA), VWR Galaxy Ministar
spin arttirict (Korea), Thermo Scientific OWL EASYCAST™ B2 Jel elektroforez
sistemi (USA), Techne TC-3000X PCR cihazi (normal PCR)(USA), Techne TC-
5000 PCR cihaz1 (Gradient PCR)(USA), Schimadzu UV-Pharmaspec 1700
spektrofotometre (Japan), Schimadzu Biotech Biospec-nano spektrofotometre
(Japan), Qiagen Rotor-Gene Q RT-PCR cihaz1 (Germany), Thermo Scientific
Barnstead Easypure II ultra saf su cihazi (USA), Techne Dri-Block DB-2D heatblock
(UK), Heidolph Promax 1020 shaker (Germany), Consort EV265 elektroforez gli¢
kaynag1 (Belgium), Cleaver Scientific MSCHOICE elektroforez tanki, Mikrodalga
firmi SAMSUNG MV71E (Korea), VWR advanced VMS-C7 manyetik karistirict
(Korea)

3.13. Istatistiksel analizler

ADAMTS genlerinin ekspresyonlarina ait veriler, sonuglar kisminda grafik
olarak yer aldi. Grafiklerdeki veriler bar ve bar ¢ubuklar1 seklinde ortalama +
standart sapma olarak ifade edildi. Gruplarda yer alan deney sayisinin az olmasi
nedeniyle istatistiksel analizlerde nonparametrik test kullanildi. Degiskenler arasi
iliski Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi. Istatistiksel olarak anlamlilik diizeyi
p<0.05 olarak kabul edildi. Tiim verilerin istatistiksel analizi SPSS 16.0 programi
kullanilarak yapildi.
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4. SONUCLAR

4.1. OUMS-27 hicre kalturi
OUMS-27 hiicrelerinin kiiltiirii basarili bir sekilde yapildi. Hiicre pasajlari
diizenli olarak yapildi ve yeniden ekim gergeklestirildi. Deneyler suresince

hlcrelerde herhangi bir kontaminasyon gorilmedi (Resim 1).

Resim 1. OUMS-27 hiicrelerinin petri tabaginda iken gekilen gérintusii. Klasik poligonal kondrosit

hucreleri.

4.2. Agaroz jel elektroforezi

Real-time PCR deneylerine baglamadan once, takip edilecek kosullarin
optimize edilebilmesi amaci ile bir dizi 6n hazirlik deneyi yapildi. Bu deneyler
kapsaminda, klasik PCR ile yurutilen ADAMTS-1, -5 ve -9 genleri’nin cDNA’dan
uygun primerler kullanilarak elde edilen Grlnlerinin agaroz jelde yapilan standart bir
ylritme sonucunda UV altinda ¢ekilen resimler asagida gorilmektedir.
4.2.1. p-aktin gradyent PCR elektroforez sonucu
B-aktin bantlari, standart DNA yiiriitmesi ile karsilastirildiginda 204 bp uzunlugunu
karsilayacak sekilde elde edildi. Optimize sicakligin 56-64 °C arasinda herhangi bir

sicaklik olduguna karar verildi.
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100bp  B-ACTIN 12.02.2012

Resim 2. B-aktin’in gradyent PCR sonucunda elde edilen agaroz jel elektroforez gorintiisii.

4.2.2. ADAMTS-1 gradyent PCR elektroforez sonucu
ADAMTS-1 bantlari, standart DNA yiiriitmesi ile karsilastirildiginda 72 bp
uzunlugunu karsilayacak sekilde elde edildi. Optimize sicakligin 61 °C olduguna

karar verildi.

ADAMTSH1

55.1 56.8 58.2 60.2

ADAMTS Gradient

Date: 14 Subat 2012 Sali

Resim 3. ADAMTS-1’in gradyent PCR sonucunda elde edilen agaroz jel elektroforez goriintisu.

4.2.3. ADAMTS-5 gradyent PCR elektroforez sonucu
ADAMTS-5 bantlari, standart DNA vyiiriitmesi ile karsilastirildiginda 182 bp
uzunlugunu karsilayacak sekilde elde edildi. Optimize sicakligin 57 °C olduguna

karar verildi.
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ADAMTSS

551 568 582 602 61.3

Date: 14 Subat 2012 Sali

Resim 4. ADAMTS-5’in gradyent PCR sonucunda elde edilen agaroz jel elektroforez gérintis.

4.2.4. ADAMTS-9 gradyent PCR elektroforez sonucu
ADAMTS-9 bantlari, standart DNA yiiriitmesi ile karsilastirildiginda 67 bp
uzunlugunu karsilayacak sekilde elde edildi. Optimize sicakligin 57 °C olduguna

karar verildi.

-K

mRNA ADAMTS9-67bp

GRADIENT Date: 15 Subat 2012

Resim 5. ADAMTS-9’un gradyent PCR sonucunda elde edilen agaroz jel elektroforez gorintiisi.
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4.3. Real-time PCR deneylerinin ortam kosullar: ve melting egri

sonuc¢lari

4.3.1. B-aktin icin deney bilgisi, ortam sartlar1 ve melting egrisi sonuclari

Real-time PCR cihazindan B-aktin i¢in standart egrisi, DNA miktar verisi ve melting

egrisi asagidaki gibi elde edilmistir.

Run Name 14.05.2012 B-ACTIN 6h CAPE, CURC, RJ, IL, BAY
Run Start 14.05.2012 11:08:30
Run Finish 14.05.2012 13:08:36
Operator B-ACTIN 55°C 38X
Notes 14.05.2012 B-ACTIN 6h CAPE, CURC, RJ, IL, BAY

Run On Software Version

Rotor-Gene 2.0.2.4

Run Signature

The Run Signature is valid.

Gain Green 10
Digital filter Light
Temp. Threshold 0°C

Standart egrisi

Concentration

MNorm. Fluoro.
o o o e
- [=2] [=2] o

o
(X

o
o

'th'e's}fo@

5 10 15 2b
Cycle

B-aktin icin S.green miktarsal verisi

25 30 35 4ﬁ

B-aktin meltihg egrisi

42




4.3.2. ADAMTS-1 i¢in deney bilgisi, ortam sartlari ve melting egrisi sonuclari

Real-time PCR cihazindan ADAMTS-1 i¢in standart egrisi, DNA miktar verisi ve

melting egrisi asagidaki gibi elde edilmistir.

Run Name 14.05.2012 ADAMTS-1 6h CAPE, CURC, RJ, IL, BAY
Run Start 14.05.2012 13:30:50

Run Finish 14.05.2012 15:26:59

Operator ADAMTS-1 59°C 38X

Notes 14.05.2012 ADAMTS-1 6h CAPE, CURC, RJ, IL, BAY

Run On Software Version

Rotor-Gene 2.0.2.4

Run Signature

The Run Signature is valid.

Gain Green 10
Digital filter Light
Temp. Threshold 0°C
28 B
26 1
24
Standart egrisi g, 227
© 20 -
18 1
16 1
14

MNorm. Fluoro.

o
s

=]

2
W

o
=)

o
X

o
o

Cycle

ADAMTS-1 icin S.green miktarsal verisi

85 a0
deg.

ADAMTS-1 melting egrisi

75 80 95
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4.3.3. ADAMTS-5 icin deney bilgisi, ortam sartlari ve melting egrisi sonuclari

Real-time PCR cihazindan ADAMTS-5 igin standart egrisi, DNA miktar verisi ve

melting egrisi asagidaki gibi elde edilmistir.

Run Name 26.04.2012 ADAMTS-5 6h CAPE, CURC, RJ, IL, BAY
Run Start 26.04.2012 11:22:31

Run Finish 26.04.2012 13:22:05

Operator ADAMTS-5 59°C 38X

Notes 26.04.2012 ADAMTS-5 6h CAPE, CURC, RJ, IL, BAY

Run On Software Version

Rotor-Gene 2.0.2.4

Run Signature

The Run Signature is valid.

Gain Green 10
Digital filter Light
Temp. Threshold 0°C
30
= 25
Standart egrisi
20
a ? : ; 1 :
10 10 10 10 17 1d
Concentration
B
10
5
08
E‘ 4
206 5
5 &3
Z04
2
02 P
o Thresho‘ld | ‘ : : ‘ ‘ ‘ i ‘ | : .
5 10 15 20 25 30 35 40 75 80 85 a0 95

ADAMTS-5 icin S.green miktarsal verisi

Cycle

deg.

ADAMTS-5 melting egrisi
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4.3.4. ADAMTS-9 i¢in deney bilgisi, ortam sartlari ve melting egrisi sonuclar:

Real-time PCR cihazindan ADAMTS-9 igin standart egrisi, DNA miktar verisi ve

melting egrisi asagidaki gibi elde edilmistir.

Run Name 2012-05-11 ADAMTS-9 6h CAPE, CURC, R}, IL, BAY
Run Start 11.05.2012 14:35:49

Run Finish 11.05.2012 16:35:23

Operator ADAMTS-9 59°C 38X

Notes 11.05.2012 ADAMTS-9 6h CAPE, CURC, RJ, IL,BAY

Run On Software Version

Rotor-Gene 2.0.2.4

Run Signature

The Run Signature is valid.

Gain Green 10
Digital filter Light
Temp. Threshold 0°C

Standart egrisi

Concentration

Norm. Fluoro.

=)

o
@

o
o™

o
S

o
N

o
=]

Cycle

ADAMTS-9 icin S.green miktarsal verisi

75 Sb 85 a0 95
degy.

ADAMTS-9 melting egrisi

4.4. OUMS-27 hiicrelerinde ADAMTS genlerinin ekspresyonu
Sekillerde verilen ADAMTS-1/B-AKTIN orani, ng/uL olarak elde edilen
PCR sonu DNA konsantrasyonu oOnce B-aktin PCR sonu DNA konsantrasyonu

sonucuna bolunerek elde edildi. Deneye gore en az ¢ kuyucuk olmak tzere elde

edilen bu degerlerin ortalamasi alindi. Kontrol hiicrelerinden elde edilen ortalama

deger 1 olarak kabul edildi ve inhibitor olarak kullanilan biitiin madde deneylerinin

sonuglar1 kontrol degerine boliinerek yeni degerler elde edildi. Grafikte Y ekseni

olarak verilen oran bu sekilde elde edilen nihai orandir.
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4.4.1. OUMS-27 hicrelerinde ADAMTS-1 geninin ekspresyonu

IL-1a ile muamele edilen OUMS-27 hucreleri ile higbir sey verilmeyen kontrol
OUMS-27  hiicreleri  karsilastirildiginda, IL-1o’in ~ ADAMTS-1  geninin
ekspresyonunu yaklasik %100 oraninda arttirdigi tespit edildi. CAPE ve kurkumin,
IL-1a0 ile induklenen ADAMTS-1 ekspresyonunu yaklagik olarak kontrol
hiicrelerinin degerine kadar diisiiriitken BAY 11-7085’in etkisi ilk iki bilesik kadar
belirgin degildi. Ortalamalar arasinda farkliliklar olsa da gruplardaki deney sayisinin

az olmasi nedeni ile sonugclar istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

4,50 -

4,00 -
= 3,50 -
= 3,00 -
& 2,50 -
-

2 2,00 -

2
< 150 -

[

<« 1,00 ~
0,50 + -
0,00 -+

KONTROL IL-1a
(@)

4,50 -
4,00 -
3,50
3,00 -
2,50 -
2,00 -
1,50 -
1,00 -
0,50 -
0,00 - |

KONTROL IL-1a CAPE CURCUMIN BAY 11-7085

(b)

ADAMTS-1/B-AKTIN

Sekil 6. IL-1a ile indiiklenen OUMS-27 hiicrelerinde ADAMTS-1 genlerinin ekspresyonu. (a) IL-1a
verildikten sonra hicrelerdeki ADAMTS-1 geninin ekspresyonundaki artig, hi¢bir sey verilmeyen
kontrol grubu hicrelerindeki ADAMT-1 gen ekspresyonu ile karsilagtirilmigtir. (b) IL-lo ile
indiklenen OUMS-27 hicrelerinde ADAMTS-1 genlerinin ekspresyonu ve gen ekspresyonunu
azaltma potansiyeline sahip CAPE, kurkumin ve BAY 11-7085 bilesiklerinin ADAMTS-1/B-AKTIN
oranina etkisi.
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4.4.2. OUMS-27 hicrelerinde ADAMTS-5 geninin ekspresyonu

IL-1a ile muamele edilen OUMS-27 hiicreleri ile higbir sey verilmeyen kontrol
OUMS-27  hiicreleri  karsilastirildiginda, IL-1a’in ~ ADAMTS-5  geninin
ekspresyonunu yaklasik %60 oraninda arttirdig tespit edildi. Kurkumin ve BAY 11-
7085’in, IL-la ile indlklenen ADAMTS-5 ekspresyonunu kontrol hicrelerinin
degerinden daha asagi diizeylere indirdigi gozlendi. Ortalamalar arasinda farkliliklar
olsa da gruplardaki deney sayisinin az olmasi nedeni ile kurkumin hari¢ (p=0.05, IL-

lo grubu ile karsilastirildiginda) sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

i

uoQ

S &
1 |

\'I\.J
o
Q

|

ADAMTS-5/B-AKTIN
= =
o u
o o

L

u

]
1

o

o

Q
|

KONTROL IL-1la
(a)

3,00
2,50 -
2,00 -
1,50 -

1,00 -

ADAMTS-5/B-AKTIN

0,50 -

0,00 |
KONTROL IL-1a CURCUMIN BAY 11-7085

(b)

Sekil 7.1. IL-1a ile indiiklenen OUMS-27 hiicrelerinde ADAMTS-5 genlerinin ekspresyonu -1. (a)
IL-1a verildikten sonra hiicrelerdeki ADAMTS-5 geninin ekspresyonundaki arti, hicbir sey
verilmeyen kontrol grubu hiicrelerindeki ADAMT-5 gen ekspresyonu ile karsilastirilmistir. (b) IL-1a
ile indiklenen OUMS-27 hicrelerinde ADAMTS-5 genlerinin ekspresyonu ve gen ekspresyonunu
azaltma potansiyeline sahip kurkumin ve BAY 11-7085 bilesiklerinin ADAMTS-5/B-AKTIN oranina
etkisi. *p=0.05 (IL-1a grubu ile karsilagtirildiginda)
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Ikinci olarak yapilan deneyde IL-lo ile muamele edilen OUMS-27 hiicreleri ile
hicbir sey verilmeyen kontrol OUMS-27 hiicreleri karsilastirildiginda, IL-1a’in
ADAMTS-5 geninin ekspresyonunu yaklasik %30 oraninda arttirdig tespit edildi.
Bu artis, gruplardaki n sayisinin az olmasi nedeni ile istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi. CAPE, RJ ve kurkumin’in, IL-lo ile induklenen ADAMTS-5
ekspresyonunu kontrol hiicrelerinin degerinden daha asag diizeylere indirdigi
go6zlendi. Bunlardan RJ ve kurkuminin etkisi istatistiksel olarak anlaml1 idi (sirasiyla
p=0.025 ve p=0.050, IL-1a grubu ile karsilastirildiginda). CAPE ile muamele edilen
hiicrelerde ekpresyondaki azalma diger gruplara gore daha belirgin oldugu halde,

n=2 olmasi nedeni ile istatistiksel olarak anlamli bulunmada.

1,60 -
z 140
E 1,20 -
=
I 1,00 -
~—
W 0,30 -
2 |
5 0,60
< 0,40 -
< 0,20 -
0,00 - :
KONTROL IL-1a
(a)
1,60 -
z 1,40 -
E 1,20 -
<
é‘: 1,00 -
W 0,80 -
£ 060 -
E r
< 0,40 -
< 0,20 -
0,00 -
KONTROL IL-1a CAPE CURCUMIN
(b)

Sekil 7.2. IL-1a ile indiiklenen OUMS-27 hiicrelerinde ADAMTS-5 genlerinin ekspresyonu -2. (a)
IL-1a verildikten sonra hiicrelerdeki ADAMTS-5 geninin ekspresyonundaki artig, hicbir sey
verilmeyen kontrol grubu hiicrelerindeki ADAMT-5 gen ekspresyonu ile karsilagtirilmstir. (b) IL-1a
ile indiklenen OUMS-27 hiicrelerinde ADAMTS-5 genlerinin ekspresyonu ve gen ekspresyonunu
azaltma potansiyeline sahip CAPE, kurkumin ve RJ bilesiklerinin ADAMTS-5/B-AKTIN oranina
etkisi. *p=0.025, **p=0.050 (IL-10o grubu ile karsilastirildiginda).
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En son yapilan ii¢lincii deneyde IL-1a ile muamele edilen OUMS-27 hicreleri ile
hicbir sey verilmeyen kontrol OUMS-27 hiicreleri karsilastirildiginda, IL-1a’in
ADAMTS-5 geninin ekspresyonunu ilk iki denemeye kiyasla ¢ok daha etkin bir
sekilde (yaklasik % 140 oraninda) arttirdig: tespit edildi. CAPE, RJ, kurkumin ve
BAY 11-7085’in, IL-1a ile indiuklenen ADAMTS-5 ekspresyonunu kontrol
hiicrelerinin degerine yakin degerlere indirdigi tespit edildi. Ortalamalar arasinda
farkliliklar olsa da gruplardaki deney sayisinin az olmasi ve 6zellikle IL-1a grubunun
standart sapmasiin fazla olmasi nedeni ile sonuglar istatistiksel olarak anlamli

bulunmadi.

5,00 -
4,50 -

4,00 -
3,50 -
3,00 |
2,50 -
2,00
1,50 -
1,00 -
0,50 -
0,00 - .

KONTROL IL-1a
(a)

ADAMTS-5/B-AKTIN

5,00 ~
4,50 -
4,00 -
3,50 -
3,00 -
2,50 -
2,00 -

1,50
1,00
0,50 - -
0,00 -

KONTROL IL-1a CAPE CURCUMIN BAY 11-7085
(b)

ADAMTS-5/B-AKTIN

Sekil 7.3. IL-1a ile indiiklenen OUMS-27 hiicrelerinde ADAMTS-5 genlerinin ekspresyonu -3. (a)
IL-10. verildikten sonra hiicrelerdeki ADAMTS-5 geninin ekspresyonundaki artig, higbir sey
verilmeyen kontrol grubu hiicrelerindeki ADAMT-5 gen ekspresyonu ile karsilastirilmistir. (b) IL-1a
ile indiklenen OUMS-27 hicrelerinde ADAMTS-5 genlerinin ekspresyonu ve gen ekspresyonunu
azaltma potansiyeline sahip CAPE, kurkumin, RJ ve BAY 11-7085 bilesiklerinin ADAMTS-5/p-
AKTIN oranina etkisi.
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4.4.3. OUMS-27 hicrelerinde ADAMTS-9 geninin ekspresyonu

IL-1a ile muamele edilen OUMS-27 hiicreleri ile higbir sey verilmeyen kontrol
OUMS-27  hiicreleri  karsilastirildiginda, IL-la’nin ~ ADAMTS-9  geninin
ekspresyonunu yaklasik % 140 oraninda arttirdigi tespit edildi. Gruplardaki deney
sayisinin az olmasi nedeni ile bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi. Kurkumin
ve BAY 11-7085’in, IL-1a ile indiklenen ADAMTS-9 ekspresyonunu kontrol
hiicrelerinin degerine yakin degerlere indirdigi gozlendi. Bu diisiisler istatistiksel

olarak anlamli bulunmada.

4,00 -
3,50 -
3,00 -
2,50 -
2,00 -
1,50
1,00
0,50 -

0,00 - ;
KONTROL IL-1a

(a)

ADAMTS-9/B-AKTIN

4,00 -
3,50 -
3,00 -
2,50 -
2,00 -
1,50 -
1,00 -
0,50 -
0,00 -

ADAMTS-9/B-AKTIN

KONTROL IL-1a CURCUMIN BAY 11-7085
(b)

Sekil 8.1. IL-1a ile indiiklenen OUMS-27 hiicrelerinde ADAMTS-9 genlerinin ekspresyonu -1. (a)
IL-10. verildikten sonra hicrelerdeki ADAMTS-9 geninin ekspresyonundaki artig, higbir sey
verilmeyen kontrol grubu hiicrelerindeki ADAMT-9 gen ekspresyonu ile karsilagtirilmigtir. (b) IL-1a
ile indiklenen OUMS-27 hicrelerinde ADAMTS-9 genlerinin ekspresyonu ve gen ekspresyonunu
azaltma potansiyeline sahip kurkumin ve BAY 11-7085 bilesiklerinin ADAMTS-9/B-AKTIN oranina
etkisi.
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Ikinci deneyde IL-l1a ile muamele edilen OUMS-27 hiicreleri ile higbir sey
verilmeyen kontrol OUMS-27 hiicreleri karsilastirildiginda, IL-1o’in ADAMTS-9
geninin ekspresyonunu ilk denemeye kiyasla ¢cok daha etkin bir sekilde (yaklasik %
190 oraninda) arttirdig1 tespit edildi (Kontrol grubu ile kiyaslandiginda p=0.024). Bu
denemede ekspresyonda biraz azalma gozlense de CAPE ve kurkumin’in, IL-1a ile

indiklenen ADAMTS-9 ekspresyonunu ¢ok fazla degistirmedigi gozlendi.

4,50 -
= 4,00 - *
£ 350 -
i 3,00
$ 250
¢ 2,00 -
S 1,50 -
< 1,00 -
< 0,50
0,00 - |
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Sekil 8.2. IL-1a ile indiiklenen OUMS-27 hiicrelerinde ADAMTS-9 genlerinin ekspresyonu -2. (a)
IL-10. verildikten sonra hicrelerdeki ADAMTS-9 geninin ekspresyonundaki artig, higbir sey
verilmeyen kontrol grubu hticrelerindeki ADAMT-9 gen ekspresyonu ile karsilagtirilmigtir. (b) IL-1a
ile indiklenen OUMS-27 hiicrelerinde ADAMTS-9 genlerinin ekspresyonu ve gen ekspresyonunu
azaltma potansiyeline sahip CAPE ve kurkumin bilesiklerinin ADAMTS-9/B-AKTIN oranina etkisi.
*p=0.024 (kontrol grubu ile kiyaslandiginda)
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Uclincii deneyde IL-1a ile muamele edilen OUMS-27 hiicreleri ile hicbir sey
verilmeyen kontrol OUMS-27 hiicreleri karsilastirildiginda, IL-1o’in ADAMTS-9
geninin ekspresyonunu ilk iki denemeye kiyasla ¢ok daha etkin bir sekilde (yaklasik
% 300) oraninda arttirdigi tespit edildi (p=0.083). BAY 11-7080’in, IL-lo ile
indiklenen ADAMTS-9 ekspresyonunu yari yartya azalttigi ancak kontrol

hiicrelerinin ekspresyon diizeyine indirmedigi gozlendi.
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Sekil 8.3. IL-1a ile indiiklenen OUMS-27 hiicrelerinde ADAMTS-9 genlerinin ekspresyonu -3. (a)
IL-10. verildikten sonra hicrelerdeki ADAMTS-9 geninin ekspresyonundaki artig, higbir sey
verilmeyen kontrol grubu hiicrelerindeki ADAMT-9 gen ekspresyonu ile karsilastirilmstir. (b) IL-1a
ile indiklenen OUMS-27 hicrelerinde ADAMTS-9 genlerinin ekspresyonu ve gen ekspresyonunu
azaltma potansiyeline sahip BAY 11-7085 bilesiginin ADAMTS-9/B-AKTIN oranina etkisi.
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5. TARTISMA

OA’in tibbi tedavisi hakkinda Amerikan Romatoloji Cemiyeti tarafindan
2000 yilinda bazi tavsiyeler yaymlanmistir (116). Bu raporun iginde agri kontrolu,
hayat kalitesinin yikseltilmesi, tedavilerin yan etkilerinden kaginilmasi dahil olmak
tizere bircok konu tartisilmis ancak farmakolojik olmayan tibbi bitkisel iiriinlerle
tedaviye ait herhangi bir atifta bulunulmamustir. Tibbi bitkisel tiriinler birka¢ nedenle
biitliin diinyada ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir: geleneksel tedavilerden tatmin
olmamak, alternatif tedavilere olan yaygin inang, geleneksel tedavilerin muhtemel
yan etkileri, kisinin kendi sagliina kendi yontemleri ve diisiincesine gore sahip
c¢ikmasi. Bu friinlerin tedavi ile ilgili masraflarinin saglik sigorta sistemleri
tarafindan karsilanmamast veya sayili llkede karsilanmasi, bu tip tedavi
girisimlerinin 6niindeki en biyik engellerden birisidir. Buna ragmen, tibbi bitkisel
tirtinlerin etkinligi NSAIDs ve analjeziklerin etkilerinden daha genis bir yelpazeye
sahiptir ve bu konuda klinik verilerde bir siiphe bulunmamaktadir. Tam etki
mekanizmalar1 kesin olarak bilinmese de bu bitkisel iiriinlerin siklooksijenaz,
lipooksijenaz, sitokin salgilanmasi, elastaz ve hyaluronidaz inhibisyonu, antioksidan
aktivite ve daha bagka yolaklar lizerinden etki gosterdigi iddia edilmistir (117). Bazi
hekimler geleneksel tedavinin disina ¢ikmayip alternatif tedavi metodlari, 6zellikle
de tibbi bitkisel iirlinler konusunda kuskucu bir tavir ortaya koysa da orta yasin
tizerindeki OA hastalig1 olan yetiskinlerde tamamlayict tip kullanma oram1 %45
civarindadir. Bunlarin yaklasik %17’°sini regete edilmeyen tibbi bitkisel iirtinler ve
diger bazi bilesikler olusturmaktadir (118). Yapilan randomize klinik bir ¢alismada,
alternatif tedaviler igin hasta basina harcanan para bir yilda 1127 dolar, geleneksel
tedaviler igin ise 1148 dolar olarak hesaplanmistir (119). Bu miktar alternatif
tedavilere azimsanmayacak diizeyde bir yonelis oldugunu gostermektedir.

Bu tezde bilinen 19 adet ADAMTS geninden sadece ADAMTS-1, -5 ve -9’un
calisilmasinin sebebi, Tablo 1’de de goriildiigii gibi bu genin {irlinii olan proteinlerin
proteaz aktivitesi ile agrekani parcalayabilme kabiliyetidir. Bunlarin diginda agrekan
molekilini parcalayabilecek diger bazi ADAMTS enzimleri olsa da, ADAMTS
tirlerinden agrekanaz aktivitesi en ¢ok arastirilan ve hakkinda en iyi veriler elde
edilen ADAMTS genleri 1, 5 ve 9 tipleridir. Calismada elde edilen veriler grafik

haline getirildiginde dikkat cekici en 6nemli sonug, calisilan 3 adet agrekanaz
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Ozellikli enzimin geninin IL-1a verilmesi ile indiiksiyon gerceklestigidir. Sekil 6, 7.1,
7.2, 7.3, 8.1, 8.2 ve 8.3’te (a) olarak verilen ilk grafiklerde IL-1a ile indiklenen
OUMS-27 hicrelerinde ¢alisilan ADAMTS genlerinin ekspresyonunda degisen
oranlarda artislar meydana gelmistir. ADAMTS/B-AKTIN oran1 géz oniine
alindiginda, IL-1a verildikten sonra ADAMTS-1 gen ekspresyonunda 2 katlik bir
artis gozlenmistir. Ug farkli zamanda ii¢ farkli deney sonucu olarak elde edilen
verilere gére ADAMTS-5 gen ekspresyonunda IL-1a verildikten sonra sirasiyla 1.6
kat, 1.3 kat ve 2.7 katlik bir artis gerg¢eklesmistir. Ayni deney sartlar1t ADAMTS-9
icin saglandiginda IL-1a verilmesi iizerine ii¢ farkli deneyde ADAMTS-9 gen
ekspresyonunda 2.5 kat, 2.9 kat ve 4.2 katlik artis tespit edilmistir. Yapilan
analizlerde bu artiglardan bazilarinin istatistiksel olarak anlamsiz ¢ikmasi, yapilan
deneme sayisinin (n) az olmasidir. Bu ekspresyon artisini geri ¢evirmek amaciyla
kullandigimiz NF-«kB inhibisyonu yapan maddeler farkli oranlarda gen
ekspresyonundaki bu artislart engelledi. ADAMTS-1 geninin ekspresyonunu en
basarili sekilde tekrar kontrol grubu dizeylerine dondiren madde kurkumin olarak
bulundu. Bunu sirasiyla CAPE ve BAY 11-7085 molekulleri takip etti. ADAMTS-5
geninin ekspresyonunda da IL-1a indiiksiyonunu en basarili sekilde geri dondiiren
molekdlun kurkumin oldugu tespit edildi. Bunu sirasiyla CAPE, RJ ve BAY 11-7085
maddesi takip etti. ADAMTS-9 geninin ekspresyonu incelendiginde verilen
maddelerin ilk iki gen ekspresyonunda oldugu kadar basarili olamadigi goriildii.
Burada ekspresonu inhibe edici en basarili madde BAY 11-7085 olarak tespit edildi.
Bunu kurkumin ve CAPE izledi. ADAMTS ekspresyonundaki belirgin azalmalara
ragmen bazi deneylerde ortalamalarin farkinin istatistiksel olarak anlamsiz
¢ikmasinin nedeni deneme sayisinin (n) az olmasidir.

Agrakanaz aktivitesi olan alt1 adet ADAMTS tan (ADAMTS-1, -4, -5, -8, -9,
-15) hangisi/hangilerinin insan kikirdaginda bulunan agrekanin yikimindan primer
sorumlu oldugu hep merak konusu olmustur. Immortalize kondrosit hiicrelerinde
yapilan bir ¢aligmada agrekanazlardan ADAMTS-1, -5, -9 ve -15’in eksprese oldugu
ve enflamasyon sitokinleri ile upregiile edilebildigi gosterildi (120). Ayn1 ¢alismada
RNA interferans: yapilarak ADAMTS-5 ekspresyonunun miktar1 azaltildiginda
matriksin daha ¢ok korundugu goézlendi. Sonu¢ olarak kikirdak matriksi ile ilgili
doku miihendisligi c¢alismalarinda agrekanaz ekspresyonunun segici olarak

azaltilmasinin daha iyi sonug¢ verebilecegini ve ADAMTS-5’in artrit hastaliginin
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tedavisinde 6nemli bir hedef olabilecegini iddia etmislerdir. Demircan ve arkadaslari
OUMS-27 kondrosarkom hiicrelerinde ve insan kondrositlerinde agrakanazlardan
ADAMTS-1, ADAMTS-4, ADAMTS-5, ADAMTS-8, ADAMTS-9, ADAMTS-
15’in IL-1p ve TNF-a indiiksiyonuna nasil cevap verdiklerini, en ¢ok hangi
agrekanazin ekspresyonunun arttigini arastirdilar (112). indiiksiyondan sonra total
RNA ve ardindan reverse transkriptaz ile cDNA elde edilmis, kantitatif Real-time
PCR ve Northern blotting yontemi ile Ornekler analiz edilmistir. IL-1B’nin
ADAMTS-4, ADAMTS-5 ve ADAMTS-9’un mRNA diizeylerini arttirdigini, buna
karsilk ADAMTS-1 mRNA diizeylerini azalttigint ve ADAMTS-8’in mRNA
diizeylerinde bir degisiklik olusturmadigint bulmuslardir. Stimulasyon iizerine
kondrositlerdeki ADAMTS-9 mRNA'sinin iiretimi fibroblastlardan daha yiiksek
bulunmugstur. IL-1p ve TNF-o’nin birlikte indiiksiyon amacli olarak kullanilmasi
ADAMTS-9 mRNA'siin ekspresyonu bakimindan sinerjistik bir etki olugturmustur.
Bunlarla baglantili olarak protein iiretiminin de OUMS-27 hiicrelerinde arttigi
bulunmustur. MAPK inhibitorlerinden SB203580 ve PD98059, OUMS-27
hicrelerinde  ADAMTS-9 upregiilasyonunu azaltmigtir. Biitin bu bulgulardan
hareketle arastiricilar ADAMTS-9 gibi hem agrekan hem de kikirdaktaki diger
molekdller Gzerinde yikict 6zellikleri bulunan agrekanazin, artritin patolojisinde bir
rol oynayabilecegini ileri siirmiislerdir. Bizim deney diizenegimiz de son olarak
yapilan protein analizi hari¢ olmak iizere yukaridaki ¢aligmaya ¢ok benzemektedir.
Calismamizda hiicreleri uyarmak amaciyla proenflamatuvar sitokin molekilu olarak
IL-1To kullandik. ADAMTS-1, -5 ve -9’un ekspresyonu, bu indiksiyon Uzerine
artmis, kullandigimiz potansiyel inhibitér maddeler de degisen oranlarda bu artis
durdurucu veya yavaslatici etki gostermistir.

Calismamizin  orijinal yOnlerinden birisi, deneylerimizde OUMS-27
hicrelerinin sitokin olarak IL-1a ile indiiklenmesidir. Bizim g¢alismamiza benzer
daha onceden yapilmis arastirmalarda IL-1o kullanilsa da (121) daha ¢ok IL-1pB
kullanilmigtir (112, 113, 122). Sonuglarimiz diger ¢alismalarin sonuglariyla
kiyaslandiginda, IL-lo’nin da IL-1f gibi gen ekspresyonunu Yeterli dizeyde
arttirdi@i soylenebilir. IL-1o’nin indiiksiyon amagl olarak kullanildigi bir ¢alismada
kondrositlerde ADAMTS-4 mRNA'sinin ekspresyonu ve protein miktari artmis, ayni
zamanda bu sitokin tarafindan stimiile edilen agrekanaz aktivitesi HA2700 isimli

inhibitér maddenin veya siRNA’nin kullanilmasi ile azaltilmistir (123). Literaturde

55



TNF-o’nin hiicreleri stimiile etmek i¢in kullanildig1 ¢alismalar da vardir. Hatipoglu
ve arkadaslar1 ¢alismalarinda COS-7 hicrelerini TNF-a ile stimiile ettiklerinde
ADAMTS-1 mRNA'sinin ekspresyonunun hizla arttigini, artisin stimiilasyonun
basladig1 andan ancak 6 saat sonra oldugunu, bu pik artis doneminden sonra
ekspresyonda azalma oldugunu tespit etti (124). 3'-UTR ADAMTS-1 mRNA'sinin
bircok adenin ve Uridinden zengin element igcermesi bu 3'UTR kisminin gen
stabilitesini regiile edebilecegi ihtimalini ortaya koymustur.

ADAMTS-9’un gen ekspresyonunun hangi yolaklar {izerinden regiile
edildigini bulmak iizere, insan ADAMTS-9’un 3kb’lik promoter kisminin
klonlanarak ozelliklerinin tanimlandigi bir ¢alismada, sekans analizi sonucuna goére
aktive T hcrelerinin nukleer faktord icin bir baglanma noktasinin varligi bulundu.
Bu noktanin hem ADAMTS-4 hem de ADAMTS-5 promoterlerinde sik goriilen bir
nokta oldugu belirlendi (113).

Son yapilan ¢alismalarda ADAMTS-5’in fare kikirdaginda bulunan major
agrekanaz oldugunun bulunmasi biiyiikk bir siirpriz olarak karsilanmisti. Bir
calismada ADAMTS-5’in aktivasyonunun proteazlarla etkilesim yoluyla ve MMP-
3’tin MAPK-baglantili sentezinin regiile edilmesi yolu ile sindekan-4 tarafindan
kontrol edildigi gosterilerek OA’de kikirdak yikiminin ADAMTS-5’1 kontrol eden
sindekan-4’iin inhibisyonu ile tedavide basar1 saglanacagi iddia edildi (104). Bu konu
son yapilan bir derleme makalesinde de etraflica ele alinmistir (125). Daha 6nceleri
ADAMS-4’lin de agrekanaz aktivitesi gosterdigini ispatlamaya yonelik ¢aligmalar
vardi. ADAMTS-5’ten yoksun fareler deneysel artrit modellerinde kikirdak
yikimindan  korunurken ayni sey ADAMTS-4’ten yoksun fareler igin
sOylenememektedir (126). Nitekim IL-a ile indiiklenen kondrosarkom hicrelerinde
ADAMTS-5 ciddi anlamda aktive olmus ve ilk defa kullandigimiz CAPE, kurkumin
ve RJ maddeleri ile baskilanmustir.

CAPE’nin OA’te meydana gelen kikirdak yikiminin engellenmesinde
koruyucu bir roliinin olup olmadigi konusunda smirl sayida arasgtirma vardir.
Deneysel OA modelinin olusturuldu bir ¢caligmada tavsanlarin eklem i¢i sivilarina
150ug/kg CAPE enjeksiyonu yapilarak in vivo koruyucu etkisi arastirilmis,
CAPE’nin hem kikirdak bozunmasini azalttigi, hem de matriks proteoglikanlarinin
kaybin1 onledigi histolojik ve biyokimyasal olarak gosterilmistir (34). LT

inhibisyonunun astma, ateroskleroz ve RA gibi enflamasyonla seyreden hastaliklarda
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koruyucu etkisinin olacagi tezinden hareketle arastiricilar CAPE’nin  bu
prostaglandin yolagina etkisini arastirmislar, CAPE’nin 5-LO aktivitesi Uzerinden LT
sentezini ve ayrica aragidonik asit serbestlesmesini engelleyerek enflamasyon
aracilarini kontrol altina aldigini, dolayisiyla artrit semptomlarinin 6nlenmesinde rol
olabilecegini iddia etmislerdir (38). Bir ¢alismada CAPE’nin makrofaj (NR833) ve
kolon epitel hucrelerindeki (SW620) in vitro sitokin Gretimi, NF-xB ve apoptosis
etkilerinin yaninda peptidoglikan-polisakkarit ile olusturulmus kolitte, bunu
engelleyici etkisi arastirilmistir  (127). CAPE 30 pg/mL  konsantrasyonda
makrofajlardan NF-kB ve TNF-a iiretimini inhibe etmis, kolon epitel hiicrelerinde de
benzer etkiler gdstermis, kolon hasarin1 kaba bir inceleme ile farkedilecek diizeyde
azaltmis, kolon sitokin diizeylerini azaltmistir.

RJ’nin dejeneratif romatizmal hastaliklarda kullanilabilecegi iddiasi ilk olarak
bundan 55 yil Once ortaya atilmistir (128). Bu tarihten sonra uzun sire konu
hakkinda herhangi bir hiicresel, deneysel veya klinik calisma yapilmanustir. ik
calisma RAFSs hiicrelerinde RJ’nin aktif bilesenlerinden birisi olan 10H2DA nin
MMP’ler iizerine etki ederek eklem hasarini 6nleyip dnleyemeyecegi konusu iizerine
yapilmugtir (55). Caligmanin sonucunda 10H2DA ’nin p38 kinaz ve c-jun-N-terminal
kinaz-AP-1 sinyal yolaginin baskilanmasi tizerinden MMP’lerin etkinligini azalttigi,
dolayistyla RJ’nin RA eklem hasarinin 6énlenmesinde fonksiyonunu olabilecegi iddia
edilmistir. Bir diger calismada RJ’nin sitokin diizeyinde antienflamatuvar etkisi
arastirtlmig, RJ’nin aktive olmus makrofajlardan proenflamatuvar sitokinlerin
tiretimini inhibe ederek antienflamatuvar etki gosterdigi bulunmustur (129). RJ’nin
enflamasyonla ilgili cok az sayida arastirmada koruyucu olarak kullanildigi
anlasilmaktadir. Bu bakimdan ¢aligmamiz, RJ’nin OA patogenezinin aydinlatiimasi
ve tedavide bir roliinlin olup olamayacaginin belirlenmesi konularinda yapilmis ilk
aragtirma Ozelligi tasimaktadir. Calismamizda RJ’nin IL-1a ile indiiklenmis OUMS-
27 kondrosarkom hicrelerinde ADAMTS-5 ekspresyonunu azalttigi, agrekanaz
aktivitesindeki kismi azalmaya bagli olarak kikirdak yikimini kismen onleyebilecegi
gosterilmistir.

CL bitkisinin koklerinde iki ana madde grubu olup bunlardan kurkuminoidler
1yl calisilmis madde grubudur fakat esansiyel yapilar heniiz ¢ok iyi ¢alisiimamustir.
Arastiricilar turmerik esansiyel yaglarimi hayvan RA modellerinde denemisler,

streptokok hiicre duvari ile indiiklenen artiritte disi ratlarda eklem sisligini % 90-100
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oraninda azalttigim1 bulmuslardir. Bu sonuglara Real-time PCR yapildiktan sonra
ulagilmistir. RNA eklemlerin 6zel bir yerinden alinan kikirdaktan izole edilmistir.
Esit miktarda 3 adet artritli olmayan eklemden, 3 adet artritli ve tedavi grubu
eklemlerinden alinarak bunlar karistirilmig, tek bir numune gibi islem goérmis ve
mRNA ekspresyonu bu yolla arastirilmistir. Bu uygulamada ekstraktlar maksimum
etkiyi elde etmek igin intraperitoneal olarak verilmistir. Bu artrit engelleyici etkinin
morbidite ve mortalite oraninda ciddi bir azalma ile birlikte oldugu bulunmustur.
Uygulanan dozun 20 kat1 oral olarak verildiginde bu turmerik esansiyel yaglarinin
toksik olmadigi fakat eklemleri % 20 civarinda korudugu bulunmustur (130).
Kurkumin, enflamasyon esnasinda lenfositlerin fonksiyonel olarak
etkilenmeleri ve buna bagh olarak yiiriiyen diger olaylara karsi arzulanan immun
cevabin koordine-regiile edilmesinde hedef bir molekul olabilir (131). Arastiricilar,
kurkuminin artrit onleyici etkisinin molekiiler mekanizmalarinin tam bilinmemesi
nedeni ile kurkuminin ¢ok iyi tanimlanmis ekstraktlarin1 kullanarak RA hayvan
modeli kullanarak arastirma yapmuslardir (132). Bu amagcla dnce HPLC ile ticari
turmerikin kompozisyonu belirlenmis, Streptokok hiicre duvari ile olusturulan bir
artrit modelinde ratlara elde edilen bu ekstrakt intraperitoneal olarak verilmis eklem
sisligini onleme ve eklemdeki hasar1 6nleme etkinligi klinik, histolojik ve kemik
mineral dansitesi 6lcim yontemleri ile tespit edilmistir. Etki mekanizmasinm da
ortaya ¢ikarmak igin turmerikin eklem transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu,
eklem gen ekspresyonunun mikroarray analizi ve gen ekspresyonundaki degisimlerin
fizyolojik etkilerinin dogrulamalar1 arastiricilar tarafindan yapildi. Yapilan molekiiler
testler: RNA izolasyonu, eklem gen ekspresyonun mikroarray analizi, Real-time
PCR, histoloji, kemik mineral dansitesi, artritli eklemde NF-xB’nin aktivasyonu,
sitokin ve kemokin dretimleri, artritli eklemde PGE2 (retimi seklinde siralanmustir.
Calismanin sonunda elde edilen veriler, esansiyel yaglardan arindirilmis kurkumin
ekstraktinin doza bagimli bir sekilde eklem enflamasyonunu ver kikirdak etrafindaki
eklem hasarmi azaltigin1  gdstermistir. /n vivo uygulama NF-xB’nin lokal
aktivasyonunu ve ardigik olarak meydana gelen ve eklem enflamasyonu ile hasari
yoneten NF-«B ile regule edilen genlerin ekspresyonunu (kemokinler, COX-2 ve
RANKL) onlemistir. Bu bulgulara ek olarak ve uygumlu olarak enflamatuar hiicre
invazyonu, eklemde prostaglandin E2 diizeyi ve kikirdak etrafindaki osteoklast

formasyonu da turmerik ekstrakt muamelesi ile azaltilmistir (132).
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Bir derleme makalesinde yazarlar kurkuminin eklem dokularindaki biyolojik
etkilerini, etkinin tipini esas olarak su sekilde ozetlemislerdir: Hicre canliligi:
Sinovial s1v1 yapiskan hiicrelerinin canliligini azaltir, zamana bagl bir sekilde IL-1
ile indliklenen kaspaz-3 aktivasyonunu antagonize eder. Antioksidan etkiler: /n vitro
olarak reaktif oksijen ve azot bilesiklerini yok eder, sigir ve insan kondrositleri ile
insan kikirdak eksplantlarinda IL-1f ile indiiklenen NO iiretimini inhibe eder, sigir
kondrosit hicrelerinde IL-1B ile indiiklenen stperoksit dismutaz aktivitesini inhibe
eder. Antienflamatuvar etkiler: Kondrositlerde NF-kB’nin  bagimli  gen
transkripsiyonunu inhibe eder, IL-1f ile muamele edilen sigir kondrositlerinde COX-
2 gen ekspresyonunu inhibe eder, sigir ve insan kondrositlerinde IL-6 ve IL-8 gen
ekspresyonunu inhibe eder, insan kondrositleri ve kikirdak eksplantlar1 tarafindan IL-
6, IL-8 ve PGE2 Uretimini inhibe eder. Antikatabolik etkileri: Képek ve insan OA’li
kikirdak eksplantlarindan IL-1B indiiksiyonu ile salgilanan glikozaminoglikanlarin
salgilanmasini inhibe eder, insan kikirdak eksplantlarindaki kondrositlerde MMP-3
sentezini azaltir, insan kondrositleri tarafindan NF-kB’nin aktivasyonunun ve niikleer
translokasyonunun inhibisyonu yoluyla IL-1 ve OSM ile indiiklenen MMP-1,
MMP-3, MMP-9 ve MMP-13 gen ekspresyonunu baskilar. Anabolik etkiler: Insan
kondrositleri tarafindan agrekan iiretimine etkisi yoktur, sigir kondrositlerinde
proteoglikan mRNA ekspresyonunu azaltir, insan kondrositlerinde IL-18 ile
induklenen tip I kollajen ve B1-integrin gen ekspresyonunun inhibisyonunu kaldirir
(133).

Arastiricilar  bir c¢alismalarinda sekiz adet atin metakarpofalangeal ve
metatarsofalangeal eklemlerinden elde ettikleri normal eklem kikirdaginda OA’de
goriilene benzer bir enflamasyon olaymi taklit etmek i¢in bir eksplant modeli
gelistirdiler. Baglangicta proenflamatuar sitokin IL-1f’dan artan konsantrasyonlarda
vererek kikirdak hasarini stimiile ettiler. Diger bir deney diizeneginde de IL-1p ile
birlikte 10 ng/mL ve 25 ng/mL olmak iizere iki ayri konsantrasyonda kurkumin
verdiler. Deneyin baglangicindan 5 giin  sonra eksplantlardan salgilanan
glikozaminoglikanlarin yiizdesi dimetilmetilen mavisi ile kolorimetrik olarak
Olgildi. Kurkumin IL-1B ile stimiile edilen GAG salgilanmasini anlamli 6lgiide
azaltti (134).

Kurkumin ile ilgili olarak yukarida verilen bilgilerle bizim OUMS-27

kondrosit hiicrelerinde yaptigimiz deneylerden elde ettigimiz veriler ortiismektedir.
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Kurkumin Sekil 9°da detaylar1 ile verilen NF-kB yolagini etkin bir sekilde inhibe
ederek daha sonradan OA’li kikirdakta proteoliz yapacak ADAMTS genlerinin
ekspresyonunu baglangic asamasinda inhibe ederek kikirdak dokusunu ilerleyici
hasarlardan korumaktadir. Sekilde sadece ADAMTS-9 mekanizmasi tahmini olarak
sematize edilmistir. Ancak ADAMTS-1 ve ADAMTS-5’in agrekanaz aktivitesi ile
gosterdigi davranig sekli buna tam bir uyum gostermektedir. Kurkumin her (¢
ADAMTS molekiiliinde de benzer bir etkinlik gostermistir. BAY 11-7085’in NF-kB
inhibisyonu iizerinden ADAMTS genlerinin ekspresyonunu azalttigi daha 6nceki
calismalarda gosterildiginden (heniiz yayimlanmamis veri, 2012) bu c¢aligmada bir
kiyas amaci ile kullanilmistir. Bu kiyaslamaya gore kurkumin daha etkin bir sekilde
IL-la  ile indiiklenen =~ ADAMTS geni ekspresyonunu  azaltmaktadir.
Antienflamatuvar, antioksidan ve antiproliferatif 6zellikleri olan CAPE de degisen
oranlarda ADAMTS ekspresyonunda azalmalara yol agmistir. RJ’nin de bir kisim
etkisi tespit edilmis olup diger maddelerle kiyaslandiginda daha az etkin oldugu
tespit edilmistir.
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Sekil 9. IL-1a verildikten sonra meydana gelmesi muhtemel olan olaylar ve bunlarin ADAMTS-9
icin dngdrilen mekanizmalari. Bu sitokin hiicre zarindaki reseptoriine baglandiktan sonra adaptor
molekiller NF-kB'ye baglanmaktadir. Herhangi bir inhibitériin olmadigi ortamlarda NF-xB’nin
kompleksinde bulunan inhibitor 6zellikli 1kB ayrilir. p50 ve p65 alt birimleri ortak hareket ederek
ADAMTS-9 geninin promotor bdlgesine baglanir, bu da gen ekspresyonunun artigi ile sonuglanir.
Sentez edilen ADAMTS-9 mRNA's1 hiicre gekirdek zarindan digar1 ¢ikarak ribozomlarda translasyona
ugrar, sentez edilen olgun ADAMTS-9 proteini hiicresel fonksiyonlar gésterir. Disariya salgilanmasi
ile birlikte agrekanaz aktivitesi gosteren bu enzim, proteolitik etkisi ile agrekanazi parcalayarak hem
kikirdak dokusu hem de sinovial sivida hasarlar olugturur. Kurkumin, BAY ve CAPE gibi NF-xB
inhibe edici molekiller, NF-xB yolaginin sonraki asamalarim engelleyerek kaskadin ilerleyen
asamalarinda ADAMTS-9 proteinin sentezini kontrol altina alir.
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6. YORUM

I. OUMS-27 kondrosarkom hiicreleri ile yapilan bu deneyde IL-1a ile ADAMTS-1, -
5 ve -9’un ekspresyonlar1 basarili bir sekilde indiiklendigi ilk kez gosterildi.

Il. Bu artiglar, uygun primerlerin kullanilmasi ile konvansiyonel PCR ile on
caligmalar1 ve uygun kosullar1 belirlendikten sonra Real-time PCR ile gosterildi.

III. Daha once yapilan c¢alismalarda NF-kB inhibisyonu yaparak bir¢ok hastalikta
etkilerinin oldugu gosterilmis kurkumin, CAPE ve RJ maddelerinin 6zellikle
ADAMTS-5 basta olmak {izere ADAMTS-1 ve ADAMTS-9 genlerinin
ekspresyonunu azalttigi ilk kez tespit edildi.

IV. Tiim destek dokularinda oldugu gibi kikirdak dokusunda da bulunan yapisal
agrekan molekiiliinii pargalayarak eklemde hasar olusturma potansiyeli bulunan
agrekanaz aktiviteli bu ADAMTS proteinleri, ekspresyon asamasinda kurkumin
basta olmak lizere diger inhibe edici maddelerle azaltildi. Calismamizdan elde edilen
veriler, kullandigimiz bu ajanlarin degisen oranlarda etkinligi oldugunu gosterdi.

V. OA patogenezinde 6nemli bir yer tutan NF-xB yolaginin kurkumin, CAPE ve RJ
ile inhibe edilme potansiyelinin olmasi bu maddelerin alternatif olarak
kullanilabilecek aday molekiiller olabilecegini gostermektedir.

VI. Bu konuda yapilmis arastirmalarin ¢ok sinirli sayida olmasi, konu hakkinda daha
fazla yorum yapabilme ihtimalimizi azaltmaktadir.

VII. Calismanin basinda ileri siirdiiglimiiz hipotezin tam olarak ispatlanabilmesi i¢in
normal insan kondrosit hucreleri de dahil olmak iizere farkli hiicre serilerinde
yapilacak daha kapsamli ¢aligmalara ihtiya¢ vardir. Bu baglamda su anda
laboratuvarimizda IL-1a ile indiiklenen kondrosit hiicrelerinde ADAMTS-1, -5 ve -

9’un protein analizleri devam etmektedir.
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