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OZET

Osteoartrit (OA), ileri yaslarda siklig1 giderek artan, agr1 ve fonksiyon kaybi1 nedeniyle
yasam kalitesini diisiiren, dejeneratif eklem hastaligidir. Patogenezinde genetik, metabolik,
yapisal ¢ok sayida faktor rol oynamaktadir. Diinya genelinde OA tedavisinde istenen basari
ne yazik ki saglanamamistir. DSO'niin, arastirilmas: oncelikli hastaliklar listesinde OA' da
yer almaktadir. OA’da ortaya ¢ikan kikirdak hasarmin patogenezinden kondrositlerin
redoks strese verdigi adaptasyon yanitlarindaki bozukluklari sorumlu tutan caligmalar
artmaktadir. Son zamanlarda fitofenolik bilesikler, antioksidan, antiinflamatuvar dogal
redoks diizenleyici etkileri sayesinde arastirmalarda odak noktasi haline gelmistir. Buradan
hareketle, OA’nin baslamasinda ve ilerlemesinde rol oynayan hiicre i¢i redoks
mekanizmalart  hedefleyerek, fitokimyasal ajanlarla OA tedavisini yOnetmeyi
amacglamaktayiz. Calismamizda dut yapraginin (Morus alba) standart ekstrelerinin
(ImmunFLEX®) yani sira ekstre i¢eriginde bulunan kersetin ve deoksinojirimisinin ayrica
icerikte bulunmayan oleuropeinin etkileri test edilmistir. Kullandigimiz ajanlarin etkileri
evre-4 osteoartritli hastalarin eklem kikirdagindan izole edilen primer kondrosit hiicre
kiiltiirlerinde caligilmistir. Oksidatif stres parametreleri (ROS, 4-HNE, Pentosidin, 3-NT),
apoptotik belirtegler ve yontemler (kaspaz-3, anneksin V, mitokondri membran
potansiyeli) kullanarak etkilerini test ettigimiz ajanlar genel olarak, mitokondri membran
potansiyelini artirmis, oksidatif ve apoptotik parametrelerde farkli oranlarda azalma
saglamistir. Bu etkiler sayesinde kondrositlerde redoks stres aracili erken apoptoz inhibe
olmus ve hiicrelerde sag kalim artmistir. Calismamiz ile polifenolik ajanlarin OA
tedavisine kazandirilmalar1 siirecine kanitlar sunulmustur. Gazi Universitesi BAP’a
projeyi destekledigi i¢in tesekkiir ederiz.

Anahtar Kelimeler : Osteoartrit, Primer Kondrosit, Oksidatif Stres, Morus Alba Yaprag,
Kersetin, Deoksinojirimisin, Oleuropein

Danisman : Prof. Dr. Cimen KARASU



INVESTIGATION OF REGENERATIVE EFFECTS AND MECHANISMS OF ACTION
OF THE POLYPHENOLIC COMPOUNDS ON REDOX STRESS MEDIATED INJURY
IN THE PATHOGENESIS OF OSTEOARTHRITIS (OA)

(Speciality Thesis)

Zehra AYDIN BEK

GAZI UNIVERSITY
FACULTY OF MEDICINE
DEPARTMENT OF MEDICAL PHARMACOLOGY
February 2021

ABSTRACT

Osteoarthritis (OA) is a degenerative joint disease characterized by progressive pain and loss
of function elderly patients. Structural, genetic and metabolic factors are involved in the
pathogenesis of OA. Unfortunately, there has been no success in treating OA worldwide. OA
is included in WHO's list of priority medicine. The increasing evidence of the cartilage damage
occured in OA is related with disturbances of redox stress response of chondrocytes.
Phytophenolic compounds have become in focus , due to their antioxidant, anti-inflammatory
and redox-regulatory effects in recent studies . So we aimed to reorchestrate the OA therapy
with phytochemicals via targeting redox pathways involved in early or onset OA. In our study,
a standardized mulberry extracts (ImmunFLEX®) and their major bioactive components,
Quercetin and Deoxynojirimycin, and also Oleuropein were tested on primary chondrocyte cell
cultures isolated from knees of the grade 4 OA patients. The effects of agents on oxidative
stress (ROS, 4-HNE, Pentosidine, 3-NT) and apoptotic markers (caspase-3, flow cytometry/
annexin V, mitochondrial membrane potential) were investigated. As a result, agents increased
mitochondrial membrane potential at different rates and decreased oxidative and apoptotic
parameters. Thus, redox stress-mediated early apoptosis was inhibited and the survival rate in
cells increased. Our study provides evidences for the crucial role of supplementing
polyphenolic agents in OA therapy. We thank Gazi University BAP for supporting the project.
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1. GIRIS

Osteoartrit (OA), eklem kartilajinda meydana gelen ilerleyici ve geri doniisiimsiiz hasara
bagl olarak eklemlerde agr1 ve fonksiyon kaybi ile karakterize dejeneratif bir hastaliktir.
Diinyada en yaygin goriilen eklem hastaligidir [1]. Yaslanan niifus ve artan obezite
sonucunda siklig1 giderek artmaktadir [2]. OA, orta yas ve yaslilik doneminde engelliligin
baslica nedenleri arasinda olup, kisilerin sosyal yasantilarini kisitlamasi, bedensel sagligin
yani sira ruh sagligin1 da olumsuz yonde etkilemesi, hem tedavi masraflart hem de is giicii
kaybina bagli olarak iilke ekonomisine maliyetinin yiiksek olmasi sebebiyle bir halk saglig
sorunu haline gelmistir [3,4]. Diinya Saglhk Orgiitii (DSO) hastaligin kiiresel yiikiinii de

g0z Oniine alarak hazirladigi oncelikli ilaglar raporuna OA’y1 da dahil etmektedir [5].

Gilinlimiizde OA tedavisine yonelik bircok ¢alisma devam etmekte ancak heniiz OA’nin
olusmasini ya da ilerlemesini engelleyebilecek radikal tedaviler bulunmamaktadir. Mevcut
modern tedaviler semptomlar1 hafifleterek, yasam kalitesini artirmaya odaklanmistir. OA
da kullanilan analjezik anti-inflamatuvar ilaglar, steroidler tedavide yeterli olamamakta
hatta uzun siire kullanildiklarinda istenmeyen olumsuz etkiler olusturmaktadirlar [6,7].
Hiyaluronik asit, glukozamin, kondroitin siilfat gibi destekleyiciler hastaligin prognozunda
kismen etkilidirler. Biyomateryal enjeksiyonlari, kok-hiicre ve gen transferi gibi
uygulamalar ise basar1 sanslari hala tartigmali olan pahali yaklagimlardir [8]. Bu nedenle,
OA’nin olugsmasinda ve ilerlemesinde rol oynayan birden fazla hiicre i¢i kaskadi
hedefleyerek rejeneratif yolaklari indiikleyebilen farmakolojik ajanlara ihtiyag

duyulmaktadir.

Hastaligin patofizyolojisinde biyomekanik, biyokimyasal, genetik, metabolik ¢ok sayida
faktoriin etkili oldugu gosterilmistir [9]. OA; anormal eklem doku metabolizmasi, eklem
iltihab1 ve uyumsuz onarim yaniti ile karakterize bir hastaliktir [10,11]. OA’nin ayirt edici
ozelligi olan kikirdak dejenerasyonu, kondrositlerin doku homeostazini silirdiirme
yeteneginin bozulmasinin bir sonucudur. OA hastalarinda, eklem dejenerasyonunu artiran
onemli mekanizmalardan biri, inflamatuvar yanitlari tetikleyen ve hiicreleri erken apoptoza
yonlendiren redoks disregiilasyondur [12]. Kondrositlerde ve sinoviyositlerde redoks
homeostazin oksidasyon lehine bozulmasi bu hiicrelerin oksidan strese tepkilerinin ve
metabolik adaptasyonlarinin  kademeli olarak bozulmasiyla sonuglanir [13,14].

Kondrojenik hiicrelerde redoks sinyal yolagi ile iliskili degisikliklerin, inflamatuvar



yolaklara ve sag kalim siireglerine dolayisiyla OA patogenezine etkilerinin anlagilmasi,
tedaviyi planlamaya yon verecek, hiicre i¢i yeni hedeflerin ve bu hedeflere yonelik yeni

ajanlarin bulunmasina 1s1k tutacaktir.

Artan sayida bilimsel arastirma, bazi polifenolik fitokimyasallarin deneysel OA’y1 6nleme
veya tedavi etme potansiyeline sahip olduklarini ve bu bilesiklerin en azindan antioksidan
ve anti-inflamatuvar etkileri sebebiyle anti-osteoartritik faydalari olacagini 6ne siirmektedir
[15, 16]. Polifenoller bakimindan zengin diyetin, OA’l1 hastalarda; serum interlokin-1p
(IL-1pB), timor nekroz faktor-a (TNF-a), matris metalloproteinazlar (MMP-1 ve MMP-13)
gibi inflamatuvar molekiilleri azalttigi gosterilmistir [17]. Benzer olarak, zeytin
yapraklarindan elde edilen polifenolik bilesiklerin, deneysel artrit modellerinde ve kendi
hiicre kiiltiirii ¢alismalarimizda anti-artrit ajan olarak etki gosterdikleri ortaya ¢ikarilmistir
[18, 21]. Randomize ¢ift kor plasebo kontrollii bir klinik ¢alisma, oral Hidroksitirazol
takviyesinin diz OA {izerindeki etkilerini test ederek plasebo grubuna kiyasla
hidroksitirazol grubunun daha yiiksek bir iyilesme gosterdigini ortaya koymustur [22].
Kersetinin; kondrositlerin inflamasyonunu ve apoptozunu inhibe ederek, oksidatif stresi
zayiflatarak pro-kondrojenik bir ortam olusturdugu, kondroprotektif etkiler gosterdigi son
birka¢ yil igerisinde ¢ok sayida makalede gosterilmistir [23,25]. Bir secoiridoid olan
oleuropeinin, Kkartilalaj katabolik biyobelirteglerini ve OA lezyonlarinin ilerlemesini
onemli dl¢iide azalttigi [26], anti-inflamatuvar etkileri oldugu [27,30] ve otofajiyi arttirdigi
gosterilmistir [31]. Morus alba L. ekstreleri verilen OA’ll siganlarda inflamasyonun

onlendigini ve agrinin giderildigini gosteren gesitli makaleler bulunmaktadir [32,33].

Calismamizda, evre 4 OA’l1 hastalarin kartilaj dokusundan izole edilen primer kondrosit
hiicre kiiltiirlerinde, Immunflex adl ticari preparatin igerigini olusturan beyaz dut (Morus
alba L) bitkisinin yaprak ekstreleri kullanilmis, ayrica  ekstre igeriginde bulunan
polifenolik bilesiklerden kersetin, deoksinojirimisin ve igerikte bulunmayan oleuropein ile

etkileri karsilagtirmali olarak test edilmistir.

Arastirmamizda, OA’da etkili olabilecekleri 6n ¢alismalarla gosterilmis ya da literatiir ile
desteklenmis, yukarida ad1 gegen bitkisel ekstre ve polifenolik bilesiklerin, OA tedavisinde
potansiyel yeni ajanlar olup olamayacagina dair bilimsel kanit olusturulmasi

hedeflenmistir. Ayrica OA’da dejenerasyona giden siiregte redoks aktif mekanizmalarin



hangi yolaklar iizerinden hangi sinyalleri etkileyerek fizyopatolojiye Kkatistigi

aragtirilmastir.

2. GENEL BILGILER

2.1. Osteoartrit

Osteoartrit (artroz, dejeneratif artrit, dejeneratif eklem hastaligi, kire¢lenme), sinovyal
cklemlerde kikirdak kaybi (kondropati) ve eslik eden periartikiiler kemik tutulumu
bulgular ile karakterizedir. Ozellikle ileri yaslarda sik goriilen, hareketliligi kisitlayan,
kronik fonksiyon kaybi ile hastayr dis destege bagimli kilan, agrili, dejeneratif bir eklem
hastaligidir [9]. En sik rastlanan eklem hastalig1 olmakla beraber, tiim diinyada engelliligin

de baslica sebepleri arasindadir [34].

Semptomatik ve radyolojik osteoartrit prevalansi yas ile artmaktadir. Yetmigli yaslarda
bireylerin biiyiik kisminda radyolojik olarak osteoartrit saptanmakla birlikte bu bireylerin
yarisindan daha azinda semptomlar ortaya ¢ikmaktadir. Diinyada farkli bolgelerde ve farkli
zamanlarda yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarda 65 yas Ve iistii popiilasyonda semptomatik
diz OA varhigr %10-30 arasinda degismektedi [35]. Genel olarak kadinlardaki prevalansi
erkeklerden daha fazladir. Tirkiye’de yapilan bir prevalans ¢alismasinda ise 50 yas ve
iizeri popiilasyonda semptomatik diz OA prevalansi %14.8 olarak rapor edilmistir. Diinya
genelinde ortalama yasam siiresinin uzamasi ve artan obeziteye bagli olarak hastaligin

prevelansinin da giderek artacagi tahmin edilmektedir [1,36,37].

Osteoartrit i¢in glinimiizde bilinen, kikirdagi yenileyen radikal bir tedavi yoOntemi
bulunmamaktadir. Geri doniisii olmayan bu hastalik i¢in oncelikle egzersiz, kilo kontrolii,
fizik tedavi, ilag tedavileri ve bazi invaziv yontemler kullanilmakta, bu tedavilerden fayda

gormeyen agir hastalarda ise ¢esitli cerrahi girisimler uygulanmaktadir [36].

Osteoartrit; kikirdak, subkondral kemik, eklem kapsiilii, sinovyum, meniskiis, tendonlar,
ligamanlar olmak {izere eklemin tiim yapilarini ilgilendiren bir hastaliktir ve patogenezinde

coklu mekanizmalarin rol aldig1 bilinmektedir



Sinovyal eklemlerin 6nemli bir parcasi olan kikirdak (kartilaj); damar, sinir ve lenfatik
yapilar icermez. Kartilaj, ekstraseliiler matriks ve bu doku igine seyrek olarak dagilmis
kondrositlerden olusmustur. Ekstraseliiler matriks, kondrositler tarafindan sentezleniyor
olup esas olarak kollajen (yaklasik %50) ve proteoglikanlardan meydana gelmektedir.

Kikirdak dokunun iyilesme/ kendini yenileme kapasitesi zamanla azalmaktadir [38].

Onceden OA'min;  yaslanmanin fizyolojik bir sonucu oldugu, mekanik asinma ve
yipranmaya bagli olarak gelistigi distiniildiigiinden dejeneratif eklem hastaligi seklinde
isimlendirilmistir. Ancak OA {izerine yapilan bir¢ok calismada, OA’nin yaslanmadan
bagimsiz bir sekilde ortaya ¢ikabilecegi, yaslanmanin yalnizca bir faktér oldugu; eklem
biitiinliigli, genetik yatkinlik, lokal inflamasyon, mekanik kuvvetler, hiicresel ve
biyokimyasal siire¢ler dahil olmak iizere yapisal ve mekanik bir¢cok faktoriin etkilesimi

sonucu OA’ nin meydana geldigi gosterilmistir [39].

Epidemiyolojik caligmalarda osteoartritin  tanimlanmas1 ve hastalik siddetinin
degerlendirilmesi i¢in radyolojik kriterler kullanilmaktadir. En sik kullanilan radyolojik
kriterler 1957 yilinda Kellgren ve Lawrence tarafindan tanimlanan kriterlerdir.
Calismamizda evre 4 hastalar kullanilmistir. Kellgren ve Lawrence’a gore evre 4, biiyiik
osteofitler, eklem araliginda ileri derecede daralma, belirgin subkondral kemik sklerozu ile

karakterizedir [40].
2.2. Osteoartrit Patogenezi ve Hiicre I¢i Degisiklikler

Kondrositler metabolik olarak kikirdagin fonksiyonel bir birimidir ve g¢evresindeki
ekstraselliiler matriksin olusturulmast ve homeostazin idamesinden sorumludur.
Kondrositler yasam boyunca matriks makromolekiillerini yikip yeniden sentezlerler. Bu
dongii hayatin erken donemlerinde hizli iken ilerleyen yasla beraber yavaslamaktadir. Bu
anabolik ve katabolik aktiviteler arasindaki denge 6nemlidir ve her iki olayda da cesitli
mesajct proteinler, biiylime faktorleri, sitokinler ve enzimler rol alir. Kikirdak ve
subkondral kemikte, yapim ve yikim arasindaki dengeyi saglamaya yonelik dinamik siire¢

OA varliginda bozulmustur [8, 41].

Osteoartritik siiregte en Onemli rolii olan hiicreler kondrositlerdir. OA’nin erken

donemlerinde, kondrositlerde proliferasyon ve sekresyonda artis goriilmektedir. Bu



donemde kondrositlerden degradasyonu arttiran birgok proteolitik enzim (MMP-9, MMP-
13, ADAMTS-5, kollajenaz vb) ve proinflamatuvar molekiil (IL-1, IL-6, TNF-a, COX-2,
INOS) saliverildigi insan ve hayvan c¢alismalarinda gosterilmistir [42, 43]. Mobasheri,
Musumeci ve arkadaslariin osteoartrit patogenezi lizerine yaptigi ¢calismalar, ayrica bizim
laboratuvarimizda yliriitmekte oldugumuz arastirmalar OA’da anormal fizyolojik cevaba
yol agan birden fazla hiicresel faktoriin redoks stres ile iligkisini ortaya koymustur [13, 21,
44-46]. Benzer calismalar, OA’da ortaya ¢ikan kikirdak hasarinin patogenezinden,
kondrositlerin ve sinoviyositlerin redoks strese verdigi adaptasyon yanitlarinin bozulmasini
ve boylece dejeneratif siireglerin tetiklenmesini sorumlu tutmaktadir [13, 14, 34, 47, 48].
Kondrojenik proteinlerin ileri oksidasyonu, fizyolojik sinyal iletiminin bozulmasina, hiicre
harabiyetine ve erken apoptoza neden olur [49]. ileri derecede oksitlenen proteinler
fonksiyonlarini yitirerek kondrositlerde birikmeye baslarlar; bu durum klinikte kikirdak
deformabilitesinin  hizlanmasiyla karakterizedir [11]. Hiicre iginde osteoartritik
degisiklikler bagladiginda bir¢ok oksidan faktoriin (peroksinitrit, alkoksi, peroksi gruplari
vb) dejeneratif siirece katildigi [50] ve oksidatif stres belirteglerinin plazma diizeylerinin
arttig1 goriilmiistir [42, 51]. Stres altinda ve anormal metabolik kosullarda, kondrositlerde
gliko-lipo-oksidasyon reaksiyonlari artar ve sonrasinda olusan ileri glikasyon/gliko-
oksidasyon son {irtinleri ve ileri peroksidasyon/lipo-oksidasyon son tiriinleri kikirdak temel
bilesenlerine atak yaparak disfonksiyonel protein eklentileri olustururlar [52,54].
Disfonksiyonel protein eklentileri 6zellikle diyabet ve obezite ile iliskili olarak ortaya
cikan OA’da patolojiyi tetikleyen onemli faktorler olarak bildirilmektedir [52, 55]. Son
yillarda yayimlanan makalelerde, OA’nin tip 2 diyabetlilerde, metabolik sendromu olan
obez bireylerde goriilme sikligi arttigi i¢in, OA metabolik bir hastalik olarak da
tanimlanmaktadir [56, 57].

Osteoartritli kondrositlerde redoks homeostazin bozulmasi, mitokondri ve endoplazmik
retikulumda stres olusturarak erken senesensi tetikleyici ve kondrositleri apoptoza
stiriikleyici siiregleri baslatir. Mitokondri 6nemli bir ROS (Reaktif Oksijen Tiirevleri)
kaynagt oldugundan, hiicrede ROS iiretimi ile antioksidan kapasite arasinda bir
dengesizlige yol acan mitokondriyal disfonksiyon, OA gelisimine katkida bulunmaktadir
[58]. Bu degisikliklere kollajen sentezinin bozulmasi, kondrojenik aktivitenin azalmasi ve
onarim mekanizmalarinin yavaglamasi eslik eder [59,61]. OA’da eklem kikirdaginda
meydana gelen dejenerasyonun nedeni, inflamatuvar degisiklikler, katabolik genlerin

ekspresyonunu artiran oksitlenmis disfonksiyonel proteinlerin yigilmalari, erken apoptoz



gibi ¢ok faktorlii olaylara atfedilmektedir [12, 48]. Bu nedenle OA’ya miidahale etmek i¢in
tasarlanmis farmakolojik yeni bir ajanin, patogenezin olugmasina ve ilerlemesine yol agan

redoks degisikliklere hedeflendirilmesi akilc1 yaklagimdir.

2.3. Osteoartrit Tedavisi

Osteoartritin giiniimiiz sartlarinda radikal tedavisi olmadig1 gibi, patolojiyi olusturan hiicre
ici mekanizmalara yonelik 6zglin bir tedavisi de bulunmamaktadir. Bunun temel sebebi
hastaligin patofizyolojisinin yeterince anlasilamamasidir. Bu yiizden osteoartrit tedavisi
semptomatik olup ileri vakalarda eklem replasmani yapilmaktadir. OA tedavisinde
kullanilmakta olan nonsteroid anti-inflamatuvar ilaglar (NSAIl), hastaligin bazi
semptomlarini hafifletse de, hastaligin ilerlemesini 6nlemede yetersiz kalmakta, hatta uzun
siire kullamildiklarinda istenmeyen etkiler olusturmaktadirlar. Intra-artikiiler glukokortikoid
enjeksiyonu [62], stronsiyum renelat [63, 64] ya da glukozamin, kondroitin siilfat [65] gibi
destekleyici tedaviler kullanilarak hastaligin semptomlar1 hafifletilmeye calisilmaktadir.
Benzer sekilde, alendronat, hyaluronik asit, kollajen hidrolizat, vitamin C, vitamin D,
aspirin  klinik ¢alismalarda pozitif sonuglar gostermistir. Diger yandan, kalsitonin,
rizedronat, doksisiklin, selesoksib klinik ¢alismalarda hastaligin  progresyonunu
hafifletmemistir [66]. MMP, ADAMTS gibi kikirdak yikimindan sorumlu enzim
ailelerinin  kimyasal inhibisyonu ise insan klinik deneylerinde giivenlik sorunlari
olusturmaktadir. Diger sistemik ilaglar ya da destekleyiciler olan teriparatid, leptin,
zoledronik asit, bevakizumab, atorvastatin, omega-3 yag asitleri, donepezil, naproksen,
etodolak, ursadeoksikolik asit, lityum klorid, rebamipid in vitro hayvan g¢alismalarinda
pozitif sonuglar gdstermelerine ragmen kartilaj onarimina etkileri klinik ¢alismalarla
desteklenmelidir. Likofelon, sklerostin, siklopamin, siklodekstrin, osteoprotegerin, f-
kriptoksantinosteojenik protein-1, fibroblast biiyiime faktorii-2 gibi birgok molekiil heniiz
pazarda olmamalarina ragmen Kkartilaj iyilesmesinde umut vadetmektedirler [67, 68].
Ilerlemis OA vakalarina uygulanan rekonstrriiktif cerrahi yontemleri, gen transferi
yaklagimlari, mezensimal kok hiicre nakilleri (MSC), biyomateryal implantasyonlari (PRP,
ACS) ve kikirdak doku miihendisligi umut verici ancak uygulanabilirligi zor, pahali, agrili,
etkinin siirdiiriilebilirligi bakimindan zayif ve yaygin klinik kullanim kriterleri dikkate

alindiginda ses getirecek bir basariya heniiz ulasamamis gelismelerdir [69,72].



OA tedavisi, diinyada heniiz karsilanmamis medikal gereksinimlerden biri olarak
tanimlanmakta ve radikal ¢ozliim arayislar1 devam etmektedir5. Bu nedenle, OA’nin
kompleks patolojisinin birden fazla basamagina hedeflendirilmis, pratik kullanimi olan ve
farmakoekonomik O6zellik tasiyan, OA’l1 hastalarda giivenle kullanilabilen farmakolojik
ajanlara ihtiyag duyulmaktadir. Boyle bir ajanin kesfi diinya saglik otoritelerinin de
oncelikli hedeflerindendir [5, 73]. Kikirdagin iyilesme kapasitesinin kisitli olmasi dikkate
alindiginda, oksidatif dejeneratif hasara kars1 ozellikle “rejenerasyon” siireglerine etkili
olabilecek redoks modiilator ajanlar ile OA’nin muhtemel tedavisinin planlanmasi1 hakli
yaklasimdir. OA ve polifenolik bilesikler {lizerine ¢alismalar yapan Mobasheri, Musumeci
ve arkadaglari, ayrica literatiirdeki baska bir¢ok bilimsel arastirma, polifenolik
fitokimyasallarin deneysel OA’y1 6nleme veya tedavi etme potansiyeline sahip olduklarini
ve bu bilesiklerin en azindan antioksidan ve anti-inflamatuar etkileri sebebiyle klinikte

anti-osteoartritik faydalar1 olacagimi 6ne stirmektedir [15, 16, 73, 74].

2.4. Polifenolik Bilesikler

Bitkiler, igeriklerinde bulunan biyolojik aktif bilesiklerin zenginligi nedeniyle bircok
hastalikta umut vadetmekte bu sebeple diinya ¢apinda ilag kesfi ve pazarinda énemli rol
oynamaktadirlar. Yeni bir ilacin gelistirilmesi yaklasik 15 yil ve 800 milyon dolara mal
olmakta iken, toplumda giivenliligi/etkililigi bilinen, bitki kaynakli bir ilacin gelistirilmesi
10 yildan daha az zaman almakta ve yaklasik 80 milyon dolara mal olmaktadir [75, 76].
Business Communications Company Research (BCC) raporunda, 2017'de bitkisel kaynakli
ilag pazarinin 29,4 milyar dolar degerinde oldugu, bu rakamin 2022'de tahminen 39,6

milyar dolara ulasacag belirtilmistir [77].

Biyoaktiviteleri in vivo ve in vitro galismalarla son yillarda daha ¢ok arastirilan
fitokimyasallar (fito; yunancada bitki), 6zellikle minimal islenmis bitkilerde bulunan,
temel besin maddesi olmaktan ziyade hiicresel diizeyde faydali islevleri olan bilesiklerdir.
Fitokimyasallar arasinda en ¢ok bilinen bilesikler; polifenoller, alkaloidler, fitosteroller ve
karotenoidlerdir. Fenolik asitler ve flavonoidlerin de dahil oldugu polifenolik grubu
bilesiklerle yapilan sitoprotektif calismalar giin gectikce artmaktadir. Bu bilesiklerin
antioksidan,  anti-inflamatuvar,  rejeneratif  etkileri ~ sayesinde  hiperglisemi,

hiperkolesterolemi, hiperlipidemi, ateroskleroz, obezite, gibi bir¢ok metabolik hastalikta,



kardiyovaskiiler hastaliklarda, kanser ve norodejeneratif hastaliklarda umut vaad eden
etkileri gosterilmistir [78,79,45,46,80,88].

2.5. Osteoartritin Onlenmesi ve Tedavisinde Polifenolik Bilesiklerin Rolii

Osteoartrit ile sonuglanan bozukluklarin hiicre i¢i mekanizmalarinda sadece bir yolagi
hedefleyen ve tek etken maddeden olusan sentetik ilaglara kiyasla, 6rnegin ekstraseliiler
matriks metabolizmasini1  diizenleyen, matriks metalloproteinazlart inhibe eden,
inflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunu kontrol eden, erken apoptozu Onleyerek hiicre
homeostazini fizyolojik sinirlarda tutan, kondrojenezi stimiile eden 6zgiin fitokimyasal
formiilasyonlarin, icerikleri standardize edilmis bitkisel ekstrelerin, etkili ¢ozliim araglari
olabilecegini gdsteren deneysel/ klinik caligmalarin ve pratik bilimsel uygulamalarin sayis1
giderek artmaktadir [16, 73, 89, 95]. Ornegin polifenolikler icerisinde son yillarda ilgi
odagi olan kurkuminin, inflamatuvar sitokinleri inhibe eden, kondroprogenitor
fonksiyonlar1 diizenleyen, mezenkimal hiicrelerde kondrojenik farklilasmayi tetikleyen
fitokimyasal bir ajan olarak OA’da etkililigi kanitlanmis ve bu amagla nutrasotik formlar
bulunmaktadir [41,73,92,96,97]. Benzer sckilde, berberin, sican kondrositlerinde ve
kondrosit hiicre kiiltiirlerinde etkililigi ve etki mekanizmalar1 gosterilmis bir
fitokimyasaldir [98]. Bitkilerden izole edilen bir baska alkoloid olan harmin ile yapilan
deneysel c¢alismalar bu molekiiliin kondrojenik ve kondroprotektif etkilerini ortaya
koymustur [91]. Saygin ¢alismalar, polifenolik igerigi yiiksek bitkisel diyetin, en azindan
anti-inflamatuvar etkileri nedeniyle, OA’li hastalarda kullanilmalar1 konusuna wvurgu
yapmaktadirlar [99]. Fitokimyasallarn, OA tedavisinde sik kullanilan glukozamin ve
kondroitine kiyasla, OA’nin ilerlemesini anlamli olarak azalttigin1 gosteren galismalar
mevcuttur [100]. Polifenolik fitokimyasallardan resveratrol ve mangiferin ile yapilan
caligmalarda OA’nin Onlenmesi ve kikirdak rejenerasyonunun saglanmasi konularinda
Olumlu bulgular elde edilmistir [101, 102]. OA olusturulmus deney hayvanlarinda,
fitokimyasal karigimlarin, kikirdak metabolizmasini diizelttiklerini, ekstraseliiler matriks
degradasyonunu ve erken apoptozu onlediklerini, eklemlerde dejenerasyonu azalttiklarini,
kondrogenez ve osteogenezi arttirdiklarini gosteren ¢alismalar vardir [103,105]. OA’l1 440
hastada gergeklestirilen, randomize kontrolli, c¢ift kor, ¢cok merkezli klinik bir ¢aligma,
etkileri glukozamin siilfat ve selesokzib ile karsilastirilan ayurvedik bitkisel bir
formiilasyonun (Tinospora cordifolia, Zingiber officinale, Emblica officinalis, Boswellia

serrata ekstreleri iceriyor) 24 hafta boyunca OA’ll hastalara verilmesinin diger tedavi



ajanlarina oranla dejenerasyonu anlamli olarak gerilettigini ve kondrojenik etkisiyle
kikirdak rejenerasyonu gerceklestirdigini ortaya koymustur [106]. Baska bir klinik ¢alisma,
Harpagophytum procumbens, Curcuma longa ve bromelain karisimiindan hazirlanmis bir
nutrasotigin - (AINAT®, 650 mg), OA’ll hastalarda agriyr giderdigini, kikirdak
dejenerasyonunu gerilettigini bildirmektedir [107]. Benzer sekilde, willow bark ekstresi
(STW 33-1, Proaktiv®) verilen OA’li1 hastalarda semptomlarin geriledigi ve agrinin
azaldig1r bildirilmistir [108]. Deneysel OA modelinde kikirdak hasar1 belirteglerinin
zeytinyagi uygulamasi sonrasinda diizeldigi gosterilmistir [20]. Kersetin glikozitleri ve
kondroitin siilfat, OA’l1 hastalarda beraber kullanildiginda, plasebo grubuna oranla,
kikirdakta kollajen yikiminin azaldigi, kollagen sentezinin arttig: bildirilmistir [109]. OA’l1
hastalarin diz eklemi igerisine enjekte edilen, kersetin igeren polifenolik karigimin,
inflamasyonun eslik ettigi dejenerasyonu iyilestirdigi de kanitlanmistir [110]. Plasebo
kontrollii ¢ift kor klinik bir caligmada, zeytin yapraginin baslica polifenolik bilesiklerinden
hidroksitirazol ile dort hafta boyunca tedavi edilen gonartroz’lu hastalarda eklem agrisi
anlamli olarak azalmistir [22]. Yine oleuropein ve rutin tiikketiminin de kobaylarda OA

gelisimini 6nledigi gosterilmistir [26].

Zeytin yapragi ekstresi ile beslenen siganlarda lubrisin ve IL-6 ifadelenmelerinin azaldigi
ve kikirdak oligomerik matriks proteini (COMP) seviyelerinin arttigi gosterilmistir [20].
Oleuropein [111] giiclii bir antioksidan [28, 112], anti-inflamatuvar [30] ve otofaji uyarani
[31] olarak kartilaj katabolik biyobelirteglerini azaltmis ve OA lezyonlarinin ilerlemesini

onlemistir [26].

Dogada birgok bitkide bulunan bir flavanoid olan kersetin’in OA’ya kars1 faydal etkilerini
hiicresel diizeyde gosteren ve etki mekanizmalarini agiklayan makaleler vardir [23,25].
Kersetin, SOD ve TIMP-1'i arttirabilir, MMP-13"ii azaltabilir ve oksidatif stres tepkilerini
zayiflatarak, kikirdak hiicre dist matriksinin bozulmasini 6nleyerek OA’nin olusturdugu
dejenerasyonu engelleyebilir [113]. Kersetin, kondrositlerin inflamasyonunu ve
apoptozunu inhibe ederek, OA mevcudiyetinde kikirdak onarimini arttirmak igin pro-
kondrojenik bir ortam olusturarak kondroprotektif etkiler gosterir [24]. Yine kersetin, OA
sican modelinde, kondrositlerde endoplazmik retikulum (ER) stresin SIRT1/AMPK aracili
inhibisyonu ile oksidatif stres kaynakli apoptozu azaltir ve OA’nin ilerlemesini 6nler [25].
Yukarida bahsedilen ¢aligsmalar ve buna benzer daha bir¢ok ¢alisma, bitkisel polifenolik

bilesiklerin OA tedavisinde faydali olabilecek etkilerine vurgu yapmaktadir. Bu bilgiler
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dogrultusunda ¢alismamizda; oleuropein, dut yapragi ekstreleri ve dut yapragi igerisinde
bulunan polifenollerden kersetin ve deoksinojirimisin ile OA tedavisini hedef almamiz

akilc1 bir adim olmustur.

2.6. Morus (Dut) Bitkisi

Moraceae (dutgiller) familyasindan Morus (dut) cinsi; ilag, gida ve kozmetik endiistrisinde
kullanimi yaygin olan, biyoaktif igerigi zengin onemli bitkilerdendir. Morus cinsi genel
olarak farkli iklim sartlarina uygun tiirler igerir. Diinya genelinde yaygin olan ii¢ ana tiirti
vardir; beyaz, kirmiz1 ve kara dut (Morus alba, rubra, nigra). Ulkemizde de dut agaclari
yaygin olarak yetismektedir. Yetisen bu agaclarin %95’1 Morus alba L., %3’t Morus
rubra L. ve %2’si Morus nigra L. tiirine aittir. Morus alba ise yaygin olarak Dogu
Anadolu Bolgesi’nde yetismektedir. Morus alba bitkisinin farkli kisimlarmin ve

meyvelerinin kullanilist M.O. 3000 yillarma kadar uzanmaktadir [114,116].

Geleneksel ¢in tibbinda atesi 6nleme, goérmeyi iyilestirme, sakinlestirme, kan basincini
diistirme, idrar ¢ikisini artirma, eklemleri giiclendirme amaglariyla dut agacinin meyve,
yaprak ve kabuk kisimlari ¢ok eskilerden beri kullanilmaktadir [117]. Hindistan, Cin, Kore
ve Japonyada dut yapraklarinin ¢esitli gida ve caylar igerisinde giinliik hayatta kullanimi da

mevcuttur [118].

2.7. Morus Alba (Beyaz Dut) Yapragindaki Biyoaktif Fitokimyasallar

Morus alba L. (Dut) yapragi ekstrelerinin; antioksidan, antidiyabetik, antiinflamatuvar,
antianksiyete, antimikrobiyal ve antiviral etkileri bir ¢ok ¢alisma ile ortaya ¢ikarilmigtir
[114,118]. Bu etkilerden dut yapragi igerigindeki biyoaktif fitokimyasallar sorumlu

tutulmaktadr.

Dut yapraginda bulunan baslica fitokimyasallar Cizelge 2.1’de verilmistir [103, 118,120].
Bu bilesiklerin farmakolojik etkilerini ayr1 ayr1 gosteren ¢alismalarin sayisi ¢ok azdir. Dut
yaprag igerisinde antioksidan etkilerden sorumlu olan ¢ok sayida polifenol bulunmaktadir
[103, 118]. Fenolik igerigi yiiksek olan bitkilerin antioksidan ozellige sahip olduklari
bilinmektedir. Fenolik bilesiklerden antosiyanince zengin olan olgun dut meyveleri, C

vitamininden daha giiglii radikal siipiirme aktivitesine sahiptir. M.alba’nin yaprak
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ekstrelerinin total fenolik igerigi, serbest radikal siipiirme aktivitesi, ferrik indirgeme giic,
demirli iyon selatlama etkisi; meyvelerinden ¢ok daha yiiksektir. Antioksidan aktivite
siralamasi: gelismekte olan yapraklar > geng¢ yapraklar ~ olgun yapraklar > olgun

meyvelerdir [116].

Dut yapraginda bulunan ve antioksidan ya da redoks modiilator etkiden sorumlu
olabilecegi diisliniilen flavonoidler, flovanlar ya da bazi diger polifenoliklerin OA
patogenezine kars1 etkili olabilecekleri [118] diisiincesinden yola ¢ikilarak bu tez galismasi

tasarlanmistir.



Cizelge 2.1. Dut Yapraginda bulunan biyoaktif bilesikler

Flavonoids

Atalantoflavone

Benzyl D-glucopyranoside

Brosimine B

Cyclomulberrin

Deguelin

2'7-Dihydroxy-4'-methoxy-8-prenylflavan

2' 4'-Dihydroxy-7'-methoxy-8-prenylflavan

3',8-Diprenyl-4' 5,7-trihydroxyflavone

3'-Geranyl-3-prenyl-2',4’ 5,7-tetrahydroxyflavone

6-Geranylapigenin

8-Geranylapigenin

8-Hydroxyethyl-7,4'-dimethoxylflavane-2'-0-pB-p-glucopyranoside

Kaempferol

Kaempferol-3-B-p-glucopyranoside

Kaempferol-7-0-glucoside

Kaempferol-3-0-(6-malonyl)-glucoside

Kaempferol-3-0-glucopyranosyl-(1,6)-B-p-glucopyranoside

Kuwanon C, |, S

Luteolin

7-Methoxyl-8-ethyl-2',4’-dihydroxylflavane-
—2"-0-f-p-glucopyranoside

7-Methoxyl-8-hydroxyethyl-2',4'-dihydroxylflavane

Morusin

Myricetin

Naringenin

Norartocarpetin

Quercetin

Quercetin-3-0-glucoside

Quercetin hydrate

Quercetin-3-0-(6-malonyl)-B-p-glucopyranoside

Quercetin-3,7-p-0-[3-p-glucopyranoside
Quercetin 3-(6-malonyloglucoside)
Quercetin-3-0-glucoside-7-0-rhamnoside
Quercetin-3-0-rhamnoside-7-0-glucoside
Rutin

Roseoside 11

Sanggenon ], K

Scopolin

Skimmin

Chalcones
Isobavachalcone
Morachalcones A, B, C

Phenolic acids

Caffeic acid
1-Caffeoylquinnic acid
4-Caffeoylquinnic acid
S5-Caffeoylquinnic acid
Chlorogenic acid
m-Coumaric acid
p-Coumaric acid
Ferulic acid

Gallic acid
p-Hydroxybenzoic acid
Protacatechuic acid
Protocatechuic aldehyde
Sinapic acid
Syringaldehyde
Syringic acid

Vanillic acid

Coumarins
7-Hydroxycoumarin
7-Hydroxy-6-methoxycoumarin

Polvhydroxyalkaloids
1-Deoxynojirimycin
2-0-e-p-Galactopyranosyl-deoxynojirimycin
D-Fagomine
4-0-B-o-Clucopyranosyl-fagomine
3-epi-fagomine
cis=5-Hydroxypipecolic acid
trans-5-Hydroxypipecolic acid
Isofagomine

Methylpyrrolidine carboxylic acid
Pipecolic acid

Catechins

Catechin

Epicatechin
Gallocatechin
Gallocatechin gallate

Terpenoids
a=-Amyrin
Lupeol
Loliolide

Stilbenoids
Chalcomoracin

Moracin C, D, M, N, P, VY
Mulberrofuran F1
Mulberrofuran F
Mulberroside F

2.8. Morus Alba Yapraklarindaki Fitokimyasallarin Farmakolojik Etkileri

Dut yapraginda bulunan baslica flavonoidler kercetin, luteolin, kaempferol, rutin, apigenin,
naringin olarak bildirilmistir. Ayrica, morusin, mulberrin gibi flavonlar, fenolik asitler,
stilbenoidler, kalkonlar ve polihidroksillenmis piperidin alkaloidi deoksinojirimisin dut

ekstresi icerisinde bulunan onemli bilesiklerdir [121, 122]. Dut yapraklarinda bulunan
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polifenolik bilesiklerin antidiyabetik, antimikrobiyal, anti-aterosklerotik, antiartrit,
noroprotektif vb farmakolojik etkilere sahip oldugu, kan glukozu ve kolesterol diizeylerini

diistirdiigii cesitli ¢alismalarla kanitlanmistir [88, 115, 123,125].

Moranolin olarak da bilinen 1-Deoksinojirimisin dut yapraginda yiiksek miktarda bulunan
bir biyoaktiftir ve giiglii a-glukozidaz inhibitori etkisine sahiptir [123]. Oral antidiyabetik
ilaglardan olan miglitol, 1-deoksinojirimisinin sentetik tiireviyken, akarboz ve vogliboz da
bu bilesige yapica benzerlik gostermektedir [126,127]. Klorojenik asit ve rutin ise dut
yapraklarinin anti-diyabetik etkisinde rol oynayan diger bilesiklerdir [127].

Dut yaprag1 ekstrelerinin antimikrobiyal (antiviral ve antibakteriyel) etkilerinden morusin,
deoksinojirimisin ve bazi kimyasallar (kuwanon G, leachianone) sorumlu tutulmaktadir
[128,132].

Bazi kanser tiirlerinde caspaz-3 iizerinden apoptozu indiikleyerek antikanser aktivite
gosteren dut yapraginin, ayrica inflamatuvar mediyatorlerin indiikklemesiyle sentezi bir¢ok
patolojide artan iNOS’u downregiile ettigi ve NO {iretimini azalttigi bdylece

antiinflamatuvar aktivite gosterdigi onceki ¢alismalarla ortaya koyulmustur [133].

Dut yapragi kersetin, luteolin, rutin ve izokersitrin gibi flavonoidlerden zengin yapisi
sayesinde yiiksek antioksidan aktiviteye sahiptir. Bu antioksidanlarin, LDL oksidasyonunu
dolayisiyla aterosklerozu inhibe ederek kardiyovaskiiler koruma sagladigi [88] hiicre
caligmalarinda gosterilen noroprotektif etkileri sayesinde nérodejeneratif bozukluklara iyi
gelebilecegi [134,136], redoks stres varliginda, reaktif oksijen tiirlerini ve nitrojen
tiirevlerini azaltarak anti-oksidan ve redoks modiilator etkileriyle anti-dejeneratif ve
kondroprotektif ~ oldugu birgok ¢alisma tarafindan  kanitlanmistir [137]. Kendi
laboratuvarimizda da polifenolik bilesikler ile yaptigimiz ¢aligmalarda luteolin, oleuropein
ve kersetinin hem kondrositler hem de farkli hiicre hatlar1 iizerinde oksidatif stres

hasarina kars1 hiicreleri korudugu gosterilmistir [80, 84, 86, 138, 139].

Literatiirde Morus alba L ekstrelerinin OA’ll hastalarda agriy1 ve bazi semptomlari
azalttigma dair randomize kontrollii bir ¢alisma yayimlanmustir [33]. Ote yandan, Morus
alba L ekstreleri verilen OA’li siganlarda inflamasyonun oOnlendigini ve agrinin

giderildigini gosteren makaleler bulunmaktadir [32, 140, 144]. Mevcut literatiire
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bakildiginda, OA’li hastalardan izole edilmis kondrosit hiicrelerinde Morus alba

yapraklarindan hazirlanmis ekstreler ile yapilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir.

2.9. Calismanin Temel Konusu ve Hedefleri

Osteoartritin semptomlarini gidermek i¢in kullanilan mevcut ilaglar, hastaligin kompleks
patolojisini 6nlemede, geciktirmede ya da tamamen iyilestirmede sinirlidir. Calismamiz,
OA’nin olusumundan sorumlu hiicre i¢i biyokimyasal degisiklikleri dnleyen, progresyonu
engelleyen, hasari restore ederken rejeneratif siirecleri indiikleyen, OA’li hastalarda
giivenle kullanilabilecek, istenmeyen etki potansiyeli diisiik farmakolojik ajanlara ulagsmay1

hedeflemistir. Fitokimyasal ajanlar bu baglamda umut vaat etmektedir.

Bu tez calismasinda Bezmialem Vakif Universitesi, Fitoterapi Egitim, Uygulama ve
Arastirma Merkezinde (BITEM) ekstrakte ve standardize edilen, bakanlik onayls,
ImmunFLEX® ticari ismiyle piyasada olan iirliniin i¢erigini olusturan, Kemaliye-Egin’e
Ozgii Morus alba yaprak ekstreleri kullanilmis ve igerigini olusturan bazi polifenoller ve
oleuropein ile karsilastirmali olarak, OA’li kondrositlerdeki farmakolojik etkileri test
edilmistir. Calismamizin amaci; OA’ll hastalardan izole edilen primer kondrositlerde,
kullandigimiz polifenolik bilesiklerin hiicre canliligi, hiicre proliferasyonu, sagkalim
mekanizmalari, redoks biyobelirtecler ve sinyal proteinleri {izerindeki etkilerinin agiga

cikarilmasidir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Kurul Karari, OA’h Hastalar ve Dokularin Toplanmasi

Osteoartritli hastalarin patolojik dokular ile yiiriittiiglimiiz deneysel calismalarimiz igin
gerekli etik kurul onay1 ekte mevcut olup, Kegidren Egitim ve Arastirma Hastanesi Klinik

Arastirmalar Etik Kurulundan alinmistir.
Sayi: 2012-KAEK-15/1718 Tarih: 08.08.2018.

(Calismaya alinan hastalar, operasyon oncesi klinikte bir romatolog ve ortopedist tarafindan
fizik muayeneleri yapilarak uygunlugu degelendirilen hastalardir. Hastalara olgu rapor
formlar1, bilgilendirilmis onam formlar1 ve c¢alisma igerigi, yarar-zarar dengesi, olasi
riskler, calismanin amaci, hedefleri gibi temel bilgiler uygun bir bi¢imde, agik ve tarafsiz
bir sekilde anlatilmistir. Onam formlar1 romatoloji uzmani tarafindan alinmistir. Hastalarin
diz operasyonu Oncesinde rutinde ¢ekilen diz grafileri disinda ek radyografik inceleme
yapilmamistir. GOniilliilerin arastirmaya dahil edilme kriterleri:1. >18 yasinda olmak; 2.
Diz osteoartriti nedeniyle total diz artroplastisi gegiriyor olmak; 3. Son 6 ay igerisinde
glukozamin-kondroitin siilfat ve herhangi bir geleneksel bitkisel tibbi {iriin almamig olmak.
Gontilliilerin arastirmaya dahil edilmeme kriterleri: 1. <18 yas olmak; 2. OA disinda
romatizmal hastaliginin olmasi (romatoid artrit ya da ankilozan spondilit gibi); 3. Diabetes
mellitus ve kronik bobrek yetmezligine sahip olmak; 4. Sigara ve alkol kullaniyor olmak.
Calismaya dahil edilen goniillii hastalara ¢alismada kullanilmak {izere herhangi bir sentetik
veya fitokimyasal ajan uygulanmamistir. Tiim ¢aligmalar, hastalardan izole edilen kartilaj
dokusu kullanilarak yapilmistir. Calismamizda, 6zellikle patolojik dokudan elde edilen
hiicrelerin sag kalim ve ¢ogalma potansiyellerinin diisiik olmasi ve primer hiicre
kiiltiirlerinin yliksek pasajlara kadar kullanilabilirliginin kisitli olmasi sebebiyle hasta
sayist Kraus ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alisma dikkate alinarak belirlenmistir [145].

Hastalarin demografik ortalamalar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.



Cizelge 3.1. Doku orneklerinin alindig1 hastalarin demografik ve laboratuvar verileri
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Ortalama+SD Dagilim
Hasta sayisi 34 K:24/ E:10
Yas 66.81 + 6.51 59-83
Viicut Kitle indeksi 39.97 £4.39 18-42
Total kolesterol (mg/dl) 196.16 + 38.78 149-296
LDL (mg/dl) 120.60 + 35.23 65-194
HDL (mg/dl) 50.48 + 14.17 27-80
Urik asit (mg/dl) 6.01+1.19 3-8
HbAlc (%) 5.64 +£0.73 5-8
Sedimentasyon (mm/saat) 18.06 + 8.74 3-40
CRP (mg/dI) 3.68+3.34 1-7

Osteoartritli hastalardan total diz artroplastisi esnasinda ¢ikarilan kikirdak doku pargalari
(femur lateral/ medial kondil, tibia lateral/medial kondil) % 10 FBS ve % 1 penisilin/
streptomisin ile desteklenmis DMEM/ Hams-F12 besiyeri igerisine aktarilarak, kuru buz
icerisinde 45 dakikayr gegmeyecek sekilde hizlica Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Farmakoloji AbD, CSRS Arastirma Laboratuvarina taginmustir.

Alinan doku 6rnekleri, laboratuvarimizda 4000 rpm +4 °C’de 5 dakika santrifiij edildikten
sonra, tasima ve calisma sirasinda olas1 mikrobiyal kontaminasyonu 6nlemek tizere 4 defa
%]1 penisilin/streptomisin, %0.5 gentamisin ve %0.5 amfoterisin B ile desteklenmis HBSS
ile yikama islemine tabi tutulmustur. Yikanan doku 6rnekleri Class Il UV-LAF kabini
igerisinde steril bistiiri yardimyla yaklagik 1cm? lik kiigik parcalara ayrilmis boylece

enzimatik pargalama Oncesi yiizey alani artirilmistir.
3.2. Primer Kondrosit Hiicre Kiiltiirii

Kiigiik pargalar seklinde kesilen doku pargaciklari, steril fosfat tamponu (0.01 M PBS, pH
7.4) ile 3 kez yikanarak 1 mg/ml pronaz igeren DMEM Hams-F12 besiyerinde 30 dakika
boyunca 37 °C’de inkiibe edilmistir. Bu islemi takiben ikincil bir enzimatik yikim islemi
icin dokular 1 mg/ml kollajenaz II igeren %10 FBS, %1 penisilin/ streptomisin ve %0.05
amfoterisin B ile desteklenmis DMEM Ham’s-F12 besiyerinde 18-24 saat 37 °C’de inkiibe
edilmistir. Pargalanmayan dokular 70 um’lik siizgegten gegirilerek ayristirilmus, altta kalan
filtrat santrifiij edilerek hiicre pelleti elde edilmistir. Pellet PBS ile 3 defa yikandiktan
sonra %10 FBS, %1 penisilin/ streptomisin, %0.05 amfoterisin B ile desteklenmis DMEM
Ham’s-F12 besiyeri igerisinde 25 veya 75 cm? lik flasklara ekilerek %5 CO,, 37 °C’de
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yapisip ¢cogalmak iizere inkiibasyona birakilmistir. Besiyeri her 2-3 giinde tazelenmis ve

hiicreler % 70-80 yogunluga ulastiginda pasajlanmustir [146, 147].
3.3. Hiicre Canlihg1 Analizi

Klasik hiicre canlilik analizi protokolii olarak kabul edilen MTT analizi, canli hiicrelerin
metabolik aktivitesine bagli olarak sar1 renkli MTT ¢ozeltisinden mor renkli formazan
kristallerinin olugsmasi esasina dayanmaktadir [148]. Olusan formazan kristalleri genellikle
dimetil siilfoksit veya sodyum dodesil siilfat gibi ¢oziiclilerle ¢oziilerek renkli bir ¢ozelti
elde edilir. Bu renkli ¢ozeltinin absorbansi, bir spektrofotometre ile belirli bir dalga

boyunda olgiilerek belirlenir.

Deneyde, izole edilen PO-P1 primer kondrosit hiicreleri, 5 x 10* hiicre/kuyu olacak sekilde
96’Iik kiiltiir kaplarina ekilerek % 5 CO,, 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Yavas
cogalan, metabolik aktiviteleri diisiik ve yapisma potansiyeli az olan primer kondrositler
96’lik kiiltiir kaplarinda % 70-90’lik yogunluga ulasincaya kadar kiiltiirlenmiglerdir. Bu
slire sonunda etkilerini test ettigimiz ajanlarin stok ¢ozeltilerinden besi yeri ile seyreltilerek
hazirlanan farkli konsantrasyonlart (InM - 100 uM) 24 saat siireyle hiicrelere ayri ayri
uygulanmiglardir. Muamele siireleri sonunda medium (ortam) uzaklastirilarak her
kuyucuga 100 pL taze besiyeri koyulmus ve tizerlerine 10 pLL MTT ¢6zeltisi (5 mg/mL
PBS icerisinde) ilave edilerek 37 °C’de inkiibe edilmistir. Formazan kristallerin olusum
hizt hiicre tiplerine gore degisiklik gostermektedir. Calismamizda hiicrelere MTT
uygulandiktan sonra inverted-mikroskop ile saatlik takip yapilmis ve formazan kristallerin
4. saatten sonra belirgin hale geldigi saptanmigtir. Siire sonunda besiyeri uzaklastirilarak,
olusan formazan kristalleri 100 uL. DMSO’da ¢oziilmiis ve mikroplaka okuyucuda 570
nm’de absorbans degerleri Ol¢iilmiistiir (Bio-Tek ELX800, BioTek Instruments Inc.,

Winooski, VT). Okunan degerler kontrol gruplarinin ytizdesi olarak ifade edilmistir.
3.4. Hiicre I¢i Reaktif Oksijen Tiirevleri (ROS) Olusumunun Ol¢iilmesi

DCFH-DA (2',7-diklorofuoresin diasetat), ROS'un saptanmasi igin yaygin olarak
kullanilan bir metottur. DCFH-DA hiicre icinde ROS ve diger peroksitlerin etkisiyle okside
olarak floresan yontemlerle tespit edilebilen DCF haline gelmektedir [151]. Deneyde ilk
6nce, 5 x 10* hiicre/kuyu olacak sekilde 96 kuyuluk kiiltiir kaplarma ekilen hiicreler,
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yiizeye yapisip yeterli yogunluga ulasincaya kadar birkag¢ giin kiiltiirlenmislerdir. Ardindan
24 saat boyunca polifenolik ajanlarin farkli konsantrasyonlar: ile muamele edilmislerdir.
Daha sonra hiicreler taze besiyerinde 20 uM DCFH-DA ile 37 °C’de 30 dakika inkiibe
edilmistir. DCF fluoresan 1s1masi, 488 nm eksitasyon ve 530 nm emisyon olacak sekilde
mikroplaka okuyucuda 15 dakika arayla iki kez dlciilmiistiir [28]. Olgiilen degerler kontrol

grubu ile kiyaslanarak yiizde degisim bi¢iminde ifade edilmistir [152].

3.5. ELISA ve Western Blot Deneyleri i¢in Protein izolasyonu

Tiim ELISA kitlerinde ve western blot deneyinde kullanilacak protein lizatlar1 su sekilde
elde edilmistir: 6’lik kiiltiir kaplarina ekilen primer kondrosit hiicreleri yeterli yogunluga
ulagtiktan ve ilgili deney icin gerekli islemler yapildiktan sonra hiicreler yilizeylerden
kazinarak 1.5 mL’lik steril tiiplere alinmis ve santrifiij yapilmistir. Elde edilen hiicre
pelletleri PBS igerisinde proteaz ve fosfataz inhibitorleri ile desteklenen 1X RIPA tamponu
ile +4 °C’de (buz iizerinde) 30 dakika muamele edilmis ardindan problu sonikatdr
yardimiyla pargalanmistir. Elde edilen lizat 12000g +4 °C’de santrifiij edilerek proteinleri

iceren supernatan kisim yeni steril ependorf tiiplere alinmistir.

BCA protein miktar tayin kiti kullanilarak lizatlarn protein miktar1 belirlenmistir. BCA
protein miktar tayin kiti, bikinkoninik asitin (BCA) proteinlerle etkileserek renk verme
esasina dayanmaktadir [153]. Bu renk degisimi spektrofotometre ile 6l¢iimlenerek BCA kit
standartlarina gore kalibre edilmis ve lizatlardaki protein miktar1 pg/mL cinsinden

hesaplanmustir.
3.6. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) Deneyleri

Karbonhidrat, lipit ve proteinlerin oksidasyonu ile olusan ara iriinlerin bazilari AGE/
Pentosidin, 4-HNE ve 3-NT’dir. Bu ara iirlinler oksidatif stresin degerlendirilmesinde
onemli parametrelerdir. Etkisini test ettifimiz ajanlarin oksidatif parametreler lizerindeki
etkilerini degerlendirmek adina; Pentosidin, 4-hidroksinonenal (4-HNE) ve 3-Nitrotirozin
(3-NT) ELISA Kkitleri ayrica apoptoz iizerine etkilerini test etmek igin de Caspase-3 ELISA
kiti kullanilmistir. Ayrica ¢ - Jun N - terminal kinazlar (p - JNK / pan - JNK) da hem
saglikli hem patolojik dokularda olgtimlenerek kullandigimiz hiicrelerin OA patolojisini

tasty1p tasimadigl gosterilmistir.
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ELISA deneyleri, kit protokolleri esas aliarak yapilmistir. Elde edilen protein lizatlari, esit
miktarda olacak sekilde kit igerisinden ¢ikan 96’11 kuyucuklara eklenmistir. Primer ve
sekonder antikorlarla inkiibasyonlari, yikama islemleri kit igerigi ve protokole uygun
sekilde gergeklestirilmistir. Lizatin verdigi 1sima 450 nm’de mikroplaka okuyucuda
okutulmustur. Meydana gelen renk degisiminin absorbans degerleri elisa kitlerindeki
standartlarin absorbans degerleri ile kalibre edilerek hesaplanmig ve BCA kitiyle tayin

edilen protein miktarlarina gére normalize edilmistir [46, 81].

3.7. Western Blot Deneyi

Osteoartritli hastalarin diz eklemi artroplastisi sirasinda c¢ikarilan dokularindan elde
ettigimiz kondrositlerde, OA patolojisini gostermek adma, OA i¢in biyobelirteg
niteligindeki MMP-9 ve COMP ekspresyon diizeylerine western blot ile bakilmigtir.
Sadece bu deneyde, bir kereye mahsus olmak iizere, saglikli kondil ve patolojik kondil
kartilaj dokularindan ayri ayr1 hiicreler elde edilmis, hiicreler yeterince ¢ogaldiktan sonra
her iki hiicrenin protein lizatlar1 ile deneyimiz gergeklestirilmistir. Protein lizatlarindan her
bir ornek igin 30 pg protein, Laemmli yiikleme tamponu (% 12 SDS, %30 Beta-
merkaptaetanol, %30 Gliserol, % 0.2 Bromofenol mavisi, 0.375 M Tris HCI pH:6.8) ile
karistirilmis ve 5 dakika siiresince 95°C’de 1sitilarak proteinler denatiire edilmistir. Hazir
hale getirilen proteinler, %4 liik yiikleme jeli kuyucuklarina yiiklenerek SDS-Poliakrilamid
Jel Elektroforez sistemi (Biorad) ile %10-12 lik ayirma jeli lizerinde dikey elektroforez
yontemiyle ayristirilmistir (buz iizerinde 4°C’de, 120V’da, yaklasik 2 saatte). Ardindan
proteinler, Bio-Rad Trans-Blot sistemi kullanilarak buz iizerinde, 250 mA’de, yaklasik 2
saat slireyle SDS-PAGE jelden 0.2 um nitroseliiloz membrana transfer edilmistir. Transfer
sonunda membran, %5’lik BSA ile oda sicakliginda diisiik hizda galkalanarak 1 saat
stiresince bloklanmistir. Membranlar %5 BSA, %0,1°lik 1x TBS-Tween (TBS-T) i¢inde
diliie edilen uygun konsantrasyonlardaki primer antikorlar ile (f-Aktin, MMP-9, COMP
1:1000) 4°C’de gece boyu hafif¢e ¢alkanarak inkiibe edilmistir. Ertesi giin membran %0,1
TBS-T tamponu ile 15’er dakika boyunca ii¢ kez yitkanmistir. Yikama sonunda membran
%5 lik BSA, %0,1 TBS-T iginde anti-mouse (1:1000) veya anti-rabbit (1:1000)
horseradish peroksidaz (HRP) konjuge ikincil antikor ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Ug¢ kez, 15’er dakikalik yikamanin ardindan nitroselilloz membran iizerine
kemiliiminesans (ECL) substrat uygulanarak 1sima olusumu saglanmis ve Syngene marka

GBOX Chemi XRQ goriintiileme sistemi ile protein bantlari tespit edilmistir.
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3.8. Akim Sitometrisi Ol¢iimii

Akim sitometrik inceleme icin hiicreler 4 x 10" hiicre/ kuyu olacak sekilde 6 It kiiltiir
kaplarina ekildikten ve yeterli yogunluga ulastiktan sonra, ¢alismaya dahil etti§imiz
ajanlarin belirlenen konsantrasyonlariyla 24 saat muamele edilmislerdir. Tedavi siireleri
sonunda hiicreler tripsin ile yiizeyden kaldirilmis ve PBS ile yikandiktan sonra stispande
edilerek 6lgiim igin hazir hale getirilmislerdir."”****> Akim sitometri uygulamast ile Annexin
V ve kaspaz-3 olmak tizere iki parametre degerlendirilmistir. Hiicre numuneleri, apoptotik
hiicreleri tanimlamak i¢in, Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit konjugati ile ve 6li
hiicreleri tanimlamak i¢in de propidyum iyodiir ile inkiibasyona tabi tutulmustur. Ardindan
Beckman Coulter Navios akim sitometri cihazinda okutularak, Beckman Coulter-Kaluza
programi ile analiz edilmistir. Aktif kaspaz-3’ te ise antikor inkiibasyonundan 6nce farkli
olarak permeabilite ¢ozeltisi eklenerek benzer islemler yapilmis ve cihazda okutulup analiz

edilmisgtir.
3.9. Mitokondri Membran Potansiyeli Ol¢iimii (A¥m)

Deney, hiicrelerdeki mitokondri hasarinin ve membran potansiyelindeki degisimin
degerlendirilmesi i¢in JC-1 probu kullanilarak fluoresan boyama yapilmasi esasina
dayanmaktadir [156]. Hiicreler 5x10° hiicre/ kuyu olacak sekilde 48’li kiiltiir kaplaria
ekildikten sonra, calistigimiz ajanlarin belirlenen konsantrasyonlariyla 24 saat inkiibe
edilmislerdir. Inkiibasyon sonrast, hiicreler PBS ile yikanmis ve 10 pM JC-1 ile karanlikta
37°C’de 30 dakika muamele edilerek fluoresan mikroskopla incelenmistir. Incelemeler
Leica LAS AF7000 software sistemi ile 485 nm eksitasyon, 525/590 nm emisyonda
yapilmis olup Leica DM6000/ Leica DFC420 kamera sistemiyle goriintiiler alinmustir.

JC-1, mitokondri membran potansiyelinin az oldugu apoptotik hiicrelerde monomerik
halde kalarak fluoresan mikroskopta yesil 1s1ima verirken, saglikli hiicrelerin
mitokondrilerinde j agregatlar1 olusturarak kirmizi 1sima vermektedir. Kirmizi/Yesil
(agregat/monomer) fluoresan boyanma oranma bakilarak mitokondri membran
potansiyelindeki degisim degerlendirilmistir. Kirmiz1 ve yesil renkelerin piksel yogunlugu
Image J 1.50i programi ile olgiilerek istatistiksel degerlendirme yapilmistir. Deneyler 3

tekrarl1 olarak ve her kuyudan 5-6 adet goriintii alinarak gerceklestirilmistir.
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3.10. Dokularin ¢ikarilmasi ve Hematoksilen-Eozin (HE) Boyama

Ortopedistler, total diz artroplastisi ameliyat1 sirasinda 6nce medial sonra da diger femoral
kondillerin en uygun bélgelerinden kartilaj dokuyu ¢ikarmuslardir. Ikinci adimda tibial
kemik blogunu ¢ikarmislar ve hastaligin tuttugu patolojik kisimdan Kartilaj doku kesitleri
almiglardir. Kondral dokulari subkondral kemik dokularindan ayirarak uygun besiyeri
icerisinde hiicre laboratuvarimiza ulastirmislardir. Cikarilan dokulardan biri ise patoloji
laboratuvarina gonderilerek Hematoksilen-Eozin (HE) boyama yapilmis ve osteoartritteki

histomorfolojik degisiklikler gosterilmistir.
3.11. Kullamilan Kitler ve Bashca Kimyasallar
Deneylerde kullanilan baslica kimyasallar ve kitler asagida belirtilmisitir.

DMEM-F12 besi yeri, Fotal sigir serumu (FBS), Tripsin, Penisilin/streptomisin Capricorn
(Almanya); Amfoterisin B Cegrogen (Almanya); Hank's Balanced tuz ¢o6zeltisi (HBSS),
PBS Lonza (Isvigre); DMSO Merck (Almanya), Pronaz, MTT Sigma-Aldrich (ABD);
Kollajenaz tip Il Worthington Biochemical Corp. (ABD); ELISA Kkitleri Bioassay
Technology Laboratory (Cin); BCA protein tahlil kiti Thermo Fisher Scientific (ABD);
Tris, NaCl, EDTA, Triton X-100, gliserol, SDS, PMSF, Anti-tavsan COMP, anti-tavsan
MMP-9 Abcam (Ingiltere); anti-tavsan IgG HRP-konjuge Cell Signaling Tech. (Hollanda);
B-Aktin Santa Cruz (ABD), ECL substrate Bio-Rad Products (ABD); DCFDA Cayman
(ABD); JC-1 kit Abcam (Ingiltere).
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Kullandigimiz fitokimyasallar; OleuropeinO12247, QuercetinQ4951 Sigma Aldrich
(ABD); 1- Deoksinojirimisin Cayman (ABD); dut yapragi ekstreleri ise Bezmialem

Fitoterapi Egitim Uygulama ve Arastirma Merkezinden temin edilmistir.

Kemaliye-Egin Dutundan elde edilmis olan yaprak ekstresi, piyasada InmunFLEX®
adiyla patentli (11.07.2018 Tarihli, Dosya No 2018/09908) olarak bulunan iiriiniin
iceriginde yer almaktadir. Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, istanbul Universitesi
Teknoloji Transfer Merkezi, Bezmialem Vakif Universitesi Fitoterapi Merkezi ve Tiibitak
Gida Enstitiisii is birligiyle gelistirilmis olan Immunflex’in igerigini olusturan dut yapragi
ekstresinin, sulu ve etanolik olmak iizere iki farkli standart ekstresi toz halinde
laboratuvarimiza ulagsmistir. Toz halindeki kuru ekstrelerin sulu formu; %4,4 ve etanolik
formu %8,6 toplam fenolik icerik bulundurmaktadir. Toz halindeki ekstreler tartilip 50 mg/
mL olacak sekilde distile su veya etil alkol ile ¢oziilmiis ve 0,2 um’lik filtrelerden

gecirilerek ana stok ¢ozeltiler olusturulmustur.

Calismada kullandigimiz tiim fitokimyasallar, deneyler sirasinda besiyeri ile diliie edilerek

hedeflelen konsantrasyonlarda hiicre kiiltiirlerine uygulanmislardir.
3.12. Tez Proje Ekibi

Bu tez ¢alismasi bir kismi bursiyeri oldugum 3155012 kodlu TUBITAK Projesi tarafindan
olmak {izere 01/2018-37 nolu proje kapsaminda Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri (BAP) tarafindan maddi olarak desteklenmistir. Tez Danigsmani Prof Dr Cimen
KARASU (Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Farmakoloji ABD), arastirma konusunun
belirlenmesi, proje ekibinin bir araya gelmesi, projenin yazimi, deneysel siireclerin
degerlendirilmesi, calismanin tez ve diger bilimsel etkinliklere doniistiriilmesi gibi
stireglerde projeye yiiriitiiciilik yapmistir. BAP projede ekibinde yer alan arastirmacilar;
Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Romatoloji BD &gretim iiyesi DOC. DR. Berivan
BITIK; osteoartritli hastalarin takibinde, Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi, Yildirim
Beyazit Universitesi Tip Fakiiltesi, Ortopedi ve Travmatoloji ABD 6gretim iiyesi Prof Dr
Cem Nuri AKTEKIN; OA’l1 dokularin temininde, Gazi Universitesi T1p Fakiiltesi, Tibbi
Farmakoloji ABD Arastirma Gorevlisi Dr ZEHRA AYDIN BEK (tez sahibi); kondrosit
izolasyonu ve belirledigimiz ajanlarin hiicrelere etkilerini test etme gibi deneysel siireglerin

gerceklestirilmesinde projeye katki saglamiglardir.
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3.13. Verilerin Analizi

Her deney, verilerin tekrarlanabilirligini saglamak icin en az sekiz OA hastasindan elde
edilen primer kondrositler iizerinde tekrarlanmustir. Istatistiksel analizler, GraphPad Prism
stirtim 8.0 (GraphPad Software, Inc. ABD) kullanilarak yapilmistir. Tiim veriler ortalama +
standart sapma (SD) olarak ifade edilmislerdir. Verilerin karsilagtirilmasi, uygun post hoc
testlerle tek yonlii varyans analizi (ANOVA) veya Kruskal wallis kullanilarak parametrik
veya parametrik olmayan degerlerle gergeklestirilmis ve P <0.05 ile olan farklar
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmislerdir. Verilerin analizi Dr. Ecz Zibeyir

Elmazoglu tarafindan gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Osteoartritli Kikirdak Dokular ve Histomorfolojileri

Osteoartritli hastalardan protez ameliyat: sirasinda alinan tibia ve femur kartilaj dokularinda
histomorfolojiyi degerlendirmek igin Hematoksilen-Eozin (HE) boyast kullanilmistir. HE
boyamalarinda, tibiada; kemik dejenerasyonu, sekestre olmus kemik doku fragmanlart ve
osteosit sayisinda azalma dikkati ¢ekmistir. Lakiinler bos olarak izlenmistir. Kemik ve
kartilajda dejenerasyon ve fragmentasyon goriilmiistiir (Resim 4.1 ve 4.2).

Femurda ise kemik dokusunda dejenerasyon mevcuttur; destriikksiyon ve osteoklastlar
izlenmigtir. Kartilaj dejenerasyonu, kemik dokudaki dejenerasyona eslik etmektedir.
Osteosit lakiinlerinin bir kismu bos olarak goriilmiistiir. Femura ait kartilaj dokuda
dejenerasyon ve yer yer kondrosit proliferasyonu izlenmistir. Fakat asil degisiklikler basta
eklem kikirdaginin kaybi olmak iizere, osteofit olusumu ve subkondral kemigin yeniden
sekillenmesini igermektedir (Resim 4.1 ve 4.2). Bulgularimiz diger arastirmacilarin OA

bulgulari ile uyumlu olup ¢alismamizin bu bulgular1 daha 6nce yayimlanmistir [21, 157].

Resim 4.1. (A): Medial femoral kondil; (B): Lateral femoral kondil; (C) Medial ve lateral tibial
kondil. Mavi ok: Kondral doku; Beyaz ok: Subkondral kemik. Eklem kikirdaginda
hematoksilin ve eozin (HE) boyama (biiylitme 100 x) ile osteoartritin temsili
histopatolojik bulgulari. Tibia (E) ve femurda (F) kikirdak dejenerasyonu, kismen
kondrosit proliferasyonu (yesil oklar) ve kondromatoz doku fragmantasyonlar1 (F,
G). Kemik dokusunda osteoklastli yikim ve bos osteosit lakiin (G, H; bos oklar)
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Resim 4.2. Osteoartritli hastalardan alinan tibia (A; kemik), (B,C; kemik-kartilaj), (D;
kartilaj) ve femur (E; kemik), (F; kemik-kartilaj), (G; kemik) (H; Kartilaj)
doku ornekleri. Kartilaj dokudaki dejenerasyon ince oklarla, Kemik dokudaki
dejenerasyon kalin oklar ile isaretlenmistir (H&E x40)

4.2. Primer Kondrositlerin Morfolojileri

Kondrositler hem matriks yapiminda, hem de yikiminda gorev alirlar. OA’l1 hastalardan total diz
artroplastisi esnasinda alinan femur lateral/medial kondil ve tibia lateral/medial kondil doku
orneklerinden izole edilen primer kondrosit hiicrelerinin morfolojik degisimleri, ¢ogalma
kapasitesi, ekim-pasaj ve besiyeri degisimi ile ilgili siiregleri inverted-mikroskop yardimiyla
incelenmistir. Yapilan mikroskobik incelemeler sonucunda izole edilen hiicrelerin 14-21

giinlerde 6zgiil morfolojilerine kavustugu, ekim-pasaj islemleri igin uygun doygunluga ulastiklart
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gozlenmistir (% 70-90). Resim 4.3’te primer kondrosit (OAC) hiicrelerinin izolasyon sonrast 1,
3, 7, 14. giinlerdeki, Resim 4.4’te ise 21, 28 ve 35. giinlerdeki morfolojik degisimlerine ait
inverted mikroskop goriintiileri verilmistir. Ayrica Resim 4.5’te sirasiyla pasaj 1, pasaj 2 ve pasaj
3’te OAC’lerin inverted mikroskop altindaki goriintiilerinden sembolik 6rnekler eklenmistir.

Primer Kondrosit Hiicreleri (Femur) Primer Kondrosit Hiicreleri (Tibia)

1. Giin

7. Giin

14. Giin 14. Giin

Resim 4.3. Primer kondrositlerin izolasyon sonrast 1-14. giin arasindaki morfolojik
degisimi. Inverted mikroskop, Leica
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| Primer Kondrosit Hiicreleri (Femur) Primer Kondrosit Hiicreleri (Tibia) |

21. Giin 21, Giin

28. Gin

35, Gun

Resim 4.4. Primer kondrositlerin izolasyon sonrasi 21-35. giin arasindaki morfolojik
degisimi. Inverted mikroskop, Leica
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Resim 4.5. Primer kondrositlerin farkli pasaj donemlerindeki sembolik mikroskop
goriintiileri. Ig ve cokgen sekilli hiicreler goriilmektedir. Inverted mikroskop,
Leica (X100)
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Resim 4.5. (devam) Primer kondrositlerin farkli pasaj dénemlerindeki sembolik mikroskop
gortintiileri. Ig ve ¢okgen sekilli hiicreler goriillmektedir. Inverted mikroskop,
Leica (X100)

4.3. Primer Kondrositlerde Osteoartrit Patolojisinin Gosterilmesi

Calismalarimizda, osteoartritli kontrositlerin (OAC) patolojik durumunu test etmek igin p-
JNK/pan-JNK oran1 ve ROS dizeyleri, H;O, varliginda saptanan diizeyler ile
karsilastirnlmistir. Elde edilen bulgular, Sekil 4.1’de verilmistir. OAC’lerin pasaj 0-1 deki
p-JNK/pan-JNK oranlar1 ve ROS diizeyleri, pasaj 2 ve iizerindeki alt kiiltiirlere oranla
istatistiksel olarak anlamli bir bigimde yiiksek bulunmustur. Bu nedenle, ¢alismalarimizin

tiimiinde patolojiye daha yakin olan ilk pasajlar yani p0-1 OAC’ler kullanilmustir [21].
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Sekil 4.1. Primer kondrositlerde p-JNK/pan-JNK oranmnin (A) ve ROS tiirevleri
seviyelerinin (B), pasaj 0-1, pasaj 2-3 ve H,O, uygulanan konrosit
gruplarinda karsilastirilmasi. ## P<0.01 vs. H,O,. ¢ P<0.001 vs. H,0, [21]

Primer kondrosit hiicrelerinde osteoartritin giiclii biyo-belirteglerinden olan Kkartilaj
oligomerik matriks protein COMP ve katabolik matriks metalloproteinazlardan (MMPs),
MMP9’un protein diizeyleri, calismamizda Western Blot analiz yontemi ile incelenmistir
[158, 159] Sekil 4.2°de, Artroplasti sirasinda c¢ikarilan eklemin, osteoartrit tutulumu
olmayan lateral kondil kartilajindan izole edilen saglikli primer kondrositlerde, hidrojen
peroksitle (H,0O;) indiiklenen saglikli primer kondrositlerde ve osteoartritli kartilajdan izole
edilen primer kondrositlerde (OAC) COMP ve MMP9 diizeyleri goriilmektedir. COMP ve
MMP 9 diizeyleri OAC’lerde sagliklilara oranla belirgin olarak artmistir [21] (Sekil 4.2).

LC HC  OAC

- - COMP

e s W VPO

- ——

-

— e 3-Actin

Sekil 4.2. Primer kondrositlerde COMP ve MMP9 diizeyleri. LC: Saglikli kondrositler; HC:
H,0; ile indiiklenmis saglikli kondrositler, OAC: Osteoartritli kondrositler [21]

4.4. Fitokimyasallarin Canhlik Uzerine Etkileri/ Sitotoksisite Analizi

MTT analizi, hiicre canliligin1 degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. MTT 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 difeniltetrazolium bromiirin MTT-formazan'a enzimatik
olarak indirgenmesinin mitokondriyal siiksinat dehidrojenaz tarafindan katalize edildigi
dikkate alindiginda, MTT analizinin mitokondriyal solunuma bagli oldugunu ve dolayl

olarak bir hiicrenin hiicresel enerji kapasitesini degerlendirmeye yaradigini bildirmek
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gerekir [149]. MTT analizi, hiicre aktivitesi ve absorbans arasindaki dogrusal iliski

sayesinde hiicrelerin biliylime hizin1 6l¢tiigii i¢in hiicre proliferasyonunun kantitatif ve

duyarli bir tespitidir [150]. Fitokimyasal ajanlarin, Osteoartritli Primer Kondrositlerin

canliligl/ proliferasyonu iizerine etkileri MTT analizi ile degerlendirilmistir. Sekil 4.3°de

caligmadaki fitokimyasal ajanlarin; oleuropein,

kersetin, deoksinojirimisin ile dut

yapraginin etanolik ve sulu ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarda (1 nM — 100 uM), hiicre

canliligi/proliferasyonu iizerine etkileri goriilmektedir. Uyguladigimiz ajanlar, hiicreler

tizerinde kontrol grubuna gore anlamli bir degisiklige sebep olmamustir.

A
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80 -

Hucre Canlihgr (%)

60

40 -

20 -

O Kersetin @ Oleuropein O Deoksinojirimisin

—L

120 -
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40 -

Hiicre Canliigi (%)

20 4

Kontrol 1nM 10 nM 100 nM

O Etanolik Ekstre B Sulu Ekstre

Kontrol 1 ng/mL 10ng/mL 100 ng/ml

1 uM 10pM 100 pM

1ug/mL 10 pg/mL 100 pg/mL

Sekil 4.3. Kersetin, Oleuropein, Deoksinojirimisin (1 nM-100 uM) (A) veya Morus alba
yapraklarinindan hazirlanan etanolik ve sulu ekstrelerin (1ng/mL-100 pg/mL)
(B), primer osteoartritik kondrosit hiicrelerine 24 saat silireyle uygulanmasi
sonucunda hiicre canliliginda meydana gelen degisim (n=5-6) kontrol grubuna

gore (Kontrol: OAC/OA’l1 kondrosit)
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4.5. Fitokimyasallarin ROS Diizeylerine Etkileri

Osteoartritli hastalarin patolojik kartilaj dokularindan elde edilen primer kondrositlerde
ROS diizeylerinde meydana gelen degisim, (DCFH-DA) fluoresan probu kullanilarak
yapilan deneylerin sonuglarina gore degerlendirilmistir. OA’l1 kondrositlerde, calistigimiz
farmakolojik ajanlarin Reaktif Oksijen Tiirevlerinin (ROS) olusumu {izerine etkileri Sekil
4.3°de gosterilmigtir.  OA’lr  kondrositlerde saptanan artmis ROS olusumu ile
kiyaslandiginda, ¢alistigimiz ajanlar igerisinde oleuropein, 1-100 uM konsantrasyonlarda
ROS miktarimi en belirgin sekilde azaltan molekiil olmustur. Kersetin ve
deoksinojirimisinin tiim konsantrasyonlart ROS seviyelerini anlamli olarak azaltirken, dut
yapragi ekstreleri 1-100 pg/ ml konsantrasyonlarinda ROS olusumunu azaltmistir. ROS
olusumunu azaltmasi polifenolik ajanlardan beklenen bir sonu¢ olmakla birlikte, OA’I1

insan kondrosit kiiltiirlerinde ilk kez bizim laboratuvarimizda gosterilmistir.
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Sekil 4.4. Kersetin, Oleuropein, Deoksinojirimisin (1 nM-100 uM) (A) veya Morus alba
yapraklarinindan hazirlanan etanolik ve sulu ekstrelerin (1ng/mL-100 pg/mL)
(B), primer osteoartritik kondrosit hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanmasi
sonucunda hiicre i¢i reaktif oksijen tiirevleri (ROT) diizeylerinde meydana gelen
degisim (n=5-6). *p < 0.05, §p<0.01, fp<0.001, kontrol grubuna gére (Kontrol:
OAC/OA’l1 kondrositler) (Tek-yonlit ANOVA post hoc Dunnet testi)
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4.6. Fitokimyasallarin Pentosidin Diizeylerine Etkileri

fleri glikasyon-glukoksidasyon iiriinleri olan pentosidinler &zellikle bozulmus glukoz
metabolizmasina bagli olarak olusan ileri oksidasyon son iiriinleri olup HNE f{iriinleriyle
benzer sekilde hiicresel effektorlere baglanarak yapisal ve fonksiyonel bozukluk
olustururlar ve OA’da patolojiyi hem baslatabilir, hem de ilerletirler [54, 160-162]. ELISA
kiti ile test ettigimiz pentosidin diizeyi bulgularimiza gore, osteoartritli kondrositlerde
pentosidin diizeylerinin arttigini, kullandigimiz fitokimyasal ajanlarin bu artis1 degisik
oranlarda anlamli olarak azalttigini sGyleyebiliriz. Genel olarak ajanlarin hepsi pentosidin
diizeylerinde doz bagimli bir azalmaya neden olmustur. Fitokimyasallarin OA’l

kondrositlerde karbonil son iiriinler {izerine etkileri Sekil 4.5’de gosterilmistir.

4.7. Fitokimyasallarin 4-HNE Eklenti Diizeylerine Etkileri

4-HNE (4-hidroksinonenal), lipit hidroperoksidasyonu sonucu olusan karbonil tiirevi bir
bilesiktir. Hiicrelerde oksidatif hasara bagli olarak gergeklesen lipid peroksidasyonunun
onemli bir belirteci olarak degerlendirilmektedir [161, 163, 164]. Ozellikle hiicrelerin
protein, fosfolipit ve niikleik asit yapilarina baglanarak disfonksiyonel veya patolojik son
driinlerin (HNE-adduct) olugsmasina aracilik eder. 4-HNE’nin proteinlerle yaptig
komplekslerin saptanmasi, proteinlerde ileri oksidasyonun derecesini, bunun diger sinyal
proteinlerine, ER ve mitokondriyal strese, dolayisiyla hiicresel dejenerasyon siireclerine
katkisin1 gorebilmek i¢in onemlidir. Fitokimyasal ajanlarin 4-HNE eklenti diizeylerine
etkileri ELISA kiti ile Ol¢iilmiis ve bu bulgularimiz Sekil 4.5’de gosterilmistir.
Bulgularimiza gore; OAC’lerde, oleuropein tiim konsantrasyonlarda 4-HNE diizeylerini
anlaml olarak azaltirken, kersetin ve deoksinojirimisin yalnizca 100 pM’ da azaltmustir.
Dut yapraginin etanolik ekstresi 1 ve 10 pg/ml konsantrasyonlarda 4-HNE’ye anlaml etki

gosterirken, sulu ekstre yalnizca 10 pg/ml’ de etki ederek 4-HNE seviyelerini azaltmistir.

4.8. Fitokimyasallarin 3-Nitrotirozin (3-NT) Diizeylerine Etkileri

Peroksinitritin yikilma tiriinii olan 3-nitrotirozin (3-NT), protein oksidatif hasari igin bir
biyobelirtegtir. Nitrozatif stresin gostergesi sayilan peroksinitrit olusumundaki artis,
metabolizmasi sonucunda artan 3-NT’in 6l¢iilmesi ile degerlendirilmektedir. 3-NT ELISA

kiti sonuglarma gore, bulgularimiz, OA’l1 kondrositlerde peroksinitrit olusumunun yani
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nitrozatif stresin arttigint (NO’nun siiperoksit ile reaksiyonu sonucunda olusan fiiriin),
ajanlarimiz igerisinden kersetinin tiim konsantrasyonlarinda 3-NT diizeylerini anlamli

sekilde diisiirdliglinii diger fitokimyasallarimizin sadece 10 pM konsantrasyonda anlamli

bir azalmaya neden oldugunu gostermektedir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Kersetin, Oleuropein, Deoksinojirimisin (100 nM, 1 veya 10 uM) veya Morus
alba yapraklarinindan hazirlanan etanolik ve sulu ekstrelerin (100ng/mL, 1 veya
10 pg/mL) primer osteoartritik kondrosit hiicrelerine 24 saat siireyle
uygulanmasit sonucunda hiicre i¢i pentozidin (A), 4-hidroksinonenal (4-HNE)
(B) ve 3-nitrotirozin (3-NT) (C) seviyelerinde meydana gelen degisim (n=3). *p
< 0.05, §p<0.01, fp<0.001, kontrol grubuna goére. (Kontrol: OAC/OA’I
kondrosit) (Kruskal Wallis post hoc Dunn’s testi)

4.9. Fitokimyasallarin Kaspaz-3 Diizeylerine Etkileri

Oksidatif hasarlanmaya cevaben hiicrelerde meydana gelen apoptotik sinyaller, kaspaz 3’
aktiflestirerek DNA fragmantasyonuna ve hiicre 6liimiine sebeb olmaktadir. ELISA Kiti ile

degerlendirdigimiz apoptoz yolagi aktivasyon belirteci olan kaspaz 3 diizeyleri [165]
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oleuropein, deoksinojirimisin, kersetin ve dut yapraginin sulu/ etanolik ekstrelerinin tiim
konsantrasyonlarinda farkli oranlarda anlaml olarak azalmistir. Ozellikle Kersetinin 1 ve
10 uM konsantrasyonlar1 kaspaz diizeylerinde belirgin azalmaya sebep olurken,
deoksinojirimisin ve etanolik dut yapragi ekstresi de 10 pM’ da belirgin azalmaya yol

acmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Kersetin, Oleuropein, Deoksinojirimisin (100 nM, 1 veya 10 uM) (A) veya
Morus alba yapraklarinindan hazirlanan etanolik ve sulu ekstrelerin (100ng/mL,
1 veya 10 pg/mL) (B), primer osteoartritik kondrosit hiicrelerine 24 saat siireyle
uygulanmasi sonucunda kaspaz-3 aktivitesinde meydana gelen degisim (n=3).
*p < 0.05, §p<0.01, fp<0.001, kontrol grubuna goére (Kruskal Wallis post hoc
Dunn’s testi)
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4.10. Akim Sitometri Analizi Sonuclar:

Akim sitometrisinde kullandigimiz Annexin V boyama ve aktif kaspaz-3, apoptotik
hiicrelerin saptanmasi ve erken apoptoz da aktive olan kaspaz-3 diizeylerinin belirlenmesi
icin kullanilan yaygin yontemlerdir. Anneksin V konjugatlari, apoptozun ara asamalarinin
bir gostergesi olan fosfatidilserinin eksternalizasyonunu (hiicre zarinin i¢ yiizeyinden dis
yiizeyine ¢ikisini), yiiksek afinitesi sayesinde saptayarak apoptotik hiicreleri tespit eder.
Ancak yapisan hiicreler tripsinizasyondan olumsuz etkilenebilir ve iizerindeki
fosfatidilserinin saptanmasi yanlis olabilir. Ajanlarimiz ile tedavi edilen hiicrelerde,
Anneksin V deney sonuglarina gore apoptoz, nekroz oranlart (Sekil 4.7, 4.8) ve Kaspaz-3

diizeyleri (Sekil 4.9, 4.10) asagida gosterilmektedir.
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Kontrol Kersetin Oleuropein Deoksi Etanolik Sulu

Sekil 4.7. Kersetin, Oleuropein, Deoksinojirimisin (10 pM) veya Morus alba
yapraklarinindan hazirlanan etanolik ve sulu ekstrelerin (10 pg/mL) primer
osteoartritik kondrosit hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanmasi sonucunda
apoptoz oranlarinda (%) meydana gelen degisim.
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Sekil 4.8. Kontrole(A) gore, Deoksinojirimisin (B), Kersetin (C), Oleuropein (D) 10 uM ve
Morus alba yapraklarindan hazirlanan sulu (E) ve etanolik (F) ekstrelerin 10
pg/mL, primer osteoartritik kondrosit hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanmasi
sonrasi akim sitometri ile apoptozun (Anneksin V) gdsterilmesi
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diizeylerinde yaptig1 degisiklik (akim sitometri)
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Sekil 4.10. Kersetin, Oleuropein, Deoksinojirimisin (10 uM) ve Morus alba yapraklarindan
hazirlanan etanolik/ sulu ekstrelerin (10 pg/mL) primer osteoartritik
kondrositlere 24 saat siireyle uygulanmas1 sonucunda kaspaz-3 diizylerinde (%)
kontrole gore meydana gelen degisim

4.11. Mitokondri Membran Potansiyeli (AYm) Uzerine Etkileri

Mitokondri membran potansiyeli, hiicrelerin fonksiyonel durumunun bir gostergesidir.
Hiicrenin enerji metabolizmasindan sorumlu olmasinin yani sira ROS iiretimi, apoptoz ve
sinyal iletiminde 6nemli rol oynamaktadir. Mitokondride oksidatif fosforilasyon sonucu
olusan ROS ancak mitokondriyal disfonksiyon durumlarinda hiicreye zarar verecek diizeye
ulagir. Mitokondri membran potansiyelindeki azalma, mitokondri disfonksiyonunun bir
gostergesi olup, apoptozun erken donemlerinde bu diislis meydana gelmektedir.
Uyguladigimiz ajanlar, mitokondri membran potansiyelini, tedavi almayan OA’l
kondrositlere gore farkli oranlarda anlamli olarak artirmistir. Dut yapragi ekstreleri ile
deoksinojirimisin benzer oranda etki gosterirken, en belirgin artis oleuropein uygulanan

hiicrelerde goriilmustiir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Kersetin, Oleuropein, Deoksinojirimisin (10 pM) veya Morus alba
yapraklarinindan hazirlanan etanolik ve sulu ekstrelerin (10 pg/mL) primer
osteoartritik kondrosit hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanmasi1 sonucunda
mitokondriyal membran potansiyelinde meydana gelen degisim meydana
gelen degisim (n=4). Yesil: JC-1 monomer; Kirmizi: JC-1 agregat. *p <
0.05, §p<0.01, fp<0.001, kontrol grubuna goére (Kruskal Wallis post hoc
Dunn’s testi) (Olgek: 100 pum)
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5. TARTISMA

Osteoartrit (OA), eklemlerdeki kikirdak, kemik ve sinoviyumun interaktif hasarlanmasi sonucu
agr, sertlik ve eklem hareketinde azalma ile karakterize, multifaktoryel, kronik, inflamatuvar,
dejeneratif bir sinoviyal eklem hastaligidir [1,3]. Yaslanan niifusun yaklasik % 15'ini etkileyen
OA, sakatliga neden olan hastaliklarin da basinda gelmektedir [166]. Kikirdak dokunun temel
hiicreleri olan kondrositler, yasam boyunca, bozulmus matriks makromolekiillerini yikip, yeni
sentezlenmis bilesenlerle degistirdik¢e kikirdak doku siirekli olarak yeniden modellenmektedir.
Kondrositlerde, hiicre dis1 matriks bilesenlerinin sentezi ve yikilmasi arasindaki homeostazi
siirdiirme yeteneginin kaybolmasi, OA’da temel patoloji kabul edilmektedir [158]. Kollajen ve
proteoglikanin yikimi ile agiga c¢ikan molekiiller, dejeneratif enzimlerin ve proinflamatuvar
sitokinlerin saliverilmesine [167] ve kondrositlerde apoptozisin artmasina yol agar [12].
Kikirdak olusumunda gorev alan kondrositlerin apoptozis ile kademeli olarak artan kaybi

OA’da kikirdak erozyonunu baslatir [57].

OA, molekiiler diizeyde; sitokinlerin, metalloproteinazlarm (MMPs) ve bunlarin dogal
inhibitorlerinin  (TIMPs) sentezi arasindaki dengenin bozulmasi ve nihayetinde eklem
kikirdaginda yikim, subkondral kemik ve sinovyal membranda dejenerasyonun meydana

getirdigi histomorfolojik bozukluklar ile karakterizedir [168].

[lag tasarimlar1 konusunda vyiiriitiilen yeni galismalar, OA’da patolojiye neden olan metabolik
bozukluklar ve sinyal degisikliklerinde birden fazla yolagi hedefleyebilen ve farmakodinamik
etkililikleri, glivenirlikleri sentetik tiirevlere oranla oldukca yiiksek olan fitokimyasal yeni
ajanlarm umut vaat ettigini vurgulamaktadir [169,172]. Buradan hareketle ¢alismamizda, hiicre
ici redoks siirecleri etkileyerek homeostaz1 diizenleme potansiyelleri olan fitokimyasal
ajanlarm OA patogenezine etkilerinin ve etki mekanizmalarinin, primer kondrosit kiiltiirlerinde
arastirilmasi planlanmistir. Calismamizda kullandigimiz oleuropein, kersetin, deoksinojirimisin
ve dut yapraginin etanolik/ sulu ekstrelerinin, OA’l1 primer kondrositlerde dejeneratif ve
rejeneratif siireglere katkida bulunan redoks mekanizmalarin bir kisim sinyal yolaklar1 lizerine

etkileri aragtirtlmistir.

OA patogenezini aydinlatmaya yonelik mevcut bilimsel arastirmalar genellikle hayvan modeli
ve dokularda caligilmistir. Literatiirde, primer insan kondrositlerinde yapilan calismalalarin

sayisinin az oldugu, hiicre kiiltlirlerinde yapilan mevcut ¢aligmalarin da biiyilik oranda hiicre
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hatlarinda yapildig1 ve OA patolojisinin sitokin indiiksiyonu ile taklit edilmeye caligildigt
goriilmektedir [173]. Calismamiz, OA’l1 hastalarin eklem kikirdagindan elde edilen ve OA
patolojisi tasiyan primer kondrosit hiicre kiiltlirlerinde yiiriitiildiigii ve molekiiler diizeyde
gerceklestirildigi i¢cin  Ozgilindiir. Literatiirde, OA patogenezine yonelik klinik 6ncesi
arastirmalarda genellikle inflamatuvar siireglere ve semptomlarin giderilmesine odaklanilmig
buna karsin redoks stresle tetiklenen dejenerasyondan sorumlu hiicre i¢i yolaklar iizerinde

yeterince durulmamustir.

Bulgularimiza gore, OA’ll primer kondrositlerde pasaj sayisi arttikga; ROS diizeylerinde
diisme, pJNK / JNK oranlarinda azalma goriildiigi, buna gore, hiicrelerin patolojik
oOzelliklerini yitirdigi saptanmistir. Pasaj sayisi artan primer kondrositler, OA patolojisinden
uzaklastig1 i¢in deneylerimizde pO ve pl hiicreler kullanilmistir. Ayrica saglikli dokudan elde
edilen kondrositlerle OA’l1 dokudan elde edilen kondrositleri karsilastirdigimiz western blot
deneyi ile, OA’l1 primer kondrositlerin MMP-9 ve COMP ekspresyonlarinin yliksek oldugu
gosterilmis, hiicrelerin OA patolojisini tasidigi kanmitlanmis ve c¢alismalarimiz bu sekilde
patolojik dokulardan elde edilen hiicrelerde (OAC) siirdiiriilmiistiir. Calismada kullandigimiz
fitokimyasal ajanlara ilk asamada toksisite analizi yapilarak calismaya devam edecegimiz
konsantrasyonlarin belirlenmesi amaglanmigtir. Canlilik ve toksisite analizi sonuglarina gore
(MTT), kullandigimiz polifenolik ajanlarin osteoartritli primer kondrositler tarafindan iyi tolere
edildiklerini, hiicre proliferasyonu iizerinde toksisiteye neden olmadiklarmni, bu baglamda
farmakolojik olarak uygulanabilir nitelikte olduklarmi soyleyebiliriz [174]. Uyguladigimiz
ajanlar hiicrelere toksik olmadigi gibi hiicre ¢ogalmasini arttirict yonde bir etki de
gostermemislerdir. Ancak kondrositler metabolizmalari ¢cok yavas hiicreler oldugundan ve
boliinme sayilari sinirli oldugundan bu beklenen bir bulgudur [175]. Ayrica canli hiicrelerin
fonksiyonel mitokondrilerini yansitan MTT deneylerinin sonuglart bu ajanlarin, sag kalima
araciik eden mitokondriyal biyogenezi veya aktivasyonu indiikleyebildigi anlammna da
gelmektedir [149]. Bu ¢ikarimimiz mitokondriyal membran potansiyeli (MMP) o6lgiim
sonuglartyla da dogrulanmistir. OA’l1 kondrositlerde diisilk ¢ikan mitokondri membran
potansiyeli, kullandigimiz fitokimyasallarin etkisiyle artmig bulunmustur. MMP’nin artmast,
ajanlarm hiicreleri apoptoza karst korudugunun, kondrosit dliimiinii azalttiginin ve hiicrelerde
sagkalimi artirdiginin ayrica mitokondriyal disfonksiyona bagli ROS {iretimini de azalttiginin
bir gdstergesidir. Oleuropein ve kersetin MMP’yi artirmada diger ajanlara kiyasla daha etkili
bulunmustur ve bu etkileri daha once yapilan c¢alismalarla uyumludur [21,80,81]. Benzer

sekilde ajanlarin, ELISA ve akim sitometride aktif Kaspaz-3 diizeylerine ve canli hiicrelerde
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akim sitometri ile anneksin V boyanma (apoptoz) diizeylerine bakilarak, primer kondrositlerde
sag kalim ve apoptoz iizerine etkileri test edilmistir. Sectigimiz konsantrasyonlarda yalnizca
dut yapragmin etanolik ekstresi 100 nM’da kaspaz diizeylerine etki etmemistir. Diger tiim
konsantrasyonlarda ve ajanlarda kaspaz diizeyleri anlamli olarak azalmistir. Akim sitometrisi
sonuclarimizda ise kontrol grubuna kiyasla ajanlar apoptotik hiicre yiizdelerini diigtirmiistiir.
Osteoartritik siirecte kondrositlerin erken apoptoza gidisi hastaligin patogenezinde ve kikirdak
kaybinin ilerlemesinde 6nemlidir [12]. OA varliginda erken apoptoza giden kondrositlerin,
uyguladigimiz ajanlar sayesinde, sagkalimi artmis, erken apoptoza gidisi azalmustir.
Calismamiz, kullandigimiz fitokimyasallarin kondrositler iizerindeki bu olumlu etkilerinden

yola ¢ikarak, ajanlarin kondroprotektif etkileri oldugunu, hiicresel diizeyde ortaya ¢ikarmustir.

Ote yandan fitofenollerin bilinen antioksidan etkileri ¢alismanuzla da ortaya koyulmustur.
Reaktif oksijen tiirevleri (ROS) hiicreyi o6liime gétiiren birgok hiicre i¢i yolagmn tetikgisi
sayilmaktadir ve hiicredeki en 6nemli oksidandir [176]. Dut yapragi ekstreleriyle muamele
edilen kondrositlerde 1 pg/mL ve iizerindeki konsantrasyonlarda ROS diizeylerinde anlaml
diisiis meydana gelirken, diger polifenoller de farkli oranlarda ROS olusumu seviyelerini
diisiirmiistiir. MTT ve ROS deneylerinin sonuglarima gore, ELISA deneyleri i¢in ajanlarin
100nM, 1uM ve 10uM konsantrasyonlari ile devam edilmeye karar verilmistir. ELISA ile
degerlendirmis oldugumuz oksidatif parametreler, protein ve lipidlerin oksidasyonu ve
karbonhidrat glikasyonu ile olusan son {iriinler olup oksidatif stres belirteci olarak
kullanilmaktadir. Eklem kikirdag: diger dokulara gore kollajen, proteoglikan gibi yart dmrii
daha uzun molekiilleri fazlaca igerdiginden, oksidatif stresle iligkili molekiillerin birikimine
(ileri glikasyon son tiriinleri, lipit peroksidasyon firlinleri, nitrozile proteinler) kars1 oldukca
duyarlidir [177,179]. lleri glikasyon son iiriinlerinden (AGE) olan pentosidinin, yaslandik¢a
artikiiler kikirdakta birikmeye basladig1 ve osteoartrit (OA) patogenezine katkida bulundugu
literatiirde bir¢ok makalede gegmektedir. Pentosidin, AGE’ler igerisinde sensitivitesi yiiksek
bir son {iriindiir. Pentosidin birikimi sonucunda artan reaktif oksijen tiirevleri, eklem
kikirdaginda molekiiler, biyokimyasal ve biyofiziksel hasara neden olarak OA’nin
baslamasinda ve ilerlemesinde onemli rol oynamaktadir [179]. DeGroot ve arkadaslart OA’ 1
hastalarin sinoviyal sivilarinda ve serumlarinda hastali§i olmayanlara kiyasla daha yiliksek
pentosidin seviyeleri tespit etmistir [179]. Mevcut baska ¢alismalar OA’l1 hastalarin serum ve
kikirdak dokularmmda, model olusturulmus deney hayvanlarinda pentosidin diizeylerinin
arttigim gostermistir. Bir klinik ¢caligmada ise OA’ll hastalarin ve saglikli kisilerin sinoviyal

sivilarinda, pentosidin ile kikirdak oligomerik matriks proteini (COMP) seviyeleri arasindaki
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iliski, OA i¢in belirte¢ olmasi agisindan arastirilmig, OA varliginda her iki molekiiliin de korele
bir sekilde yiiksek oldugu gosterilmistir [179]. Kondrositler tarafindan sentezlenen COMP,
hiyalin kikirdagin 6nemli bir bileseni olup kikirdak yikimmin da 6nemli bir gostergesi olarak
kabul edilmektedir [181,183]. Ote yandan AGE’lerin (pentosidin), reseptdrleri olan RAGE’ler
ile etkilesimi, hiicre i¢inde oksidatif stresi artirarak niikleer faktér kB (NF-xB) ve MAPK
yolaklarin aktive ettigi neticesinde pro-inflamatuvar genlerin ve matriks metaloproteinazlarin
(MMP) transkripsiyonuna yol ac¢tig1 bilinmektedir [21, 184]. Bu baglamda osteoartritte AGE-
RAGE etkilesimi potansiyel terapotik hedeftir [21]. Calismamizda, OA’li kondrositlere
uyguladigimiz fitofenolik ajanlarin tamami pentosidin diizeylerinde kontrole gore anlamli bir
diisise neden olmus, pentosidin olusumunu inhibe etmistir. Diyabet, caligmaya aldigimiz
hastalarda dislama kriteri oldugu i¢in, bu bulgu, diyabet teshisi almamis kisilerde dahi bir ileri
glikasyon son {iriinii olan pentosidinin OA patolojisinde rol oynayabildigini bildiren raporlar

desteklemektedir [14].

Lipit peroksidasyonunun kuvvetli bir gostergesi olan 4-HNE’nin, OA’l1 hastalarm eklem
dokularinda arttigi, MMP-13"ii, proinflamatuvar ve apoptotik sinyal yolaklarmi aktive ettigi
ayrica kikirdak proteinlerine eklenti olusturarak yapilarii bozdugu boylece OA patogenezinde
rol oynadig1 in vivo ve in vitro olarak gosterilmistir [180, 185, 187]. 4-HNE’nin proteinlerle
yaptig1 eklentilerin/ komplekslerin saptanmasi, proteinlerde ileri oksidasyonun derecesini,
bunun diger sinyal proteinlerine, ER ve mitokondriyal strese, dolayisiyla hiicresel
dejenerasyon siireclerine katkisin1 gorebilmek icin 6nemlidir. Caligmamizda, fitokimyasal
ajanlarm HNE-adduct (eklenti) olusumunu inhibe ettigi gozlenirken, olusan cevabin
konsantrasyondan bagimsiz gelistigi izlenimi olusmustur. OA’l1 kondrositlerde yiiksek olan
HNE-eklenti seviyeleri, oleuropein uygulanan hiicre gruplarinda ve dut yapragi sulu
ekstresinin 10 pg/mL konsantrasyonunda belirgin olarak azalirken, diger ajanlar kismen
anlamli olacak sekildle HNE diizeylerine etki etmislerdir. Osteoartritli insan primer
kondrositlerinde bu ajanlarin HNE-eklenti diizeylerine etkilerini gosteren baska bir ¢alismaya

rastlanmamustir.

Calistigimiz bir diger oksidatif parametre olan 3-NT (3-nitrotrozin); Peroksinitritin yikilma
tiriinii olup, OA patogenezinde 6nemli bir biyobelirteg¢ olarak vurgulanmaktadir [188]. 3-
NT’nin osteoartritli hastalarin sinoviyal sivilarinda sagliklilara gore yiiksek bulundugu, iNOS

ve inflamatuvar yolaklarla iliskisinden dolayr OA patogenezine katkida bulundugu ortaya
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koyulmustur [189]. Calistigimiz ajanlarin 3-NT tizerindeki etkileri, ¢alismamiz disinda OA’l1

insan kondrositlerinde (OAC) heniiz bildirilmemistir.

Kondrositler kikirdak bilesenlerini sentezlemek ig¢in, fosfoinositid 3-kinaz (PI3K) /Akt ve
mitojenle aktive edilen protein kinazlar (MAPK'lar; p38, ERK) ile c-Jun N-terminal kinaz
(JNK) dahil olmak {iizere birkag sinyalleme kaskadi araciligi ile terminal farklilastirma islemine
katilirlar. Sinyal yolaklarindaki bozulma, proteolitik enzimlerin artisina ve kikirdak
degradasyonuna yol agarken bir taraftan da kondrositlerin terminal farklilagtirma davraniginda
degisiklige neden olarak kikirdagin kemikle yer degistirmesine katkida bulunur [190]. Bunu
kanitlar nitelikte, p0-1'deki OAC'ler, p2-3 < OAC'lerden daha yiiksek bir pJNK / JNK orani ve
daha fazla ROS olusumu gostermistir. Ayrica, ROS ve JNK yolu arasindaki etkilesimin,
calismamizda kullandigimiz erken pasajli yiliksek patolojili OA’llr kondrositlerde, OA
patogenezini hafif gosteren ge¢ pasajli kondrositlere oranla yiiksek bulunmasi bize yiiksek
ROS seviyelerinin PI3K/ Akt yolu ve MEK / ERK yolunu inhibe ettigini diisiindiirtmektedir
[191,193]. pJNK / JNK, MAPK yolunun oksidatif stres aracili aktivasyonunun apoptoz ve
inflamasyon gibi ¢esitli hiicresel olaylar diizenledigi ve p38, JNK ve ERK dahil olmak iizere
fosforlanmig MAPK seviyelerinin OA kikirdaginda yukari regiile oldugu gosterilmistir [191,
194-196]. JNK'lar, insan kondrositlerinde apoptotik faktdrlerin saliverilmesini indiikleyen
proapoptotik kinazlar gibi isleve sahip oldugundan, ¢aligmamizda p2-3'deki kondrositlere
kiyasla, pO kondrositler daha yiiksek pJNK / JNK orani, daha fazla aktive olmus intrinsik
apoptotik yolaklar igaret etmektedir [21].

Lateral kondil saglikli kikirdaktan elde edilen normal kondrositlerle karsilastirildiginda,
pO'daki OAC'lerde artmis diizeyde COMP ve aktive olmus MMP-9 ekspresyonu
goriilmektedir. Calismamizla uyumlu olarak, kikirdak ekstraselliiler matriksi olusumunda ve
organizasyonunda kritik rol oynadigi bilinen COMP ve MMP-9'un kikirdak dejenerasyonunun
siddetiyle orantil olarak arttig1 gosterilmistir [197,199].

Bulgularimiz, inflamasyon ve matriks bozulmasina yol agan, katabolik yolaklarin
aktivasyonunu arttran MMP'lerin ve ROS ile iligkili glikasyon, glukoksidasyon,
lipoksidasyon, karbonilasyon, nitrosilasyon reaksiyonlarmin OA patogenezinde arttiZin

desteklemektedir.
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Calismamiz1 destekler nitelikteki makaleler son yillarda uluslararasi literatiirde artmistir. Bu
baglamda redoks modiilator, dogal polifenolik bilesiklerin OA nin 6nlenmesi ya da tedavisinde
en azindan prognozunun yavaglatilmasi siireglerinde etkili terapdtikler olabilecekleri gergegi
bilimsel kanitlarla giliclenmektedir. Aslinda polifenolik karigimlar, “nutrasotik” “OTC”,
“dietary supplement” kapsaminda c¢ok sayida inflamatuvar hastaliga karsi destek amacglh

pazarlanmaktadirlar.

Calismamizin kisith yonleri olarak 4. evre OA’ll hastalardan elde edilen kondrositlerde
calismis olmamiz sayilabilir ki ¢alismada kullandigimiz ajanlarin etkilerinin farkli klinik
derecelerdeki OA’l1 hastalardan alinacak doku 6rneklerinde ¢alisilmasi 6nemlidir. Ayrica, tim
deneylerin saglikli kondrositlerle de karsilastirilabilir olmasi ¢aligmamizi daha anlamli hale
getirecektir, ancak saglikli insan eklem dokularmm elde edilmesi etik nedenlerden dolayi

zordur.

In-vitro modellerin genel olarak dezavantaji, doku/ hiicre iizerindeki tiim sistemik etkilerin
ortadan kalkmasi ve hastalik igin gerekli olan eklem bilesenlerinin dokular arasi iletisimini
birarada bulunduramamasidir [200]. Ayrica ¢alismamizda cerrahinin uygun oldugu ileri evre
(evre-4) hastalarmm  dokularimi  kullanmamiz, erken hastalik siirecini incelemeyi
zorlastirmaktadir. Bu ylizden yaptigimiz ¢alisma hayvan modelleri ile desteklenerek erken
asamalarm da taklit edildigi daha ileri diizeye tasinabilir. Ancak unutulmamalidir ki her
modelin avantajlar1 olmasia ragmen, hi¢bir model hastalig1 bir biitiin olarak inceleme firsati
sunamaz. Ornegin 3D modeller ve doku kiiltiirlerinin iiretilmesi ve hiicre canliligmn uzun
stireler boyunca stirdiiriilmesi zordur. Ayrica her hiicre tipinin kiiltiirlenmesi i¢in farkli kosullar
gereklidir. Hiicre kiiltiirlerine nazaran doku kiiltiirlerinde deneyler aras1 degiskenlik daha sik
olmaktadir. Bu ylizden hiicre kiiltiirii modelleri OA patofizyolojisinde yer alan molekiiler
mekanizmalari ve yollar1 aydmlatmak i¢in 6nemlidir ve kullanilmaktadir. Primer hiicre
kiiltiirlerinin ¢ok cabuk farklilasmaya gidiyor olmasi bir dezavantaj gibi goriilse de bu bir
avantaj olabilir, ¢iinkii zaten patolojik kosullar altinda, eklem kondrositleri normal fenotiplerini

yitirerek hipertrofiye dogru farklilasmakta ve sonunda apoptoza gitmektedir [200, 201].

Caligmamiz  hem osteoartrit  patofizyolojisinde rol alan redoks mekanizmalarin
degerlendirilmesi hem de kullandigimiz ajanlarm etkilerinin test edilmesi agisindan dnemlidir

ve mevcut boyle bir ¢caligma bulunmadigindan literatiire katki saglamustir.
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6. SONUC

Bu tez ¢alismasinda; etanolik ve sulu olmak ftizere iki farkli form dut yapragi ekstresi ve
ekstre igeriginde dogal olarak bulunan polifenolik fitokimyasallardan kersetin,
deoksinojirimisin ile ekstrenin igeriginde yer aldigi bildirilmeyen oleuropein, OA’l
hastalarin eklem kikirdaklarindan izole edilen primer kondrosit hiicre kiiltiirlerine
uygulanarak, OA patogenezine etkileri agisindan test edilmislerdir. Ajanlarin etkileri
dejeneratif/ rejeneratif yolaklar, redoks belirtegler, nitrozatif/oksidatif stres belirtegleri,
stresle aktive edilen apoptoz belirtecleri kapsaminda arastirilmistir. Arastirmayr uygun
buldugumuz fitokimyasal ajanlari tercih etme sebebimiz hiicre i¢i redoks siiregleri
etkileyerek homeostazi diizenleme potansiyellerinden kaynaklanmaktadir. Caligilan tim
polifenolik bilesiklerin, degerlendirdigimiz parametreler bakimindan kondrosit 6liimiinii ve
kikirdak yikimimi azaltmaya yonelik hiicre i¢i molekiilleri hedefledikleri gosterilmistir.
Projemiz kapsamindaki ajanlardan deoksinojirimisinin hiicresel etkileri bu proje
kapsaminda ilk kez c¢alisilmis olmakla birlikte, sec¢tigimiz polifenolik bilesiklerin
etkilerinin OA’l1 primer insan kondrositlerinde molekiiler diizeyde c¢alisildigini gosteren

literatiir ya nadirdir ya da yoktur.

Son caligsmalar, en azindan antiinflamatuvar ve antioksidan aktivitelerinden dolayr dogal
polifenolik bilesiklerin OA'nin 6nlenmesi ve/veya tedavisi i¢in iyi birer aday olduklarim
gostermistir  [101,113,129,202]. Bu baglamda, yirittigimiiz tez ¢alismasi ile
kullandigimiz polifenolik bilesiklerin; OA’l1 insan kondrositlerinde, stresle aktive edilen
proinflamatuvar faktorlerin saliverilmesini uyaran, kondrosit proliferasyonunu inhibe eden,
mitokondriyal disfonksiyona yol agan, apoptozu arttiran oksidatif/ karbonil/ nitrosatif
stresleri farkli oranlarda azalttigi gosterilmistir. Redoks disregiilasyonun modiilasyonuyla,
aslinda hiicreleri oksidatif stres kaynakli hiicre 6liimiine karsi koruyarak kondroprotektif,

antiosteoartritik etkileri agiga ¢ikarilmistir.

Etkilerini elimizdeki imkanlar dahilinde test ettigimiz polifenolik ajanlar, daha ileri
caligmalarla arastirilip gelistirilerek, nutrasotik ya da farmasétik bir formiil dahilinde,
osteoartritin  6nlenmesi, prognozunun yavaslatilmasi veya hastaligin tedavisinde,
kondroprotektif ve rejeneratif hiicre i¢i yolaklara hedeflenmis ajan(lar) olarak klinik

caligmalara alinma potansiyeli tasimaktadirlar.
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