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OZET
OSTEOARTRIT’TE UCMA’NIN MOLEKULER MEKANiIiZMASININ
INCELENMESI
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Osteoartrit (OA), diinyada en yaygin goriilen dejeneratif eklem hastaligidir. OA’nin
tedavisi ve Onlenmesi i¢in yeni tedavi edici ajanlarin ve molekiiler hedeflerin
tanimlanmasina dnemli derecede ihtiya¢ duyulmaktadir. UCMA K vitaminine bagimli bir
proteindir. UCMA’nin molekiiler fonksiyonu heniiz tam olarak bilinmemekle beraber
giincel calismalarda yangi ve kalsifikasyonla iligkili olabilecegi vurgulanmaktadir. Bu
calismada, OA’da UCMA nin molekiiler mekanizmasini inceledik. IL-1p ile uyarilan
hFOB1.19 hiicre dizileri kullanarak UCMA’nin OA ile iligkili genler arasindaki iliskisini
gosterdik. Bu ¢aligmada, 16 tane genin ifade diizeyi Real Time PCR yontemi ile analiz
edildi. UCMA protein diizeyleri ise Western Blot yontemi ile gosterildi. Hiicre kiiltiirii
stipernatantlarinda MMP1, IL-17 ve OPG seviyeleri ELISA ile analiz edildi. In vitro OA
modelinde, UCMA gibi yeni molekiiler hedef olabilecek MGP, UTS2 genlerinin ifade
diizeylerinde anlamli diizeyde artis oldugunu gozlemledik. Calismamizda, IL-1B’nin
kemik olusumunda rol alan temel transkripsiyon faktorlerini (RUNX2 ve OSX)
tetikledigini ve UCMA nin bu genlerle iligki icerisinde olabilecegini belirledik. Ayrica,
ilk defa OA gelisiminde rol alan pek ¢ok gen ile UCMA arasinda pozitif bir korelasyon
oldugunu, OA’dan en fazla etkilenen genin UCMA oldugunu gosterdik. Ek olarak,
hFOBI1.19 hiicre dizilerinde IL-1B ile tetiklenen Caspase-3,-8,-9 yolag1 araciligiyla
apoptozda UCMA nin gen ifadesinde anlamh diizeyde artis oldugunu belirledik. MMP1
ve OPG salgilar1 kontrole gore anlamli diizeyde artmisti. Bu ¢alismadan elde edilen
bulgular, UCMA ’nin osteoblast farklilagmasinda, kemik olusumunda, OA gelisiminde ve
osteoblast apoptozunda rol alabilecegini gostermektedir. Sonug olarak, bu calisma OA
patofizyolojisinde UCMA’nin potansiyel degeri i¢in iyl bir kanit saglamaktadir ve
UCMA’nim OA’ya kars1 yeni tedavi edici yaklagimlar gelistirmek i¢in gelecek vaat eden
bir molekiiler hedef oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Osteoartrit, UCMA, GRP, hFOB1.19, IL-1
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Osteoarthritis (OA) is the most prevalent degenerative joint disease worldwide. The
identification of novel therapeutic agents and molecular targets are crucially needed for
the treatment and prevention of OA. UCMA is a vitamin K-dependent protein. Along
with the fact that the exact molecular function of UCMA is still unknown, it is suggested
in the current studies that it can be related to the inflammation and calcification processes.
In this present study, we investigated the molecular mechanism of UCMA in OA. We
showed the relationship of UCMA with the OA-related genes by using an osteoblast cell
line, called hFOB1.19, induced with IL-1p. In our study, the expression levels of 16 genes
were analyzed with real-time PCR method. The protein levels of UCMA were measured
with the Western Blot method. Besides, MMP1, IL-17 and OPG protein levels in the
supernatants of cell lines were analyzed with ELISA. In our in vitro OA model, we
observed a significant increase in the expression levels of MGP and UTS2 which can be
novel therapeutic targets, like UCMA. In our study, we established that IL-1p triggers the
main transcription factors (RUNX2 ve OSX) playing role during bone formation and
UCMA can be associated with these factors. We showed for the first time that, there is a
positive correlation between UCMA and several genes playing role in OA progression
and the most affected gene from OA is UCMA. In addition, during IL-1B-induced
apoptosis mediated through caspase-3, -8 and -9 pathway in hFOB1.19 cell line, we
assessed a significant increase in UCMA expression levels. Besides MMP1 and OPG
secretions increased significantly compared to control group. The findings in our study
may suggest that, UCMA involves in osteoblast differentiation, bone formation, OA
progression, and osteoblast apoptosis. In conclusion, our study provides good evidence
about the potential value of UCMA in the pathophysiology of OA and shows that UCMA
is a promising molecular target to develop therapeutic approaches against OA.

Key words: Osteoarthritis, UCMA, GRP, hFOB1.19, IL-1f



1. GIRIS VE AMAC

Osteoartrit (OA), diinyada en yaygin goriilen dejeneratif eklem hastaligidir (1). Hayat
kalitesinin diismesine ve saglik harcamalarinin artmasina neden olan bu hastalik gelismis
tilkelerde fiziksel 6ziirliiliiglin en 6nemli nedenidir ve sikliginin 2020 yilina kadar iki
katina ¢ikacagi tahmin edilmektedir (2-4). Patogenezi (esas1 ve gelisimi) tam olarak
bilinmeyen bu hastalik kemik, kikirdak ve sinoviyum gibi tiim eklem bolgelerinde yapisal
kusurlara ve hiicresel degisikliklere neden olur (5, 6). Hem bireylere hem de saglik
sistemine Onemli derecede yiik getiren bu hastalikta, eklem agrilar1 ve azalmis eklem
fonksiyonu (islevi) gibi klinik semptomlar (belirtiler) hastalarin yasam kalitelerini
giinden giine olumsuz etkilemektedir (7, 8). Osteoartrit’in kesin tedavisi yoktur ve giincel
farmakolojik tedavisi ise sadece belirtileri gidermeye yoneliktir. OA tedavisinde cerrahi
yaklagim son segenek olarak degerlendirilmekle beraber bu tedavi seklinin de bir¢ok

olumsuz etkileri vardir (9, 10).

Osteoartrit’in tanist klinik bulgular1 destekleyen radyolojik goriintilleme yontemleriyle
konulmaktadir. Ancak osteoartrit, radyolojik bulgular1 belirginlesmeden yillar once
ortaya ¢ikmaktadir. Ozellikle erken evrede radyolojik yontemler duyarl degildir. Erken
tani, eklemin harabiyete ugramadan koruyucu yontemlerle hastaligin tedavisine olanak
saglayabilmektedir (6, 11, 12). Bu nedenle, hastaligin erken teshisinde ve seyrini tahmin
etmede kullanilabilecek biyokimyasal belirteclerin belirlenmesi OA’nin tedavisinde ve

oOnlenmesinde 6nemli bir konudur.

UCMA (Upper Zone of Growth Plate And Cartilage Matrix Associated) / GRP (Gla rich
protein) K vitaminine bagimli protein ailesinin en yeni iiyelerinden biridir. UCMA ayrica
kalsiyum mineraline yiiksek baglanma egilimli ve 16 gla kalintis1 barindiran bir proteindir
(13). UCMA’nin molekiiler islevi heniiz tam olarak bilinmemekle beraber OA’da
enflamatuvar (yangili) ve kalsifikasyon siiregleriyle iliskili mediyator (aract molekiil)
olabilecegi yapilan caligmalarda gosterilmistir (14). Giincel ¢alismalarda, OA’nin temel
kalsiyum fosfat kristalleri birikimi ile dogrudan iligkili oldugu gosterilmistir (15-19).
UCMA’nin BMP2 (Bone morphogenetic protein 2, Kemik Morfojenik Protein 2)
tarafindan baskilandig1 yapilan calismalarda belirtilmistir (20). BMP2 osteogenez

sirasinda  Osx/Sp7 (Transcription factor, Transkripsiyon etmeni), gen ifadesinin



tetiklenmesinden sorumludur (14, 20). Alkalen fosfataz (ALP) osteogenik farklilagsma ve
kalsifikasyon mekanizmasinda gorev alan bir enzimdir. ALP aktivitesi BMP2 tarafindan
diizenlenir (21). Ayrica, BMP-2’nin kemik metabolizmasinda gorev alan RUNX2 (Runt-
related transcription factor 2), OSX/SP7, ALP, BGLAP (Bone gamma-carboxyglutamic
acid-containing protein, Osteoklasin), tip-1 kollajen ve SPP1 (Secreted Phosphoprotein
1, Osteopontin)’in gen ifadesini uyardig1 gosterilmistir (22, 23). UCMA bir¢ok yolak
tizerinden OA hastaliginin gelisiminde gorev alan molekiillerle iliski igerisindedir.
Ayrica, yapilan ¢alismalarda UCMA’nin bazi hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in
biyobelirte¢ veya molekiiler hedef olma olasiligi da vurgulanmaktadir (24). Bizim
hipotezimize gore; UCMA osteoartrit gelisiminde enflamatuvar (yangili) ve
mineralizasyon siireglerinde rol alan yolaklarla (6zellikle BMP2, NF-kB, Osteokalsin ile
iliskili yolaklar) etkilesime girerek etkili olmaktadir. Boylelikle, UCMA nin bu hastaligin
patogenezindeki roliiniin belirlenmesi ile, bu molekiiliin hem OA’nin erken tanisinda bir
biyobelirteg olarak hem de OA tedavisinde bir segenek olarak kullanilabilecegini

diisiinmekteyiz.

Bu tez kapsaminda, Osteoartrit’te UCMA’nin molekiiler mekanizmasinin incelemesi
amagclandi. Heniiz yeni kesfedilmis olan bu molekiiliin insan hastaliklarinin gelisiminde
rolii, tam olarak bilinmemekle beraber kemik metabolizmastyla ilgili roli kesfedilmeye
aciktir. UCMA nin osteoartrit i¢in gii¢lii bir molekiiler hedef olabilecegini diisiiniiyoruz.
Bu tez caligmasi ile birlikte in vitro deney diizeneklerinde UCMA nin osteoartrit i¢in
biyobelirteg ya da molekiiler hedef olma durumu ve osteoblast hiicrelerinin sentez ve

salgilar ile iligkisi incelendi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Osteoartrit

Osteoartrit (OA), hayat kalitesini olumsuz etkilemekle birlikte saglik harcamalarinin
artmasina neden olan ve diinyada yaygin goriilen dejeneratif bir eklem hastaligidir (1, 2).
Bu hastalik kemik, kikirdak ve sinoviyum gibi tiim eklem bolgelerinde yapisal kusurlara
ve hiicresel diizeyde baz1 degisikliklere neden olur (5). OA, 6zellikle eklem kikirdaginin
kademeli bir sekilde kaybi, osteofit olusumu (kemikte patolojik olarak olusan ¢ikinti),
subkondral kemikte sklerozis, yangi ve sinoviyal proliferasyon (¢ogalma) ile eklem
cevresindeki anormalliklerle kendini gosterir (25-27). OA’da agr1 siklikla eklem
hareketliligi ile iliskilidir. Stirekli agr1 ise hastaligin ileri agamalarinda bir 6zellik haline
gelir (28). Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda, OA’ya bagl agri hastanin psikolojik
durumuna uygun olarak yorumlanmasi ve diisliniilmesi gerektigi ifade edilmistir (29).
Bununla beraber agri, hastalarin yasadigi OA’nin tek bir sonucu degildir. Agr1 eklem
islevi ile baglantilidir, fiziksel hareketler agriy1 tetiklerken agri da zamanla fiziksel
islevlerin sinirlanmasina neden olur (30). Glinliik hareketlerde kisitlilik OA’da 6nemli bir
unsurdur. OA siklikla eklem hareketliliginde kisitlanma, sertlik ve krepitasyon
(citirdama) ile iliskilidir (31). Eklem islevselligi anlaminda Onemli derecede
degisikliklere neden olan OA’ da hasta bireyler siklikla fiziksel olarak sinirlanirlar, kisisel
bakimlarinda zorlanirlar, c¢alisma yeteneklerinde ve hatta kendi ev yasantilarini
stirdlirmelerinde bile bir¢ok sorun yasayabilirler (31, 32). Sekil 2.1°de insan viicudunda

OA’dan etkilenen eklem bolgeleri gosterilmektedir.



Sekil 2. 1. insan viicudunda Osteoartrit’ten etkilenen bolgeler (33). Sekilde
Osteoartrit’ten etkilenen viicudun farkli eklem bélgeleri (boyun, omurga, kalga, el ve
ayak parmaklari, diz) gosterilmektedir.

2.1.1. Osteoartrit Epidemiyolojisi

Diinyada en yaygin kas-iskelet bozuklugu olan OA giderek daha da 6nemli bir halk
saglig1 sorunu olmaktadir (34, 35). OA herhangi bir eklemde gelisebilir ancak daha sik
bir sekilde diz, kalga ve el ekleminde gdzlenmektedir. OA’nin prevelans: (yayginlik
orani, yayginlik) kullanilan tanimlamaya, cinsiyete, yasa ve calisilan cografik bolgeye
bagli olarak biiyiik 6l¢tide degiskenlik gostermektedir (36, 37). OA’nin 40 yas dncesinde
siklig1 diisiiktiir ve bu yas grubunda OA siklikla travmaya (yaralanma) bagl ikincil olarak
geligebilir (31). Hastaligin yayginlik oran1 40-60 yaslar1 arasinda artmaktadir ve daha
sonraki yaslarda ise yayginlikta dogrusal bir artis s6z konusudur (30). Diinya ¢apindaki
hastalik tahminlerine gore, 60 yas ve iizeri kadinlarin % 18’1, erkeklerin ise % 9.6’s1 OA
bulgusu tasimaktadir (38). Yapilan ¢alismalar incelendiginde, diz OA’nin yayginhgr %
6.3’ten (Yunanistan) ile % 68.4 (Birlesik Krallik) arasinda, Kalga OA’nin yayginlig %
0.9 (Yunanistan) ile % 23 (Hirvatistan) arasinda, el OA’nin yayginhigi ise % 2
(Yunanistan) ile % 77 (Israil) arasinda degiskenlik gdstermektedir. (39-42). Diinyada OA
insidans1 (goriilme siklig1, siklik) yayginlik ile karsilastirildiginda OA goriilme sikligi ile
ilgili ok az veri bulunmaktadir (43). Ornegin Amerika Birlesik Devletlerinde, belirli yas



ve cinsiyet grubunda belirtili OA’nin goriilmek siklig1 diz i¢in 0.24 (kisi/y1l), kalca i¢in
0.09 (kisi/y1l), el i¢in ise 0.1 (kisi/yil) olarak belirlenmistir (44).

2.1.2. Osteoartrit Hastahiginin Yiikii

Osteoartrit hastaliginin yiikiinii belirlemek icin ekonomik, sosyal ve psikolojik
maliyetleri ya da bireysel, ailesel ve sosyal kayiplart géz 6niinde bulundurmak gerekir
(45). OA hem yaygin hem de agir bir hastalik olarak kabul edilmesine ragmen diinyada
cok az sayida ¢alisma bu soruna odaklanmistir (2). OA’nin neden oldugu maliyetler
dogrudan ve dolayl olarak iki ayr1 baglikta siniflandirilabilir. Arastirmalarda kullanilan
kaynaklar, 6nleme, tespit ve hastaligin tedavisi OA’nin dogrudan maliyetleri arasindadir.
Azalmis is giiclinden dolayi iiretim kaybi, gelir kaybi, vergi geliri kaybi, ev ya da ailenin
yardima ihtiyacindan kaynaklanan devlet desteginin artmasi gibi durumlar OA’nin
dolaylt maliyetleri arasinda yer alir (1, 2). OA’nin dogrudan ve dolayli maliyetlerinin
disinda, hastanin yasam kalitesindeki degisiklik, agri, ac1 gibi maddi olmayan maliyetler
de bulunmaktadir (46, 47). OA patolojisi ruhsal esenlik ve duygusal iliskilerde dahil
olmak {izere bireyin giinliik hayatinin bir¢ok yoniinii derinden etkileyebilir. Bunlar ayni
zaman da OA’nin degerlendirilmesi i¢in dnemli konulardir. Ancak genellikle maliyetin
bu yoniinii degerlendirmek oldukg¢a zor oldugundan bu tiir durumlar ¢ogunlukla hastaligin

maliyeti olarak kabul edilmez (48).

2.1.3. Osteoartrit’in Risk Faktorleri

Risk faktorlerinin 6nemi hastaligin evresine ve eklem bolgesine gore degiskenlik
gosterebilir (34, 49). Hastaligin gelisiminde yalniz tek bir faktoriin mii yoksa birden fazla
faktoriin mii etkili oldugunu tespit etmek oldukca zordur (50). OA’da rol alan risk
faktorlerini sistemik ve yerel faktorler olmak {lizere kabaca iki gruba ayirabiliriz. Sistemik
faktorler eklem kikirdagini hasarlanmaya daha yatkin hale getirir ve tamir
mekanizmalarinin ¢caligmasini 6nler. Yerel faktorler ise mekanik etkilerden dolay1 eklem
hasarina dogrudan katki saglarlar (51). Sekil 2.2’de OA’da rol alan risk faktorleri

gosterilmektedir.
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Sekil 2. 2. Osteoartrit’te rol alan risk faktorleri (51). Osteoartrit birden fazla etmenin
(multifaktoriyel) rol aldig1 bir hastaliktir. Yapilan ¢aligmalarda OA gelisiminde rol alan
bazi 6nemli risk faktorleri tanimlanmistir (52-54). OA gelisiminde rol alan bu risk
faktorleri sekilde goriildiigii gibi sistemik ve lokal (yerel) olmak {iizere iki gruba
ayrilmigtir (51).

Sistemik Faktorler

Genetik

Birgok genetik yaklasim OA’da rol alan yeni biyolojik yolaklar bulmaya yonelik
calismalara odaklanmstir (55). lkiz calismalari sayesinde, OA ve onun i¢ fenotipleri
biiyiik 6lciide genetik olarak belirlenmistir. Ancak genetik ¢esitlilik (varyantlar) tam
olarak bilinmemektedir (55, 56). Yapilan ¢aligmalarda genetik yaklasimlarin hastalikla
iliskili genetik faktorlerin tanimlanmasinda faydali oldugu gosterilmistir (28, 49, 55, 57).

Yas

Yas, OA gelisiminin en giiclii belirleyicisidir (58). Eklemin savunmasizlig1 hastaliga daha
yatkin hale getiren yaslanma silirecinin bir parcast olarak meydana gelir (48). Eklem
kikirdaginda meydana gelen yas ile iliskili morfolojik degisiklikler kondrositlerin doku
biitiinliiglini muhafaza etme ve onarma kabiliyetindeki azalmadan kaynaklanir (26).
Kondrositlerde yaslanmaya bagli olarak mitotik ve yapay etkinlikte azalma, anabolik

bliylime faktorlerine yanitsizlik, hiicre dis1 matriks sentezinde azalma gibi durumlar




gozlenir (26). Kikirdagin onarim kapasitesinde azalma, hormonal degisiklikler, ¢evresel

maruziyetlerin birikmis yogun etkileri yasla iligkili diger mekanizmalardir (59).

Cinsiyet ve Cinsiyet Hormonlari

OA gelisimi cinsiyete bagli olarak farklilik gostermektedir. Kadinlarda OA gelisim riski
erkeklere gore daha yiiksektir. OA gelisimi ile ilgili olarak cinsiyet farkliliklar ileri
yaslarda daha az belirgin farklilik gostermektedir (60). OA gelisiminin kadin ve erkekte
farkli olmasinin nedeni tam olarak acgik degildir. Ancak bununla ilgili baz1 agiklamalar
vardir. Ornegin eklem kondrositleri fonksiyonel dstrojen almacina sahiptir ve dstrojenin
proteoglikan sentezini baglatip ilerletebilecegine veya tetikleyebilecegine dair kanitlar
bulunmaktadir (26). Ayrica, bulgular her zaman tutarli olmasa da (61, 62), 6strojen yerine
koyma (replasman) tedavisinin hastaligin goriilme sikligini azaltabilecegini gosteren

calismalar bulunmaktadir (63).

Besinsel Faktorler

Beslenme faktorlerinin de OA gelisiminde 6nemli rolii olabilir. Antioksidanlarin tipki
diger yasla iligkili hastaliklarda oldugu gibi bu hastaligin gelisimine kars1 da koruma
sagladig1 diistiniilmektedir (48). Kondrositler kikirdak kollojenine, sinoviyal sivi
hyaluronatina, sinoviyal sivinin viskozitesinden sorumlu makromolekiillere zarar
verebilen reaktif oksijen tiirleri (ROS) tiretebilirler (64). Ayrica, glutatyon peroksidazin
kofaktorii olan selenyumun OA gelisimini azalttig1 ve yavaslattigi fare OA modelinde
gosterilmistir (65). Bu calisma glutatyon antioksidaninin OA gelisimindeki etkinliginin
anlasilmasinda son derece dnemlidir. Bir selenosistein tripeptidi olan glutatyonun OA
tizerine etkinliginin yani sira N-asetil sistein (66)’ninde kondrositlerin apoptozunu
engelledigi ve OA gelisimini Onledigi deneysel sican modelinde yapilan ¢aligsmalarda
gosterilmistir (67). Mikrobesin antioksidanlar doku hasarina karsi savunma saglar ve
ayrica bu mikrobesinlerin yiliksek miktarda alimi OA’ya karsi koruyucu olarak tercih
edilebilir (68). Yapilan ¢alismalarda, C vitamininin yliksek miktarda alimi dizlerde OA
gelisimini ve agrilarin1 azaltabilecegi gosterilmigtir. Ancak hastaligin baslamasini
Onlemede veya geciktirilmesinde C vitaminin etkinliginin ¢aligilmasinin gerektigi

anlasilmaktadir (68).



Kemik Mineral Yogunlugu
Yiiksek kemik mineral yogunlugunun da OA gelisimi ile iligkili olabilecegi
diistiniilmektedir (60, 69, 70).

Yerel Risk Faktorleri

Viicut Kiitle indeksi ve Obezite

Kontrol edilebilen risk faktorleri arasinda asir1 kilo ve sismanlik (obezite) hem hastaligin
baslamasi hem de hastaligin gelisimi ile ilgili risk faktorleri olarak tanimlanmistir (48,
59). Bu faktorler muhtemelen eklemdeki stres, ekleme yiiklenmenin artis1 ve/veya
sistemik degisiklikler iligkili olabilir (60, 71, 72). Mekanik yiiklenmeyi artiran asir1 kilo
ve obezite dejeneratif siirecin hizlandirilmasina katki saglayan muhtemel birincil
faktorlerdir (26). Viicut kitle indeksinin osteoartrit iizerine olan etkisini ac¢iklamanin
baska bir yolu da yag dokunun iirettigi pro-inflamatuvar sitokinlerin sistemik diisiik
dereceli yangi ile olan ilgisidir (73, 74). Yapilan ¢alismalarda adipositlerin OA gelisimine
sebep olmakla birlikte eklem bolgesindeki kemik, kikirdak ve diger doku hiicrelerinin

diizenlenmesinde de 6nemli rol oynadigi gosterilmistir (75).

Mesleki Faktorler

Belirli bir eklemin siirekli ve yineleyen bir sekilde kullanimini gerektiren bazi meslek
gruplarinda OA gelisimi olabilmektedir. Ornegin uzun siireli diz ¢6kmeyi veya
comelmeyi gerektiren mesleki etkinliklerin diz OA riskini arttirdig1 bilinmektedir (76).
Madencilerde diz OA, giftcilerde kalca OA, insaat iscilerinde diz OA’nin daha fazla
gelistigi ifade edilmistir (77, 78).

Spor ve Fiziksel Aktiviteler

Asint eklem hareketliligi veya stres OA gelisimini tetikler (79). Eklemlere asir1
yiklenmeyi gerektiren meslekler hastaligin gelisimi ile iliskilidir (48). Yapilan
calismalarda, fiziksel isler diz, kal¢a ve el OA igin risk faktorii oldugu tespit edilmistir
(79-82). Diistik egitim seviyesi ile Olclilen diisiik sosyoekonomik duruma sahip bireyler
daha az konforlu ve yogun hareketlilik gerektiren islerde calisabilmektedirler ve bu
durum yiiksek OA yayginlig: ile iliskilidir (48, 83). Aslinda fiziksel aktivitenin eklem
saglig, kas giliclenmesi, kilo kontrolii gibi saglik acisindan bir¢ok faydasi bulunmaktadir
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(84). Orta derecede fiziksel aktivite OA gelisimine kars1 koruyucu etkiye sahip gibi
goriinmektedir (85). Aksine asir1 fiziksel aktivite OA igin risk olarak goriilmektedir (86).

Eklem Biyomekanigi

Eklemde anormal yiik dagilimina yol acan bazi hastaliklar OA riskini arttirmaktadir.
Ormegin; Legg-Calve-Perthes hastaligi, femur basi epifiz kaymasi ve gelisimsel kalga
displazisi gibi dogumsal kusurlar kalga OA riskini artirdigi bilinmektedir (60). Varus ve
vulgus gibi ‘kal¢a-diz-ayak bilegi’ hizalanmasini bozan bazi durumlar diz eklemine binen

yiik dagilimini etkileyerek diz OA gelisimine katki saglamaktadir (51, 87).

Kas Giigsiizlugi

Diz OA olan hastalarda kuadriseps (dort basli kas) kas kuvvetinde azalma oldugu
bilinmektedir. Kas gii¢siizliiglinlin nedeni agriya bagli olarak eklemin kullanilmamasi ile
ortaya ¢ikan kas zayiflamasindan kaynaklanir (88). Bununla birlikte, yapilan ¢aligmalarda
kas gii¢siizliiglinlin diz OA gelisimi ile ilgili olarak bir risk faktorii oldugu belirtilmistir

(51, 88).

2.1.4. Osteoartrit’in Siniflandirilmasi

OA’ da hastalifin nedeni ve tutulan eklem gz oniinde bulundurularak siniflandirma
yapilabilmektedir (31, 51). Bunun disinda, OA’nin radyolojik ve patolojik 6zelliklerinin
tanimlanmasi ile OA birincil (primer, sebebi bilinmeyen, idiyopatik) ve sekonder (ikincil)
olarak siniflandirilmistir. Tablo 2.1°de OA’nin siiflandirilmasi ii¢ ana baslik halinde ele
alinmistir; 1. Tutulan ekleme gore siniflandirma, 2. Nedenine bagli siniflandirma ve 3.

Ozgiin 6zelliklerin varligma gére siniflandirma.
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Tablo 2. 1. Osteoartrit’in Siiflandirilmasi (51).

1. Tutulan Ekleme Gore Simflandirma

Monoartikiiler (Bir eklemin tutulumu)
Oligoartikiiler (Birka¢ eklemin tutulumu)

Poliartikiiler (Cok fazla eklemin tutulumu)

2. Etiyolojik Siniflandirma
Birincil OA (idiyopatik)
Ikincil OA

e Metabolik
v' Akromegali
v' Kalsiyum kristal depolanmasi
e Anatomik
v Blount hastalig
v Legg-Perthes hastaligi
v Bacak uzunlugu esitsizligi
e  Yaralanma ile ilgili
v" Eklem yaralanmasi
v Bir ekleme y6nelik yaralanma
v' Eklem cerrahisi
v Kronik hasar
e  Yangisal
v Herhangi bir yangilh artrit
v’ Septik artrit

3. Belirli Ozelliklerin Varhgma Gére Simflandirma

v' Asindirict (Eroziv) OA

v" Yangili OA

v' Korelmis (Atrofik) OA

v Kikirdak kalsifikasyonu (Kalsiyum birikimi) (Kondrokalsinozis) ile OA

2.1.5. Osteoartrit’in Klinik Ozellikleri

OA siirecinde eklem bolgelerinde meydana gelen degisiklikler cesitli klinik belirtilere yol
acar. Hastaligin baslangic1 yavag ve sinsidir. OA’ da en sik goriilen belirti agridir. Agr
ozellikle hareketliligin 6zelligine bagli olarak artar (89). Tutukluluk ve sertlik ise
hareketsiz donemlerden sonra goriilen bir belirtidir (90, 91). Diz OA’nin belirti ve

bulgular1 asagidaki tabloda 6zetlenmistir (51).
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Tablo 2. 2. Diz OA’nin belirti ve bulgular1 (51).

Semptomlar (Belirtiler) Bulgular

Agr Hassasiyet

Tutukluluk Hareket sinirlanmasi

Sislik Kirt kirt sesin ¢ikmasi (Krepitasyon)
Islevsel Degisim Eklem Kenarlarinda Genigleme
Giigsiizliik Yiirime bozuklugu

Sekil bozuklugu (Deformite) Sekil bozuklugu (Deformite)
Dengesizlik (Instabilite) Dengesizlik (Instabilite)

2.1.6. Osteoartrit’in Laboratuvar Bulgular

Birincil OA’da tan1 koydurucu 6zgiil herhangi bir laboratuvar bulgusu yoktur. Birincil
OA’l1 hastalarda eritrosit sedimantasyon hizi, tam kan sayimi, idrar tetkiki ve kan
biyokimyast normal sinirlar i¢indedir (92). Cogu girisimsel olmayan ve nispeten ucuz
olan biyokimyasal belirtegler potansiyel olarak faydalidir. Gittik¢e artan sayida onerilen
belirteclerin ¢ok azt OA’da kullanilabilir; COMP, antijenik keratan siilfat, hiyaluronik
asit, YKL-40, tip III kollajen, N-propeptid ve liriner glikosil-galaktosil piridinolin en
umut verici belirtecler arasindadir (93). Bununla birlikte, bu molekiillerin karmasik
metabolizmalarindan dolayr serum ve idrar tayinlerinin yorumlanmasi oldukca giigtiir

(93).

2.1.7. Osteoartrit’in Tanisi

OA hastaliginin tanis1 hastanin yas1 ve hikayesi, patolojik eklemlerin yeri ve radyolojik
bulgularla konur (94). OA c¢ok farkli sebeplerden kaynaklanan bir hastalik oldugundan
cesitli eklem bolgeleri i¢in (el, diz, kalga) farkl tan1 dlgiitleri gelistirilmistir. En yaygin
kullanilan tam1 Olgiitleri Amerikan Romatoloji Kurulu (American College of
Rheumatology, ACR) tarafindan gelistirilmistir (95). Diz OA i¢in ACR tarafindan
belirlenen Klinik ve Klinik ve Radyografik degerlendirmelerin yapildigi olgiitler tablo
2.3’de gosterilmistir.

13



Tablo 2. 3. Diz OA i¢in ACR dlgiitleri (51).

Diz Klinik

Onceki ayin ¢ogu giinii icin diz agrist
Eklem hareketinde kitlasma (krepitasyon)
30 dakika veya daha az siiren sabah tutuklulugu

38 yas ve lizerinde olmak

O

Diz ekleminde biiyiime

Klinik ve Radyografik

Onceki ayin ¢ogu giinii icin diz agrist
Eklem kenarlarinda osteofitler
OA’nin tipi sinoviyal s1visi

40 yas ve lizerinde olmak

30 dakika veya daha az siiren sabah tutuklulugu

AU N S

Eklem hareketinde kart kart sesi

Epidemiyolojik ¢aligmalarda da OA tanis1 1957 yilinda Kellgren ve Lawrence tarafindan
tanimlanan karakteristik radyolojik 6zelliklere dayanir (51, 96). Kellgren ve Lawrence’in

gelistirdigi radyografik evreleme cetveli tablo 2.4’de gosterilmistir (51, 96) .

Tablo 2. 4. OA’nin siniflandirilmasi (51).

Evre  Smflandirma Tanmm

0 Normal OA bulgular yok

1 Siipheli Varlig1 belirsiz, kiigiik osteofitler

2 Hafif Kesin osteofitler, normal eklem arali1

3 Orta Eklem araliginda orta dereceli azalma

4 Siddetli Eklem araliginda ileri dereceli azalma, Subkondral sklerozis

2.1.8. Osteoartrit’in Tedavisi

Tedavide temel amag¢ agriy1 kontrol etmek, eklem hareketliligini ve islevselligini
gelistirmek veya muhafaza etmek ve yasam kalitesini arttirmaktir (97, 98). OA zaman
icinde gelisir ve yavas yavas degisim gosterir. OA patolojisi ¢ok fazla farklilik
gosterebilmektedir (99). Bu nedenle, tedavi bireye 6zgii olmalidir ve OA tedavisinde
etkin bir yaklasim siklikla farmakolojik, farmakolojik olmayan (egitim, egzersiz, diizenli
beslenme gibi) ve cerrahi tedavilerin birlikte kullanilmasini gerektirir (100, 101). OA i¢in

tedavi yontemleri tablo 2.5’de Ozetlenmistir. Tabloda goriilen tedavi yaklagimlarinin
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OA’da belirli oranda etkili olduklar1 bilinmektedir (51). Bu tedavi yontemleri pratik

uygulamalarda birlikte kullanilmaktadir (51).

Tablo 2. 5. OA i¢in tedavi yontemleri (51).

Farmakolojik Olmayan Farmakolojik Cerrahi

Egitim Parasetamol Artroskopi
Egzersiz NSAIil Osteotomi
Tabanliklar Opiod analjezikler UDR

Ortezler (baston vb) Seks hormonlari (Unikompartmental
Kilo verme SYSADOA (Symptomatic slow acting  diz replasmani)
Lazer drugs for OA) TDR (Total Diz
Spa Psikotrop ilaglar Replasmanti)
Vitamin / mineral Topikal NSAIi

EMA (elektromanyetik Cilt tistii (Topikal) Kapsaisin

alan) Intraartikiiler (Kortikosteroid,

Ultrason Hyaluronik asit, Irrigasyon)

TENS (Transkiitandz
elektriksel sinir
stimiilasyonu)
Akupuntur

Gidasal ilaglar
Bitkisel ilaglar

Ayrica, OA hastalarinin tedavisinde kullanilan hastaligin siddetine bagli tedavi agamalari

sekil 2.3’de gosterilmistir. Bu hastanin tedaviye cevabina ve klinisyenin tercihine gore

degisebilen tedavi algoritmasinin bir 6rnegidir (102).

Hastaligin Siddeti

Farmakolojik olmayan
tedavi
Egitim
Egzersiz
Kilo verme
Fizyoterapi

—

Farmakolojik tedavi
Parasetamol
NSAID
Intraartikiiler Enjeksiyon
Opiod analjezikler

Cerrahi tedavi
Osteotomi
Total eklem replasmam

Sekil 2. 3. OA hastalarinin tedavisinde kullanilan adim adim algoritma (102).
Farmakolojik olmayan tedavi tiim OA’l1 hastalarda birinci asama olarak goz oniinde
bulundurulmaktadir. Hastaligin ileri evrelerinde farmakolojik tedavi son asamasinda ise
cerrahi tedaviye bagvurulmaktadir (102).
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2.1.9. Osteoartrit Hastahiginin Gelisimini Saglayan Molekiiler Degisimler

Osteoartrit eklem islevlerinde kayba ve agriya neden olan geri doniigiimsiiz bir hastaliktir.
OA’nin temel ayrict niteligi (karakteristigi), eklem kikirdaginda kayip ve subkondral
kemikte sklerozis (sertlesme) ile iliskilidir (73). Hastalik histolojik olarak kikirdak
yiizeyinde parcalanma, kondrosit kiimelenmesi, kikirdakta dikey yariklar, kristal
birikimi, yenilenme ve damarlanma ile kendini gosterir (74). OA yapisal, mekanik ve
biyolojik yolaklarin rol aldig1 karmasik bir hastalik siireci olup kikirdak, subkondral
kemik, sinoviyum, ligament, kapsiil, eklem ¢evresi kas dokusu gibi tiim eklem bolgesini

etkilemektedir (39, 74). Normal ve Osteoartritli diz eklemi sekil 2.4’de gosterilmistir.

Normal Diz OA’l Diz
Subkondral \ “ | |
Kemik \ | - '.‘
||l 'II : ‘ll‘l. |
Ligament / : \ | Kemik
| ‘ Femur \ Yenilenmesi
,” . '\ ve Skleroz
Kikirdak n / : '
| N\ B A
] 4// / i 'l Kiksrdak
Sinoviyum | l/ / \ \\\\ I' Yikimi
Eklem } \ Meniskiis
Sivist Hasan
Kl Sinoviyal
Hipertrofi
Meniskiis
Osteofit
Olugumu

|
|
|l

|II
1 \ Fioula

Sekil 2. 4. Normal ve Osteoartritli diz eklemi (102). Osteoartritli dizde degismis kemik
yenilenmesi, kikirdak yikimi, meniskiis hasari, sinoviyal hipertrofi (hacim artisi),
sklerozis (sertlesme) ve osteofit (kemik ¢ikintisi) gelisimi sematize edilmistir.
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2.1.9.1. Osteoartrit’te Eklem Kikirdag:

Tiim yasam boyunca eklem kondrositleri ve subkondral kemik hiicreleri akut (ani) veya
kronik (uzun siireli) strese maruz kalirlar ve buna siirekli tepki olustururlar. Eklem
homeostazinin (i¢ dengesinin) siirdiiriilmesinde biyomekanik stres gereklidir ¢iinki
hareketsiz eklemlerde proteoglikan kaybi son derece hizlidir (103). OA siirecinde,
homeostatik (i¢ denge) ve onarim mekanizmalart yeterince etkin bir sekilde islev

gosterememektedir (102).

Yapilan in vitro ¢alismalara gore, zarar veren statik sikistirma/yiiklenme hem kollajen
agina zarar verebilir hem de proteoglikanlarin tilkenmesini uyarir. Burada belirtilen
olaylar kikirdak matriks proteinlerinin sentezini azaltirken dinamik sikistirma ise
matriksin sentetik etkinligini arttirir (104). Kikirdak uzun siire eklemin temas
bolgelerindeki yliksek gerilime ve yirtilmalara dayanamaz. OA’hh kikirdak, kollajen
aginin bozulmasi ve ardindan iist bolgede proteoglikan kaybi ile kendini gosterir (105).
Hastaligin ilerleyen asamalarinda, kikirdak matriksinin organizasyonu ve molekiiler
bilesimindeki degisiklikler eklem yilizeyinin ve hyalin kikirdagin yapisal biitiinliigliniin

bozulmasina yol agar (105).

OA’da Kondrositlerin Fizyolojisi

Eklem kikirdagi ve OA’da onun bozunmasina yol agan hastalik siireci yogun bir sekilde
calisilmistir (106). Eklem kondrositleri eklem kikirdagindaki tek hiicre tipidir ve eklem
kikirdak hacminin yaklasik %?2-5’ni olustururlar (107). Diger kalan kisim ise
proteoglikanlar ve kollajenler ile hidratlanmis hiicre dis1 matriksi olustururlar (107).
Kondrositlerin temel islevi kikirdak biitiinliiglinii muhafaza etmektir. Bununla birlikte,
OA gelisiminde kikirdagin biyokimyasal ve biyomekanik cevresi degistigi i¢in belirli
degisimler kondrositlerin davranislarinda da olur (107). Biiyiime plaginda goriildiigii gibi,
OA'l1 eklem kikirdagindaki kondrositlerde ¢gogalma, hacim genislemesi ve apoptoza yol
acan farklilagma yolagini bloke ettigi goriiliir (108). Bu daha fazla yikici fenotip ile hiicre
dis1 matriks sentezinin azalmasi ile birlikte MMP (matriks metalloproteaz) ve agrekanaz

gibi yikic1 enzimlerin artmasi ile kendini gosterir (107, 108).

OA’y1 baslatan faktorler tam olarak tespit edilememistir (109). Cikartilan yetigkin insan
eklem kikirdaginin mikrodizin analizi, mekanik hasarin genlerin biiylik cogunlugunun
ifadesini 6nemli Olclide diizenledigini ve morfojenik yolagin yeniden etkinlestigini

gostermektedir (109). Yaralanma ile birlikte ifadesi artmis genlerden ilki WNT-16’dir
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(110). Normalde WNT-16 gen ifadesi OA’l1 eklemin kikirdagin korunmus bolgelerinde
cok diisiik iken orta ve ciddi kikirdak hasar1 olan kikirdak bdlgelerinde gen ifadesi yiiksek
derece artmustir (110). Hgingtir ki, WNT antagonisti olan sklerostin, insan OA’l
kikirdagimin en son halinde yliksek seviyede ifade edildigi bulunmustur (110). Benzer
sekilde fare ve koyun OA modellerinde olusturulan kikirdak hasarinin oldugu bolgelerde
de yiiksek derecede ifade edildigi bulunmustur (110). Aymi c¢aligmada, eklem
kondrositlerinde sklerostini kodlayan SOST gen ifadesinin IL-1 (Interleukin) tarafindan
arttirildigr gosterilmistir (110). Rekombinant sklerostin proteininin eksplant kiiltiirlere
eklenmesi IL-1’in agrekanaz uyaran etkisini durdurmaktadir (110). Bu durum OA’l
kikirdakta sklerostin’in yikicilik metabolizmasint durdurdugunu diisiindiirmektedir
(110). OA’l1 kikirdakta WNT yolaginin 6nemli rolii oldugu diistintilmektedir (111). WNT
antagonisti DKK-1’in asir1 ifadesi OA’li hayvan modellerinde kikirdak yikimina karst
koruyucudur (111). Bundan bagka WNT yolagini tetikleyen WNT-3A, primer hiicre
kiiltiirinde MMP13 ve ADAMTS-4 ifadesini uyardigi gosterilmistir (112). Eklem
kondrositlerinde yikict metabolik fenotip olusturmak i¢in IL-1 ve TNF-a kullanilmaktadir
(112). Bu yikic1 fenotipi IL-1 ve TNF-a WNT yolag: aracilifiyla yapabilir (112). Eklem
kikirdagma benzer bir doku olarak omurlar arasi diskte, TNF-a, B-katenin ve MMP13
ifadesi arttirmistir ve proteoglikan ile tip II kollajen sentezini dnemli 6l¢iide durdurmustur
(113). Ayrica IL-1 ve TNF-a nin yikim etkisi DKKI1 tarafindan engellenebilmektedir
(113).

Yangisal sitokinler tiim dokularin onariminda 6nemli bir role sahipken bunlarin kronik
(uzun siireli) maruziyeti onarimu riske atmak gibi gorlinmektedir. Kikirdakta siirekli
yangl, yetersiz matriks ve diisiik kalitede kikirdaga yol agan hiicre dis1 matriks
yenilenmesini arttirir (114). Biyomekanik yikim, yangi ve kondrositler tarafindan tiretilen
proteazlar arasindaki iliski OA’l1 fare cerrahi modelinde gosterilmistir (114). Ameliyattan
sonra IL-1, IL-6, MMP3 ve ADAMTS-1.4.5 gibi genlerin tamaminin ifadesi artmis
durumdadir (114). Boylelikle, bu genlerin ifadesi yliksek derecede mekanosensitif oldugu
gosterilmistir (114). Boylece, mekanik yiiklenme saglikli kikirdak i¢in gereklidir ve
kollar ve bacaklardaki (ekstremitelerdeki) hareketsizlik kikirdak kaybina yol agmaktadir
(115). Yiiklenmeye bagl yaralanma ya da ekleme kronik asir1 yliklenme matriks
biitlinliigii i¢in uzun vadeli sonuglar doguran kondrosit davranislarinda degisime yol
acabilir (115). OA’ya baglhh degismis kikirdak metabolizmasina ait sekil 2.5°de
gosterilmistir (51, 116).
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Sekil 2. 5. Osteoartrit’te Kikirdak Metabolizmas: (51, 117). Osteoartrit’te kikirdak
metabolizmasinin degisimi kikirdak yenilenmesi ve parcalanmasi arasindaki dengenin
bozulmasi seklinde kendini gosterir. Dolayist ile OA’nin gelisimi kikirdak yaslanmasi ve
yipranmasinin bir sonucu oldugu soylenebilir. Sekile bakildiginda OA’nin gelisimi
kikirdak dokusunu parcalayan enzimlerin, 6zellikle MMP’lerin artmasi sonucu ve
dengenin Obiir tarafindaki engelleyicilerinin yeterli olamamasindan kaynaklandig:
anlasilmaktadir.

2.1.9.2. Osteoartrit’te Subkondral Kemik

Subkondral kemik (SB) eklem kikirdaginin altindaki epifiziyel kemik bolgesidir (118).
Subkondral kemik tabakasi, kireclenmis (kalsifiye) kikirdak ve ince kabuksal (kortikal)
kemik tabakasi igeren eklem kikirdaginin zonal olarak derin bolgesidir (118).
Kireglenmis kikirdagin kireg izi (tide mark) ile hiyalin kikirdagindan ayrilir (119, 120).
Mevcut goriintiileme yontemleri ile incelendiginde SB’nin bolgeleri arasinda belirgin bir
anatomik smir yoktur (119). SB normal kemigin korunmasinda énemli bir etken olarak
kabul edilmektedir (119). Aslinda, SB normal eklemin islevlerini destekleyici ve sok
emici Ozellige sahiptir (119). SB eklem kikirdagina mekanik bir zemin saglayarak eklem
yiiklenmesini yaklasik olarak %30 oraninda azaltir (119). Ayrica SB, kikirdagin

beslenmesini saglar ve metabolik atiklarin uzaklastirilmasina yardimer olur (119, 121).
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OA siirecinde, SB artmis kemik dongiisii, mikro kiriklar, anjiyogenez (damarlanma) ve
son asamada kemik sklerozisi (sertlesme) gibi degisikliklere ugrar. Ayrica, histopatolojik
acidan hiyalin kikirdak incelir, yeni kan damarlar1 SB’den kalsifiye kikirdaga niifuz eder
ve SB kalinliginda artis meydana gelir (122-129). Bu degisiklikler hem eklem
kikirdaginin biyomekanik 6zelliklerini hem de kikirdak ve subkondral kemigin biyolojik
iligkisini etkiler (118). Bunlarin disinda, OA siirecinde her bir SB anatomik bdlgesi farkli
yanitlar olusturabilir. Dolayisiyla, SB’de meydana gelen degisiklikler OA gelisiminin ve
ilerlemesinin bir sonucudur. Normal ve Osteoartritli eklemin kikirdagi ve subkondral

kemik anatomisi sekil 2.6’da gosterilmistir.

OA’l1 Eklem
FSooacnt B Yiizeyel Bolge Kigiik gatlaklar
) =
E O O Orta Bolge
? -
= Derin Bélge
— “—  Sumur Hath (Tidemark) :. ®
bedadod | Katsifive Kikurdak
Osteoblast Kalinlagma

Kortikal Tabaka

Stungerimsi Kemik

Subkondral Kemik ‘

Sekil 2. 6. Sematize edilmis normal ve osteoartritli eklemin kikirdagi ve subkondral
kemik anatomisi (130). Yiizeyel bolgede kikirdak hiicreleri nispeten azalmis, orta ve
derin bolgelerde de benzer sekilde kikirdak hiicrelerinde fark edilir bir azalma, kalsifiye
kikirdak alt1 kemiklerde kalinlasma goriilmektedir.

Normal eklem kikirdagi yiizeysel bolge, orta bolge, derin bolge ve kalsifiye kikirdak
bolgesi olmak iizere 4 ayr1 bolgede incelenebilir (130). Bu bolgeler kollajen matrikse
sikigsmis az sayida kondrosit icermektedir (130). Kalsifiye kikirdak derin bolgeden bir
sinir hatt1 ile (tidemark) ayrilir ve dogrudan SB iizerine oturur (130). Eklem kikirdaginin
altindaki subkondral kemik kabuk plakasi ve siingerimsi kemik olmak tizere iki tabakada
organize edilir (130). SB eklem kikirdaginin biitiinliiglinlin korunmasina yardime1

olmaktadir (130). OA’l1 eklemdeki degisiklikler eklem kikirdagindaki kollajen matriksin
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bozulmasit ve SB kalinlasmasi ile temsil edilmektedir (130). Eklem kikirdagindaki
yariklar kikirdak damarlanmasini tetikler (130). Subkondral kemikteki mikro c¢atlaklar ile
eklem kikirdaginda incelme, subkondral kemigin kabugunda (korteksinde) kalinlagsmaya

neden olur (130). Subkondral sklerozis OA ilerlemesinin bir sonucudur (130).

OA'nin baglamasinda ve ilerlemesinde SB’nin rolii oldugu Rodin ve Rose tarafindan
Onerilmistir (131). SB’de meydana gelen sertlik onun esneklik ve sok emici kapasitesinin
azalmasina neden olur (131). Sonugta fazla mekanik yliklenmeler ile kikirdak yiizeyi
dagilir (131). SB ve eklem kikirdag:1 arasindaki yakin iliski ile ilgili mevcut bilgiler
15181nda, kikirdakta meydana gelen olumsuz degisiklikler bitisigindeki SB’yi etkiler (25).
Eklem kikirdaginin biitiinliigi, hem mekanik o6zellikler kazandiran ve kikirdak

yenilenmesini etkileyen SB’ye hem de SB altindaki subartikiiler kemige baglidir (25).

Eklem kikirdagi ve SB OA’da etkilenen iki énemli eklem bolgesidir (130). Birbirine
yakin konumda olan bu iki eklem bolgesinde hastaligin seyri boyunca paralel tipik
degisimler meydana gelmektedir (132). Hem eklem kikirdagi hem de SB’deki
degisimlere, buraya yerlesmis hiicreler (osteoblast ve kondrosit) aracilik eder (132).
Kikirdaktaki kondrositler, subkondral kemikteki osteoblast, osteoklast, osteosit hiicreleri
bu dokularin islevinin siirdiiriilmesi ve biitiinliigliniin muhafaza edilmesinde birincil rol

alirlar (132).

Hastalikl1 eklemin degismis mekanik ve biyokimyasal ortamina yanit olarak osteoblast
ve kondrositlerin fizyolojileri de degisir (131, 132). Bu hiicre gruplari 6zellikle hastalik
boyunca farkli hiicresel davranis ve farkli gen ifade diizeni gostermektedirler. Ayrica,
kikirdak ve subkondral kemik hiicreleri arasinda kimyasal bir iletisim oldugu in vivo ve
in vitro c¢aligmalarda gosterilmistir (132). Sonugta bu hiicrelerin fizyolojisindeki
degisiklikler SB ve kikirdaktaki yapisal degisikligi aciklar (132). Eger ger¢ekten kikirdak
ve SB islevsel bir birim gibi davraniyorsa, bir birimdeki hiicre davraniglarinin normalize

edilmesi her iki dokuya da fayda saglayabilir (132).

Osteoartrit’te Osteoblast Fizyolojisi

Gerek insan kemik numunelerinde yapilan ¢alismalardan gerekse hayvan modellerindeki
calismalardan elde edilen veriler OA’da degismis kemik yenilenmesini gostermektedir
(133, 134). Hiicresel diizeyde, kemik yenilenmesi ve kemik erimesine yol agan osteoklast

ve kemik olusumuna katilan osteoblast hiicreleri tarafindan gerceklestirilmektedir (133,
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134). Bu iki hiicre tipinin aktiviteleri kemik matriksine gomiilii osteositler tarafindan
diizenlenmektedir (133-135). OA’da ekleme asir1 yliklenme SB’de mikrokiriklarin ve
mikro hasarin artisina neden olmaktadir (134, 136, 137). Osteositler mineralize kemik
matriksinin hasarin1 algilar ve etkilenen kemikteki hedeflenen osteoklastik erimeyi

baslatarak onarimi yonlendirir (138).

Son calismalarda, olgun kemikte osteositlerin osteoklast farklilasma sitokini, RANKL
(Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand) tirettigi belirtilmistir (139). Ayrica,
kemik yenilenme oraninin hastaligin seyri boyunca degistigi gosterilmistir (140).
Boylelikle, OA’nin erken evrelerinde SB’de artan damarlanmaya bagli olarak yenilenme

artarken hastaligin ge¢ evresi azalmig kemik erimesi ile kendini gosterir (141, 142).

Parcalanan kikirdagin altindaki subkondral bolgede azalmis mineralizasyonla birlikte
artmig trabekiil sayisi, azalmis trabekiil boslugu ve kemik saglamligini diisiiriir (143,
144). BML (bone marrow lesions) fazla yiiklenme bolgelerinde ortaya ¢ikar (145). BML
azalmis mineral yogunlugu ile kemik sklerozis bolgeleri ve osteosit 6liim alanlarinda
bulunur (145). OA’lh kemik yapisindaki degisimler hiicresel islevlerin degisiminden
kaynaklanir (146). Bu degisen davranislarin nedeni heniiz bilinmemekle beraber birkag
olasi nedeni olabilir. Yukarida belirtildigi gibi, ekleme asir1 yiiklenme kemik matriksinde
hasarin birikmesine yol agabilir (146). OA’l1 kemik osteoblastlari, degismis fenotipe
sahiptirler ve bu hiicrelerin gen ifade seviyeleri normal veya osteoporotik kemik
osteoblastlarindan farklidir (132). Ornegin, OA’l1 osteoblastlardaki alkalen fosfataz
(ALP) ve osteokalsin (BGLAP) seviyesi normal osteoblastlara gore yliksektir oysa
osteopontin seviyesi normal osteoblastlara benzerlik gostermektedir (147, 148). OA’lh

osteoblastlar normal hiicrelere gore farkli mineralizasyon gosterir (147, 148).

Couchourel ve arkadaslar1 (147) yaptiklar1 bir calismada, OA’ll osteoblastlarda
mineralizasyon azalmasina COL1A1/COl1A2 mRNA oranimin artmasinin eslik ettigini
gostermislerdir (147, 149). Ilging bir sekilde, OA’11 osteoblastlar normal osteoblastlardan
daha fazla TGF-1B (Transforming growth factor beta 1) iretir (149). OA’lh
osteoblastlarda TGF-1B baskilanmasi anormal COL1Al1 (Tip I kollajen a-1
zinciri)/COL1A2 (Tip I kollajen a-2 zinciri) oranini diisiirerek hiicre mineralizasyonunu
diizeltmisti (149). OA’l1 hiicrelerde artan TGF-1B proteini DKK-2 (Dickkopf-related
protein 2)’nin seviyesini arttirir ve bu hiicrelerde TGF-1p veya DKK-2’nin susturulmasi

OA mineralizasyon fenotipini normalize ettigi bulunmustur (150). Massicotte ve
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arkadaslarinin (151) yaptiklart bir calismada, OA’l1 SB’deki osteoblastlarin IL-6 ve
prostaglandin E2 iiretimine bagl olarak iki alt grup icerdigini rapor etmislerdir. Ayrica,
TGF-1B seviyelerinin normale gore tim OA’l1 osteoblastlarda arttigini gdostermislerdir
(151). Kumarasinghe ve arkadaslar1 (148) OA’l1 ve saglikli kontrol femoral kemik (uyluk
kemigi) primer osteoblast hiicrelerinde gen ifade analiz yaptilar. Bu ¢alismalarda, OA'li
kemikte TWIST1 (Twist-related protein 1), TGFB1 ve SMAD3 (Smad ailesi iiyesi
hiicrei¢i protein) mRNA'larinin diizensiz ifade edildigi gézlemlenmistir (148). OA’I
osteoblast hiicreleri in vitro ortamda kiiltlire edildigi durumda da bu diizensiz gen ifadesi
degismemisti (148). Boylelikle OA olusumunun en azindan bir kisminda bu osteoblast
hiicrelerinin degismis igsel ozelliklerinin rolii oldugu one siiriilmiistiir (148). Giincel
calismalar, OA’l1 insan ve fare subkondral kemiginde TGF-1p yiiksek derisimini
dogrulamaktadir ve TGF-1B’nin subkondral kemikteki asir1 ifadesi OA’y1 uyarmaktadir
(152). TGF-1p baskilanmasinin olumlu etkileri TGF-1 etkinligini baskilayan sistemik
yaklasimlarda goriilmez ¢iinkii TGF-1p kikirdak i¢ dengesi i¢in gereklidir ve TGF-1f3
baskilanmasi eklem kikirdaginda TGF-1B uyarilmasini engeller (152). Boylelikle
aragtirmacilar, subkondral kemikteki TGF-1B’nin yiiksek derisikligi, anormal kemik

olusumunu ve OA gelisimini uyardigi sonucuna varmislardir (152).

Osteoartrit’te Osteoblast ve Kondrosit Arasindaki Iletisim

Kondrosit ve kemik hiicreleri ayn1 ¢evresel uyaranlara karsi birbirinden bagimsiz yanitlar
olusturabilirler (153). Ayrica, bu birimlerin birinde meydana gelen hiicresel degisiklikler
diger birimin hiicrelerini etkileyebilir. Hem in vivo hem de in vitro calismalarda
kondrositlerin ve osteoblastlarin birbirlerini etkileyebilecegini gdsteren kanitlar
bulunmaktadir (153). Ornegin, OA’min iyi tamimlanmis sigan modelinde MIA
(Monosodyum Asetat) eklem i¢ine enjekte edilir. Baglangigta kikirdak ilaca maruz
kalmaktadir. Bununla birlikte, sadece iki hafta sonra bu model belirgin 6l¢iide kemik
kayb1 gostermektedir (153). Daha sonra bu modelde kikirdak yikimina paralel olarak
osteofitler, SB sklerozu ve kistlerin olusumu ile trabekiiler kalinlasma gozlenmektedir
(153). Ayrica, SB’nin osteoblast hiicrelerindeki EPHB4 (Ephrin type-B receptor 4, almag
tirozin kinaz) almacinin asir1 ifadesinin farede olusturulan OA’ya karsi koruyucu etki
yaptig1 rapor edilmistir (154). Dolayisi ile elde edilen bulgularda bu iki dokunun birbirine
bagimli oldugu goriilmektedir. Bu yiizden OA hayvan modellerinde uygulanan tedavide
Ozgiil hedef olarak segilen SB’nin hastaligin ilerlemesini Onleyebilecegi ve

iyilestirebilecegi diisiiniilmektedir. Ornegin, diz OA sigan modelinde, Biyofosfonat ve
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Alendronat hem SB erimesinin hem de diz eklemindeki OA gelisimini baskiladigi
bulunmustur (155). Fare OA modelinde, OPG (Osteoprotegerin)’nin zerk edilmesi
RANKL aracili kemik yenilenmesini onler. Ayrica, OPG menistektomi ile olusturulan
OA modeline kars1 6nemli 6l¢iide koruyucudur (156). Menisektominin akabinde, OPG
eklem kondrositlerinde ADAMTS-4 ve ADAMTS-5 gen ifadelerini 6nemli 6l¢iide azaltir
(157). Cok sayida in vitro ve in vivo ¢aligmalarda SB’deki degisimlerin kikirdak yiizeyini
dogrudan etkileyebilecegi gosterilmistir (132). Eklem kikirdagindan subkondral kemik
eksizyonu (¢ikartilip atilmasi) 6zellikle kikirdagin yiizeysel bolgesindeki kondrositlerde
7 giin igerisinde hizla oldiikleri gosterilmistir (158). Bununla birlikte, subkondral
kemikten salinan aract molekiillerden dolayi, kiiltiir ortaminda daha Once c¢ikartilan

subkondral kemigin varlig1 kondrosit 6liim artisinit durdurmustu (158).

Sanchez ve arkadaslar1 (159) yeni bir kiiltiir sistemi tanimladi. Bu sistemde, OA’da insan
SB bolgelerindeki sklerotik ya da sklerotik olmayan osteoblastlar, kondrositlerin
olusturdugu bir zarla ayrilmistir (159). Sklerotik osteoblastlar’in varliginda kiiltiire edilen
kondrosit hiicreleri arasinda iletisim oldugunu gostermislerdir (159). Ayrica bu
hiicrelerde agregan iiretiminde, MMP3 ve MMP13 ifadelerinde artis gézlenmistir (159).
Osteoblast hiicreleri IL-6, IL-1 ya da Oncostatin (OSM) gibi yangisal ara molekiillerle
muamele edildiginde agregan iiretiminde, MMP3 ve MMPI13 seviyelerinde artis
gozlemlemislerdir (159). Arastirmacilar OA’l1 kondrositler tarafindan asir1 ifade edilen
IL-1, IL-6 veya OSM’nin yakinindaki osteoblastlar1 etkileyerek geri besleme dongiisii

olusturabilecegini diistinmektedirler (159).

Osteositler kemikte en bol bulunan ve birincil mekanik strese hassas hiicre tipidir (133,
135). Ancak, bu osteosit hiicre grubunun birincil 6nemi ile ilgili ¢cok az bilgi rapor
edilmistir (132). Yapilan c¢alismalarda in vivo osteoblast/osteosit ve kondrositler
arasindaki molekiiler etkilesim potansiyeli gosterilmistir (132). Ancak, eklem kikirdag:
ve SB arasindaki etkilesim olasiliginin ¢ok az oldugu diisiiniilmektedir (132). Bununla
beraber, Imhof ve arkadaslar1 (119) kemik ve kikirdak arasindaki iletisime izin veren
kikirdaga yakin yogun subkondral damarlanmalar ve subkondral mineralizasyon
tabakasina niifuz etmis mikro kanallarin varligim1 gostermislerdir (119).

Imhof ve arkadaslar1 daha sonra kikirdak sentezi i¢in gereken metabolik enerji glikoz,
oksijen ve suyun % 50’den fazlasinin subkondral damarlardan perfiizyon (kanlanma) ile
saglandigimni ifade ettiler (119). Damarlanma da olan bu diizensizliklere bagli OA’da

kanlanma bozukluklar1 gosterilmistir (160). Ozellikle subkondral bolgelerde kemik iligi
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lezyonlar1t MR (Manyetik Rezonans) goriintlileme sistemiyle belirlenmistir (160). Daha
once belirtildigi gibi bu bolgeler hasarli kikirdagin altindaki bolgelerdir (161-163).
Floresans boyalarin kullanildigi hassas deneylerde Pan ve arkadaslar1 (164) kemik iligi
ve eklem araligi arasindaki bu kiigiik molekiillerin dagilimimni gosterdiler (164). Bu
gozlemler en azindan kii¢iik molekiiller i¢in SB ve eklem kikirdag: arasindaki dogrudan
uyarilma olasiligini diisiindlirmektedir (165). Ayrica arastirmacilar, eklemin bozulmasi
ve onariminda rol oynayabilecek hem mekanik hem de biyokimyasal iki islevsel birim
onermektedirler (165). Bu sonuglar diger baz1 gozlemler ile tutarlilik gosterir (165).
Subkondral kemik ve kalsifiye kikirdagin arasindaki ara yliziin ince yapisinda bu
dokularin iletisim kurabilecegi ¢esitli damarlar bulundurmaktadir (165). Insan kondro-
kemik eklemi ile ilgili yeni bir ¢caligma simdiye kadar fark edilmemis bir bileseni ortaya
cikardi (166). Ayrica, bu ara yiiz OA’dan etkilenir ve bu alanlar dokular arasindaki sivisal

araci molekiillerin trafigine imkan tanir (167).

Sonug olarak, yapilan giincel ¢alismalarda OA fare modelindeki hastalik gelisiminde
subkondral plaka gozeneklerinde biiylik artis oldugu gosterildi ve bu gdzenekler
subkondral kemik ve kikirdak arasindaki iliskiyi artirabilecegi diisiiniilmektedir (167). Ek
olarak, sitokin biiyiikliiglindeki molekiiller saglikli ya da hasta dokuda kemik ve kikirdak
arasinda gecis yapabilirler (144). Ancak, daha 6nce diisiiniilenden biiyiik molekiillerde
osteosit kanilikiiliine gecebilirler ve bu molekiillerin tasinimi kemik {izerine yiik
binmesiyle artar (168). Kikirdak ile ilgili olarak, metabolitlerin difiizyonu da etkilidir.
Ornegin, IGF (insulin-like growth factor) kikirdakta &nemli rollere sahiptir. Ancak, IGF
dolasimda az miktarda {iretilir ve biiyiik miktarlarda kikirdaga tasinir (169). Bu tasima
kismen difiizyon ile gergeklesir (170).

2.1.9.3. Osteoartrit’te Sinoviyal Zar

OA siirecinde, OA bulgusu olan bireylerin ¢ogunda belirli derecelerde sinoviyal yangi ve
sinoviyal hacim artig1 gozlenir (172). Sinoviyositin OA’y1 baslatan ana faktoér olmadigi
diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, sinoviyosit Oncii yangisal etkenlerin iiretimi ile

hastaligin ilerlemesine ve agriya katki saglar (173-176).

OA’l1 eklemin sinoviyal zar1 (171) histolojik olarak degerlendirildiginde sinoviyal hiicre
tabakasinda hiperplazi (asir1 gelisim) ve buna eslik eden monosit ve lenfositlerin sayica
yerel artis1 gozlenebilir (177). Sinoviyal hiicreler ve OA’l1 kondrositler MMP-1, MMP-
3, MMP-9 ve MMP13 gibi matriks metalloproteinazlarin1 biiylik oranda sentezlerler
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(178). Sinoviyal hiicreler sadece burada belirtilen protein parcalayict enzimleri
salgilamazlar ayrica yangisal sitokinleri de (IL-1B, TNF-a, IL-6) sentezlerler (179).
Resistin gibi adipokinler OA sirasinda sinoviyumdan sentezlenir. Boylelikle sinoviyal
doku OA’ll eklemde adipokinlerin temel kaynagi gibi goriinmektedir (180, 181).
Osteopontin hastaligin seyri ile iliskili olup OA’l1 sinoviyal dokuda yiiksek miktarlarda
ifade edilen bir sitokindir (182). Kikirdak doku otokrin (kendi kendini etkileyebilen) ve
parakrin (yakinindaki hiicre grubunu etkileyebilen) sekilde bazi yikict molekiilleri
sentezlemekle beraber sinoviyal dokuda kikirdagi yikabilen bazi kemokinler ve
metalloproteinazlar1 da sentezlemektedir (183). Mekanik ve enzimatik olarak olusan
kikirdak yikim firtinleri sinoviyal hiicrelerden hidrolitik enzimlerin ve kollajenazlarin
salinimini uyarabilir (184). Sinoviyumdaki yeniden damarlanmanin saglanmasinda 6nciil
damarlanma etkenleri salgilayan makrofajlar da rol alabilir (184, 185). Salgilanan bu
etmenler endoteliyal hiicreleri ve fibroblastlar1 da uyarirlar ve sonugta damarlanmay1
tesvik eden VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), bFGF (Basic Fibroblast
Growth Factor) ve diger faktorlerin sentezi arttirilmis olur (184, 185). Kan damari
gecirgenligi ve adezyon molekiillerinin artis1 yangisal yanit1 siirdiiren damarlanmanin bir
parcasi olarak goriiliir (182). Sinoviyumda damarlanma kronik sinoviyosit ile yakindan

iligkilidir ve OA’nin tiim agsamalarinda meydana gelebilir (186).
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Sekil 2. 7. OA’l eklemin sematize edilmis islevleri ile ilgili NF-xB uyar ileti yolagi
(187). Eklem bolgesinde NF-xB uyart ileti yolagi kondrosit ve sinoviyosit hiicrelerinde
mekanik streslere veya sitokinlere (TNF-a)) bagl olarak uyarilir. Uyarilmanin sonucunda
eklem hiicreleri islevsel Ozellik kazanarak muhtelif MMPs, ADAMPTS, apoptotik
molekiiller (COX2, NO, PGE2), kemokinler (IL-8) ve sitokinleri (TNF-a, IL-1p, IL-6)
sentezler ve bu molekiiller kikirdagin yikimi ile sinoviyum zarmin yangilanmasi
(sinoviyositis) ile ilgilidir. Ayrica, kondrositler ve sinoviyositler tarafindan salinan TNF-
a, [IL-1B, IL-6 osteoblastlar1 uyararak sentezlenen RANKL ve sitokinler osteoklast aracili
kemik erimesine yol acarlar. Sonu¢ olarak, NF-kB etkinliginin siirmesi bazi
kondrositlerin irilesmesine (hipertrofik) yol acar. Kondrositlerin rastgele irilesmesi

COLI10A1, MMP9, MMP13, VEGF, osteokalsin ve ADAMTSS5’in artmis sentezleri ile
ilgilidir (187).

2.1.9.4. Osteoartrit’te Uyar Ileti Yolaklar

Eklem i¢i metabolik denge (homeostaz) uyart yolaklar1 arasindaki ¢esitli anabolik ve
katabolik dengeye baghidir (121). Eklem bolgelerindeki uyart mekanizmalar1 eklem
kikirdagi ve subkondral kemigin fenotipinin dayanikli saglam kalmasinda, hiicre dis1
matriksin devamliliginda, kemik yenilenme siirecinin dengelenmesinde dnemli rol oynar
(130). Eklem biitlinliigiiniin muhafaza edilmesinde ve i¢ dengenin (homeostazin)
stirdiiriilmesinde bir takim uyar1 yollarinin bir arada bulundugu rapor edilmistir (130).

Bununla birlikte, bu uyar1 mekanizmalar1 arasindaki c¢ok kiiciik dengesizlik, OA
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gelisimine katki saglayan kikirdak kalitesinin bozulmasina ve SB’nin kalinliginda artisa

neden olur (130).

2.1.9.4.1. NF-kB Uyani-ileti Yolag

NF-xB (niikleer faktor kappa B) bagisiklik, yangi, cogalma, hiicre 6liimii ve gelisim gibi
pek cok hiicresel siirecte rol alan yazilim etmeni (transkripsiyon faktorii) ailesidir (188).
Yangisal stiregler eklem hastaliklarinda 6nemli rol oynamaktadir (189). Bu sebeple, pek
cok in vivo ve in vitro ¢alismada NF-kB uyar1 yolagmin osteoartrit hastalifinin
gelisimindeki rolii incelenmistir (189). Memeli NF-kB ailesi 5 iiyeden olusur: Rel A
(p65), Rel B, c-REL, NF-kB1 (p50 ve onciisii p105) ve NF-xB2 (p52 ve onciisii p100).
Bu proteinler kendi 6zgiil gen setlerini etkinlestirmek i¢in ¢esitli homodimerler (ayni
ikilesme) ve heterodimerler (farkl: ikilesme) olustururlar. Ayrica NF-xB ailesi proteinler;
DNA baglanmasi, ikilesme ve gekirdege go¢ etmede rol alan 300 amino asit uzunlugunda
Rel homoloji (kokendes) bolgesi igermektedir (190). NF-xB proteinleri gen ifadesini artig
yoniinde diizenlerler ve uyarilmamis hiicresel kosullarda sitoplazmada IKB (Inhibitory
NF-xB proteins, durdurucu NF-kB proteinleri) proteinleri tarafindan etkisiz olarak
tutulurlar (191). NF-kB proteinlerinin etkinlesmesi, ¢esitli kimyasal ve mekanik
uyaranlarin hiicreleri uyarmasi sonucu IKK’larin (IKB kinases, IKB [durdurucu NF-kB
proteinleri] kinaz) IKB’yi fosforillemesi ile baglar (192). IKB proteinlerinin proteozomlar
aracilifiyla yikimindan sonra NF-xB ikilileri serbestleserek ¢ekirdege go¢ eder.
Cekirdege gecen NF-xkB 150°den fazla genin ifadesini diizenler (193). RANKL, TNF-a,
IL-1 gibi sitokinler, Lipopolisakkarid (LPS), Sfingomiyelinaz, Tax proteinleri gibi
bakteriyel ve viral iiriinler, Reaktif oksijen aracilar1 (ROI), UV (Ultraviyole, Mor 6tesi)
15181, v-151nlar1 gibi 6ncii apoptotik ve nekrotik etmenler NF-kB icin gli¢lii uyaranlardir

(189, 192, 194, 195).

NF-xB uyan ileti silsilesini etkinlestiren iki farkli yolak vardir (Sekil 2.7) (187).
Bunlardan ilki TNF (Ttimor Nekrozu Faktor), Toll-like veya T-hiicre almag aracili klasik
yolak olarak adlandirilir (187). Bu yolakta IKKs (IKKo/IKKB/IKKy-NEMO [NF-kB
Essential Modulator]) bilesimi tetiklenir ve bu bilesenin uyarilmasi ile de IkB
molekiillerinin fosforilasyonu ve ubikutin-proteozom sistemi aracili yikimi gerceklesir
(187). Ote yandan, diger yolak BAFF-R (B-cell activating factor, B hiicresi aktive edici
faktor almaci, BAFF-R), CD-40 (Cluster of differentiation-40), veya LTB-R

(Lymphotoxin beta receptor, Lenfotoksin beta almaci) uyarilmasim igerir (187). Bu
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yolagin etkinlesmesi IKKa kinazlar1 fosforilasyon araciligiyla etkinlestiren NIK’a (NF-
kB Inducing Kinase, NF-xB uyarict kinaz) baglidir (187). Bu agamadan sonra IKKa,
hedef genlerin yazilimini baglatabilen olgun RelB:p52 ikili proteininin salinimi igin
fosforilasyon bagimli pl100’iin parcalanmasini tetikler (187, 191, 196-198). NF-xB
etkinlesmesine yol agan mekanizmalar hakkinda bildiklerimiz ¢ogunlukla onun
etkinsizlestirilmesini diizenleyen mekanizmalar hakkinda bildiklerimizden daha fazladir
(187). NF-kB yanitinin sonlanmasinda kabul edilen iyi ¢alismis mekanizma IkB
proteinlerinin sentezi ile ilgilidir (199). Aktiflesmis NF-xB tarafindan uyarilan IkB
proteinleri yeniden sentezlenir. Yeni sentezlenen IkBa, c¢ekirdege girer ve NF-xB
molekiillerini DNA’dan ayirir ve sonrasinda bu molekiillerin yeniden sitoplazmaya

yerlesmesine imkan saglar (200).

Klasik Yolak:

(TNF-q, IL-1, LPS) (CD40, BAFF)

Ekstraseliiler

!
Sitoplazma ﬁ i\

Niikleus

Sekil 2. 8. Klasik ve diger NF-kB etkinlestirme yolaklar1 (187). Klasik yolak TNF-R,
TL-R, veya TC-R’m ilgili uyaranlar1 (ligands) ile birlikte etkinlestirilir. Klasik yolagin
etkinlesmesi IKKs (IKKo/IKKB/IKKy-NEMO) bileseninin olusumunu saglar. Bu bilesen
IxkB’nin ubikutinlesmesini ve proteozom yoluyla parcalanmasini gergeklestirir. IkB’nin
parcalanmasi ile birlikte p50/p65 farkli ikilemi gibi etkinlestirilmis NF-kB ikilemi
cekirdege gecer ve ilgili hedef genlerin yazilimini (mRNA) uyarirlar. BAFF-R, CD40-
Rveya LTB-R ile tetiklenmis diger yolak ile IKKa kinaz etkinlesir ve UB-proteozom
yoluyla p100 proteininin islenmesini ve islevsel hale gelmesini saglar. Ub-proteozom
proteolitik yoluyla islenmis p100 (p52) molekiilii, RelB molekiilii ile birlikte farkli ikili
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olarak nukleusa go¢ eder ve NF-xB’nin diizenledigi hedef genlerin 6zendirici bolgelerine
(promotor) baglanarak mRNA’larin1 sentezler (187).

2.1.9.4.1.1. NF-kB Etkinlesmesinin Eklem Kikirdagindaki Rolii

Eklem yiizeyinde kikirdak kaybi ile kendini gosteren kondrosit hiicrelerindeki
degisiklikler OA hastaliginin gelisiminde etkin bir sekilde rol oynamaktadir. Kondrosit
hiicreleri ylizeylerinde TNF-R (Tumor Necrosis Factor Receptor), mekanik almag, TL-R
(Toll-like Receptor) gibi almaclari ifade ederler. OA’li kondrositlerde, yaslanma
faktorleri, mekanik stres, TNF-a, IL-1B gibi aract molekiiler bu almaglar etkinlestirerek
NF-kB uyar1 yolaginin etkinlesmesine yol agarlar (201). NF-xB uyar1 yolag1 ya tek basina
ya da diger uyar1 yolaklar ile birlikte kondrosit hiicrelerinin anabolik aktivitelerini
baskilar. Sonugta bu daha fazla yikict durum azalmais hiicre dis1 matriks sentezi ile birlikte
yikim enzimlerinin (MMP ve agrekanaz gibi) artmis iiretimi ile kendini gosterir (107,
108, 202) (Sekil 2.7). Ayrica, Osteoartritte Matriks Mettalloproteazlar (MMP); IL-1p3, IL-
6, IL-8, TNF-a ve RANKL gibi ¢esitli katabolik etkenler ile uyarilabilir. Bu sitokinler ve
kemokinler hiicre dig1 matriks (proteoglikan, kollajen) sentezini azaltir ve NF-kB’nin
tetiklenmesine katki saglarlar (203). NF-xkB molekiilleri OA’li kondrositlerin
apoptozunu, kikirdak yangisimi ve yikicit etkenlerin salinimini tesvik eden PGE2
(Prostaglandin E2), NO (Nitrik Oksit), NOS (Nitrik Oksit Sentetaz), COX2
(cyclooxygenase-2) gibi molekiilleri uyararak kikirdak hasarina katki saglar (204-207).

NF-xB molekiillerinin uzun siireli etkinlesmesi HIF-2a (Hypoxia-Inducible Factors),
RUNX-2 (Runt-Related Transcription Factor 2) ve ELF-3 (ETS-Related Transcription
Factor-3) gibi diger bazi diizenleyici yazilim etmenlerini de etkiler (208, 209). IL-1, TNF-
a ve LPS tarafindan tetiklenen yangisal yanitta ELF-3 merkezi bir araci molekiil olarak
calisir (210). ELF-3 kondrositlerde IL-1 aracili tip II kollajenin baskilanmasindan
sorumludur ve IL-1 tarafindan uyarilmis MMP-13 ifadesine katilir (211, 212). Boylelikle,
NF-«B proteinleri BMP2, IL-8, GRO-a (Growth Regulated Protein Alfa) ve GADD45-3
(Growth Arrest and DNA-Damage-Inducible, Beta) molekiillerinin sentezini uyarir (213,
214). Ayrica ELF-3 (ETS-related transcription factor-3) ve HIF-2a yolag: ile birlikte tip
X kollajen ifadesini, MMP9, MMP13, ALP, VEGF ve BGLAP sentezini uyarir (208,
215). OA’da yukarida belirtilen metabolik degisikliklerin sonucunda osteofit olusumu,

kondrosit kalsifikasyonu, hacimsel artis1 olan kondrosit fenotipi gozlenir (208, 215). ,
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2.1.9.4.1.2. NF-kB Etkinlesmesinin Sinoviyumdaki Rolii

Sinoviyal zar (171) ya da sinoviyum 2 ya da 3 fibroblast benzeri sinoviyosit hiicre
tabakasi ile az miktarda yangisal hiicrelerden olusan ince damarli bir dokudur (5). Bu
hiicreler yogun ve yaglayici bir sinoviyal sivi1 salgilarlar (5). Bu siv1 eklem kikirdag:
arasinda siirtiinmeyi azaltir, oksijeni ve besinleri kondrositlere tasir ve kikirdaktan
metabolik atiklar1 uzaklastirir (5). OA ilerleyisi sirasinda, SZ ayni zamanda eklem
matriks yikimina katki saglayan katabolik ve Oncili yangi iirlinlerini sentezler (5).
Dolayisiyla osteoartritte, sinoviyal zardaki degisiklikler kikirdak koruyucu etkenlerin
azalmasina ve eklem matriksi hasarina katki saglayan etkenlerin artmasina neden olur (5,

183).

OA’ll eklemde yangmin fizyolojisine katilan sitokin, kemokin ve adhezyon gibi
molekiilleri kodlayan pek ¢ok gen NF-kB proteinleri tarafindan diizenlenmektedir (201).
Sinoviyal hiicrelerde NF-kB etkinlesmesi kikirdak kokenli matriks parcalari, sitokinler,
stres gibi ¢esitli uyaranlar sayesinde gerceklestirilir (216, 217). Sinoviyal hiicreler
yiizeylerindeki almaglar araciligiyla NF-kB yolagini etkinlestirirler (5, 218). Daha sonra
uyarilmis NF-kB molekiilleri kikirdak yikimina ve artmis sinoviyosite neden olan g¢esitli
sitokin ve kemokinleri (IL-1pB, IL-6, TNF-a, RANKL, IL-8), damarlanma etkenlerini
(VEGF, FGF-b) ve yikici enzimlerin (MMP1-13, ADAMTS4, ADAMTSS) salinimini
uyarir (183).

2.1.9.4.1.3. NF-kB Etkinlesmesinin Subkondral kemikteki Rolii

Subkondral kemik eklem kikirdaginin altindaki epifiziyel kemik tabakasidir (25).
Osteoartrit gelisiminde eklem kikirdaginin yani sira subkondral kemik de kritik role
sahiptir (219, 220). Kondrosit hiicreleri kikirdak dokusunun i¢ metabolik dengesini
korurken osteoblast ve osteoklast hiicreleri de SB’nin anabolik ve katabolik siirecinde rol
almaktadir (120, 221). SB hiicreleri ile eklem kikirdag: hiicreleri arasinda yakin bir
biyolojik iletisim s6z konusudur (123, 222). Cesitli sitokinler, biiylime etkenleri,
prostaglandinler ve I0kotrienler SB hiicrelerinden o6zellikle osteoblastlardan
sentezlenirler ve bu molekiiller kikirdak yikiminda rol alirlar (123, 223-226). Osteoartrit
stirecinde osteoblast hiicreleri normal olmayan metabolik islevleri ile birlikte sentez ve

salgilar1 da degisir (123, 223-226).
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2.1.9.4.2. WNT Uyan Yolag:

WNT (Wingless Type) uyart yolagi organ gelisimi, erken gelisim evresi ve doku i¢
dengesinin siirdiiriilmesinde 6nemli rol oynamaktadir (227). Fare ve insan ¢alismalarinda,
farkl1 hiicre i¢i uyar silsilesini uyarabilen yapisal olarak glikoprotein ile iliskili en az 19
grup oldugu gosterilmistir. WNT yolag:r klasik ve klasik olmayan yolak olarak
siiflandirilmigtir (228). GSK-3p ile B-katenin fosforilasyonunu baskilama ve daha sonra
yikima ugratma yetenegine bagl yolak klasik yolak olarak adlandirilir, B-katenin yolagi
disindaki yolak ise klasik olmayan yolak olarak adlandirilir.

WNT uyar yolagi iskelet gelisimi sirasinda 6nemli rol oynamaktadir ve dogum sonrasi
donemdeki saglik ve hastalikla iliskili durumu iyi bir sekilde anlasilmistir (130, 229). Son
zamanlarda yapilan c¢aligmalarda, WNT uyar1 yolagmin kikirdak, kemik ve eklem
gelisiminde hayati rol oynadig: rapor edilmistir (130, 229). Yapilan ¢caligmalarda, WNT
uyar1 yolagi kondrositlerde hiicre Oliimiinii baskilayarak hiicrenin hayatta kalmasini
tesvik eden bir uyar1 mekanizmasi olarak islev gosterdigi vurgulanmaktadir (130, 230).
Farkli calismalarda, WNT nin asir1 ifadesi OA gibi hastaliklara yol agabilen kikirdak
yikimint uyardigi ifade edilmistir (230). WNT uyarisindaki artisin kikirdak hasarina katki
saglayan MMP ve agrekanazlar gibi katabolik etkenlerin uyarilmasini sagladigi yapilan

calismalarda gosterilmistir (230).

Kondrosit gelisiminden baska, WNT uyar1 yolagi kemik gelisimi ve i¢ katabolik
dengesinin muhafaza edilmesi i¢inde gereklidir (231). Artmig WNT uyaris1 kemikte
sklerozisi tetikleyebilir (232). OA sirasinda SB’de kalinlasmaya yol acan subkondral
kabuk ve trabekiiler kemikte asir1 bir yeniden modellenme s6z konusudur (130). OA
gelisiminde sklerotik SB’nin rolii oldugu bilinmektedir (130). Ancak bu konu heniiz
aciklik kazanmamistir (130). Artmis mekanik yliklenme kosullarinda kikirdak yikimina
bu durumun katki saglayabilecegi 6ne siirtilmiistiir (130). SB ve kikirdak ile ilgili artan
kanitlar, WNT sinyal yolaginin kemik-kikirdak biyomekanik biriminin etkinliginin

muhafaza edilmesinde 6nemli rol oynadigin1 géstermektedir (130).

Antagonistler (zit etki yapan) ile WNT sinyal yolaginin baskilanmasi, hem kikirdak hem
de subkondral kemikte dnemli degisikliklere neden olabilir (130). Bunlar; subkondral
kemigin yenilenme siiresince degisiklikler ve kondrosit katabolik enzimlerinin

ifadelerindeki degisikliklerdir (130). Farkli olarak, WNT uyar1 agonistleri (tetikleyici etki
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yapan) dogrudan kondrositlerde MMP ve agrekanaz gibi molekiillerin sentez ve

salgilarini uyararak kikirdak yikimini tetiklerler (130).

Sonug olarak WNT uyar1 yolagi kondrosit, osteoblast ve osteoklast fizyolojisinde etkin
bir sekilde rol alir (130). Bu sebeple, WNT uyar1 yolagi tedavi edici yaklagimlarin
gelistirilmesinde olas1 bir hedef olarak kullanilabilir (130, 233).

2.1.9.4.3. MAPK Uyan Yolag:

Mitojen tetikleyici protein kinazlar (MAPK) tiim dkaryotik hiicrelerde bulunan bir dizi
serin treonin kinazdir. MAPK ailesi kinazlarin ii¢ temel sinif i¢erir; ERK (Extracellular
Signal-Regulated Kinases), JNK (Stress-Activated Protein Kinases/c-Jun N-terminal
Kinases) ve p38 kinazlar (130, 234). MAPK sinyal yolagi hem kikirdak hem de kemik
biyolojisinde dnemli rol oynar (234). Kondrosit olusumu sirasinda kondrositlerde tim
MAPK ’larin etkinligi belirlenmistir (234). Kondrosit olusumu sirasinda kikirdak nodiil
olusum siirecini p38 ve ERK proteinleri diizenler (234). MAPK ailesi ayn1 zamanda
kikirdak gelisiminde mekanik uyarilarin iletilmesinde rol alir (235). MAPK ailesinin
kemik biyolojisinde, 6zellikle kemik kiitlesinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynadigi
yapilan c¢aligmalarda gosterilmistir (236). ERK sinyal yolagi RUNX2 ve ATF4
(Activating Transcription Factor 4) gibi anahtar yazilim etmenlerinin fosforilasyonu ile
osteoblast farklilasma siirecine aracilik etmektedir (236). Benzer sekilde p38’de
osteoblast farklilagmasint DLXS, osteriks, RUNX2 nin fosforilasyonu aracilig: ile tesvik
eder. ERK, p38 ve JNK aracilar1 AP1 (Activator Protein 1) islevini diizenleyerek
osteoklast farklilagmasini tegvik eder (236). Ayrica, kemik hiicreleri ERK etkinlesmesi
ile baglayici hiicre dis1 matriks ve mekanik yliklenmeye yanit verir (236). Boylelikle,
MAPK ailesi OA gelisiminde rol aldig1 6ne siiriilmektedir. Dahasi, ERK ve p38 eklem
kikirdaginin yikimina yol agan siireglerde de rol oynadigi bilinmektedir (237). ERK ve
p38’in her ikisinin etkinlesmesi MMP ifadesi ve etkinlesmesi i¢in gereklidir (237). Oysa
sadece ERK etkinlesmesi agrekenaz aracili kikirdak yikiminda gereklidir (237).
Osteoblastlarda mekanik yiiklenme ile uyarilma ERK etkinlesmesi aracili MMP-13
tiretimi meydana gelir (238). Mekanik yiiklenmeye tepki olarak SB osteoblastlarindan
MMP-13 iiretiminin baslamasi OA sirasinda gozlenen kikirdak bozulmasini tesvik
edebilir (238). OA eklem kondrositleri normal subkondral osteoblastlardaki osteokalsin,
osteopontin, alkalen fosfataz ve RUNX2 gibi osteoblast farklilagsma belirteglerini artirir

(238). Oysa normal eklem kondrositleri farklilagma stirecini geciktirir (238). OA’l1 eklem
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kondrositleri tarafindan uyarilan normal subkondral osteoblastlardaki degisiklikler ERK

fosforilasyonu aracili gergeklestigi yapilan caligmalarda ifade edilmistir (238).

Yapilan farkli bir ¢aligmada, OA’l1 subkondral osteoblastlarda p38 uyarisinin agagi
diizenlenmesi ve tetikleyici ERK uyar1 etkinligi, eklem kondrositlerinde matriks
kalsifikasyonunu ve hacimsel kondrosit artisinin gen ifadesini uyardigi gosterilmistir
(239). ERK uyart yolaginin PD98059 ile baskilanmasi etkilenmis kondrosit ve
subkondral osteoblastlardaki ADAMTS ve MMP enzimlerinin asir1 ifadesini tersine
dondiriir (240). MMP ve ADAMTS enzimlerinin OA’l1 eklemde anormal miktarlardaki
ifadesi OA gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir (240). Subkondral osteoblastlar ve
eklem kondrositlerindeki  karsilikli  uyart mekanizmalarinda meydana gelen
degisikliklerin kikirdak ve kemik dokusunun kritik 6zelliklerini etkiledigi yapilan
caligmalarda gosterilmistir (240). Ayrica, OA’ll eklem kikirdagindan ve subkondral
kemikten salinan bilinmeyen diger faktorler, ERK uyar1 yolagimin etkinlesmesi
aracilifiyla MMP ve ADAMTS salinimina aracilik eder (240). Yukarida belirtilen in vitro
calismalara gore, eklem kikirdagi ve subkondral kemik arasinda MAPK ailesinin araci

olarak gorev aldig1 anlagilmaktadir (130).

PAR-2 (Proteinaz islerlik kazandirdigi almagclar, Proteinase activated receptors) 7-zar
gecisli G-protein esli almaclardir (241). Islerligi icin proteoliz kesim islemi serin
proteazlar tarafindan gergeklestirilir (241). Osteoblastlar ve kondrositler hiicre
yiizeylerinde zar bagimli PAR-2’y1 sentezlerler (242, 243). OA’l1 eklem kikirdagi ve SB
normale gore daha fazla PAR-2 sentezlerler (242, 243).

Yangi tetikleyici sitokinler IL-1B, TNFa, TGF-p kikirdakta PAR-2 sentezini arttirirlar
(242). OA’lh kikirdaklarda PAR-2 sentezinin artisinin 6nemli katabolik ve MMP-1,
MMP13, COX-2 gibi 6nyangi araci molekiillerinin sentezini tetiklemesi ERK ve p38
uyaricilarinin yolaklarinin istiraki ile OA ilerlemesini hizlandirir (242). Ayni durum
SB’de IL-1B, TNF-a ve prostaglandin E2 varliginda osteoblastlarda gozlenmistir (243).
OA’l1 subkondral osteoblast hiicrelerinde PAR-2’nin etkinlesmesi MMP-1, MMP-9,
RANKL ve IL-6 (OPG ve MMP13 harig) gibi molekiillerin ifadelerindeki artis ile kemik
erimesini de hizlandirir (243). PAR-2 etkinligi osteoblastlarda ERK ve JNK yolaginin
etkinlesmesine paralel olarak artar ancak p38 yolagmin PAR-2 etkinligi ile iliskisi
goriilmemektedir (243). PAR-2’nin MAPK yolagim tetiklemesi OA benzeri belirtileri
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ortaya koymast sebebiyle, PAR-2 seviyesinin azaltilmasi OA’nin yavaslatilmasinda ve

belirtilerinin azaltilmasinda iimit verici olarak goziikmektedir (130).

2.1.9.4.4. TGF-B/BMP Uyan Yolagi

TGF-B (The Transforming Growth Factor Beta, Dontistiiriicii Biiyiime Faktorii Beta) ve
BMP (Bone Morphogenetic Protein, Kemik Morfojenik Protein) dahil olmak {izere
sitokin TGF- f ailesi, embriyonik gelisim, yetiskin doku i¢i metabolik dengesinde ve
cesitli hastaliklarin gelisiminde kritik bir rol oynamaktadir (130). BMP’ler kemiklerin
yeniden modellenmesi ve hiicre digi matriks sentezinin diizenlenmesinde rol alan
korunmus proteinlerdir (130). BMP’nin uyarilmasi kemik uyar1 siirecini diizenler ve
endokondral kemik olusumu icin gerekli olarak kabul edilir (244). Kemik olusumu
sirasinda bir ara asama olarak, BMP kondrosit olusumunun tiim agsamalarinda rol almasi
beklenir (244). Kondrosit ¢ogalmasi ve matriks sentezi i¢in BMP-2, 4 ve 5 gereklidir
(245). Ayrica, BMP-2’nin kondrosit olusumu i¢in gerekli olan SOX-9 (transcriptional
factor sex determining region Y-box 9)’un etkinliini ve ifadesini diizenledigi
gosterilmistir (246). BMP’ler giiclii bir osteojenik uyaricidirlar (246). In vivo ve in vitro’
da BMP’nin osteoblast ve osteoklast etkinligini diizenleme yetenegine sahip oldugu
gosterilmistir (247). Giincel calismalarda, GDF5 (Growth differentiation factor 5)
BMP’nin uyarilmasinda rol aldig1 vurgulanmaktadir (248). Ayrica, GDF5 yok edilmis
farelerde, azalmig SB yogunlugu ve kemik kollajen liflerinin diizenlenmesinde bozukluk

oldugu ifade edilmektedir (248).
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2.2. UCMA

Son yillarda, genom dizileme teknolojisinin gelismesiyle birlikte, insan hastaliklariyla
iligkili fenotiplerin ortaya ¢ikmasinda yeni gen iirlinlerinin katkilarina yonelik calismalar
ilgi odag: haline gelmistir (24, 249). Daha giiclii ve etkili bu dizileme teknikleri, 6zgiil
hiicre ve doku tipine yonelik transkriptom (bir hiicre veya dokudaki mRNA’larin tiimii)
analizine olanak sagladi (24, 249). Ayn1 zamanda, bu teknoloji hiicre i¢i yolaklarda rol
alan yeni molekiiler hedeflerin tanimlanmasini ve bu molekiillerin hastalikli ve saglikli
durumdaki rollerinin belirlenmesini kolaylastirdi (24, 249). Calismalarin ¢ogu
memelilerde gelistirilmis olmasina ragmen, genetik ve normal olmayan degisikliklerin
altinda yatan mekanizmalarin anlasilmasinda baliklar tizerinde yapilan ¢aligmalar degerli

bir kaynak olarak kabul edilmistir (24, 249).

Ik kez ‘Sturgeon (mersin baligi)’ baligmin kalsifiye (kalsiyum iceren) kikirdaginda
kesfedilen Gla (gamma-carboxyglutamate) rich protein (GRP, Gla-zengin protein) veya
Upper Zone of Growth Plate and Cartilage Matrix Associated (UCMA, Biiyiime
tabakasinin tist bolgesi ve kikirdak matriksi ile iliskili protein), K vitaminine bagiml
protein ailesinin en yeni liyelerinden birisidir. Kikirdakta kalsiyum birikimi ile GRP veya
UCMA’nm iliskisi kalsiyum mineraline yiiksek baglanma egilimi ve 16 Gla kalintisi
iceren bir protein olusu ile ilgilidir (13, 20, 250).

2.2.1. UCMA Geni ve Protein Yapisi

Omurgali UCMA geni intronlar ile ayrilmis 5 ekzon igermektedir ve 135 amino asit
uzunlugunda prepropeptid kodlamaktadir (13). UCMA geni insanda 10. kromozomda
farede ise 2. kromozomda bulunmaktadir (13). Insan ve Sturgeon baliginda sirasiyla 15
ve 16 Gla kalintisinin varligindan dolayr GRP bu giine kadar tanimlanmis en yogun

gamma karboksillenmis proteindir (13). Gla kalintilarinin ¢ogu 4. ekzon iizerinde

bulunmaktadir (13).

UCMA’nm diger 6nemli 6zellikleri; 1) propeptid iizerinde y-karboksilaz i¢in yerlesme
bolgesi igerir; 2) propeptid iizerinde AxxF motifi igerir (bu bdlge ayn1 zaman Matriks Gla
proteinde de bulunan proteolitik ayrilma bdlgesidir); 3) bircok bolgede kismen
stilfatlanmais tirozin kalintilar1 igerir; 4) olgun peptid igerisinde halkali ¢ok alt birimli alan
igerir (20, 24). UCMA’nin fosforilasyon, glikozilasyon gibi protein sentezi sonrasi
degisiklikleri ile ilgili herhangi bir ek bilgi yoktur. Ayrica, UCMA’nin 3 boyutlu yapisi
ile ilgili bilgiler heniiz netlik kazanmamistir (20, 24). UCMA Osteokalsin, MGP ve
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pthtilasma faktorleri ile yakin bir iligki igerisinde olabilir (20, 24). UCMA geninin ve
protein yapist sekil 2.9°da gosterilmistir.

V. V.V V

Al

AXXF RxxR

Sekil 2. 9. Omurgali UCMA geninin ve protein yapisinin sematik gosterimi (24). Gen
yapisinda 1-5 arasindaki ekzon bolgeleri mavi kutucuklar ile gdsterilmektedir. Intron
bolgeleri ise Romen rakamlart ile siyah ¢izgi halinde gosterilmistir. Protein yapisinda ise
Gla iceren bolge mavi kutucuk seklinde gosterilmektedir. Kirmizi ve kahverengi tiggenler
sirastyla AxxF ve RxxR proteolitik ayrilma bolgelerini ifade etmektedir. y ise y-Glutamil
karboksilazin yerlesme bolgesini gostermektedir. (*SP: Sinyal (uyari-ileti) peptidi, PP:
Propeptid, MP: Olgun Peptid) (24).
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Sekil 2. 10. Gla kalintis1 iceren UCMA 'nin dort degisik yapisinin sematik gosterimi (24).
Sol tarafta genin ekzonik yapilar1 ve sag tarafta protein yapilar1 ve biiytikliikleri her
proteinin amino asit uzunluklar1 Gla kalintisindan sonra belirtilmistir. Yapisal farklilik
gosteren bu GRP proteinlerinden F1 ¢esidi eksiksiz islevsel tam bir protein, F2’de 6nder
peptid dizisi olmadigindan hiicre i¢i (sitoplazmik), F3 ¢esidi 4 bolgesini icermedigi igin
Gla kalint1 dizilerini icermez ve kalsiyum baglama o6zelligi yoktur. F4 cesidi 2 ve 4
bolgesini igermeyen dolayisiyla dnder peptid dizisinden ve Gla tekrar dizi kalintilarindan
yoksun sitoplazmik protein olup islevi hakkinda heniiz ¢aligmalar mevcut degildir (24).
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2.2.2. UCMA Gen Ifade Diizeyleri

UCMA’nin gen ifade bolgeleri ve seviyeleri ¢esitli omurgali tiirlerinin gelisimi sirasinda
ve yetiskin doku tiirlerinde belirlenmistir (24). Sturgeon (Mersin baligi) ve Zebrafish
(Zebra baligi) iizerinde yapilan ¢calismalarda, UCMA 'nin tiim dokularda ifade edildigi ve
en yiiksek seviyede ifade edildigi bolgelerin ise kikirdak dokusu oldugu gozlenmistir
(Tablo 2.6) (24). Sturgeon baliginda, omurga ve alt ¢ene kemiginin olgun veya olgun
olmayan kondrositlerinde ve notokord’un (sirt ipliginin) kondroblastlarinda UCMA ’nin

ifadesi in situ hibridizasyon yontemi ile gosterilmistir (13).

Zebra balig1 lizerinde yapilan c¢alismalarda, her bir genin farkli diizenleyici yolaklarla
iligkisinden dolayt UCMA paraloglarinin (islevleri farklilasmis benzer genler) zaman
farkli gen ifade diizenine sahip oldugu gorilmiistir (251, 252). Bu genlerin ifade
diizeyleri arasinda ters bir iliski oldugu belirtilmistir. UCMA-1 (GRP-1, UCMAa)
gelisimin erken doneminde ifade edilirken UCMA-2 (GRP-2, UCMAD) ifadesi daha
yavas gelismekle beraber daha ileri larval ve ergenlik doneminde artmaktadir ve yetiskin

dokuda daha baskin durumda oldugu goriilmiistiir (20).

Farelerde UCMA transkriptleri ilk defa in situ hibridizasyon yontemi ile fetiis
omurgasinda belirlenmistir  (20). Yetigskin farelerde, UCMA transkriptleri kemik-
kikirdak ara yiiziine yakin biliylime plag1 kikirdaginda goézlenmistir (253). Yine yapilan
calismalarda islenmis UCMA ’nin kikirdak matriks igerisinde yer aldigi vurgulanmistir
(13). Boylelikle siganlarda, omurga, femur (uyluk kemigi), kaburga ve kuyruk hacmi
genislemis kondrositlerinde UCMA transkripti belirlenmistir (13). UCMA ve MGP’nin
karsilagtirmali gen ifade analizinde, MGP’nin olgun olmayan, etkin cogalma gosteren ve
hacimce genislemis kondrositler gibi daha sinirlanmis bolgelerde ifade oldugu, UCMA
ifadesinin ise tiim kondrosit tiplerinde genis bir dagilim gosterdigi tespit edilmistir (13).
Mevcut veriler 1s18inda UCMA "nin kondrositlerle iliskili olarak olasi1 bir islevinin oldugu
sOylenebilir (13). Ayrica, UCMA ifadesi osteoblast, osteosit gibi diger iskelet hiicre
tiplerinde belirlenmistir (13). UCMA’nin farkli evrelere ait ifade diizeni ¢esitli in vitro

hiicre sistemlerinde de analiz edilmistir (Tablo 2.7) (24).
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Tablo 2. 6. UCMA geninin ifade edildigi bolgeler (24).

Doku Orijin Hiicre tipi Yontem Referans
Fetal biiyiime plag1 kikirdagn  Insan Kondrosit cDNA sekanslama  (250)
Fetal uzuvlar Fare Heniiz tanimlanmamis  NB (250)
Fetal kafatasi ve iskelet Fare Heniiz tantmlanmamis  NB (250)
elemanlar
Gelisen kikirdak Fare Distal kondrosit, ISH, IHC (20, 250,
Gelisen epifiz 254)
Epifizel kikirdak Fare Kondrosit ISH, IHC, qPCR, (20, 254)
Xgal (253)
Tiroid, Trakea (Soluk Fare Heniiz tanimlanmamis ~ Xgal (253)
borusu)
Alt ¢cene kemigi Sturgeon  Kondroblast, kondrosit qPCR, ISH (13)
balig1
Embriyo Zebrafish GRP1 (UCMAa) ISH (251)
notokord ve kranio-
fasiyal kikirdakli
yapilar
GRP2 (UCMADb)
Trabekiiler kikirdak,
Gelismekte olan baliklar Zebrafish gPCR (255)
Yetiskin Zebrafish GRP2>GRPI tim gPCR (255)
dokularda ekspresyon
analizinde durum,
Damar sistemi Sigan, Vaskiiler diiz kas qPCR, IHC, ISH (13, 256)
Insan hiicreleri
Deri ve uzantilari Sican ve Epidermis, Dermis, qPCR, IHC, ISH (13, 256)
Insan Fibroblast, kil folikiilii,
bez yapilari
Kaburga Sigan Kondrosit, osteoblast, gPCR, IHC, ISH (13)
osteosit
Dis kulak Sican Elastik kikirdagin qPCR, IHC, ISH (13,256)
kondrositleri, Deri ve
uzantilari,
Tirnak Sigan Kondrosit, osteosit gPCR, IHC, ISH (13, 256)
Burun Sican Elastik kikirdagin gPCR, IHC, ISH (256)

kondrositleri, deri ve

uzantilari

*qPCR: Kantitatif (niceleyici) PCR, ISH: In Situ Hibridizasyon, IHC: Immiinohistokimya, NB: Northern

Blot, Xgal: X-gal boyama.
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Tablo 2. 7. Cesitli in vitro sistemlerde UCMA ’nin ifade diizeni (24).

Sistem Tiir, Adlandirma Hiicre Tipi ifade Referans
Diizeyleri
Hiicre dizileri ATDCS5 (Fare) Kondrosit ++ (20, 250)
MC615 (Fare) Kondrosit ++++ (20)
C3HI10T (Fare) Fibroblast - (20)
C2C12 (Fare) Miyoblast - (20)
MC3T3-El (Fare) Pre-osteoblast + (20)
NIH3T3 (Fare) Fibroblast + (20)
Primer hiicre RC (Fare) Kaburga kondrositleri ++++ (20)
kiltiirleri CC (Fare) Kafatas1 Osteoblastlari ++ (20)
RZ (S1g1r) Epifizel Kondrosit ++ (20)
HZ (S1g1r) Epifizel Kondrosit - (20)
BAAnIF (Sturgeon) Omurlardan tirevlenen +++ (257)
Van2H (Sturgeon) hiicreler
Brakiyal arklardan tiirevlenen +++ (257)
E11.5 (Fare) hiicreler
Fetal uzuvlardaki - (258)
E11.5 (Fare) farklilagsmamuig hiicreler
Gelisimsel kikirdak hiicreleri  +++ (258)
E18.5 (Fare) Kondrosit +++ (258)

UCMA ifadesi farklilagmanin erken asamalarinda yiiksek seviyede olmasina ragmen
cogalma asamasinda azalmakta, hacimce genislemis kondrositlerde ise neredeyse gézden
kaybolmaktadir (20, 24). Ayrica UCMA’nin tip II kollajen (COL2) ifadesi ile paralellik
gosterirken, tip X kollajen (COL10) ile ters orantili oldugu yapilan caligmalarda
goriilmiistiir (20, 24). Boylelikle, eldeki verilere dayanarak UCMA’nin kondrosit
farklilagmasinda uygun bir belirte¢ olabilecegini sdyleyebiliriz (250, 259). Ek olarak,
UCMA transkriptlerinin sigan ve insanin bazi dokularinda (deri, kan damari, serum)
varlig1 tespit edilmistir (256). Elde edilen veriler kondrositlerin UCMA ’nin fazlaca ifade
edildigi bolgelerden biri oldugunu gosterse de UCMA’nin sadece kikirdaga 6zgiil bir

protein olmadigi anlasilmistir (24).

2.2.3. UCMA Gen ifadesinin Diizenlenmesi
UCMA’nm gen ifadesinin diizenlenmesi ile ilgili bilgiler oldukca azdir. UCMA geninin
Kemik Morfojenik Protein 2 (BMP2) ve Doniistiiriicti Biiylime Faktorti—f1 (TGF-18)’nin
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maruziyeti ile baskilandigr gosterilmistir (20, 259). Bununla birlikte, UCMA’nin

dogrudan yazilimsal (transkripsiyonel) diizenlemesi ile ilgili herhangi bir bilgi yoktur.

2.2.4. UCMA’nmin Molekiiler Islevi ve Fizyolojik Rolii

UCMA’nin molekiiler islevi heniiz tam olarak bilinmemektedir (20, 24). UCMA’ ’nin
kalsiyum iyonlarina yiliksek baglanma ilgisi fazlaca Gla kalintis1 iceren bolgesinden
kaynaklanir (20, 24). Ayrica, UCMA’nin hastalikli kalsifikasyon (kalsiyum igeren)
bolgelerinde birikmesi, onun kalsiyum kullanilabilirliginde diizenleyici islevi
olabilecegini gdstermektedir (20, 24). UCMA ’nin fibriler tip II, V, IX ve XI kollajenlerle
(tip I yok) iliskisinden dolayi, UCMA’nin kikirdak matriksinin saglamlastirilmasinda,
diizenlenmesinde ve kikirdak olusumunda rol alabilecegi diisiiniilmektedir (20, 24).
Preosteoblast (MC3T3-E1) hiicre hatt1 ve fare birincil kafatasi kemigi hiicrelerindeki
UCMA’nin olumsuz etkisine dayanarak bu molekiiliin kemik olusumunda durdurucu

olarak islev gosterebilecegi sdylenebilir (20, 24).

2.2.5. UCMA’nin Genomik Cesitliligi (Varyantlar:) ve Transkriptleri

Ozgiin UCMA transkriptlerine ek olarak, farelerde ve daha sonra zebra baliginda 2.
ekzonun (sinyal/6nder peptidi kodlar) veya 4.ekzonun (Gla pargasinin ¢cogunu kodlar)
olmadig1 3 varyant daha belirlenmistir (Sekil 2.10) (251, 252, 259). Farelerde F2 ve F4
varyantlar1 2. ekzonu i¢ermezler ve boylelikle islevsel onder peptidi salgilanmaz ve bu
varyantlar hiicre igerisinde birikirler (259). UCMA varyantlarinin biyolojik énemi tam
olarak aydinlatilamamistir (259). UCMA/GRP-F1 benzer formunun (tam protein)
kikirdak olusumu sirasinda tam olarak ifade edildigi gosterilmistir (259). Oysa GRP-F3
(Gla pargas1 eksik) benzer formunun ise kondrositlerin olgunlagsmasi sirasinda hizlica
ifade edildigi bilinmektedir (259). Buna gore, Gla kalintilarinin sayilarindaki farkliliklar
UCMA’nm ifade edildigi bolgelerde islevinin diizenlenmesine katki saglayabilir.

2.2.6. UCMA ile Iliskili Hastaliklar

UCMA ’nin farkli hastaliklarda normal yerinin disinda (ektopik) kalsifikasyon (kalsiyum
iceren) bolgelerinde biriktigi gosterilmistir (Tablo 2.8) (13, 256). Ayrica, UCMA saglikli
meme bezi dokusunda da tespit edilmistir ve onun bu dokuda birikiminin meme
kanserinin birkag tipinde biyiik Olclide arttifi gosterilmistir (260, 261). UCMA’ ’nin
yapisinda ¢ok sayida Gla kalintisinin varligit muhtemelen onun kalsiyum igeren

bolgelerde birikmesini tesvik eder (261). Ancak bu yerlesim ile UCMA’nin islevi
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arasindaki iligki heniiz agikliga kavusmus degildir (261). Ayrica gerek dolasimda gerekse

doku bozuklugu (lezyon) bolgesine sizmis kan hiicrelerinde UCMA’nin varligi tespit

edilmistir (261). Yapilan bu caligmalara gore, normal yerinin disinda (ektopik)

kalsifikasyon gosteren insan hastaliklarindaki yangisal stlireglerde UCMA’nin rol

alabilecegi sOylenebilir (262, 263). Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda, OA iliskili

dokularda UCMA’nin ifadesi de incelenmistir (262, 263). Bu aragtirmalarin bir kismi

UCMA ’nin rolii ile ilgili net bilgiler ortaya koyamamaktadir (262, 263). Ancak yapilan

bir calismada, UCMA’nin anormal ifadesi ile OA arasinda bir iligki olabilecegi

vurgulanmaktadir (66).

Tablo 2. 8. Hastalikl1 kosullarda UCMA protein birikim bolgeleri (24).

Doku Koken UCMA ifade Eden Hiicre Yontem Referans
Tipleri
Dermatomiyozit  (iltihaphi Insan Kalsifiye (kalsiyum igeren) insan IHC (256)
kas romatizmalarindan biri) derisi
Yara izi Insan Kalsifiye (Kalsiyum igeren) yara IHC (256)
izi igeren doku
Kronik  (Uzun  siireli) Insan Kalsifiye  (Kalsiyum igeren) IHC (256)
Bobrek hastaligi arterler
Cerrahi OA fare modeli Fare Diz eklem dokulari Mikroarray  (264)

*IHC: immiinohistokimya
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiirii Deneyleri

Bu tez ¢alismasinda, SV40 biiyiik T antijeni ile transfekte edilmis hFOB1.19 (American

Type Culture Collection, Manassas, VA 20108, USA) insan kemik osteoblast hiicre hatti

kullanilmistir. Hiicre kiiltiirii deneyleri sirasinda kullanilan bazi malzemeler asagidaki

tabloda belirtilmistir.

Tablo 3. 1. Hiicre kiltird malzemeleri

Kullanilan Malzeme Marka Katalog No
HFOB1.19 Hiicre hatt1 ATCC® CRL-11372™
IL-1P R&D Systems  201-LB

HBSS Invitrogen 14175-053
DMEM/F12 Invitrogen 21041-025
FBS Invitrogen 10270106
Tripsin EDTA (1X) Invitrogen R-001-100
G418, disulfat salt powder bioreagent ~ Sigma A1720-1G
Trypan Blue Sigma T6146-5G
Cryotube Thermo 375418

3.1.1. Hiicre Kiiltiir Vasatinin Hazirlanmasi

hFOB1.19 hiicreleri icin DMEM:F12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium / Nutrient

Mixture / F-12) ile hazirlanan kiiltiir vasati kullanildi.

Kiiltiir Vasatinin Hazirlanmasi

DMEM:F12 500 ml
Fotal Sigir Serumu 50 ml (%10)
G418 150 mg

Serumsuz Vasat Hazirlanmasi

DMEM:F12 500 ml
G418 150 mg
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3.1.2. hFOB1.19 Hiicrelerinin Kaldirilmasi

Hiicreler % 10 oraninda fetal sigir serumu (Fetal bovine serum) ve G418 iceren DMEM-
F12 (Dulbecco®s modified eagle*s medium) besi yerinde, % 5 CO2, % 95 nem ve 34 °C
sicaklik saglayan karbondioksit inkiibatoriinde kiiltiire edilmistir. Kiiltiir vasati haftada
iki kez degistirildi ve hiicreler yeterli sayiya ulastiklarinda deneylerde kullanildi.
Cogaltilan hiicreler kabin igerisine alindiktan sonra hiicre kiiltiir kaplarindaki
DMEM:F12 vasati vakum ile ¢ekildi. Hiicrelerin iizerine 5 ml HBSS’e (Hank*s Balanced
Salt Solution, Gibco, Invitrogen) eklenerek hiicreler yikandi. Hiicrelerin iizerine seyreltilmis
1X“lik Tripsin-EDTA karisim1 (Gibco, Invitrogen, 25300) eklenip, 37 °C’ de 3-5 dakika
kadar beklendi. Hiicrelerin kalkip kalkmadig1 mikroskopta kontrol edildi. Hiicreler kalktiktan
sonra Tripsini etkisizlestirmek i¢in hiicre kiiltlir kabina %10 FCS igeren kiiltiir vasat1 eklendi.
Kiiltiir kabindaki hiicreler steril santrifiij tlipline alinarak 1500 rpm’de ve 5 dakika santrifiij
yapildi.

3.1.3. hFOB1.19 Hiicrelerinin Sayilmasi

Zar yapis1 bozulmamis canli hiicreler Trypan mavisi boyasini gegirmezler ancak olii
hiicrelerde zar yapisi bozuldugu i¢in boyayi gegirirler. Bu yontemde hiicre siispansiyonu
Trypan mavisi boyasi ile karistirilir ve daha sonra hiicrelerin mikroskopta boyay1 alip
almadig1 kontrol edilir. Canli hiicreler parlak ve temiz bir sitoplazmaya sahipken 6l

hiicreler mavi sitoplazmali olarak goriilmektedir.

Santrifiij isleminin ardindan kabin icerisinde {ist faz uzaklastirildi ve tiipiin alt kisminda
kalan hiicreler tiipiin kenarlarina yavasca vurularak homojen hale getirildi ve iizerine 5

ml kiiltiir vasati eklendi. Hiicre sayimi i¢in agsagidaki karisim hazirlandi.

Hiicre siispansiyonu 20ul
%0,5°lik Trypan-mavisi (Sigma-Aldrich, T6146) 20 pl
Hiicre kiiltiir vasati 160 pl

Hazirlanan bu karisim Thoma Lamina aktarilarak birim alandaki hiicreler sayildi.
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3.1.4. hFOB1.19 Ekimi ve Hiicrelerin Serumsuz Besi Ortamina (SF’e) Alinmasi

Sayilan hiicreler 5000 hiicre/ml olacak sekilde hiicre vasatina eklendi. Daha sonra
hFOBI1.19 hiicreleri 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekildi. Hiicreler yaklasik 72 saat
inkiibatorde bekletildi. Hiicreler, kiiltiir kabinin %80’inini kapladiktan sonra kiiltiir
kaplarindaki hiicre vasat1 vakumla ¢ekilerek SF ile yikandiktan sonra her bir kuyucuga

2.7 ml SF konularak 24 saat inkiibatorde bekletildi.

3.1.5. hFOB1.19 Hiicrelerinin IL-1p ile Uyarilmasi

SF uygulamasindan sonra hiicreler IL-1B (R&D Systems, 201-LB) ile uyarildi. IL-18, %
0.1 s1g1r serum alblimini iceren PBS igeresinde 25 pg/ml olacak sekilde hazirlandi. Daha
sonra, hiicreler SF icerisinde hazirlanmis IL-1f’ya farkli doz ve stirelerde (5 ng/ml ve 10
ng/ml, 48 ve 72 saat) maruz birakildi. Deney siirelerinin sonunda kiiltiir kaplarindaki
siipernatantlar ELISA deneylerinde kullanilmak iizere 1.5 veya 2 ml’lik Eppendorf
mikrosantrifiyj tliplerine aktartildi. Kiiltiir kaplarindaki hiicrelerden ise RNA eldesi ve

Protein eldesi gerceklestirildi.

Tablo 3. 2. Deney tasarimi. hFOBI1.19 hiicre hatt1 kiiltiir kaplarina ekildikten sonra farkli
doz (5-10 ng/ml) ve stirelerde (48 ve 72 saat) IL-1p’ya maruz birakildi. Asagidaki tabloda
ifade edildigi gibi Deney grubu 1°de hiicreler farkl siirelerde 5 ng/ml IL-1p ile, Deney
grubu 2’de ise farkli siirelerde 10 ng/ml IL-1f ile uyarilmistir.

Deney Kontrol Grubu Deney grubu 1 Deney grubu 2
Gruplan
Uygulama yok 5 ng/ml dozunda IL-1fB ile 10 ng/ml dozunda IL-1p
48 saat boyunca hiicreler ile 48 saat boyunca
uyarild. hiicreler uyarildi
Yapilan
Uygulama Uygulama yok 5 ng/ml dozunda IL-1B ile 10 ng/ml dozunda IL-1p

72 saat boyunca hiicreler ile 72 saat boyunca

uyarildi hiicreler uyarildi
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3.2. Es Zamanh PCR (Real Time-Polymerase Chain Reaction) ile Gen ifade
Analizleri

Hiicre kiiltiirii deneyleri sonunda oncelikle RNA eldesi gerceklestirilerek gen ifadesi
analizlerine devam edildi. Gen ifade analizleri i¢in is akis1 Sekil 3.1°de gosterilmistir.
Ayrica, bu yontemde kullanilan bazi laboratuvar malzemeleri asagidaki tabloda

belirtilmistir.

1. RNA Eldesi 2. RNA Olciimii
|
v
3. CDNA E!de —>| 4. Real Time PCR
Edilmesi
|
v

5. Verilerin Analizi

Sekil 3. 1. Gen ifade analizleri is akis1 gosterimi. Tiim genlerin ifade analizi 5 asamada
gerceklestirilmistir. Hiicre kiiltlir deneylerinin sonunda hiicrelerden toplam RNA eldesi
gerceklestirilmistir. Elde edilen RNA’larda kalite ve miktar tayini spektrofotometrik
olarak yapilmistir. Daha sonra RNA hesaplamas1 yapilarak seyreltme islemi
gerceklestirilmistir. Elde edilen RNA’lardan cDNA sentezi liretici firmanin protokoliine
gore yapilmistir. Sybr Green boyasi ile gen ifade analizi Real Time PCR yontemi ile
gerceklestirilmistir. Verilerin analizi ise QIAGEN’in ¢evimigi sitesi (DATA Analysis
Center) aracilifiyla gerceklestirilmistir.
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Tablo 3. 3. Gen ifade analizlerinde kullanilan malzemeler

Kullanilan Malzeme & Cihaz Marka Katalog No
miRNaeasy kit Qiagen 217004
RT? HT First Strand Kit Qiagen 330411
RT?Sybr Green qPCR Mastermixes Qiagen 330503
RT? Tiip ve kapaklari Qiagen 981103
Niikleaz Free Water Qiagen 129115
Real Time Cihaz1 Rotor-gene
Multiskan Go Spektrofotometresi Thermo Scientific

3.2.1. RNA Eldesi

Hiicre kiiltiirti deneylerinin sonunda toplam RNA eldesi miRNeasy Mini Kit (Katalog no:

217004, QIAGEN, Almanya) kullanilarak yapilmistir. Toplam RNA eldesi iiretici

firmanm onerdigi protokol dogrultusunda gergeklestirilmistir. RNA eldesi protokolii

sOyledir;

1.

6 kuyucuklu kiiltlir kaplarinda ekilen hiicreler 48 ve 72 saatlik inkiibasyondan
sonra tripsinle muamele edilerek 15 ml’lik Falkon tiiplere alind1 ve 3000 rpm’de
5 dakika santrifiij edildi. Daha sonra iist kisim (supernatant) uzaklastirildi ve alt
kisim (pellet) iizerine 700 pl QIAzol Lysis Reagent eklendi ve pelletin homojen
olarak dagilmasi saglandi.

Elde edilen homejenat 2 ml’lik Eppendorf mikrosantrifiij tiipiine aktarildi ve oda
1s1sinda 5 dakika inkiibe edildi ve lizerine 140 ml kloroform eklendi ve kuvvetlice
calkalandi. Daha sonra karisim oda 1sisinda 2-3 dakika bekletildi.

Bu karisim +4 °C’de 12,000 x g’de 15 dakika santrifiij edildi. Daha sonra {ist faz
yeni bir toplama tiipiine aktarildu.

Numunenin 1,5 katt % 100 etanol (Genellikle 525 pl) eklendi ve pipetle
koptiklestirmeden ¢cekme bosaltma yoluyla iyice karigtirildi.

2 ml’lik toplama tiipii icerisindeki RNeasy Mini kolona i¢ine hi¢ bir ¢okelti
icermeyen 700 pl 6rnek pipetlendi. Ardindan kapak kapatildi ve oda sicakliginda
15-20 saniye 8000 g’de santrifiij yapildi. Toplama tiipiinde biriken kalint1 atildi.
Ornegin kalan miktari iginde bu adim tekrarlandu.

Temiz bir toplama tlipline alinan RNeasy Mini kolona 700 ul RWT tampon
eklendi ve oda sicakliginda 15-20 saniye boyunca 8000 g’de santrifiij yapild1 ve

toplama tiiplinde biriken kisim akis yonii atildi.
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7. Temiz bir toplama tiipiine alinan RNeasy Mini kolon tizerine 500 ul RPE tampon
pipetlendi ve oda sicakliginda 15-20 saniye boyunca 8000 g’de santrifiij yapildi.
Toplama tiipiinde altta toplanan s1v1 kisim atild1.

8. Temiz bir toplama tiipiine alinan RNeasy Mini kolon iizerine 500 pul RPE tampon
pipetlendi ve bu sefer bir 6nceki asamadan farkli olarak oda sicakliginda 2 dakika
boyunca 8000 g’de santrifiij yapildi. Toplama tiipiinde altta toplanan sivi kisim
atild.

9. RNeasy mini kolon yeni 1.5 mI’lik toplama tiipiine aktarild1 ve iizerine dogrudan

30-50 pl RNase-icermeyen su eklendi ve 1 dakika beklendi. Daha sonra 1 dakika

boyunca 8000 g’de santrifiij yapildi. RNase-icermeyen su 20 ul olacak sekilde bu
adim tekrarlandi. Toplama tiipiinde biriken s1vi total RNA’y1 icermekteydi.

3.2.2. RNA Ol¢iimii

Elde edilen RNA’lar kalite ve miktar tayini icin Thermo Scientific, MultiskanGo cihaz1
ile spektrofotometrik olarak dl¢iildii. Daha sonra, RNA’lar seyreltilerek 50 ng derisiklikte
sabitlendi ve RNA’lar -80 °C’ de sakland.

3.2.3. ¢cDNA Elde Edilmesi

Tamamlayict DNA (complementary DNA, cDNA) sentezi QIAGEN RT? HT First Strand
Kit (Katalog no: 330411, QIAGEN, Almanya) kullanilarak yapildi. cDNA sentezi iiretici
firmanin 6nerdigi protokole gore yapilmistir. cDNA sentezi reaksiyonu asagidaki gibi

hazirlandi.

Tablo 3. 4. cDNA sentezinde kullanilan karigim

Bilesen Miktar
BC4 6 ul
RNase free Water 4 ul
RNA (50 ng’a seyreltilmis) 10 pl

BC4 ve RNase Free Water (RNaz icermeyen su) miktarlari 6rnek sayisina gore belirlendi
ve bir tiipte hazirlanan karistmdan 10 pl alinarak ayr1 ayr1 0.2 lik PCR tiiplerine aktarildi.
Daha sonra her tiipe 10 ul RNA eklendi. Boylelikle reaksiyon i¢in son hacim 20 pl oldu.
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Tablo 3. 5. cDNA sentezi i¢in sicaklik dongiileri

Sicakhik Siire

42 °C 15 dakika
95 °C 5 dakika
4°C 00

Reaksiyon sonrasi ¢cDNA ornekleri iizerine 90 pl Niikleaz icermeyen su eklenerek
sulandirildi. Elde edilen ¢cDNA’lar gqRT-PCR analizleri yapilincaya kadar -20 °C de

saklandi.

3.2.4. Real Time PCR

Asagidaki tabloda (Tablo 3.6) belirtilen genlerin ifade analizleri qRT-PCR yoOntemiyle
Rotor Gene 600 cihazi (QIAGEN Rotor-Gene Q) kullanilarak yapildi. Gen ifade
analizleri i¢in SYBR Green qPCR Mastermix (QIAGEN, RT? SYBR Green qPCR
Mastermix, USA) kiti kullanildi.

Tablo 3. 6. qRT-PCR reaksiyon karigimi.

Bilesen Miktar
Mix 7.5 ul
Primer 0.6 pl
Rnase Free Water 39 ul
cDNA 3ul

Reaksiyonun toplam hacmi 15 pl olacak sekilde (12 ul gqRT-PCR karigimi + 3 pul cDNA)
reaksiyon tiiplerine aktarildi. Dongii sayis1 40 olarak belirlenmistir. Reaksiyon kosullar
asagidaki tabloda belirtilmistir.

Gen ifade analizinde kullamilan primerler QIAGEN firmasindan hazir olarak satin

alinmistir.

Tablo 3. 7. qRT-PCR ig¢in reaksiyon kosullar1

Sicakhik Siire

95 °C (Baslangic sicakhigr) 10 dakika
95 °C (dongii) 15 saniye
60 °C (dongii) 1 dakika
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Tablo 3. 8. Calismaya dahil edilen genlerin listesi

Gen Acik Adi islevi
1 UCMA Upper Zone of Growth Plate and Heniiz tam olarak
Cartilage Matrix Associated anlasilmamakla beraber
enflamasyon ve
kalsifikasyonla iliskili
2 MGP Matrix Gla Protein Heniiz tam olarak
anlagilmamig
3 NF-kB Nuclear Factor kappa B Enflamatuvar siirecler
BGLAP Bone gamma-carboxyglutamic acid- ECM kalsifikasyonunda
containing protein, Osteoklasin
5 SPP1 Secreted Phosphoprotein 1, Osteopontin  Ekstraseliiler yapisal
protein
6 RANKL Receptor activator of nuclear factor Kemik yenilenmesi
kappa-B ligand
OPG Osteoprotegerin RANK’1n tuzak reseptorii
8 MMP1 Matrix Metallopeptidase 1 Ekstraseliiler degredatif
enzim
9 UTS2 Urotensin 2 Heniiz tam olarak
anlasilmamakla beraber
fibroziste etken
10 BMP7 Bone morphogenetic protein 7 TGF-1b ailesi iiyesi, kemik
homeostazi,
11 BMP2 Bone morphogenetic protein 2 Kemik ve kikirdak gelisimi
12 RUNX2 Runt-related transcription factor 2 Osteoblast Farklilagmast
13 SP7 Transcription factor SP7 Osteoblast Farklilagsmasi
14 CASPASE 3 cysteine-aspartic acid protease 3 Programli Hiicre Oliimii
15 CASPASE 8 cysteine-aspartic acid protease 8 Programli Hiicre Oliimii
16 CASPASE 9 cysteine-aspartic acid protease 9 Programli Hiicre Oliimii
17 GAPDH Glyceraldehyde 3-phosphate Hamarat gen

dehydrogenase

(Housekeeping gen)
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Resim 3. 1. Gen ifade analizlerinde kullanilan program (QIAGEN, Rotor-Gene-Q,
Software Version 2.3.1).

3.2.5. Verilerin Analizi
Elde edilen verilerin analizi QTAGEN’in gevrimici programi Data Analysis Center-RT?

Primer Assay (http://www.qiagen.com/tr/shop/genes-and-pathways/data-analysis-center-

overview-page/) ile yapilmistir. P degerlerinin hesaplanmasinda kontrol ve uygulama

grubundaki her bir gen igin kopya 2% degerlerinin Students T testine dayamlarak
hesaplandi ve 0.05 altindaki P degerleri anlamli kabul edildi. Gen ifadesindeki degisimler
katl degisim yani Fold Change olarak grafiklerde ifade edildi. GAPDH ‘hamarat gen

(housekeeping)’ olarak normalizasyonda kullanildi.
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3.3. Western Blot Analizleri

Protein analizleri icin hiicre kiiltiir deneyleri yukarida belirtilenden farkli olarak 75 cm?
kiltir kaplarinda gergeklestirildi. Western Blot analizleri i¢in is akisi sekil 3.2°de
gosterilmistir.  Ayrica, western blot analizlerinde kullanilan laboratuvar malzemeleri

tablo 3.9°da belirtilmistir.

1. Protein Eldesi |—>|  2:.Frotein | .1 3 opg & PAGE
Olciimii
|
\
4. Blotlama 5. Perdeleme 6. Il}kﬁbafyon ve
Goriintiileme
|
\
7. Analiz

Sekil 3. 2. Western Blot’ta is akis1 gOsterimi. Western Blot ¢ok asamali bir analiz
yontemidir. Oncelikli olarak hiicre kiiltiir deneylerinin sonunda kiiltiir kaplarindan protein
eldesi gerceklestirildi. Daha sonra her kuyucuga esit miktarda protein yiikleyebilmek icin
protein ol¢iimii BCA Assay kit ile gerceklestirildi. Proteinlerin agirliklarina gore hareket
ayristirilmast i¢cin SDS&PAGE elektroforezi yapildi. Daha sonra Proteinleri antikorla
isaretleyebilmek i¢in jeldeki proteinleri PVDF zara aktardik. Antikor ile hedef protein
arasindaki 6zgiil olmayan baglanmalar1 en aza indirmek i¢in ise perdeleme (blokaj) islemi
gerceklestirildi. Bu asamadan sonra PVDF zar hem birincil hem de ikincil antikor ile
muamele edilmistir. PVDF zarin goriintiilenmesinde Bio-rad Chemidoc goriintiileme
sistemi kullanildi. Son asamada ise Bio-rad firmasma ait yazilim (Image lab.)
kullanilarak bantlarin yogunluklart hesaplandi.
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Tablo 3. 9. Western Blot deneylerinde kullanilan malzemeler

Kullanilan Malzeme & Cihaz Marka Katalog No

Multiskan Go Thermo Scientific

Elektroforez Unitesi Biorad

Semi-Dry Blotlama Sistemi Biorad

ChemiDoc Biorad

M-PER mamalian protein extraction reagent Thermo scientific prod 78501

Pierce BCA Prtoein assay Kit Thermo scientific 23225 23227

HALT protease inhibitor cocktail 100x Thermo scientific prod 87786

Mini protean TGX gel Biorad 456-8123

Mini protean TGX gel Biorad 456-8126

Transfer Pack, Mini PVDF Biorad 170-4156

Transfer Pack, Midi PVDF Biorad 170-4157

Running Buffer Biorad 161-0732

Standart Biorad 161-0393
3.3.1. Protein Eldesi

IL-1B ile uyarilan hFOB1.19 hiicrelerinden inkiibasyon sonunda asagidaki protokole

gore protein eldesi gerceklestirildi.

1. Hiicreler soguk HBSS (Hank's Balanced Salt Solution) ile yikand1 ve kiiltiir
kaplarindan hiicre kaziyic1 yardimiyla kazinarak bir falkona alindu.

2. Daha sonra +4°C, 3000 rpm'de 10 dakika santrifiij edildi.

3. Santrifiijden ¢ikan falkonun iist fazi atildi ve tizerine 1:100 oraninda proteaz

inhibitor kokteyl iceren 500 ul M-PER (Mammalian Protein Extraction Reagent)

eklenerek hiicreler homojen hale getirildi.

Homojen hale gelen hiicrelere s1v1 azot ile dondur-¢6z yapildi.

4°C, 14000 rpm'de 10 dakika santrifiij edildi.

Proteinleri iceren list faz yeni bir tiipe alind.

Nk

Elde edilen protein eriyikleri siv1 azotta dondurularak -80°C’de saklandi.
3.3.2. BCA Assay Kit ile Protein Ol¢iimii

Izole edilen drneklerin total protein seviyeleri Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo,

Scientific, USA, 23225 23227) ile yapild:.
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Protein 6l¢iimii yapildiktan sonra tiim kuyucuklara esit miktarda protein yiiklemek i¢in

C1.V1 = C2.V; formiilii kullanilarak protein hesaplamasi yapilda.

Protein hesaplamasinin ardindan proteinleri jele yiiklemeye hazir hale getirmek igin
protein ¢ozeltisi igerisinde SDS ve B- merkaptoetanol bulunan 4X Laemli buffer (Bio-
rad, 161-0747) ile karistirildi. Ardindan 95 °C de 5 dakika kaynatma igslemi yapildi. Bu
islemin amaci, kaynatarak proteinler arasindaki baglar kirilir ve proteinler denatiire
(dogal olmayan yap1) hale getirilir. SDS ile proteinlerin negatif yiiklenmesi saglanir. 3-
merkaptoetanol ile ise proteinlerin yapisindaki disiilfid baglar1 kirilir. Proteinlerin

elektriksel alan i¢erisindeki go¢ii proteinlerin dogal molekiiler agirligini verir.

3.3.3. Sodyum Dodesil Siilfat & Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS & PAGE)
Elektroforez molekiilerin elektrik akimi etkisi ile hareket ettirilmesi esasina dayanan bir
yontemdir. Bu elektroforez tipinde (SDS-PAGE) molekiiller agirliklarina gore ayirt

edilmektedir.

1. Elektroforez tankinin igerisine yliriitme tamponu (Running Buffer, Biorad, 161-
0732) ile dolduruldu.

Hazir jel paketinden agildiktan sonra alt kisimdaki yesil etiket ¢ikartildi.

Hazir jel, jel tutucu aparata takilip daha sonra tanka yerlestirildi.

Jelde bulunan taraklar dikkatli ve yavas bir sekilde ¢ikarildi.

Jeldeki hava kabarciklar1 ve kristalleri ortadan kaldirmak i¢in pipetleme yapildi.

AN

Daha sonra kuyucuklara yiikleme yapildi. Ilk olarak standart yiiklendi (4 uL),

ardindan 6rnekler kuyucuklara tek tek dikkatlice yiiklendi.

7. Daha sonra tankin kapagi kapatildi. Boylelikle, bir 6nceki asamada tamamen
negatif ylikle yliklenmis proteinler yiiriitmeye hazir hale getirilmis oldu.

8. Yiiriitme dncelikle diisiik 80 Volt ile baslatildi daha sonra 120 Volt’a ytikseltildi.

9. Yiirlitme esnasinda proteinlerin durumu boyadan takip edildi ve bu islem yaklagik

45 dakika siirdi.
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Resim 3. 2. Sodyum Dodesil Siilfat & Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS&PAGE).
Western Blotta kullanilan dikey elektroforez sekilde gosterilmektedir. Negatif yiiklenmis
proteinler yukarindan asagiya dogru (negatiften pozitife dogru) hareket ettirilmektedir.

3.3.4. Blotlama

Jelde ayrnistirilan proteinlerin antikorlar isaretlenebilmesi i¢cin PVDF zara aktarilmasi

gerekir. Bunun i¢in Biorad Semi-Dry (Yari-kuru) blotlama sistemi kullanilarak aktarma

islemi gerceklestirildi.

1.
2.

Tranfer islemi i¢in jel tanktan ¢ikarildi ve tist kismi kesilip atildi.

Jel daha sonra transfer tampona alind1.

Calisgmamizda PVDF zar kullandigimizdan etkinlestirilmesi gerekir, bunun i¢in
once zar en fazla 30 saniye olacak sekilde iginde metanol olan bir kapta bekletildi,
sonra 2 dakika distile suda ve daha sonra 5 dakika aktarim tamponu igerisinde
bekletildi.

Kurutma kagitlar transfer tampon ile 1slatilarak etkinlestirildi.

Kasete 3 Kurutma Kagidi + PVDF zar + Jel + 3 Kurutma Kagidi olacak sekilde
siralandi, zar ile jel arasindaki hava kabarciklarini uzaklagtirmak i¢in kurutma
kagidi iizerinden silindirik diizenekle birka¢ kez gegerek olabilecek hava
kabarciklarinin olusumu engellendi ve kapak kapatildi.

Daha sonra Semi-Dry (yar1 kuru) sistem i¢in transfer kosullari: 25V---2,5A--- 7
dakika olacak sekilde ayarlandi.

3.3.5. Perdeleme (Blokaj)

Perdeleme, PVDF zar i¢ine gdmiilmiis proteinlerin antikora baglanmasini engelleyerek

antikora 6zglin proteinlerin segiciligini artirmak i¢in uygulanan bir islemdir. PVDF

zarinda ilgilenilen protein ile antikor arasindaki etkilesimi saglamak i¢in seyreltilmis
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protein ¢ozeltisi ile muamele edilmis PVDF zar1 (Yagsiz Siittozu+TBS-T karisimi) oda
sicakliginda 1 saat, zarin zarar gormeyecegi yavaslikta ¢alkalayicida gerceklestirildi.
Yagsiz Siittozu+TBS-T karisimi1 (% 5°lik siit tozu) sabitleme ¢dzeltisi hazirlamak i¢in 2.5

gr siit tozu (Fluka, Skim milk powder, 70166-500G) tartildi ve 50 ml TBS-T igerisinde

¢Oziildii.

TBS-T hazirlanmasinda kullanmilan protokol

8,8 g Trisma Base

1,2 g NaCl

500 pLL Tween 20

750 uL dH20

En son pH = 7,5 olarak ayarlanir ve 1L’ye tamamlanur.

AN N N NN

Resim 3. 3. Oda 1sisinda siit tozu ile muamele. Blotlama asamasindan sonra antikorun
0zgll olmayan baglanmalarini en aza indirmek i¢in yagsiz siit tozu iceren TBS-T
¢ozeltisinde PVDF zar oda 1s1sinda 1 saat ¢alkalandi.

3.3.6. inkiibasyon ve Gériintiileme

Zarm perdeleme isleminden sonra PVDF zar1 primer (birincil) antikorla soguk ortamda
bir gece muamele ettikten sonra sekonder (ikincil) antikorlar ile muamele ederek
goriintiilemeye hazir hale getirildi.

Primer antikor ile inkiibasyon protokolii;

1. Birincil antikor 1/1000 oraninda seyreltildikten sonra kullanildi.
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2. PVDF zarim seyreltilmis birincil antikor ile muamele etmek i¢in hazirladigimiz
cozelti; % 2.5’ luk siit tozu igerisine 1/1000 oraninda antikor eklendi. (25 ul primer
antikor + 25 ml % 2.5’lik siit tozu).

3. Membran kapakli bir kap igerisindeki antikor siit tozu karisimina alinarak 1 gece
+4 C de calkalayicida sallandi.

4. Bir gece sonunda PVDF zar1 birincil antikor siit tozu karigimindan alind1 ve TBS-
T soliisyonu igerisinde 3 kez 5’er dakika yikandi.

5. Bu sirada yikama devam ederken ikincil antikor hazirlandi.

6. % 2.5’luk siit tozu ¢ozeltisi 15/1 oraninda streptaktin (standartin antikoru) eklendi.

7. Seyreltme oranina gore ikincil antikor eklenerek 1 saat oda sicakliginda
calkalayicida sallandi.

8. PVDF zar sekonder antikor siit tozu karisimindan alinarak TBS-T soliisyonu ile
3 defa 5’er dakika ara ile yikandi, bu yikamalarin sebebi bagka zayif baglanmalari
ortadan kaldirmaktir.

9. Bu asamadan sonra ECL ¢ozeltisi hazirlandi ve stre¢ film gergince cam iizerine
serildi. Uzerine ECL sollisyonu eklendi, iizerine PVDF zar1 konuldu, 5 dakika
karanlikta kalmas: saglanarak {ist kism1 da kapatilarak bekletildi. Uzerinden fazla
ECL soliisyonu silinerek okumaya hazir hale getirildi.

ECL soliisyonu;
a. 150 pL Lumi A (Soliisyon A)
b. 150 pL Lumi B (Soliisyon B)
c. 2,7uL dH20

10. PVDF zarmin goriintiilenmesi Biorad ChemiDoc™ Imaging System ile
gerceklestirildi.

3.3.7. Analiz

Western Blot analizleri, bantlarin gériintiilenmesi ve normalizasyon islemi i¢in ‘Bio-Rad

Laboratories-Image Lab Version 5’ programi kullanilarak yapildi.
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Resim 3. 4. Western Blot’ta kullanilan analiz programi (Bio-Rad Laboratories, Image
Lab. Version 5.0 Build 18)

3.4. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) Deneyleri

Hiicre kiiltiirii deneyleri sonunda alinan siipernatantlardan (iist fazlardan) OA iliskili
proteinlerin analizleri ELISA ile yapilmistir. Analizi yapilan parametreler asagidaki
tabloda belirtilmistir. Deneyler sonunda -80 °C’de saklanan siipernatantlardan ELISA
kitleri (R&D Systems) kullanilarak tiretici firmanin 6nerdigi protokole gore analiz
yapildi. ELISA okuyucu spektrofotometre olarak Multiskan Go (Thermo Fisher
Scientific, FINLAND) cihazi kullanildi. Thermo Scientific Skanlt programi kullanilarak
ornekler uygun dalga boyunda okutulup, 0Ozgiil protein derisimi standartlarla

karsilastirilarak belirlendi.

Tablo 3. 10. ELISA ile analizi yapilan parametreler

Protein Acik Adi: Kullanilan Kit

1 MMPI1 Matrix Metallopeptidase 1 DuoSet ELISA,
DY901, R&D Systems

2  OPG-TNFRSF11B Osteoprotegerin DuoSet ELISA,
DY805, R&D Systems

3 1L-17 Interleukine 17 DuoSet ELISA,

DY317, R&D Systems

Calismadaki tiim istatistiksel analizlerde ve grafiklerin olusturulmasinda GraphPad

Prism 5 Programi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

Bu tez calismasi kapsaminda insan osteoblast hFOB1.19 hiicre hatlar1 kullanilmistir.
hFOBI1.19 hiicre hatlar1 ATCC firmasindan (Manassas, VA 20108, USA) satin alindiktan

sonra laboratuvarda uygun kosullarda ¢ozdiirtiliip kiiltiir kaplarina ekilmistir.

4.1. In vitro Osteoartrit Modelinde Gen Ifade Diizeyleri

[I-1B ile uyarilan hFOB1.19 hiicre hatlarinda UCMA, MGP, UTS2, NF-kB, BGLAP,
SPP1/OPN, RANKL, OPG, MMP1, BMP2, BMP7, RUNX2, OSX/SP7, CAS-3, CAS-8
ve CAS-9 olmak iizere toplamda 16 genin ifade diizeyleri incelenmistir. Hedef genlerin
ifadelerinin diizeyleri GAPDH hamarat geninin (housekeeping gen) ifade diizeyi ile
oranlanarak tayin edilmistir. Gen ifade analizleri Rotor gene Corbett cihazinda
gerceklestirilmistir. Grafiklerde gen ifade diizeyi degisimleri katli degisim (Fold Change)
seklinde ifade edilmistir.

4.1.1. IL-1p ile Uyarilmanin UCMA Geni Ifade Diizeylerine Etkisi

Farkli doz ve siirelerde IL-1f ile uyarilan hFOB1.19 hiicre hatlarinda UCMA (Upper
Zone of Growth Plate and Cartilage Matrix Associated) geni ifade diizeyi degisimleri T48
icin sekil 4.1°de T72 icin ise sekil 4.2° de gosterilmistir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda grafikte gosterilen kathi de§isim (Fold Change) diizeyleri sirasiyla 5
ng/ml IL-1B (T48) verilen grupta 308 kat (P<0.0001) ve 10 ng/ml IL-1pB (T48) verilen
grupta ise 43 kat (P<0.001) artis oldugu goriilmektedir. Sekil 4.2°de gosterildigi gibi T72
siirelerinde UCMA geni ifade diizeyi degisimleri 5 ng/ml i¢in 1.4, 10 ng/ml i¢in 1se 1.5
kat olarak bulunmustur. Bu grupta anlamli bir farklilik goriilmemistir ve kath degisimi

(Fold change) ikinin altindadir (P>0.05).
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Sekil 4. 1. UCMA geni ifade diizeyi degisimleri. T48 i¢in hFOB1.19 hiicre hattinda gen
ifade diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirilarak katli degisim (Fold Change) olarak
gosterilmistir.
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Sekil 4. 2. UCMA geni ifade diizeyi degisimleri. T72 i¢in hFOB1.19 hiicre hattinin gen
ifade diizeyleri kontrol grubu ile karsilagtirilarak kath degisim (Fold Change) olarak
gosterilmistir.
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4.1.2. IL-1p ile Uyarilmanin MGP Geni ifade Diizeylerine Etkisi

IL-1B ile uyarilan hFOBI1.19 hiicre hatlarinda MGP (Matrix Gla Protein) geni ifade
diizeyi degisimleri T48 i¢in sekil 4.3°de T72 i¢in ise sekil 4.4°de gosterilmistir. Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda grafikte gosterilen katli degisim diizeyleri sirasiyla 5 ng/ml
IL-1P (T48) verilen grupta 176 kat (P<0.001) ve 10 ng/ml IL-1p (T48) verilen grupta ise
24 kat (P<0.01) artis oldugu goriilmektedir. T72 siireleri i¢in 5 ng/ml IL-1p verilen grupta
1.8 kat (P>0.05) ve 10 ng/ml IL-1p verilen grupta ise 2.4 kat (P<0.05) artis oldugu

gorilmektedir.
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Sekil 4. 3. MGP geni ifade diizeyi degisimleri. T48 siireleri i¢in hFOB1.19 hiicre hattinin
gen ifade diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirilarak katli degisim (Fold Change) olarak
gosterilmistir.
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Sekil 4. 4. MGP geni ifade diizeyi degisimleri. T72 siireleri igin hFOB1.19 hiicre hattinin
gen ifade diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirilarak katli degisim (Fold Change) olarak
gosterilmistir.

4.1.3. IL-1p ile Uyarilmanin Urotensin II Geni ifade Diizeylerine Etkisi

IL-1B ile uyarilan hFOB1.19 hiicre hatlarinda UTS2 (Urotensin II) geni ifade diizeyi
degisimleri sekil 4.5°de gosterilmistir. Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda grafikte
gosterilen katli degisim diizeyleri sirasiyla 5 ng/ml IL-1p (T48) verilen grupta 211 kat
(P<0.0001) ve 10 ng/ml IL-1B (T48) verilen grupta ise 28 kat (P<0,05) artis oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 4. 5. IL-1p uyarimindan sonra UTS2 geni ifade diizeyi degisimleri. T48 siireleri igin
hFOB1.19 hiicre hattinin gen ifade diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirilarak katl
degisim (Fold Change) olarak gosterilmistir.

4.1.4. In vitro Osteoartrit Modelinde NF-kB Geni ifade Diizeyleri

IL-1B ile uyarilan hFOB1.19 hiicre hattinda NF-kB (Nuclear Factor kappa B) geni ifade
diizeyi degisimleri T48 i¢in sekil 4.6’da, T72 i¢in ise sekil 4.7°de gosterilmistir. Kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda grafikte gosterilen katli degisim diizeyleri sirastyla 5 ng/ml
IL-1pB (T48) verilen grupta 7.8 kat (P<0.0001) ve 10 ng/ml IL-1B (T48) verilen grupta ise
3.6 kat (P<0.0001) artis oldugu goriilmektedir. T72 siirelerinde ise 5 ng/ml IL-1p verilen
grupta 4.09 kat (P<0.01) ve 10 ng/ml IL-1p verilen grupta ise 2.5 kat (P<0.05) artis oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 4. 6. NF-kB geni ifade diizeyi degisimleri. T48 siireleri icin hFOB1.19 hiicre
hattinin gen ifade diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirilarak katli degisim (Fold Change)

olarak gosterilmistir.
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Sekil 4. 7. NF-xB geni ifade diizeyi degisimleri. T72 siireleri icin hFOB1.19 hiicre
hattinin gen ifade diizeyleri kontrol grubu ile karsilagtirilarak katli degisim (Fold Change)

olarak gosterilmistir.
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4.1.5. In vitro Osteoartrit Modelinde BGLAP Geni ifade Diizeyleri

IL-1B ile uyarilan hFOB1.19 hiicre hattinda BGLAP (Bone Gamma-Carboxyglutamic
Acid-Containing Protein=Osteocalcin) geni ifade diizeyi degisimleri T48 i¢in sekil 4.8’
de, T72 icin ise sekil 4.9°da gosterilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda grafikte
gosterilen katli degisim diizeyleri sirastyla 5 ng/ml IL-1p (T48) verilen grupta 8.4 kat
(P<0.0001) ve 10 ng/ml IL-1B (T48) verilen grupta ise 2.3 kat (P<0.0001) artis oldugu
goriilmektedir. T72 siirelerinde ise 5 ng/ml IL-1B verilen grupta 2 kat artis oldugu
gbzlemlenmistir. (P<0.05). 10 ng/ml IL-1p verilen grupta ise 1.3 kat (P>0.05) artis oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 4. 8. BGLAP=Osteocalcin geni ifade diizeyi degisimleri. T48 siireleri icin
hFOBI1.19 hiicre hattinin gen ifade diizeyleri kontrol grubu ile karsilagtirilarak kath
degisim (Fold Change) olarak gosterilmistir.
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Sekil 4. 9. BGLAP=Osteocalcin geni ifade diizeyi degisimleri. T72 siireleri igin
hFOB1.19 hiicre hattinin gen ifade diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirilarak katl
degisim (Fold Change) olarak gosterilmistir.

4.1.6. In vitro Osteoartrit Modelinde SPP1 Geni ifade Diizeyleri

IL-1p ile uyarilan hFOB1.19 hiicre hattinda SPP1 (Secreted Phosphoprotein 1) geni ifade
diizeyi degisimleri T48 icin sekil 4.10°da, T72 i¢in ise sekil 4.11°de gosterilmistir.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda grafikte gosterilen katl degisim diizeyleri sirasiyla
5 ng/ml IL-1P (T48) verilen grupta 19 kat (P<0.0001) ve 10 ng/ml IL-1P (T48) verilen
grupta ise 5.3 kat (P<0,01) artis oldugu goriilmektedir. T72 siirelerinde ise 5 ng/ml IL-13
verilen grupta kathi degisim diizeyi 1.6 iken 10 ng/ml IL-1p verilen grupta ise kath
degisim diizeyi 1.9 kat olarak gézlemlenmistir ve bu sonuglar istatistiksel olarak anlamli

bulunmamastir (P>0.05).
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Sekil 4. 10. SPP1 geni ifade diizeyi degisimleri. T48 siireleri icin hFOB1.19 hiicre
hattinin gen ifade diizeyleri kontrol grubu ile karsilagtirilarak katli degisim (Fold Change)

olarak gosterilmistir.
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Sekil 4. 11. SPP1 geni ifade diizeyi degisimleri. T72 siireleri i¢in hFOBI1.19 hiicre
hattinin gen ifade diizeyleri kontrol grubu ile karsilagtirilarak katli degisim (Fold Change)

olarak gosterilmistir.
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4.1.7. In vitro Osteoartrit Modelinde RANKL Geni ifade Diizeyleri

IL-1B ile uyarilan hFOB1.19 hiicre hattinda RANKL (Receptor activator of nuclear factor
kappa-B ligand = tumor necrosis factor ligand superfamily member 11 = TNFSF11) geni
ifade diizeyi degisimleri T48 i¢in sekil 4.12°de, T72 i¢in ise 4.13’de gosterilmistir.
Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda grafikte gosterilen katl degisim diizeyleri sirasiyla
5 ng/ml IL-1P (T48) verilen grupta 211 ve 10 ng/ml IL-1p (T48) verilen grupta ise 29 kat
art1s oldugu goriilmektedir. T72 siirelerinde ise 5 ng/ml IL-1p verilen grupta katli degisim
diizeyi 1.7°dir ve bu sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (P>0.05). 10 ng/ml

IL-1p verilen grupta ise 2.7 kat artig oldugu goriilmistiir (P<0.01).
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Sekil 4. 12. RANKL = 7NFSFI1 geni ifade diizeyi degisimleri. T48 siireleri i¢in
hFOBI1.19 hiicre hattinin gen ifade diizeyleri kontrol grubu ile karsilagtirilarak kath
degisim (Fold Change) olarak gosterilmistir.
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Sekil 4. 13. RANKL = 7NFSFII geni ifade diizeyi degisimleri. T72 siireleri i¢in
hFOB1.19 hiicre hattinin gen ifade diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirilarak katl
degisim (Fold Change) olarak gosterilmistir.

4.1.8. In vitro Osteoartrit Modelinde OPG Geni Ifade Diizeyleri

IL-1PB ile uyarilan hFOB1.19 hiicre hattinda OPG (Osteoprotegerin) geni ifade diizeyi
degisimleri T48 icin sekil 4.14’de, T72 i¢in ise 4.15’de gosterilmistir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda grafikte gosterilen kath degisim diizeyleri sirasiyla 5 ng/ml IL-13
(T48) verilen grupta 33 kat (P<0.0001) ve 10 ng/ml IL-1pB (T48) verilen grupta ise 9.5 kat
(P<0.01) artis oldugu goriilmektedir. T72 siirelerinde ise 5 ng/ml IL-1P verilen grupta
kath degisim diizeyi 2.5’dir (P<0.05). 10 ng/ml IL-1pB verilen grupta ise 2.6 kat artis
oldugu goriilmiistiir (P<0.05).
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Sekil 4. 14. OPG geni ifade diizeyi degisimleri. T48 siireleri icin hFOB1.19 hiicre hattinin
gen ifade diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirilarak katli degisim (Fold Change) olarak
gosterilmistir.
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Sekil 4. 15. OPG geni ifade diizeyi degisimleri. T72 siireleri i¢cin hFOB1.19 hiicre hattinin
gen ifade diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirilarak katli degisim (Fold Change) olarak
gosterilmistir.
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4.1.9. In vitro Osteoartrit Modelinde MMP1 Geni ifade Diizeyleri

IL-1B ile uyarilan hFOB1.19 hiicre hattinda MMP1 (Matrix metalloproteinase-1) geni
ifade diizeyi degisimleri sekil 4.16’da gosterilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
grafikte gosterilen katli degisim diizeyleri sirasiyla 5 ng/ml IL-1p (T48) verilen grupta
170 kat ve 10 ng/ml IL-1B (T48) verilen grupta ise 53 kat artis oldugu goriilmektedir ve

bu sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.0001).
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Sekil 4. 16. MMP1 geni ifade diizeyi degisimleri. T48 siireleri i¢in hFOB1.19 hiicre
hattinin gen ifade diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirilarak katli degisim (Fold Change)
olarak gosterilmistir.

4.1.10. In vitro Osteoartrit Modelinde BMP2 Geni ifade Diizeyleri

IL-1p ile uyarilan hFOB1.19 hiicre dizilerinde BMP2 (Bone Morphogenetic Protein 2)
geni ifade diizeyi degisimleri sekil 4.17°de gosterilmistir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda grafikte gosterilen kath degisim diizeyleri sirasiyla 5 ng/ml IL-1B
(T48) verilen grupta 231 kat (P<0.0001) ve 10 ng/ml IL-1P (T48) verilen grupta ise 22
kat (P<0.01) artis oldugu gozlemlenmistir ve bu sonuglar istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur.
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Sekil 4. 17. IL-1B’nin BMP2 geni ifade diizeyi degisimleri tizerine etkisi. T48 siireleri
icin hFOB1.19 hiicre hattinin gen ifade diizeyleri kontrol grubu ile karsilagtirilarak kath
degisim (Fold Change) olarak gosterilmistir.

4.1.11. In vitro Osteoartrit Modelinde BMP7 Geni Ifade Diizeyleri

IL-1P ile uyarilan hFOB1.19 hiicre dizilerinde BMP2 (Bone morphogenetic protein 7 =
Osteogenic Protein-1) geni ifade diizeyi degisimleri sekil 4.18” de gdsterilmistir. Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda grafikte gosterilen katli degisim diizeyleri sirasiyla 5 ng/ml
IL-1B (T48) verilen grupta 134 kat (P<0.0001) ve 10 ng/ml IL-1P (T48) verilen grupta
ise 23 kat (P<0.01) artis oldugu gozlemlenmistir ve bu sonuglar istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur.
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Sekil 4. 18. IL-13’nin BMP7 geni ifade diizeyi degisimleri iizerine etkisi. T48 siireleri
icin hFOB1.19 hiicre hattinin gen ifade diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirilarak kath

degisim (Fold Change) olarak gosterilmistir.
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Sekil 4. 19. UCMA ve Osteoartritle iliskili genlerin ifade diizeylerinin karsilastirilmasi.
In vitro OA modelinde, hFOB1.19 hiicreleri IL-1pB ile uyarildiginda UCMA’nin gen
ifadesi, analizi yapilan genler arasinda en yiiksek seviyede oldugu goriilmektedir. Bu
bulgular UCMA’nin yang ile tetiklenebileceginin onemli bir gostergesidir. Ayrica,
UCMA gen ifade diizeni mineralizasyonla iliskilendirilmis osteokalsin (BGLAP) ve
osteopontin (SPP1) gibi genlerle pozitif iliski gosterdigi goriilmektedir. Eklem i¢
dengesinde rol alan RANKL/OPG sistemi ile ilgili olarak, RANKL’nin IL-1B ile
tetiklenebilecegi ve RANKL’nin gen ifade artistnin UCMA’dan sonra en fazla artig
gosteren genlerden biri oldugu sekilde goriilmektedir. RANKL nin tuzak almaci olan
OPG’nin de kontrole gore anlamli diizeyde artis gosterdigi goriilmektedir. BMP2 ve
BMP7 genlerinin IL-1p ile tetiklenebilecegi sekilde goriilmektedir. Ek olarak, IL-1 ile
OA gelisiminde rol alan NF-xB ve MMPI1 gibi 6nemli molekiillerin tetiklendigi
gorilmektedir.
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4.1.12. Pro-enflamasyonun Osteoblast Farklhilasmasi1 Uzerine EtKisi

IL-1B ile uyarilan hFOB1.19 hiicre hattinda RUNX2 (Runt-related transcription factor 2
= core-binding factor subunit alpha-1 = CBF-alpha-1) geni ifade diizeyi degisimleri sekil
4.20°de gosterilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda grafikte gosterilen katli
degisim diizeyleri sirasiyla 5 ng/ml IL-1P (T48) verilen grupta 8.8 kat (P<0.0001) ve 10
ng/ml IL-1B (T48) verilen grupta ise 2.9 kat (P<0.0001) artis oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4. 20. IL-1p ile tetiklenen RUNX?2 gen ifade diizeyi degisimleri. T48 siireleri i¢in
hFOBI1.19 hiicre hattinin gen ifade diizeyleri kontrol grubu ile karsilagtirilarak kath
degisim (Fold Change) olarak gosterilmistir.

IL-1B ile uyarilan hFOB1.19 hiicre hattinda OSX/SP7 (Transcription factor Sp7) geni
ifade diizeyi degisimleri sekil 4.21°de gdsterilmistir. Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
grafikte gosterilen kath degisim diizeyleri sirasiyla 5 ng/ml IL-1B (T48) verilen grupta
139 kat (P<0.0001) ve 10 ng/ml IL-1PB (T48) verilen grupta ise 22 kat (P<0.01) artig
oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4. 21. IL-1 ile tetiklenen OSX/SP7 geni ifade diizeyi degisimleri. T48 siireleri i¢in
hFOB1.19 hiicre hattinin gen ifade diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirilarak katl
degisim (Fold Change) olarak gosterilmistir.
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Sekil 4. 22. UCMA, MGP, UTS2, RUNX2 ve OSX/SP7 genlerinin ifade diizeyi
degisimlerinin karsilastirilmasi. RUNX2 ve SP7/OSX osteoblast farklilagsmasinda rol
alan temel transkripsiyon faktorleridir. Bu transkripsiyon faktorlerinin hFOBI1.19
hiicrelerinde IL-1p ile tetiklenebilecegi goriilmektedir. Ayrica, UCMA gibi vitamin K
bagimli bir protein olan MGP’nin de IL-1B ile tetiklendigi goriilmektedir. OA’nin
molekiiler mekanizmasi ile iliskisi heniiz tam olarak agiklanmamis bir molekiil olan
UTS2’nin gen ifade diizeyleri de IL-1B ile tetiklendigi goriilmektedir. Bu bulgular
UCMA, MGP ve UTS2’nin de osteoblast farklilasmasinda rol alabileceginin dnemli
gostergeleridir.

4.1.13. In vitro Osteoartrit Modelinde Apoptozis Genlerinin ifade Diizeyleri

IL-1B ile wuyarilan hFOBI1.19 hiicre hattinda Caspase-3,8,9 (Cysteine-Aspartic
Proteases, Cysteine Aspartases or Cysteine-Dependent Aspartate-Directed Proteases)
genlerinin analizi yapilmistir. Caspase-3 geni ifade diizeyi degisimleri T48 icin sekil

4.23°de, T72 i¢in ise sekil 4.24°de gosterilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
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grafikte gosterilen katli degisim diizeylerinde 5 ng/ml IL-1p (T48) verilen grupta 9.6 kat,
10 ng/ml IL-1 (T48) verilen grupta ise 2.9 kat artis oldugu goriilmektedir ve bu sonuglar
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0.01). T72 siirelerinde ise katli degisim
diizeyleri 5 ng/ml IL-1p verilen grupta 1.35, 10 ng/ml IL-1p verilen grupta ise 1.32 oldugu

gbzlemlenmistir ve bu sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (P>0.05).
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Sekil 4. 23. IL-1f ile tetiklenen Caspase-3 geni ifade diizeyi degisimleri. T48 stireleri i¢in
hFOBI1.19 hiicre hattinin gen ifade diizeyleri kontrol grubu ile karsilagtirilarak kath
degisim (Fold Change) olarak gosterilmistir.
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Sekil 4. 24. IL-1p ile tetiklenen Caspase-3 geni ifade diizeyi degisimleri. T72 siireleri i¢in
hFOB1.19 hiicre hattinin gen ifade diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirilarak katli
degisim (Fold Change) olarak gosterilmistir.

IL-1p ile uyarilan hFOB1.19 hiicre dizilerinde Caspase-8 geni ifade diizeyi degisimleri

sekil 4.25°de gosterilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda grafikte gosterilen katl
degisim diizeylerinde 5 ng/ml IL-1P (T48) verilen grupta 29.9 kat, 10 ng/ml IL-1p (T48)

verilen grupta ise 5.25 kat artis oldugu goriilmektedir ve bu sonuglar istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (P<0.01).
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Sekil 4. 25. IL-1p ile tetiklenen Caspase-8 geni ifade diizeyi degisimleri. T48 siireleri i¢in
hFOB1.19 hiicre hattinin gen ifade diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirilarak katl
degisim (Fold Change) olarak gosterilmistir.

IL-1p ile uyarilan hFOB1.19 hiicre hattinda Caspase-9 geni ifade diizeyi degisimleri T48
icin sekil 4.26’da, T72 icin ise sekil 4.27°de gosterilmistir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda grafikte gosterilen katli degisim diizeylerinde 5 ng/ml IL-1 (T48)
verilen grupta 8.6 kat, 10 ng/ml IL-1p (T48) verilen grupta ise 3.1 kat artis oldugu
goriilmektedir ve bu sonuclar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0.001). T72
stirelerinde ise katl degisim diizeyleri 5 ng/ml IL-1p verilen grupta 1.48, 10 ng/ml IL-13
verilen grupta ise 1.04 oldugu gézlemlenmistir ve bu sonuglar istatistiksel olarak anlamli

bulunmamaistir (P>0.05).
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Sekil 4. 26. IL-1p ile tetiklenen Caspase-9 geni ifade diizeyi degisimleri. T48 siireleri i¢in
hFOB1.19 hiicre hattinin gen ifade diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirilarak katl
degisim (Fold Change) olarak gosterilmistir.
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Sekil 4. 27. IL-1p ile tetiklenen Caspase-9 geni ifade diizeyi degisimleri. T72 siireleri i¢in
hFOBI1.19 hiicre hattinin gen ifade diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirilarak katli
degisim (Fold Change) olarak gosterilmistir.
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Sekil 4. 28. UCMA, MGP, UTS2 ve apoptozis genlerinin ifade diizeyi degisimlerinin
karsilagtirmasi. IL-1p ile uyarilan hFOB1.19 hiicre hatlarinda, bizim uyguladigimiz
dozlara bagli olarak Caspase-3,8,9 gen ifade diizeylerinin tetiklenmesiyle apoptozisin
uyarildig: belirlenmistir. Her iki doza bagli uyarilmada Caspase-8’in gen ifadesinde en
fazla artig oldugu goriilmiistiir. Ayrica bu apoptotik genlerin ifade diizeyleri ile UCMA,
MGP ve UTS2 genlerinin ifade diizeyleri arasinda ayni yonde iliski oldugu
goriilmektedir.
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Grup 1 ile Kontrol Grubunun Karsilastirilmasi

Logl0 Normalized Expression Group 1)

Logl0 (Normalized Expression Conurol Group)

Yukan diizenlenmig gen ifadesi @ Degismemis gen ifadesi Asag dizenlenmis gen ifadesi

Sekil 4. 29. T48 siirelerinde tiim genlerin ifade durumu, kontrol grubu ile grup
1(5ng/ml)’in karsilastirilmasi. Yukar1 diizenlenmis gen ifadesine sahip genler sar1 ile
degismemis gen ifadesine sahip gen ise siyah ile gosterilmistir.
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Grup 2 ile Kontrol Grubunun Karsilastirilmasi

Logl0 Normalized Expression Group 2)

Logl0 (Normalized Expression Conmtrol Group)

Yukan dizenlenmig gen ifadesi @ Degismemis gen ifadesi Asagl diizenlenmis gen ifadesi

Sekil 4. 30. T48 siirelerinde tiim genlerin ifade durumu, kontrol grubu ile grup 2 (10
ng/ml)’in karsilagtirilmasi. Yukari1 diizenlenmis gen ifadesine sahip genler sari ile
degismemis gen ifadesine sahip gen ise siyah ile gosterilmistir.
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Sekil 4. 31. Gen ifadesi biiytikliigiiniin gruplar arasinda karsilastirilmasi (T48).
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Grup 1 ile Kontrol Grubunun Karsilastinlmas:

Logl0 Normalized Expression Group 1)

.3 € 3 2 e . 16 1 0s 1)

Logl0 (Normalized Expression Control Group)

Yukari dizenlenmis gen ifadesi @ Degismemis gen ifadesi ' Asag duzenlenmis gen ifadesi

Sekil 4. 32. T72 siirelerinde tiim genlerin ifade durumu, kontrol grubu ile grup
1(5ng/ml)’in karsilastirilmasi. Yukari1 diizenlenmis gen ifadesine sahip genler sari ile
degismemis gen ifadesine sahip genler ise siyah ile gosterilmistir.
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Grup 2 ile Kontrol Grubunun Karsilastinnlmasi

Log10 (Normalized Expression Group 2)
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Yukan diizenlenmis gen ifadesi @ Degismemis gen ifadesi Asagi diizenlenmis gen ifadesi

Sekil 4. 33. T72 siirelerinde tiim genlerin ifade durumu, kontrol grubu ile grup 2 (10
ng/ml)’in karsilastirilmasi. Yukar1 diizenlenmis gen ifadesine sahip genler sar1 ile
degismemis gen ifadesine sahip genler ise siyah ile gosterilmistir.
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4.2. Osteoartrit Modelinde UCMA Protein Seviyeleri

4.2.1. IL-1p ile Uyarilan hFOB1.19 Hiicre Dizilerinde UCMA Protein Diizeyleri
Farkli dozlarda (5 ng/ml, 10 ng/ml) IL-1p ile uyarilan hFOB1.19 hiicreleri 48 ve 72 saatlik
siireler sonunda kiiltiir kaplarindan protein eldesi gergeklestirilerek Western Blot analizi
yapildi. 5 ng/ml IL-1p ile 48 saat boyunca uygulama yapilan grupta UCMA protein
seviyeleri kontrole gore anlamli bir sekilde arttigi bulundu (Sekil 4.34). Ancak 72 saat
boyunca uygulama yapilan grupta IL-1B’nin her iki dozu i¢in anlamh bir farklilik
bulunmamustir (Sekil 4.35).

Kontrol I-5 I-10
B-Aktin - ‘...-. P
UCMA - c— —

Sekil 4. 34. IL-1p ile uyarilan hFOB1.19 hiicrelerinde 48 saatlik siirenin sonundaki
UCMA protein ifadelerinin karsilastirilmasi. Sadece 5 ng/ml ile uyarilan grupta artig
oldugu goriilmektedir. (I-5: 5 ng/ml IL-1f ile uyarilan grup, 1-10: 10 ng/ml IL-1p ile
uyarilan grup).

Kontrol I-5 I-10
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Sekil 4. 35. IL-1pB ile uyarilan hFOB1.19 hiicrelerinde 72 saatlik siirenin sonundaki
UCMA protein ifadelerinin karsilastirilmasi. UCMA protein diizeyleri tiim gruplarda
benzerdi. (I-5: 5 ng/ml IL-1 ile uyarilan grup, I-10: 10 ng/ml IL-1p ile uyarilan grup).
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4.3. Pro-enflamasyonun hFOB1.19 Hiicrelerinin Salgis1 Uzerine Etkileri
Hiicre kiiltiirii deneylerinde hFOB1.19 hiicreleri belirlenen doz ve siirelerde IL-1p ile
uyarildiktan sonra hiicre siipernatantlar1 (list fazlar1) alinip ELISA kitleri kullanilarak

MMP1, OPG, IL-17 protein seviyeleri analiz edilmistir.

4.3.1. IL-1p ile Uyarilmanin MMP1 Protein Diizeyleri Uzerine Etkisi

OA gelisiminde ve kemik yikimdan rol alan MMP-1 (Matrix metalloproteinase-1)’n IL-
1B ile tetiklendigi ¢alismamizda gosterilmistir. IL-1p ile uyarilan hFOB1.19 hiicrelerinin
stipernatantlarinda MMP1 (Matrix metalloproteinase-1) protein seviyeleri T48 siireleri
icin sekil 4.36°da gosterilmistir. 5 ng/ml ve 10 ng/ml IL-1p verilen grupta MMP1 protein
seviyeleri kontrol grubuna goére anlamli bir sekilde yliksek bulunmustur (P<0.01). T72
stireleri icin MMP1 protein seviyeleri ise sekil 4.37°de gdsterilmistir ve kontrol grubu ile
karsilastirildiginda T48’e parelel olarak her iki grupta anlamli bir artis bulunmustur
(P<0.01).
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Sekil 4. 36. MMP1 protein seviyelerinin karsilastirilmasi. T48 siireleri i¢in hFOB1.19
hiicrelerinin MMP1 salgilarinin karsilagtirilmasi sekilde gosterilmektedir. 5 ve 10 ng/ml
IL-1p ile uyarilmanin hiicrelerde MMP1 salgis1 acisindan benzer bir etkiye sahip oldugu
goriilmektedir.
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Sekil 4. 37. MMP1 protein seviyelerinin karsilastirilmasi. T72 siireleri i¢in hFOB1.19
hiicrelerinin MMP1 salgilarinin karsilastirilmasi sekilde gosterilmektedir. 5 ve 10 ng/ml
IL-1p ile uyarilmanin hiicrelerde MMP1 salgis1 agisindan benzer bir etkiye sahip oldugu
goriilmektedir.

4.3.2. IL-1p ile Uyarilmanin OPG Protein Diizeyleri Uzerine EtKisi

IL-1pB ile uyarilan hFOB1.19 hiicrelerinin siipernatantlarinda OPG (Osteoprotegerin)
protein seviyeleri T48 siireleri i¢in sekil 4.38’de gosterilmistir. 5 ng/ml ve 10 ng/ml IL-
1B verilen grupta OPG protein seviyeleri kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde yiiksek
bulunmustur (P<0.01). T72 siireleri i¢in OPG protein seviyeleri ise sekil 4.39°da
gosterilmistir ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda T48’e paralel olarak her iki grupta

anlamli bir artig bulunmustur (P<0.01).
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Sekil 4. 38. OPG protein seviyelerinin karsilagtirilmasi. T48 siireleri i¢gin hFOB1.19
hiicrelerinin OPG salgilarinin karsilastirilmasi sekilde gosterilmektedir. 5 ve 10 ng/ml IL-
1B ile uyarilmanin hiicrelerde OPG salgis1 agisindan benzer bir etkiye sahip oldugu
goriilmektedir.
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Sekil 4. 39. OPG protein seviyelerinin karsilastirilmasi. T72 siireleri icin hFOB1.19
hiicrelerinin OPG salgilarinin karsilagtirilmasi sekilde gosterilmektedir. 5 ve 10 ng/ml IL-
1B ile uyarilmanin hiicrelerde OPG salgisi agisindan benzer bir etkiye sahip oldugu
gorilmektedir.

4.3.3. IL-1p ile Uyarilmanin IL-17 Protein Diizeyleri Uzerine Etkisi
Enflamatuvar (yangisal) bir sitokin olan IL-17 kemik metabolizmasinda 6nemli rol

oynamaktadir. Calismamizda, olusturdugumuz in vitro OA modelinde IL-17’nin IL-1B

91



ile tetiklenmedigi goriilmiistiir. IL-1B ile wuyarilan hFOb1.19 hiicrelerinin
siipernatantlarinda IL-17 (Interleukine-17) protein seviyeleri T48 siireleri i¢in sekil
4.40°da gosterilmistir. 5 ng/ml ve 10 ng/ml IL-1p verilen grupta IL-17 protein seviyeleri
kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir farklilik bulunmamistir (P>0.05).

IL-17
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Sekil 4. 40. IL-17 protein seviyelerinin karsilastirilmasi. T48 siireleri icin hFOB1.19
hiicrelerinin IL-17 salgilarinin karsilagtirilmasi sekilde gosterilmektedir. 5 ve 10 ng/ml
IL-1B ile uyarilmanin hiicrelerde herhangi bir anlamli degisiklige neden olmadigi
goriilmektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Osteoartrit (OA) diinyada en yaygin goriilen dejeneratif eklem hastaligidir (1). Bu
hastalik hayat kalitesinin diismesine ve saglik harcamalarinin artmasina neden olmaktadir
(1-3). OA gelismis tilkelerde fiziksel oziirliiliiglin en 6nemli nedenidir ve sikliginin 2020

yilina kadar iki katina ¢gikacagi tahmin edilmektedir (1-3).

Ik kez ‘Sturgeon (mersin balig)’ baliginin kalsifiye (kalsiyum igeren) kikirdaginda
kesfedilen Gla-rich protein (GRP, Gla-zengin protein) veya Upper Zone of Growth Plate
and Cartilage Matrix Associated (UCMA, Biiylime tabakasinin {ist bolgesi ve kikirdak
matriksi ile iligkili protein), K vitaminine bagimli protein ailesinin en yeni iiyelerinden
biridir. UCMA/GRP kalsiyum mineraline yiiksek baglanma egilimli ve 16 Gla kalintisi
barindiran bir proteindir (13, 20, 250). UCMA’nin molekiiler islevi heniiz tam olarak
bilinmemekle beraber OA’da enflamatuvar (yangili) ve kalsifikasyon siire¢leriyle iliskili

mediyator (aract molekiil) olabilecegi yapilan calismalarda gosterilmistir.

Bu tez ¢alismasinda, bildigimiz kadariyla ilk defa hFOB1.19 (insan osteoblast hiicresi)
hiicre hatlar1 kullanarak UCMA’nin osteoartritte molekiiler hedef olma durumunu
inceledik. Bu kapsamda, in vitro osteoartrit modeli olusturdugumuz hFOB1.19 hiicre

hatlarinda, UCMA geni ve baz1 OA ile iligkili genler lizerinde analizler yaptik.

T48 siiresi ve sirastyla 5 ve 10 ng/ml dozlarinda IL-B ile uyarilan hFOB1.19 hiicre
hattinda, UCMA geni ifade diizeyinin kontrol grubuna kiyasla sirasiyla 308 ve 43 kat
arttigin belirledik (Sekil 4.1). In vitro OA modelinde, gen ifade analizini yaptigimiz tim
genler arasinda en fazla artist UCMA geninde tespit ettik. Hipotezimizi destekler nitelikte
olan bu bulgu ayn1 zamanda UCMAnin OA’da gii¢lii bir molekiiler hedef olabileceginin
gostergesidir. Cavaco ve ark. (2016) yaptiklar1 bir c¢alismada, UCMA’nin OA’da
enflamatuvar (yangili) ve kalsifikasyon siiregleriyle iliskili mediyator (arac1 molekiil)
olabilecegini ifade ettiler (14). Arastirmacilar, OA’l1 eklem kikirdagi ve sinoviyum
hiicrelerinde UCMA/GRP’nin ifade diizeylerinde normale gore anlamli diizeyde artis
oldugunu gosterdiler (14). OA’da eklem kikirdagi, sinoviyum ve kemik gibi tiim eklem
bolgesi etkilenmektedir (5).
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Cavaco ve arkadaslarinin (2016) yaptiklari ¢calismadan farkli olarak bizim ¢alismamizda,
subkondral kemik ile iliskili olarak osteoblast hiicre hattinda UCMA geni ifade diizeyini
inceledik. Dolayisiyla, bu tez calismasi bildigimiz kadariyla ilk defa OA’dan etkilenen

subkondral kemikteki UCMA ’nin rolii ile ilgili 6nemli bilgiler sunmaktadir.

Cavaco ve ark. (2016) UCMA’ ’nin enflamatuvar (yangisal) roliinii degerlendirmek i¢in
sinoviyosit ve kondrosit hiicrelerini IL-1p ile uyardilar. Daha sonra, UCMA ve bazi OA
ile iligkili genlerin (COX2 ve MMP13) ifade diizenini incelediklerinde, uyarildiktan 3
saat sonra bu genlerin ifade seviyelerinin en yiiksek diizeyde oldugunu, 6. saatten itibaren
72. saate kadar ise kontrole gore asamal1 bir sekilde azaldigini belirlediler (14). Benzer
sekilde calismamizda, osteoblast hiicreleri IL-1p ile uyarildiktan sonra 48. saatte UCMA
ve OA ile iliskili genler (RANKL, MMP1, OPG, MGP, OC, OPN) en yiiksek seviyede
ifade edilirken 72. saatte ise bu gen ifade diizeyleri azalmisti. Daha 6nce yapilmis
calismalar ve bizim c¢alismamiz g6z Oniinde bulunduruldugunda, IL-1B ile uyarilma,
OA’dan etkilenen 3 6nemli hiicre grubunda (osteoblast, kondrosit, sinoviyosit) benzer bir
etki gosterdigi sOylenebilir. Deneylerimizde, UCMA ve yangi ile tetiklenen belirtecler
arasinda yiiksek diizeyde benzer gen ifade diizeni bulunmaktadir. Bu durum 6zellikle

UCMA’nm yangi ile tetiklenerek OA’da rol alabilecegini akla getirmektedir.

Rafael ve arkadaglar1 (2014) yaptiklar1 bir ¢alismada, OA’l1 kikirdak ve sinoviyal zar
dokularinda UCMA transkriptlerinin ifade analizini yaptilar. UCMA-F1 transkriptinin
her iki (kikirdak ve sinoviyal zar) OA’ll dokuda F5 transkriptinden daha fazla ifade
edildigini, F5 transkriptinin ise F1’den her iki dokuda daha az ifade edildigini gdsterdiler
(9). Bu calismada F1 varyantinin daha baskin oldugu vurgulanmaktadir (9).

Vieagas ve arkadaslarimin yaptiklari calismalarda UCMA’nin hiicre dist matrikste
kalsiyum kullanilabilirliginde diizenleyici olabilecegini belirtmektedirler (256, 265).
Bununla birlikte, UCMA ile ilgili literatiirde baz1 ¢eliskili veriler de bulunmaktadir.
Eitzinger ve arkadaslar1 (2012) yaptiklar1 bir calismada, UCMA ’nin 6zellikle fare iskelet
dokularindaki isleviyle iligkili olarak, UCMA yok edilmis farelerin kemik ve
kikirdaginda belirgin bir fenotipik degisiklik olmadigin1 gozlemlemislerdir (253). Oysa
Neacsu ve arkadaslar1 (2011) zebra balig1 iizerinde yaptiklar1 caligmalarinda, UCMA nin

iskelet gelisimi ve kalsifikasyon i¢in gerekli oldugunu gostermislerdir (251).
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UCMA gibi MGP (Matriks Gla-zengin protein) ve BGLAP/OC (Osteokalsin)’de vitamin
K bagimli protein ailesinin tiyeleridir (14). Olusturdugumuz in vitro OA modelinde, MGP
ve BGLAP seviyelerini kontrol grubuna gore anlamli diizeyde arttigini bulmustuk (Sekil
4.3-4 ve Sekil 4.8-9). T48 siirelerinde 5-10 ng/ml IL-1B ile uyarilan hFOBI1.19
hiicrelerinde MGP’nin gen ifade diizeyleri sirasiyla 176 ve 24 kat arttig1 goriildii. Benzer
sekilde, BGLAP’1n gen ifade diizeylerinin de sirasiyla 8.4 ve 2.3 kat arttig1 belirlemistik.
Vitamin K bagimli protein sinifinin iiyeleri olan UCMA, MGP ve BGLAP’1n gen ifade
diizeyleri arasinda pozitif bir korelasyon (ayni1 yonde iligki) oldugu calismamizda
gosterilmistir. Ayrica, caligmamizda bu 3 genin ifade diizeyleri arasinda en fazla artig
UCMA geninde gozlemlendi (Sekil 4.19 ve 4.22). UCMA nin yani sira, MGP ve BGLAP
seviyelerinin eklem kikirdagi ve sinoviyal hiicrelerde OA gelisimine katki saglayan
kalsifikasyona bagli olarak arttigi gosterilmistir (14). Yapilan farkli bir calismada,
UCMA agsir1 gen ifadesi olan osteoblastlarda, BGLAP gen ifade seviyelerinin de yukari
diizenlenim gosterdigi ve her iki genin ifade diizeninin birbirine benzerlik gosterdigi
tespit edilmistir (266). Bu veriler bizim ¢alismamizda elde ettigimiz bulgular1 (Sekil 4.19)
destekler niteliktedir. Benzer sekilde, bizim ¢alismamizda, IL-1 ile tetiklenmis UCMA
gen ifadesine paralel olarak BGLAP gen ifade diizeyleri yiiksekti (Sekil 4.8-9). Bununla
birlikte, UCMA’nin BGLAP gen ifade seviyesini dogrudan artirip artirmadigi konusu
heniiz netlik kazanmamistir (266). Farkli bir ¢calismada ise, y-karboksilasyonu zayiflamis
MGP’nin OA’l1 kikirdagin artmis mineralizasyonu ile iligskilendirilmistir (267). Bununla
birlikte, serum ve sinoviyal sivida karboksillenmis MGP seviyeleri artrit i¢in olasi
yangisal belirte¢ olabilecegi vurgulanmaktadir (268). Yaptigimiz analizler sonucunda,
tipki UCMA gibi MGP’nin de OA i¢in giiclii bir molekiiler hedef olabilecegini

sOyleyebiliriz.

BMP uyar1 yolagi osteogenezin diizenlenmesinde dnemli rol oynamaktadir (269) . Ek
olarak, in vivo ve in vitro ¢alismalarda BMP’nin osteoblast ve osteoklast etkinligini
diizenleme yetenegine sahip oldugu gosterilmistir (247). Fukui ve arkadaslar1 (2003)
OA’ll kondrositlerde BMP-2 mRNA seviyelerininde artma oldugunu gostermislerdir.
Ayrica, yaptiklar1 hiicre kiiltiir deneylerinde BMP-2 seviyelerinin IL-1B ile
tetiklenebilecegini tespit ettiler (270). Calismamizda, hFOB1.19 hiicrelerini IL-1p ile
uyardigimizda, BMP-2 ve BMP-7’nin gen ifade seviyelerinin anlaml diizeyde artigini
gozlemledik (Sekil 4.17-18). T48 siirelerinde, BMP-2 mRNA seviyeleri 5-10 ng/ml
derigimleri icin sirastyla 231 ve 23 kat arttigini belirledik (Sekil 4.17). T48 siirelerinde
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BMP-7 mRNA seviyelerini ise 5-10 ng/ml derisimleri i¢in sirasiyla 134 ve 23 kat arttigin1
belirledik (Sekil 4.18). Bu bulgular gbz 6niinde bulunduruldugunda, hem kondrosit hem
de osteoblast hiicre grubunda BMP-2 ve BMP-7"nin IL-1p aracili osteoartrit gelisiminde
rolii olabilecegi sdylenebilir. Ote yandan, BMP osteoblastlarda RUNX2, OSX gibi bir
dizi transkripsiyon faktoriinii hedefler (271). RUNX2 ve OSX kemik olusumunda rol alan
temel transkripsiyon faktorleridir (266). Calismamizda, T48 siirelerinde ve 5-10 ng/ml
IL-1PB dozlarinda RUNX2 seviyelerini sirasiyla 8.8 ve 2.9 kat arttigin1 (Sekil 4.20), OSX
icin artigin ise sirasiyla 139 ve 22 kat (Sekil 4.21) oldugunu belirlemistik. Burada,
RUNX2 ve OSX gen ifade artiglarinin IL-1B’nin dogrudan dogruya m1 yoksa BMP-2
aracili olarak mi gerceklestirdigi konusunun aydinlatilmasi igin ileri g¢aligmalarin
yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Ancak, osteogenez sirasinda BMP-2’nin OSX’in
yukari diizenleniminden sorumlu oldugu bilinmektedir (20). Bu durumda, OSX gen ifade

artisinin BMP-2 aracili oldugunu diisiinebiliriz.

Surmann-Schmitt ve arkadaslar1 (2007) yaptiklar1 ¢aligmalarinda, UCMA 'nin osteoblast
farklilagmasimin erken asamalarinda ifade edildigini ve osteogenik farklilasmanin
olumsuz diizenleyicisi olarak fonksiyon gosterdigini rapor ettiler (20). Ilging bir sekilde,
Lee ve arkadaslarinin (2015) yaptiklar1 bir ¢alismada, RUNX2 ve OSX’in dogrudan
transkripsiyonel hedefi olan UCMA’nin osteoblast farklilagsmasi ve kemik olusumunda
uyarici bir faktor oldugunu gosterdiler (266). Lee ve arkadaslari, MC3T3-E1 (fare, kemik
Preosteoblast hiicre hatt1) hiicre hatlarindaki calismalarinda, farklilasmanin ileri
asamalarinda UCMA gen ifadesinde artis gozlemlediler (266). Farklilasmanin erken
asamalarinda RUNX2 ve OSX’in gen ifadesinin yukar1 diizenlenimine ragmen UCMA
gen ifadesi oldukga diisiiktii (266). Bu bulgular ne RUNX2’nin ne de OSX’in tek basina
farklilasmanin erken asamalarinda UCMA gen ifadesinin artis1 igin yeterli olmadigim
gostermektedir (266). Ayni ¢alismada, RUNX2 ve OSX yok edilmis farelerde UCMA
gen ifadesinin anlaml diizeyde azaldig1 gosterilmistir (266). Arastirmacilar, UCMA gen
ifadesinin RUNX2 ve OSX tarafindan nasil diizenlendigini analiz etmek i¢in, MC3T3-E1
(fare, kemik Preosteoblast hiicre hatt1) RUNX?2, OSX ve her ikisini birlikte kodlayan
vektorler ile transfekte ettiler (266). Elde edilen sonuglara géore UCMA gen ifadesi
RUNX2 ve OSX ile ayr1 ayn asir1 ifade edilmis osteoblastlarda artmisti (266). Buna ek
olarak, her iki genin (RUNX2 ve OSX) birlikte asir1 ifade edildigi osteoblastlarda UCMA
gen ifadesi artmistir (266). Bu sonuglar MC3T3-E1 hiicre hatlarinda, RUNX2 ve
OSX’nin birlikte UCMA gen ifadesini diizenledigini gostermektedir (266). Bu
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calismalardan farkli olarak bizim calismamizda, hFOB1.19 hiicre dizilerinde UCMA,
RUNX2 ve OSX gen ifade diizeylerinin IL-1 ile tetiklenebilecegini gosterdik (Sekil
4.22).

Ancak, daha once yapilmis bir farkli bir calismada, UCMA’nin OSX’in yukari
diizenleniminden sorumlu olan BMP-2 proteini tarafindan baskilandig ifade edilmistir
(20). Bu tartismali veriler, UCMA’’nin molekiiler mekanizmasinin anlasilmasi i¢in bu

konuda ileri ¢alismalarin yapilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir.

Osteopontin (OPN) hiicre dis1 yapisal bir proteindir ve kemik hiicrelerinde (osteoblast,
preosteoblast) gen ifadesi bulunmaktadir (272, 273). OPN mineralizasyon, kemik
morfogenezi, yangt gibi pek ¢ok hiicresel siiregte rol aldig1 daha 6nceki ¢alismalarda
rapor edilmistir (274). Calismamizda, T48 siirelerinde OPN gen ifade diizeylerini 5 ve 10
ng/ml derisimleri igin sirasiyla 19 ve 5.3 kat arttigini bulmustuk. hFOBI1.19 hiicre
hatlarinda belirledigimiz bu bulgular (Sekil 4.10) daha once farkli hiicre hatlarinda
yapilan calismalara benzerlik gostermektedir. Fibroblast benzeri sinoviyosit hiicrelerinde,
mineralizasyonun tetiklenmesiyle OPN gen ifade diizeylerinin arttig1 gosterilmisti. Ayn
calismada, UCMA, MGP ve BGLAP ifade diizeni OPN gen ifade seviyelerindeki artiga
benzerlik gostermekteydi (14). Ote yandan, osteoblast farklilasma siireclerinin
incelendigi farkli bir calismada, asir1 ifade edilmis UCMA igeren hiicrelerde OPN gen
ifade seviyelerinin artmis oldugu gosterilmistir (266). Calismamizda, osteoblast hiicreleri
icin 6nemli bir gen olan OPN’nin hFOB1.19 hiicre hatlarinda IL-1 ile tetiklenebilecegini
ve bu gen ifade diizeninin UCMA ’ya benzerlik gosterdigi ilk defa belirlenmistir.

Urotensin IT (UTS-2) en giiclii damar biiziicii ajanlardan biri olarak bilinmektedir (275).
Sinoviyal fibrozis OA’nin baslica sonuclarindan biridir (276). Bazi ¢aligmalarda,
UTS2’nin kardiyovaskiiler sistem, akcigerler ve karacigerde TGF-B uyarilmasiyla
fibrozise neden olabilecegi ifade edilmektedir (277-280). Daha 6nce OA’l1 hastalarin
sinoviyal sivilarinda UTS2 seviyelerini normal saglikli gruba gére anlamli seviyede
yiiksek oldugunu bulmustuk (276). OA ile UTS2’nin arasindaki iliskiyi ilk defa inceleyen
bu caligmadaki bulgularimiz UTS-2’nin OA’daki sinoviyal fibroziste rol alabilecek
molekiiler bir hedef oldugunun oOnemli gostergesiydi. Calismamizda, hFOBI1.19
hiicrelerini IL-1p ile uyardigimizda, UTS2’nin gen ifadesinin 5 ve 10 ng/ml
derisimlerinde sirasiyla 211 ve 28 kat arttigini tespit etmistik. Ayrica, analizini yaptigimiz

OA ile iligkili genler arasinda UTS2, UCMA’dan sonra gen ifadesinde en fazla artisi
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gosteren genlerden biriydi (Sekil 4.22). Bu bulgular bize UTS2’nin yangisal siireclerle ve
OA gelisiminin molekiiler mekanizmasi ile ilgili gii¢lii bir molekiiler hedef olabilecegini

diistindiirmektedir.

NF-«xB (Niikleer Faktor kappa B) iskelet gelisiminde, osteoblast ve osteoklast islevlerinde
ve yaygin kemik hastaliklarinda rol alan yazilim etmeni (transkripsiyon faktorii) ailesidir
(188, 190). Ozellikle mekanik stres veya sitokinlerle uyarilan kondrosit ve sinoviyosit
hiicreleri TNF-o, IL-1B, IL-6 gibi sitokinler salgilarlar. Bu sitokinler, osteoblast
hiicrelerinden osteoklastogenezle ilgili NF-kB yazilim etmenlerini etkinlestirir ve
RANKL salinimini tetikler (281, 282). Etkinlesmis NF- kB molekiilleri kemik erimesine
yol acan IL-1pB, IL-6, PGE2 gibi birkag osteoklastogenik etmenin ifadesini uyarir (283,
284). Calismamizda, hFOB1.19 hiicrelerini IL-1 ile uyardigimizda NF-xB gen ifade
diizeylerini T48 stirelerinde sirastyla 5-10 ng/ml derisimleri i¢in 7.8 ve 3.6 kat arttigim
tespit etmistik (Sekil 4.6). T72 siirelerinde ise sirastyla 5-10 ng/ml derisimleri i¢in 4 ve
2.5 kat arttigim1 gormiistiik (Sekil 4.7). Daha 6nceki calismalar1 destekler nitelikteki bu
bulgular ¢calismamizdaki yanginin tetiklenmesi ve in vitrro OA modelinin olusturulmasini
teyit etmek acgisindan Onemliydi. NF-kB uyar1 yolagi osteoklastlardan daha az
osteoblastlarda calisilmistir (190). Ayrica, daha 6nce yapilan calismalarda, uyarilmis NF-
kB molekiilleri kikirdak yikimina ve artmis sinoviyosite neden olan c¢esitli sitokin ve
kemokinleri (IL-1p, IL-6, TNF-a, RANKL, IL-8), damarlanma etkenlerini (VEGF, FGF-
b) ve yikict enzimlerin (MMP1-13, ADAMTS4, ADAMTSS) salinimini uyardigi rapor
edilmistir (183).

Giincel c¢aligmalarda, OA’li subkondral kemikte gozlenen degisikliklerle OPG
(Osteoprotegerin) / RANK (Receptor Activator of Nuclear Factor) / RANKL (Receptor
Activator of Nuclear Factor Ligand) sistemi arasinda yakin bir iliski oldugu
vurgulanmaktadir (285). Eklem i¢ dengesi OPG/RANK/RANKL uyar1 yolag: ile
diizenlenmektedir ve OA siirecinde bu yolagin diizenlenmesi bozulmaktadir (285).
Osteoartritli hastalardan elde edilen osteoblastlarda OPG ve RANKL’nin normal
olmayan ifadesi rapor edilmistir (285). Calismamizda, hFOB1.19 hiicrelerinde RANKL
gen ifadesini kontrole gore T48 siirelerinde sirasiyla 5-10 ng/ml derisimleri i¢in 211 ve
29 kat arttigin1 bulmustuk (Sekil 4.12). T72 siirelerinde ise 5-10 ng/ml derigsimleri i¢in
1.7 ve 2.7 kat arttigin1 belirlemistik (Sekil 4.13). Elde ettigimiz bu bulgular literatiirle
uyum gostermektedir. Ozellikle kondrosit ve sinoviyosit hiicrelerinden salgilanan IL-1,

TNF-a gibi sitokinler osteoblast hiicrelerinden RANKL salinimimi tetikler (281, 282).
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RANKL, RANK’a baglanarak NF-«B transkripsiyon faktorlerini etkinlestirir (281, 282).
Etkinlesen NF-kB molekiilleri ¢esitli osteoklastogenik faktorlerin salinimini tetikler (283,
286). Ote yandan, hFOB1.19 hiicrelerinde OPG gen ifadesini kontrole gore T48
stirelerinde sirasiyla 5-10 ng/ml derisimleri i¢in 33 ve 9 kat arttigini belirlemistik (Sekil
4.14). Benzer sekilde, OPG seviyelerindeki artis1 hiicre silipernatantlarinda (st
fazlarinda) da belirledik (Sekil 4.38-39). RANK/RANKL arasindaki etkilesimi
diizenleyen OPG tuzak reseptorii RANKL’yi baskilayarak kemik olusumunu tesvik
etmektedir (287). OA’da OPG/RANKL oraninda azalma goriiliir. Boylelikle, subkondral
kemik, asir1 osteoklast etkinligine neden olarak osteoartrit ilerlemesine katki saglayan
kemik erimesi ve subkondral yogunluk artar (25, 288-290). Gen ifade analizleri
sonucunda c¢alismamizda, daha once yapilan ¢alismalarla uyumlu olarak OPG/RANKL
oraninda azalma oldugunu tespit ettik. Ayrica, osteoklastogenezde etkin bir sekilde rol
oynayan RANKL’nin gen ifade diizeylerini UTS2’nin gen ifade diizeylerine ¢ok yakin
oldugu hFOBI1.19 hiicrelerinde ilk defa bu ¢calismada gosterilmis oldu (Sekil 4.19 ve Sekil
4.22). IL-1P ile uyarilmanin akabinde gen ifadesi en fazla tetiklenen genlerden biride
RANKL oldu. Caligmamizda, gen ifadesi UCMA’dan sonra en yiiksek seviyede anormal
artis gosteren genler RANKL ve UTS2 oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.19 ve Sekil 4.22).

IL-1B, OA gelisiminde rol alan anahtar sitokinlerden biridir (291). IL-1B kikirdak
yikimma neden olan matriks metallo proteazlar ve diger enzimlerin sentezini
tetiklemektedir (292). Matriks metalloproteinaz 1 (MMP-1)’in OA gelisimi ile iliskili
oldugu yapilan ¢alismalarda rapor edilmistir (293, 294). Zayed ve arkadaslarinin (2008)
yaptiklari bir ¢caligmada insan osteoartritli kondrositlerinde IL-1f ile MMP-1 uyarildiginm
gosterdiler. Calismamizda, IL-1p ile uyarilan hFOB1.19 hiicrelerindeki MMP-1 gen ifade
diizeylerinde anlaml1 seviyede artis oldugu goriildii (Sekil 4.16). Benzer sekilde, MMP-1
protein seviyelerindeki artis1 hiicre {ist fazlarinda belirledik (Sekil 4.36 ve Sekil 4.37).
Yapilan ¢aligmalarda osteoblast hiicreleri kemik matriks yikiminin yangisal silsilesinde
dogrudan rol aldig1 ifade edilmistir (295). Tip I kollajen, kemik hiicre dis1 matriksinin
birincil organik bilesenidir ve osteoblastlarin farklilasmasi icin gereklidir (296-300).
Kollajenazlar arasinda, MMP-1 tip I kollajenin yikiminda rol alan temel bir enzimdir
(301, 302). Elde ettigimiz bulgular daha dnce yapilan ¢aligmalar1 destekler niteliktedir.
IL-1B’nin MMP-1 aracili kemik yikiminda rol alabilecegini sdyleyebiliriz.

Eklem bolgesi hiicrelerindeki (kondrosit, osteoblast ve osteosit) hiicre 6liimii osteoartrit

gelisiminin yani sira iskelet gelisiminde, bakiminda ve onariminda énemli rol oynadigi
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daha once yapilan ¢alismalarda rapor edilmistir (303). Bu tez ¢aligmasi kapsaminda
inceledigimiz diger bir mekanizma osteoblast hiicrelerindeki apoptozisdir. Osteoblast
apoptozisi kemik gelisiminde ve bakiminda énemli rol oynamaktadir (303). Bu nedenle,
hFOBI1.19 hiicrelerinde IL-1p ile uyarilan apoptozisde UCMA’nin roliinii inceledik.
Kemik erimesinde osteoblastlarin neredeyse %60-80 apoptozis ile ortadan kalktig
tahmin edilmektedir (304-311). Ayrica, cinsiyet steroid hormonu yetersizligi,
glukokortikoid fazlasi ve yaslanmanin neden oldugu kemik kaybi1 osteoblast ve
osteositlerde apoptozise katki saglar. Paratiroid hormon, bifosfonat ve kalsitonin
osteoblast ve osteositlerde apoptozisi baskilayarak anabolik etki olusturdugu ifade
edilmektedir (304-311). Calismamizda apoptozis ile iliskili olarak Caspase-3,8,9
genlerinin ifade diizeylerini inceledik. IL-1B (5-10 ng/ml) ile uyarilan hFOBI1.19
hiicrelerindeki her ii¢ geninde ifade diizeyi T48 siirelerinde kontrole gore anlamli diizeyde
arttigin1 bulmustuk (Sekil 4.28). T72 siirelerinde ise herhangi bir degisiklik goriilmemisti.
T48 siirelerinde Caspase-3 geni ifade diizeylerinde (5-10 ng/ml) sirasiyla 9.6 ve 2.9 kat
artis oldugunu belirledik (Sekil 4.23). Caspase-8 geni ifade diizeylerinde ise (5-10 ng/ml)
derigimleri icin sirasiyla 29.9 ve 5.25 kat artis oldugunu tespit etmistik (Sekil 4.25).
Ayrica, caspase-8 gen ifade analizini yaptigimiz apoptotik genler arasinda en fazla artisi
gosterdigi hFOBI1.19 hiicrelerinde bildigimiz kadariyla ilk defa ¢alismamizda
belirlenmigtir. Caspase-9 geni ifade diizeylerinde ise (5-10 ng/ml) derisimleri igin
strastyla 8.6 ve 3.1 kat artis goriilmiistiir (Sekil 4.26). Bu bulgularimiz bazi ¢aligmalarla
benzerlik gostermektedir. Ozeki ve arkadaglarimin  (2002) MC3T3-E1 (Fare
Preosteoblast) hiicre dizilerinde yaptiklar1 bir ¢alismada, TNF-a, IL-1p ve interferon-
y’dan olusan sitokin karisiminin apoptotik hiicre liimiine neden oldugunu gosterdiler
(312). Bu calismada bizim ¢alismamizdan farkli olarak insan osteoblast hiicre hatt1 yerine
fare pre-osteoblast hiicre hatt1 kullanilmistir. Deneysel olarak da hiicreler sitokin karigimi
(TNF-a, IL-1pB ve IFN-y) ile uyarilmistir (312). Bizim ¢aligmamizda ise hiicreler sadece
IL-1B ile uyarilmistir. Bizim ¢alismamiza gore bazi deneysel farkliliklar olsa da birden
fazla sitokinin bir arada apoptotik hiicre 6liimiinii tetikledigi bulgusuna benzer sekilde
bizim calismamizda tek bir sitokin ile apoptoz tetiklenmistir (Sekil 4.28). Ozeki ve
arkadaslarinin ¢alismalarinda, pro-enflamatuvar (6ncii yangisal) sitokinlerin osteoblastik
hiicrelerde apoptozu tesvik etme kabiliyeti baz1 hastaliklarin baglamasi ve gelisiminde

etkili olabilecegini ifade etmektedirler (312).
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Taburee ve arkadaslarinin (2010) yaptiklar: farkli bir calismada, I6semik hiicre hatlarinda,
IL-1B ve TNF-a’nin apoptoz uyarilmasi {izerine etkilerini incelediler. Losemik hiicre
hatlar1 (K562 ve HL60) ¢esitli derisimlerde IL-1B ve TNF-a ile uyarildilar (313). Bu
calismanin sonuglart hem IL-1 hem de TNF-o’nin I6semik hiicre dizilerinde hiicre
canliligini azalttifin1 ve apoptozu tetikledigini gdsterdi (313). Bizim ¢alismamizda elde

ettigimiz IL-1p ile ilgili bulgularda apoptozun tetiklendigi goriilmektedir (Sekil 4.28).

Tsuboi ve arkadaglarinin yaptiklart (1999) bir ¢alismada, FAS aracili apoptoz {izerine
TNF-a, IL-1B ve IL-6’nin etkilerini incelediler (314). Arastirmacilar, insan osteoblast
hiicresi olarak MG-63 hiicre hatlari ile kemik biyopsisinden elde edilen osteoblast benzeri
hiicreleri kullandilar (314). Calismalarinda, IL-1p ve TNF-a ile uyarilan hiicrelerde FAS
aracili apoptoz belirgin sekilde arttigi gosterilmistir (314). Sonugta bu g¢alismanin
bulgular1 IL-1B ve TNF-o’nin osteoblastlarda apoptozu tetikleyerek osteoblast hiicre
sayisini diizenledigini gostermektedir. Bizim ¢alismamizda bu ¢alismadan farkli olarak
IL-1P’nin caspase-3, 8 ve 9 aracili apoptozu tetikledigini bulmustuk (Sekil 4.28). Ayrica,
Tsuboi ve arkadaglart TNF-o’nin FAS aracili apoptozisi IL-1p’dan daha etkin bir sekilde
artirdig1 gostermislerdir (314).

Kuzushima ve arkadaglarinin (2006) MC3T3-E1 hiicre hatlarindaki yaptiklar1 bir
calismada Oncii yangisal sitokinlerin (TNF-a, IL-1B ve IFN-y) apoptozu tetikledigini
gosterdiler (315). Bu bulgular Ozeki ve arkadaglarinin yaptiklari ¢alisma ile benzerlik
gostermektedir (312). Bu calismalara paralel olarak yaptigimiz c¢alismada, hFOB1.19
hiicrelerinde IL-1B’nin caspase 3-8-9 aracili apoptozisi tetikledigi ve bu bulgularin

literatiir ile uyumlu oldugu goriildii (314) .

Interlokin 17 (IL-17) ailesi bir grup enflamatuvar (yangisal) sitokin olup hem bagisiklik
hem de kemik metabolizmasinda 6nemli rol oynadigi yapilan caligmalarda rapor
edilmistir (171, 316). Eklemde IL-17°den etkilenen temel hiicreler kondrositler ve
fibroblast benzeri sinoviyositlerdir (317). Chen ve arkadaglarinin (2014) yaptiklar1 bir
caligmada, OA’l1 hastalarin sinoviyal sivilarinda ve serumlarinda IL-17 seviyesinin
arttigin1 ve bu artisin OA’nin radyolojik bulgular1 ile pozitif korelasyon (ayni yonde
iligki) gosterdigini ifade ettiler (318). Calismamizda, uyguladigimiz doz ve siirelere bagl
olarak IL-1B ile uyardigimiz hFOB1.19 hiicrelerinin siipernatantlarinda (iist fazlarinda)
kontrole gbre IL-17 seviyelerinde anlamli bir farklilik bulamadik (Sekil 4.40). Sekil
4.40°da goriildiigli gibi bulgularimiz hFOB1.19 osteoblast hiicrelerinde IL-17’nin
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salgisinin IL-1P ile tetiklenmedigi anlasilmaktadir. Elde edilen bu bulgular bize OA
stirecinde IL-17’nin farkli bir mekanizma araciligiyla tetiklendigini diisiindiirmektedir.
Daha 6nce yapilan ¢alismalarda, IL-17’nin Romatoid artritte osteoklast aktivasyonunu ve
eklem yikimini artirdigr rapor edilmistir (319). Bununla birlikte, IL-17’nin kemik
erimesini tesvik ettigine dair yeterli sayida kanit olmasina ragmen IL-17’nin kemik
olusumuna katkist ile ilgili az sayida ¢alisma bulunmaktadir (316). Huang ve arkadaslari
(2009) vyaptiklart1 bir calismada, IL-17’nin insan mezankimal kok hiicrelerinin
cogalmasini tetikledigini ifade ettiler (320). Ayrica, IL-17nin hem insan mezankimal kok
hiicrelerinin osteogenik farklilasmasini hem de bu hiicrelerden RANKL ve M-CSF
(Makrofaj Koloni Uyarict Faktor) gen ifadesini tetikledigi gosterilmistir (316). RANKL
ve M-CSF gen ifade seviyeleri ile iligkilenmesi IL-17’nin kemik yenilenmesindeki roliine
isaret etmektedir (316). Ote yandan, MC3T3-E3 pre-osteoblast hiicrelerinde yapilan
caligmalarda IL-17’nin PGE2 (Prostaglandin E2) iiretimini uyardig belirtilmektedir (321,
322). Yukaridaki ¢aligsmalarda belirtildigi gibi IL-17 kemik metabolizmasinda etkin bir
sekilde rol oynamaktadir. Bizim ¢alismamizda olusturdugumuz in vitro OA modelinde

IL-17 seviyelerinde herhangi bir anlaml1 degisiklik yoktu (Sekil 4.40).

Ozetle, bu tez ¢aligmasi kapsaminda bildigimiz kadartyla ilk defa Osteoartritli osteoblast
hiicre hattinda UCMA’nin molekiiler mekanizmasi arastirilmis oldu. Elde edilen
sonuclara gore, osteoblast hiicre hattinda UCMA gen ve protein ifadesinin IL-1
tarafindan tetiklenebilecegi belirlendi. Ayrica, olusturulan in vitro OA modelinde,
UCMA gibi vitamin K bagimli protein olan MGP gen ifade diizeylerinin IL-1f ile
tetiklendigi goriildii. Benzer sekilde, OA ile iligkili diger genlerle (RANKL, MMP1,
OPG, OPN, BGLAP) UCMA arasinda ayn1 yonlii iliski oldugu goriildii. OA igin heniiz
yeni bir aday molekiil olan UTS-2 gen ifade diizeylerinin IL-1p ile tetiklenebilecegi
calismamizda ilk defa gosterilmis oldu. Bunlarin disinda, osteoblast farklilagma faktorleri
(RUNX2 ve OSX/SP7) ile UCMA arasinda aynmi yonlii (pozitif korelasyon) bir iligki
olabilecegi ¢alismamizda belirlendi. Osteoblast hiicre hattinda apoptozisin caspase-3,8,9
aracilt IL-1P ile tetiklenebilecegi ve bu apoptotik genlerin ifade diizeyleri ile UCMA
arasinda ayn1 yonlii bir iligki oldugu belirlendi. Olusturdugumuz in vitro OA modelinde,
kemik metabolizmasinda etkin bir sekilde rol alan IL-17’nin ilging bir sekilde IL-1f3
uyarimindan etkilenmedigi belirlendi. Bu tez calismasinda elde edilen bulgular,

UCMA’nin yangisal ve OA ile iliskili slireglerde rol alabilecegini gdstermektedir.
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Yukarida belirtildigi gibi, her ne kadar literatiirde UCMA ile ilgili baz1 ¢eligkili veriler
bulunsa da (14, 251, 253), insan hastaliklarinin gelisiminde 6zellikle OA’da UCMA’nin
giiclii bir molekiiler hedef olabilecegini sOyleyebiliriz. Bu konuda ileri ¢alismalarin
yapilmast UCMA’nin Osteoartrit’teki olasi roliinlin aydinlatilmasina 6nemli katkilar

saglayacaktir. Bu konuda yapilacak ileri calismalara bazi 6neriler sunlar olabilir;

v' In vitro ve in vivo OA modeli olusturulduktan sonra ortama disarindan UCMA
proteininin verilmesi ve daha sonra OA’da etkin bir sekilde rol alan uyari

yolaklarinin incelenmesi.

v’ In vitro OA modelinde, UCMA geninin susturulmasi ve sonrasinda OA

belirteglerinin (SPP1, OPN, BGLAP, MMPs, RANKL, OPG) incelenmesi.

v' In vitro OA modelinde, UCMA ’nin yangisal sitokinlerle (TNF-a, IL-6, IL-8 vb)

diizenlenmesinin incelenmesi.

Sonug olarak, bu tez ¢alismas1 OA gelisiminde UCMA "nin potansiyel degeri ile ilgili iyi
bir kanit saglamaktadir ve OA’ya kars1 yeni tedavi edici yaklagimlar gelistirmek i¢in

UCMA nin gelecek vaat eden bir molekiiler hedef oldugunu gostermektedir.
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