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OZET

Bahtiyar Haberal, Osteoartritte Kondrosit Dejenerasyonuna Neden Olan Oliim
Yolaklarinda Taurinin Etkisi, Baskent Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi

Biyoloji Doktora Program, 2025

Osteoartrit (OA), diinya genelinde 250 milyondan fazla insani etkileyen ve o6zellikle yash
niifusta sik goriilen kronik, ilerleyici bir eklem hastaligidir. OA, 6nemli 6lgiide morbidite ve
yasam kalitesinde diisiise yol agmasi nedeniyle, gelismis iilkelerde gayri safi milli hasilanin
%?2'sini agan saglik harcamalarina neden olmaktadir. Bu nedenle, OA tedavisine yonelik yeni
ve etkili yaklasimlar {izerine caligsmalar biiyiik ilgi gérmektedir. Giincel arastirmalar, OA
patogenezinde eklem kikirdaginin dejenerasyonu ve kronik inflamasyonun ana faktorler
oldugunu gostermektedir. Eklem kikirdagi, hiicre dis1 matriks (ECM) ve kondrositlerden
(kikirdak hiicreleri) olusur. Eklem kikirdagindaki tek hiicre tipi olan kondrositler, saglikli
kikirdak yapisinin ve eklem hareketliliginin korunmasindan sorumlu olduklar1 i¢in OA
tedavisinde hedef hiicreler olarak kabul edilir. Hiicre 6liimii, morfolojik temelde ii¢c ana tipe
ayrilir: apoptoz, otofajik hiicre 6liimii ve nekroz/nekroptoz. Bu ii¢ hiicre 6liimii yolu arasindaki
etkilesimin net olarak anlasilmasi, OA tedavisinde 6nemli bir adim olabilir. Taurin, 6zellikle
uyarilabilir dokulardaki hiicrelerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunan yari esansiyel bir -
amino asittir. Memelilerde bir¢ok fizyolojik islevi olan taurin, arastirmacilar i¢in en dikkat
cekici oOzelligi hiicre koruyucu (sitoprotektif) etkileridir. Bununla birlikte, taurinin OA
iizerindeki etkileri konusunda sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismanin amaci,
taurinin OA patogenezi iizerindeki etkisini ve bunun otofaji/ apoptoz/nekroptoz ile iliskisini
gostermektir. Kelgren-Lawrence Siniflandirmasina gore evre 3 OA tanist alan ve total diz
replasman cerrahisi yapilan hastalardan cerrahi sirasinda alinan saglikli ve osteoartritik
kondrositler kiiltiire edilmis; daha sonra taurin, apoptoz inhibitorii Z-vAD, nekropitoz
inhibitorii necrostatin-1 (Nec-1) kullanilarak olusturulan deney gruplarinda uygun doz ve
stireler belirlenmistir. Otofaji belirteci Beclinl ve p62 (SQSTM1, Sequestosome-1), nekroptoz
belirteci Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 3 (RIP3), apoptoz belirteci Bcl-
2-associated X protein (Bax) ve B-cell leukemia/lymphoma 2 protein (Bcl-2) ve kondrosit
yapisal geni aggrecanin ifadelenmelerini saptamak amaci ile ters transkripsiyonlu kantitatif
gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPCR); kondrosit belirteci kolajen 2, otofaji

belirtegleri light chain 3 I/I1 (LC31/II), p62 ve Bcl-2 interacting protein 1 (Beclin 1) ile apoptoz



belirtecleri olan Kaspaz 3 ve Poly [ADP-ribose] polymerase 1 (Parpl) ifadelenmesi Western
Blot yontemi ile analiz edilmistir. Taurin Nec-1 ile kombinasyon halinde uygulandiginda hiicre
canliligin1 arttirict etkiler gostermistir. RT-qPCR analizleri, bu grubun daha yiiksek aggrekan
diizeylerine sahip oldugunu gostermektedir. Kollajen 2 oOlgiimleri incelendiginde, yine bu
grupta en yiiksek seviyede oldugu goriilmektedir. Bu durum, nekroptoz inhibisyonunun
kikirdak metabolizmasi iizerindeki potansiyel koruyucu etkilerini ortaya koymaktadir. Bu
bulgular, taurin ve Nec-1 kombinasyonunun OA tedavisinde umut verici bir yaklasim

olabilecegini diisiindiirmektedir.
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ABSTRACT
Bahtiyar Haberal, The Effect of Taurine on Death Pathways Causing Chondrocyte
Degeneration in Osteoarthritis, Baskent University, Institute of Health Sciences, PhD

Program in Medical Biology, 2025

Osteoarthritis (OA) is a chronic, progressive joint disease that affects over 250 million people
worldwide and is particularly prevalent among the elderly population. Due to its significant
contribution to morbidity and reduced quality of life, OA leads to healthcare expenditures
exceeding 2% of the gross national product in developed countries. Consequently, research into
new and effective approaches for OA treatment has garnered considerable interest. Recent
studies indicate that the degeneration of joint cartilage and chronic inflammation are key factors
in OA pathogenesis. Joint cartilage is composed of the extracellular matrix (ECM) and
chondrocytes. Chondrocytes, the only cell type in joint cartilage, are considered target cells in
OA treatment because they are responsible for maintaining healthy cartilage structure and joint
mobility. Cell death is morphologically categorized into three main types: apoptosis,
autophagic cell death, and necrosis/necroptosis. A clear understanding of the interplay between
these three cell death pathways could be a significant step in OA treatment. Taurine, a semi-
essential f-amino acid, is found in high concentrations in excitable tissues and has various
physiological functions in mammals. Its most notable feature, which has attracted researchers'
attention, is its cytoprotective effects. However, there are limited studies on the effects of
taurine on OA. The aim of this study is to demonstrate the effects of taurine on OA pathogenesis
and its relationship with autophagy/apoptosis/necroptosis. Healthy and osteoarthritic
chondrocytes were cultured from patients diagnosed with stage 3 OA according to the Kellgren-
Lawrence Classification and who underwent total knee replacement surgery. Experimental
groups were established using taurine, the apoptosis inhibitor Z-vAD, and the necroptosis
inhibitor necrostatin-1 (Nec-1), with appropriate doses and durations determined. Reverse
transcription quantitative real-time PCR (RT-qPCR) was used to detect the expression of
autophagy markers Bcl-2 interacting protein 1 (Beclin 1) and p62 (SQSTM1, Sequestosome-
1), necroptosis marker Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 3 (RIP3), apoptosis
markers Bcl-2-associated X protein (Bax) and B-cell leukemia/lymphoma 2 protein (Bcl-2),
and the chondrocyte structural gene aggrecan. Western blot analysis was performed to assess

the expression of chondrocyte marker Collagen 2, autophagy markers Light chain 3 I/II

iv



(LC3I/1I), p62, and Bcl-2 interacting protein 1 (Beclin 1), as well as apoptosis markers Caspase
3 and Poly [ADP-ribose] polymerase 1 (Parpl). When taurine was combined with necrostatin-
1, it showed cell viability-enhancing effects. RT-qPCR analyses revealed that this group had
higher levels of aggrecan. Collagen 2 measurements also indicated the highest levels in this
group. These findings suggest that necroptosis inhibition may have potential protective effects
on cartilage metabolism. Overall, these results suggest that the combination of taurine and

necrostatin-1 could be a promising approach in OA treatment.

Keywords: Osteoarthritis, Taurine, Chondrocyte, Necroptosis, Apoptosis
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1. GIRIS

Osteoartrit (OA), diinya ¢apinda 250 milyondan fazla insani etkileyen ve en sik geriatrik
niifusta goriilen; eklemlerde kikirdak kaybina, kikirdak altindaki kemigin patolojik yeniden
sekillenmesine, sinoviyal membranin enflamasyonuna ve osteofit olusumuna neden olan
kronik dejeneratif ilerleyici bir hastaliktir (1). Yaslanma, obezite, asir1 kullanim, travma, eklem
instabilitesi ve benzeri diger anormal yiiklenme kosullarinin OA gelisimini indiikledigi ve
eklem harabiyetini arttirdig1 bildirilmistir (2). Onemli morbidite ve morbidite ile iliskili olmas1
nedeniyle gelismis iilkelerde OA ile ilgili maliyetlerin gayri safi milli hasilanin %2’sini astig1
tahmin edilmektedir. Artan saglik bakim yiikii nedeniyle OA tedavisine iliskin yeni ve etkili
caligmalar halen ilgi gormektedir (3).

OA’nin neden oldugu eklem harabiyeti sonucunda hastalarin eklemleri ve bunu
cevreleyen dokularda tendon kontraksiyonlari, kas spazmlari, bag gevsekliklerinin neden
oldugu eklem agrisi, eklem sertlikleri ve eklem sislikleri ortaya ¢ikar (2). Bu semptomlarin
tedavisinde halihazirda kullanilan analjezikler, opioidler ve nonsteroidal antiinflamatuar
ilaclar, yalnizca agr1i ve enflamasyon gibi semptomlart hafifletmekteyken hastaligin
ilerlemesini 6nlemekte basarisiz olmaktadir. Diger yandan bu ilaglar gastrointestinal kanama
basta olmak {lizere ¢ok genis Olcekte yan etkilerle iligkilidir (4). Eklem i¢i enjeksiyonlarin
(trombositten zengin plazma, hyaluronik asit ve kortikosteroidler) ise uzun dénem takipte
hastalarin fonksiyonel sonuglarini iyilestirmedigi bildirilmektedir. Gliniimiizde agr1, fonksiyon
bozuklugu ve deformiteyi diizeltmek i¢in nihai cerrahi ¢6ziim yontemi olarak total diz

artroplastisi kullanilmaktadir (5).

Giincel aragtirmalar, OA patogenezinde rol oynayan ana faktorlerin eklem kikirdak
dejenerasyonu ve kronik inflamasyon oldugunu gostermektedir. Eklem kikirdagi, hiicre disi
matriks ve kondrositlerden olusur. Ana patolojik belirtiler, kondrositlerin yaslanmasi,
cogalmasinin azalmasi ve apoptozunun yol ac¢tif1 kikirdak dokunun bozulmasi, hiicre dist
matriksin (ECM) igeriginin degismesi ve osteokondral kemik sklerozunun sonucunda olusan
osteofit formasyonudur (6). OA patogenezinin bu bilesenleri i¢inde eklem kikirdaginda yer
alan tek hiicre olan kondrositler, insanlarda ve hayvanlarda saglikli kikirdak yapisinin ve eklem
hareketliliginin korunmasindan sorumlu olduklari i¢in OA tedavisinin hedef hiicreleri olarak

kabul edilirler (2).



Hiicre morfolojisine dayali olarak ii¢ ana hiicre 6liimii tiirii tanimlanmistir: apoptoz,
otofajik hiicre 6liimii ve nekroz ve/veya nekroptoz. Literatiirde daha dnce yapilan ¢calismalarda,
kondrositlerde bu ii¢ tip hiicre oliimiiniin de gozlendigi bildirilmistir (7-9). Giliniimiizde,
genellikle adaptif bir yamit olarak otofajinin OA’in erken evrelerinde hiicre oliiminii
azaltabilecegine inanilmaktadir, ancak OA gelismesiyle birlikte asir1 otofajinin de hiicre
Olimiine neden olabilecegi diisliniilmektedir. Bu {i¢ 6liim yolu arasindaki iligkinin net bir
sekilde ortaya koyulmasmmin OA tedavisinde O6nemli bir doniim noktasi olacagi tahmin

edilmektedir.

Taurin Ozellikle uyarilabilir dokulardaki hiicreler basta olmak iizere ¢ogu hiicrede
yliksek seviyelerde bulunan yar1 esansiyel bir bir B-amino asittir. Taurin, memelilerde bir¢ok
isleve sahip olmasina ragmen, arastirmacilar i¢in en ilgi ¢ekici 6zelligi saglik ve beslenme
durumu iizerinde etkin rol oynayan sitoprotektif fonksiyonlaridir (10). Literatiirde yapilan
caligmalar, taurinin uygun sekilde takviye edilmesinin tip 2 diyabetli hastalarda diyabete bagl
nefropati, noropati, ateroskleroz ve kardiyomiyopati gibi patolojileri Onleyebilecegini
gostermistir (11). Bununla birlikte, taurinin OA {izerindeki etkileri ile ilgili az sayida ¢alisma
mevcuttur (2, 12). Ancak, taurinin OA patogenezinde otofaji/apoptoz/nekroptoz arasi

konusmada bir etkisinin olup olmadig: ise bilinmemektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Osteoartrit
Osteoartrit (OA), diinya ¢capinda 250 milyondan fazla insan1 etkileyen ve en sik geriatrik

niifusta goriilen; eklemlerde kikirdak kaybina, kikirdak altindaki kemigin patolojik yeniden
sekillenmesine, sinoviyal membranin enflamasyonuna ve osteofit olusumuna neden olan
kronik dejeneratif ilerleyici bir hastaliktir (1). Yaslanma, obezite, asir1 kullanim, travma, eklem
instabilitesi ve benzeri diger anormal yiliklenme kosullarinin OA gelisimini indiikledigi ve
eklem harabiyetini arttirdig1 bildirilmistir (2). 2018 yilindan raporlara gore 60 yasin {izerindeki
erkeklerin yaklasik %10'u ve kadinlarin %18'inde OA goriildiigii tespit edilmistir (3). OA
prevalanst 65 yas istii erkek niifusta yaklasik %60 ve kadin niifusta yaklasik %70’tir (4).
OA’nin hastalarda 6nemli bir morbidite sebebi olmasi nedeniyle gelismis iilkelerde ilgili
maliyetlerin gayri safi milli hasilanin %2'sini astig1 tahmin edilmektedir. Artan saglik hizmeti
maliyetleri nedeniyle bir halk saglig1 sorunu olmaya devam eden OA’nin tedavisine iliskin yeni

caligmalar halen ilgi gormektedir (3).

OA’nin neden oldugu eklem harabiyeti sonucunda hastalarin eklemleri ve bunu
cevreleyen dokularda tendon kontraksiyonlari, kas spazmlari, bag gevsekliklerinin neden
oldugu eklem agrisi, eklem sertlikleri ve eklem sislikleri ortaya ¢ikar (2). Bu semptomlarin
tedavisinde halihazirda kullanilan analjezikler, opioidler ve non-steroid antienflamatuvar
ilaglar gibi ajanlar, yalnizca agri ve enflamasyon semptomlarin1 hafifletmekte, hastaligin
ilerlemesini engellemekte basarisiz olmaktadir. Diger yandan bu ilaglar gastrointestinal
kanama dahil ¢esitli yan etkilerle iliskilidir (4). Eklem i¢i enjeksiyonlarin (trombositten zengin
plazma, hiyaliironik asit ve kortikosteroidler) ise uzun donem takipte hastalarin fonksiyonel

sonuclarint iyilestirmedigi bildirilmektedir. Giinlimiizde agri, fonksiyon bozuklugu ve



deformiteyi diizeltmek i¢in nihai cerrahi ¢6ziim yoOntemi olarak total diz artroplastisi

kullanilmaktadir (5).
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Sekil 1.1. Osteoartrit patogenezinde kondrosit lizerinde etkili faktorler(13)

Glincel arastirmalar, OA patogenezinde rol oynayan ana faktorlerin eklem kikirdak
dejenerasyonu ve kronik inflamasyon oldugunu goéstermektedir. Eklem kikirdagi, hiicre dis1
matriks ve kondrositlerden olusur. Ana patolojik belirtiler, kondrositlerin yaslanmasi,

cogalmasinin azalmasi ve apoptozunun yol actig1 kikirdak dokunun bozulmasi, hiicre dis1

matriksin (ECM) igeriginin degismesi ve osteokondral kemik sklerozunun sonucunda olusan
osteofit formasyonudur (6). OA patogenezinin bu bilesenleri i¢cinde eklem kikirdaginda yer
alan tek hiicre olan kondrositler, insanlarda ve hayvanlarda saglikli kikirdak yapisinin ve eklem
hareketliliginin korunmasindan sorumlu olduklari i¢in OA tedavisinin hedef hiicreleri olarak
kabul edilirler (2). Kondrositlerin yasam dongiisii lizerinde bir¢ok farkli faktor etkilidir (Sekil
1.1.). Eklem kikirdaginin yikimi ile artan inflamatuar sitokinler ve ortaya ¢ikan oksidatif stres
reaktif oksijen tlirleri (ROS) iiretimini tetikler. Zaman iginde reaktif oksijen irilinlerinin
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birikimi sonucunda kondrosit apoptozu artar ve kondrositler yaslanir. Bu nedenle,
kondrositlerde goriilen apoptoz ve yaslanmasinin arastirilmasi, kikirdak yikiminin daha iyi

anlasilmasini saglayarak OA tedavisi i¢in yeni stratejiler gelistirilmesine katkida bulunacaktir
(14).

OA patogenezinde hiicre 6liim yolaklariin rolii son yillarda ragbet goren bir aragtirma
alamidir (Sekil 1.2.). Hiicre oliimiinlin 6nceden yalnizca patolojik sebeplerle gergeklestigi
diisiintilse de giinlimiizde hiicre 6liimiiniin homeostazin korunmasinda kritik bir rol oynadigi
ve embriyogenez gibi gesitli siireglerde gerekli oldugu artik kabul gormektedir. Apoptoz,
otofaji ve nekrofaji iyi tanimlanmis hiicre 6liim mekanizmalaridir ve OA patogenezindeki
yerleri g¢esitli arastirmalarla gosterilmistir. OA'te, asir1 apoptoz kikirdak iiretimini bozar ve
eklem dejenerasyonuna sebep olur. Kaspaz aktivitesine yonelik tedavilerin (6rnegin, Kaspaz-3
inhibisyonu), OA ilerlemesini yavaslatmada faydali olabilecegi  gOsterilmistir.
Otofaji, hiicresel bilesenleri geri doniistiirerek ve homeostazi koruyarak koruyucu bir rol oynar.
Ileri OA evrelerinde azalan otofaji, hiicresel hasara yol acar. Adenosine monophosphate-
activated protein kinase/mechanistic (or mammalian) target of rapamycin (AMPK/mTOR)
yolunun modiilasyonu gibi otofajiyi tesvik eden stratejiler, kikirdak yikimini Onlemeye
yardimci olabilir. OA'da nekroptoz, inflamasyona ve kikirdak yikimina yol agar. Nekroptozu
inhibe etmek i¢in RIP kinazlarin1 hedeflemek, kondrosit fonksiyonunu korumak i¢in potansiyel

bir tedavi stratejisi olarak ortaya ¢ikmustir.
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Sekil 1.2. Osteoartrit patogenezinde rol oynayan bazi hiicre 6liim yolaklari(15)

2.2 Hiicre Oliim Yolaklar1

2.2.1. Apoptoz

Apoptoz, genetik olarak belirlenmis programlanmis hiicre oOlimi siirecidir ve
organizmanin gelisimi, homeostazi ve bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde kritik rol oynar
(16). Bu siire¢, embriyogenez sirasinda gereksiz hiicrelerin ortadan kaldirilmasi, bagisiklik
sistemi hiicrelerinin secici olarak yok edilmesi, dokularin yenilenmesi ve hasar gormiis
hiicrelerin elimine edilmesi gibi bir¢cok biyolojik olay1 diizenler. Apoptozun bozulmasi kanser,

otoimmiin hastaliklar ve ndrodejeneratif rahatsizliklar gibi ¢esitli patolojilere yol acabilir (17).

Apoptoz sirasinda hiicre ici Ca™? konsantrasyonu artar; morfolojik olarak kromatin
yogunlagmasi, c¢ekirdek bozulmasi, hiicrenin yuvarlaklagmasi ve psddopod cekilmesi gibi
ozelliklerle tanimlanir. Aktive olmus endoniiklezlar ile DNA, 180-200 baz ¢ifti veya katlari
seklinde kesilir. Bu siire¢, hiicre i¢i ve dis1 sinyaller tarafindan tetiklenebilir ve igsel
(mitokondriyal) ya da dissal (6liim reseptorii) yollar araciligiyla yiiriitiiliir. Apoptozun belirgin
bir 6zelligi, inflamasyona sebep olmamasidir. Bu sayede sistemik veya lokalize hasar olugsmaz
ve organizma korunur. Sitoplazmik bir lipit olan fosfatidilin hiicre membran1 dig yiizeyine
cikmasi “beni ye” sinyali olusturur ve fagositik hiicrelerin fosfatidilserine baglanmasi sonucu

apoptotik cisimlerin fagositozu ile ortam temizlenir (18).



Apoptoz, kaspazlar ad1 verilen sistin bagimli aspartat yonlendirilmis proteazlar tarafindan
yiiriitiiliir. Kaspazlar inaktif prokaspazlar olarak sentezlenir ve uygun sinyallerle aktive olarak
hiicre oliimiine neden olurlar. Apoptoz, temel olarak iki ana yolak iizerinden tetiklenir (Sekil

1.3.):
Digsal Apoptoz Yolu (Oliim Reseptorii Yolak)
Icsel Apoptoz Yolu (Mitokondriyal Yolak) (18-21)

Her iki yol da ortak bir yiiriitme asamasina ulasarak kaspaz-3 aktivasyonu araciligiyla hiicre

O0lumiine neden olur.

2.2.1.1. Dissal apoptoz yolu (dliim reseptorii yolak)
Dissal apoptoz yolu, hiicre yiizeyindeki Oliim reseptorleri tarafindan baslatilir (22). Bu

reseptorler, tiimor nekroz faktorii (TNF) siiper ailesine ait olup, ligandlari ile etkilesime girerek

hiicre 6liimiinii baglatir. Baslica 6liim reseptorleri sunlardir:
o Fas (CD95/DR2)
e TNF Reseptorii 1 (TNFR1/DR1)
e TRAIL Reseptorleri (TRAILR1/DR4 ve TRAILR2/DRS)

Oliim reseptorleri, spesifik ligandlar1 (FasL, TNF-a, TRAIL) ile baglandiginda, sitoplazmada
bulunan Fas-iliskili 6liim domeni (FADD) ve TNF reseptorii iliskili 6liim domeini (TRADD)
gibi adaptdr proteinleri ile etkilesime girer. Bu etkilesim sonucunda 6liim-indiikleyici sinyal
kompleksi (DISC) olusur. DISC, prokaspaz-8’i baglayarak aktive eder ve aktif kaspaz-8,

yiriitiicli kaspazlar1 (6zellikle kaspaz-3) aktive ederek hiicrenin 6liimiine neden olur.
TNFRI1 aktivasyonu sirasinda, iki ardisik sinyal kompleksi olusur:

1. Kompleks I: TNFR1, TRADD, RIP1 ve TRAF2’den olusur ve NF-kB yolunu aktive

ederek hiicrenin hayatta kalmasini saglayabilir.

2. Kompleks II: TRADD ve RIP1, FADD ve prokaspaz-8’i rekrute eder ve kaspaz-8

aktivasyonu ile hiicre 6liimiinii baglatir.

Ayrica, kaspaz-8 BH3 interacting-domain death agonist (Bid) proteinini keserek igsel
apoptoz yolunu da tetikleyebilir. Bu sekilde dissal yol igsel yolu destekleyerek hiicre 6liimiinii

hizlandirr.



Ekstrinsik apoptoz, immiin sistem fonksiyonu i¢in kritik dneme sahiptir. Bu mekanizma ile

aktive olmus T-lenfositler ve enfekte hiicreler ile kanser hiicreleri ortadan kaldirilabilir (20).

2.2.1.2. i¢sel apoptoz yolu (mitokondriyal yolak)
I¢sel apoptoz yolu, hiicre igindeki stres faktdrleri veya DNA hasari gibi uyaranlarla tetiklenir

(20, 22, 23). Bu uyaranlar arasinda:
e DNA hasarn
o Hipoksi
o Endoplazmik retikulum stresi
o Sitoplazmik Ca?" konsantrasyonunun asir1 yiikselmesi
o Oksidatif stres
o Kemoterapétik ajanlar ve toksinler

I¢sel apoptoz yolu, Bel-2 ailesi proteinleri tarafindan diizenlenir. Pro-apoptotik (Bax, Bak,
Bid) ve anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-xL) proteinler arasindaki denge, hiicrenin hayatta kalip
kalmayacagini belirler (17).

Bax ve Bak, mitokondriyal dis zar gegirgenligini (MOMP) artirarak sitokrom c'nin
sitoplazmaya salinmasini tetikler. Sitoplazmaya gecen sitokrom c, Apaf-1 ve kaspaz-9 ile
birleserek apoptozom kompleksini olusturur. Bu kompleks, kaspaz-9 aktivasyonu ile kaspaz-

3, kaspaz-6 ve kaspaz-7’yi aktive ederek hiicrenin apoptoza girmesini saglar.

Ayni zamanda, Smac/DIABLO ve serin proteaz Omi/HtrA2, apoptoz inhibe edici
proteinlerin (IAP) etkisini ortadan kaldirarak kaspaz aktivitesini artirir. Ayrica, endoniikleaz
G (EndoG) mitokondriyal DNA'y1 parcalayarak kaspaz bagimsiz hiicre 6liimiine yol agabilir.
Mitokondriyal dis zar bozulmasinin yani sira, i¢ mitokondriyal zarin (IMM) degisiklikleri de
apoptozu etkileyebilir. Optik atrofi-1 (OPA1), mitokondriyal zar biitlinliigiinii koruyan bir
proteindir ve kaybi, sitokrom c’nin salinimina ve kaspaz-bagimli apoptoza neden olabilir (20,

22, 24).

Bcl-2 ailesi proteinleri hiicresel stres faktorlerine yanit veren anti-apoptotik ve pro-

apoptotik proteinler olarak iki ana gruba ayrilir:

a) Anti-Apoptotik Proteinler:



o Becl-2, Bel-xL, Mcl-1

o Hiicreyi apoptozdan korur, mitokondriyal membran biitlinliigiinii saglar.

o Pro-apoptotik proteinlerin aktivasyonunu ve oligomerizasyonunu engeller.
b) Pro-Apoptotik Proteinler:

o Bax ve Bak (efektor proteinler): Mitokondriyal dis membranda porlar

olusturarak MOMP'"u indiikler.
o Sadece BH3 proteinler (aktivatorler ve duyarlilastiricilar):
= Aktivatorler (Bim, tBid, Puma): Bax ve Bak'1 dogrudan aktive eder.

= Duyarhlastiricilar (Bad, Noxa, Bik): Anti-apoptotik proteinleri inhibe

ederek Bax ve Bak'in serbest kalmasini saglar.

Sadece BH3 duyarlilastirict proteinler (Bad, Noxa), anti-apoptotik Bcl-2
proteinlerine baglanarak onlar1 nétralize eder. Sadece BH3 aktivator proteinler (Bim, tBid,
Puma), Bax ve Bak'a baglanarak konformasyonel degisikliklere ve oligomerizasyonlarina
neden olur. Bax ve Bak, mitokondriyal dig membranda porlar olusturarak sitokrom c gibi
apoptotik faktorlerin salinimini baglatir. Sitokrom c¢ saliimi, apoptozom kompleksinin
(sitokrom ¢, Apaf-1, kaspaz-9) olusumuna yol acar. Kaspaz-9'un aktivasyonu ile efektor
kaspazlar (kaspaz-3, -7) aktive olur ve apoptozun fenotipik degisiklikleri baslar. Bel-2/Bax

orani hiicrenin kaderini belirler.
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Sekil 1.3. Apoptozun intrinsik ve ekstrinsik aktivasyon yolaklari(17)

Apoptotik uyarima bagh olarak ekstrinsik yolagin intrinsik yolak ile haberlesebildigi
goriilmektedir. Ekstrinsik yolakta kaspaz-8 aktivasyonunu takiben sitozoldeki Bid'in
kesilmesiyle olusan tBid, intrinsik yolakta oldugu gibi mitokondriden sitokrom-c salinmasina
aracilik eder. Sitoplazmaya salinan sitokrom-c, adaptor protein Apoptotic protease activating
factor-1 (Apaf-1) ve adenozin trifosfat (ATP) ile birleserek apoptozom kompleksinin

olusumuna yol acar.

Apoptozis viicudun gelisimi sirasinda organlarin sekillenmesi ve gereksiz veya hasarli
hiicrelerin diizenli sekilde yok edilmesi i¢in 6nemli bir siiregtir. Hiicrenin ve dokularin normal
islev ve dengesi i¢in dnemli olan bu yolagin asir1 aktivasyonu ndrodejeneratif hastaliklar ve
otoimmiin durumlarda hasara sebep olur. Apoptozun patolojik olarak baskilanmasi ise kansere
sebep olabilir. Apoptozun baskilanmasi veya indiiklenmesi farkli patolojiler i¢in tedavi

secenekleri olarak incelenmektedir.
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2.2.1.3. Kondrosit apoptozunun osteoartrit ile iliskisi ve terapotik
yaklasimlar

OA'da, kaspaz ve Bcl-2 gibi genlerdeki degisiklikler hiicre 6liimii ve enflamasyonun
diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Timor protein 53 (p53) genindeki mutasyonlar OA
gelisimiyle yakindan iliskili olsa da bazi biiylime faktorleri, sitokinler ve hormonlar da
kondrositlerin gen ekspresyonunu ve apoptotik siirecini etkiler. Kondrosit apoptoz orani belirli
bir esigi astiginda, kondrosit popiilasyonunda bir azalma meydana gelir. Bu diisiis sadece
kikirdak matrisinin sentezini ve salgilanmasini1 engellemekle kalmaz, ayni zamanda kikirdak
matrisi sentezini ve yikimin siirdiirmekten sorumlu enzim sistemlerinin dengesini de bozar.
Sonug olarak, bu dengesizlik kikirdak matriksinde kalitatif ve kantitatif degisikliklere yol
acarak kondrosit apoptozunu daha da siddetlendirir ve kikirdak dejenerasyonu dongiistinii
devam ettirir. Bu nedenle, kondrosit apoptozunun inhibisyonu, OA'nin 6nlenmesi ve tedavisi

icin potansiyel olarak etkili bir stratejiyi temsil etmektedir.

z-VAD (z-VAD-FMK), kaspazlarin aktif bolgelerine baglanan genis spektrumlu bir
kaspaz inhibitoriidiir ve apoptozu engelleyen bir bilesiktir. z-VAD, 6zellikle hiicre 6liimii
mekanizmalarini arastirmak icin laboratuvar ¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilan bir aragtir.
z-VAD, ozellikle kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 gibi 6nemli kaspazlari inhibe eder. z-VAD,
apoptozu inhibe ettiginde, hiicreler alternatif 6liim yollarina (6rnegin, nekroptoz veya piroptoz)
yonelebilir. Ozellikle nekroptoz ¢alismalarinda, z-VAD kullanilarak apoptozun engellenmesi
ve nekroptozun tetiklenmesi saglanir. z-VAD'in uzun siireli kullanimi, hiicrelerin alternatif
Olim yollarina (6rnegin, nekroptoz) ydnelmesine neden olabilir. Bu durum, sonuglarin

yorumlanmasini zorlastirabilir (25).

Kaspaz-3 geninin susturulmasinin TNF ekspresyonunu azalttig1 bildirilmistir.
xTNFR1, FADD ve IL-1 B inflamatuar genlerine aracilik ederek in vitro apoptotik yolu
zayiflatmigtir. Ayrica, Kaspaz-3 geninin susturulmasi, cerrahi olarak indiiklenen bir sican OA
modelinde OARSI skorlarinda ve Kaspaz-3, Kaspaz-9, MMP13 ve TNF-« dahil olmak iizere
OA'da rol oynayan anahtar genlerin ekspresyonunda énemli bir azalma ile sonuglanmistir. Bu
bulgular, Kaspaz-3 gen ekspresyonunun hedeflenmesinin kikirdak hasar1 ve OA tedavisi i¢in
yeni bir terapdtik yaklasim olarak umut vaat edebilecegini gostermektedir (26). Ayrica,
ubikitin-spesifik proteaz 13 (USP13) tarafindan indiiklenen koruyucu etkilerin, niikleer faktor
eritroid 2 ile iligkili faktdr 2'nin (Nrf-2) iyilestirilmesi ve Kaspaz-3'in inhibisyonu ile iligkili
oldugu bulunmustur (27). Arastirmacilar, Oldenlandia diffusa'nin B-sitosterol bileseninin Bax,

Bcl2 ve JUN anahtar faktorlerini hedefledigini ve bunun da kondrosit apoptozunun inhibisyonu
11



ile sonu¢landigini, ayrica enflamasyon ve kikirdak dejenerasyonunda énemli bir azalmaya yol
actigini géstermislerdir. Sonug olarak, ¢alisma apoptoz anahtar faktorleri Bax, Bel2 ve JUN'un
hedeflenmesinin OA i¢in terapotik hedefler olarak umut vaat edebilecegini gdstermektedir

(28).

Oksidatif stres ve mitokondriyal solunum fonksiyonundaki bozulmalar hiicre 6liimii ve
dejenerasyonu ile baglantili oldugundan, mitokondri hiicre fonksiyonu ve hayatta kalmasi i¢in
gereklidir. Bir proteomik analizi, enerji liretimi, mitokondriyal membran biitiinliigliniin
korunmasi ve apoptoz sirasinda serbest radikallerin detoksifikasyonu ile ilgili mitokondriyal
proteinlerde, mitokondriyal siiperoksit dismutaz (SOD) seviyelerinin azalmasi ve OA'dan
etkilenen kondrositlerde hiicre i¢i ROS iiretiminin artmasi dahil olmak iizere Onemli
degisiklikler oldugunu ortaya koymustur (29). Mitokondrinin depolarizasyonu, sitokrom c,
apoptozis indiikleyici faktor ve kaspaz-9 gibi apoptotik faktorlerin membranlar aras1 bosluktan

salinmasiyla sonuclanir (30).

Yiiksek oranda korunmus bir DNA baglayici protein olan PARP-1, genomik stabilitenin
korunmasinda, DNA hasarinin onarilmasinda ve transkripsiyonel siireclerin diizenlenmesinde
onemlidir. Iskemi reperfiizyon hasari, hipertansiyon, ateroskleroz ve yaslanma gibi cesitli
enflamatuar durumlarla yakindan iligkilidir. Ayrica, PARP-1 hiicre apoptozunda énemli bir rol
oynar. Sun ve arkadaslari, insan kondrosit kiiltiiriinde, in vitro OA modelinde PARP-1
inhibisyonunun etkilerini inceledikleri c¢aligmalarinda IL-1p’nin kondrositlerin canliligini
azalttigin1 ve hiicre apoptozunu artirdigini, IL-1f stimiilasyonunun PARP-1 ekspresyonunu ve
aktivitesini artirabildigini gostermislerdir, PARP-1 inhibisyonu IL-1f ile indiiklenen
enflamasyon yanitin1 azaltmistir. Sonuglar, PARP-1 inhibisyonunun insan kondrositlerinde
etkili anti-OA aktivitesine sahip oldugunu gostermistir (31). Liu ve arkadaglari, OA sigcan
modelinde PARP-1 ekspresyon seviyesinin 6nemli dl¢iide arttigini, PARP-1 inhibisyonu ile OA
kikirdak enflamatuar yanitinin hafifledigini gostermislerdir. Ayrica, kikirdakta aggrecan ve
kolajen tip II alfa 1 zincirinin (Col2A1) ekspresyon seviyeleri belirlenmistir. Aggrekan ve
Col2Al'in mRNA seviyeleri OA sicanlarinda Sham siganlarma kiyasla 6nemli 6lgiide
azalirken, PARP-1 inhibisyonu OA sicanlarinda aggrecan ve Col2A1 ekspresyon seviyelerini

artirmistir (32).

Sonug olarak, kondrosit apoptozu OA patogenezinde kritik bir rol oynar. Bu siireg,
hiicre Olimiini kontrol eden Bcl-2 ailesi proteinleri ve kaspazlar gibi genlerin
ekspresyonundaki diizensizlikler ile iliskilidir. Mitokondriyal disfonksiyon, hiicre iskeleti
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bozulmasi ve inflamatuar sinyaller gibi bircok faktor tarafindan tetiklenir. OA'da apoptozun
katilimi, Kaspaz-3, Kaspaz-9 ve USP13, Bax, Bcl2 ve JUN gibi diger hedefler de dahil olmak
iizere Kaspaz ailesinin liyeleriyle karmasik bir sekilde baglantilidir. Bu hedeflerin daha fazla
arastirilmasi, OA'da apoptoz tedavisi i¢in yeni bilgiler sunabilir. Bu faktorler, kondrositlerdeki
apoptotik siireci kolaylastirmak i¢in sinerjik olarak etkilesime girmektedir. OA'da kondrosit
apoptozunu ele almak i¢in birincil terapdtik stratejiler apoptozun inhibisyonunu, hiicre
rejenerasyonunun uyarilmasini ve anti-enflamatuar miidahaleleri kapsar. Kok hiicre tedavisi ve
gen tedavisi gibi yeni terapotik yontemler su anda arastirilmaktadir ve OA hastalarinda tedavi

etkinligini artirmak i¢in umut vaat etmektedir.

2.2.2. Nekroptoz

Apoptoz, dlen hiicrelerin planlt bir sekilde pargalanmasini ve enflamasyona sebep
olmadan uzaklastirilmasini temsil ederken, nekroptoz 6len hiicrenin lizisi ve bunun sonucunda
ortaya ¢ikan gii¢lii bir enflamatuvar siire¢ ve potansiyel doku hasar1 olarak tanimlanir.
Nekroptoz, baz1 dejeneratif veya enflamatuvar bozukluklar sirasinda patojenle enfekte olmusg
hiicrelerin ve/veya hasar gormiis hiicrelerin dldiiriilmesinde rolii oldugu diisiiniilen, genetik
olarak programlanmis bir hiicre 6liim yoludur. Kaspazlardan bagimsizdir. Nekroptoz; tiimor
nekroz faktor reseptorii (tumor necrosis factor receptor, TNFR) ve toll benzeri reseptor (toll-
like receptor, TLR) aileleri, hiicre i¢ci DNA ve RNA sensorleri ve interferon (IFN) gibi ¢esitli
faktorler tarafindan tetiklenebilir (33, 34). RIP1, RIP3 ve mixed lineage kinase domain like
pseudokinase (MLKL) tarafindan aktive edilir. Morfolojik olarak nekroza benzerdir ve bazi
kaynaklarda programli nekroz olarak tanimlanir. Retinoic acid-inducible gene I (RIG-I) benzeri
reseptorler, TLR'ler ve Olim reseptorleri gibi ¢esitli dogal immiin yollar, nekroptozu
indiikleyebilir. Bu siireglerin tiimii, nekroptotik kinaz olan reseptor-etkilesimli serin-treonin
kinaz 3 (RIPK3)'iin fosforilasyonu ve aktivasyonu ile sonuglanir. Ozellikle, 6liim reseptorii

aracili nekroptoz yolunda RIPK1 aktivitesi gereklidir.

Tiimdr nekroz faktoriiniin (TNF), TNFR1 reseptoriine baglanmasi, TNFR1 ile iligkili
oliim bolgesi proteini (TRADD) araciligiyla RIPK1'in fosforilasyonuna yol agar. Fosforile
edilmis RIPK 1, RIPK3'ii aktive eder. Aktive edilen RIPK3, fosforilasyon yoluyla karisik seri
kinaz benzeri psddokinazi (MLKL) etkinlestirir. Aktif hale gelen MLKL, hiicre membranina
yerleserek membran gegirgenligini artirir. Bu durum, hiicre dis1 matriks olusumuna, K+ ve
Na2+ iyonlarinin akisina, hiicre sismesine, membran potansiyelinin bozulmasina ve sonunda

hiicrenin parcalanmasina yol agar (Sekil 1.4.).
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Hiicre oliimii diizenleyicileri olan kaspaz-8 ve FADD benzeri apoptoz diizenleyici
(cFLIP), uzun izoformlu kaspaz-8 heterodimerlerini olusturur. Bu heterodimerler, RIPK1'i
yikima ugratarak TNFR1 aracili nekroptozun uyarimini inhibe edebilir. Nec-1, nekroptoz
stirecini inhibe eden bir bilesiktir. Nekroptoz, apoptozdan farkli olarak kaspaz ile iligkisi
olmayan bir hiicre oliimii mekanizmasidir ve genellikle hiicrenin patolojik kosullarda
(enfeksiyon, inflamasyon, iskemi gibi) Sliimiiyle iliskilidir. Nec-1, bu siireci engelleyerek
hiicre 6liimiinii 6nlemeye yonelik potansiyel terapotik etkilere sahip olabilir. Nekrostatin-1,
RIPK1 aktivitesini inhibe ederek calisir. RIPK 1, nekroptoz siirecinde kritik bir rol oynar ve
RIPK3 ile etkilesime girerek nekrozom ad1 verilen bir kompleks olusturur. Bu kompleks, hiicre
Oliimiinii tetikler. Nec-1, RIPK1'in kinaz aktivitesini bloke ederek nekroptozu engeller ve

hiicrenin hayatta kalmasini1 destekler.

Nekrostatin-1, nekroptozun rol oynadigi Alzheimer, Parkinson, amyotrofik lateral skleroz
(ALS), inflamatuar bagirsak hastaligi (IBD), romatoid artrit (RA) ve baz1 viral ve bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavisinde ve kalp krizi veya inme sonrasinda goriilen reperfiizyon hasarinin
onlenmesi konusunda umut vadetse de nekroptoz inhibisyonunun uzun vadeli etkisi
belirsizdir(35). Nec-1, nekroptozun molekiiler mekanizmalarini anlamak ve bu siireci
hedefleyen terapétik stratejiler gelistirmek icin 6nemli bir aragtir. Ozellikle nekroptozun rol
oynadig1 hastaliklarda, hiicre 6liimiinii engellemeye yonelik potansiyel bir tedavi secenegi

olarak umut vaat etmektedir. Ancak, klinik kullanim i¢in daha fazla arastirma gereklidir.

Nekroptozun ¢esitli norodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklarin etiyolojisinde rol
oynadig1 bulunmustur. Kanser etyolojisinde ise viicudun apoptozise direncli kanser hiicrelerini
temizlemesi i¢in faydali bir arag olarak rol alabilir veya doku hasari ile kanser progresyonuna
ve metastaza sebep olabilir. Nekroptozun 6zellikle RIP1 ve RIP3 inhibisyonu ile baskilanmasi
enflamatuvar ve dejeneratif hastaliklarin engellenmesinde onemli bir tedavi segenegi olarak

arastirilmaktadir.
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2.2.2.1. Nekroptoz ve OA
Nekroptoz ve kikirdak dejenerasyonu arasindaki karsilikli iliski OA patofizyolojisinin

anlasilmasinda ¢ok onemlidir. Nekroptoz; hiicre sismesi, membran pargalanmasi ve hiicre
iceriginin ortama salinmasi olarak tanimlanir. Apoptozun aksine, nekroptoz yiiksek oranda
enflamatuvardir ve OA dahil olmak iizere kronik enflamatuvar hastaliklarin patofizyolojisinde
kritik 6neme sahiptir (37-40). OA’da, kikirdagin birincil hiicreleri olan kondrositler, TNF-a ve
IL-1B gibi enflamatuvar sitokinlere maruz kaldiginda nekroptoza ugrar. Bu siire¢ kikirdak
biitiinliigiiniin ve islevinin kaybina yol agar. Osteoartritli eklemlerde izlenen yiiksek miktardaki
enflamatuvar mediatorler; RIPK 1, RIPK3 ve MLKL iizerinden TNFR1 araciligtyla nekroptozu
indiikler (41-43). Nekroptoz, sadece enflamasyonun siddetini arttirmak ve matriks
metalloproteinaz (MMP) aktivitesini artirmakla kalmayip ayn1 zamanda kondrositlerden pro-
enflamatuvar sitokinlerin salinimini tetikleyerek eklem dokusu hasarini siirdiiren hasarla iliskili
molekiiler modelleri (damage-associated molecular patterns, DAMP) serbest birakarak
kikirdak matriksini bozar (43-45). Nekroptoz, DAMP'lerden kaynaklanan gii¢clii enflamatuvar
yanit nedeniyle apoptoza gore daha immiinojeniktir ve hiicre dist1 matriks bozulmasinin
artmasina neden olur (46). OA hastalarinda izlenen yiiksek RIPK3 ekspresyonu, nekroptozun
apoptoza gore daha yikici oldugunu gdstermektedir. (47, 48).

15



OA patogenezinin ¢ok yonlii dogasi sadece semptomatik rahatlama saglayan ve hastalik
ilerlenesini etkilemeyen Non-steroid antienflamatuar ilaglar (NSAID) ve opioidler gibi mevcut
tedaviler (49, 50) yerine hastaligin ilerlemesini durduran ve erken evre OA'y1 tedavi eden yeni
terapotikler gelistirilmesi i¢in umut vadetmektedir (51, 52). Nekroptozun molekiiler temelleri
ve nekroptozun OA patogenezindeki yeri daha iyi anlasildik¢a yeni potansiyel tedavi hedefleri
ortaya ¢ikmaktadir. RIPK1 ve RIPK3'i hedef alan inhibitorler, kondrosit 6liimiinii azaltarak ve

kikirdak biitiinliiglinii koruyarak preklinik modellerde faydali bulunmustur (53, 54).

Van der Kraan, Davidson ve van Den Berg, kemik morfogenetik protein 7'nin (bone
morphogenic protein 7, BMP7) OA ilerlemesindeki roliinii tanimlamistir. Cheng ve ark.
BMP7'in doza baglh bir sekilde kondrosit nekroptozunu indiikledigini ortaya koymustur.
BMP7'in susturulmasi RIPK1 ile indiiklenen nekroptozu azaltir ve ECM gen ekspresyonunu
geri kazandirarak BMP7 asir1 ekspresyonunun OA modellerinde artan nekroptoz ve kikirdak
kaybr ile iligkili oldugunu gosterir. Bu, RIPK1'in BMP7 araciligiyla nekroptozu yonlendirdigi
MLKL'den bagimsiz yeni bir mekanizmayi vurgulamakta ve RIPKI1-BMP7 etkilesimini
hedeflemenin OA tedavisi i¢in yeni terapotik yaklasimlar sunabilecegini diisiindiirmektedir

(55, 56).

Baska bir calismada, Jeon ve ark. RIPK3 ekspresyonunun OA hastalarinin hasarl
kikirdaklarinda 6nemli 6l¢iide yiiksek oldugunu kesfetmistir. Gelistirdikleri fare modeli,
RIPK3 asir1 ekspresyonunun kikirdak bozulmasint hizlandirdigini, RIPK3 tiikenmesinin ise
OA siddetini azalttigin1 gostermistir. RIPK3'in negatif bir diizenleyicisi olan ii¢lii motif iceren
24 (tripartite motif-containing 24, TRIM24) geninin baskilanmasi, RIPK3 ekspresyonunu

artirmis ve OA ilerlemesini hizlandirmistir (57).

Kinaz inhibitorii bir molekiil olan AZ-628 (C27H25N50z2) giiclii bir RIPK3 inhibitdrii
olarak tanimlanmistir (Sekil 5.). AZ-628'in RIPK3 aracili OA patogenezini etkili bir sekilde

azalttig1 gosterilmis ve OA i¢in terapdtik bir ajan olarak potansiyeli olabilecegi bulunmustur

(58, 59).

Sun ve ark., TRADD'nin N-terminal ucuna baglanan ICCB-19 molekiilii (Ci12H21N30S
- HCI) ile inhibe edilmesinin, RIPK1 yolunu bloke ederek kondrosit nekroptozunu ve OA'y1
iyilestirdigini bulmuslardir. ICCB-19, kondrositleri TNF-a kaynakli hasardan koruyarak
enflamasyonu, ekstraseliiler matriks dejenerasyonunu ve hiicre &liimiinii azaltmistir. In-vitro
olarak, TRADD inhibisyonu TNF-a kaynakli nekroptoz ve inflamasyonu azaltirken, in-vivo

ICCB-19 enjeksiyonlar1 bir OA modelinde kikirdak dejenerasyonunu durdurmustur (60).
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Chen ve ark., sican OA modelinde, fosfolipaz C gamma-1 (phospholipase C gamma-1,
PLCy1) inhibitorii U73122'nin (C20H40N203) diisiik dozlarmnimn tip-2 kolajen ve aggrekan
seviyelerini iyilestirdigini, yiliksek dozlarmin ise kondrosit apoptozunu ve nekroptozu
artirdigini gostermistir. U73122'nin hiicre membranlarindan gecebilen pan-kaspaz inhibitorii
Z-VAD (C22H30FN307) ve kaspaz bagimsiz hiicre 6liim mekanizmasi olan nekroptozu RIPK1
inhibisyonu ile engelleyen nekrostatin-1 ile kombine edilmesi matriks sentezini etkili bir
sekilde artirmistir (Sekil 1.5.). Bu bulgular PLCy1’1 de hedefleyen bir kombinasyon tedavisinin

umut verici bir OA tedavi stratejisi olabilecegini diisiindiirmektedir (61).

DCC-2036

Hiicre membranlari
pargalanir

NEC-1/Amilori
MLKL
/ \ Nekrozom
NST-1s AZ-628 }
NST-1s

Sekil 1.5. Nekroptozu inhibe eden ¢esitli molekiiller(62)

Liang ve ark., azalmis RIPK1 ekspresyonunun TRIF/MyD88-RIPK1-TRAF2 negatif
geri besleme dongiisiinii bozarak OA'y1 hafiflettigini gdstermistir. In-vivo deneylerde, IL-1p’ya
maruz birakilan kondrositlerde ve OA fare modellerinde RIPK1 fosforilasyonunun arttigini ve
RIPK1'in azaltilmasinin kikirdak hasarin1 ve enflamasyonu azalttigimi  gostermistir.
TRIF/MyD88-RIPK1-TRAF2 yolaginin bahsedilen sekilde diizenlenmesi, RIPK1'in kritik bir
OA diizenleyicisi oldugunu vurgulamakta ve RIPKI1 aracili enflamatuvar yolaklarin

hedeflenmesinin OA i¢in yeni terapétik stratejiler sunabilecegini diistindiirmektedir (57, 63).

Qiu ve ark. selektif bir MEK1 ve MEK2 inhibitorii olan AZD8330'u (C16H17FIN304)

umut verici bir OA tedavisi olarak tanimlamustir. In-vitro ve in-vivo ¢alismalarda AZD8330'un
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RIPK1 ile iligkili nekroz sinyal yolunu inhibe etmek icin apoptoz protein-1’in hiicresel
inhibitoriinii (cellular inhibitor of apoptosis protein-1, cIAP1) aktive ettigini, kondrosit
nekroptozunu etkili bir sekilde onledigini ve kikirdak biitiinliiglinii korudugunu gostermistir

(64).

Toplu olarak bakildiginda bu calismalar, TNF-a, SDC4, RIPK1, RIPK3, BMP7 ve
PLCyl gibi molekiiler hedeflerin, yeni OA tedavileri bulmak i¢in kritik olan nekroptoz ve

inflamasyonu azaltmak i¢in umut verici stratejiler sundugunu vurgulamaktadir.

Apoptoz ve nekroptozun 6nemli noktalar1 Tablo 1.1.’de 6zetlenmistir.

Tablo 1.1. Apoptoz ve nekroptozun 6nemli noktalart

Apoptoz

Nekroptoz

Hiicre morfolojisi

Kiigiilme

Sisme

Cekirdek Kondensasyon ve riiptiir Kondensasyon (piknozis)

Sitoplazma Psddopodlarin ¢ekilmesi, hiicre | Sitoplazmik sigsme, organellerin
volliimiiniin azalmast sismesi

Hiicre membrani Baloncuklagsma Riiptiir

Kromatin Kondanse Parcal1

DNA Untraniikleozomal kesim, DNA | Rastgele kesim, DNA
merdivenlesmesi bulaniklagmasi

Ozel yapr Apoptotik cisimler Nekroptotik cisimler

Enflamasyon? Hayir Evet

Anahtar rol Kaspaz-3, -6, -7 RIP1, RIP3, TNF-0, Fas,

Nekrostatin-1, MLKL,

Sinyal yolag1 Fas-Fasl., TRAIL-DR, TNFa- | IKKo/IKKf, NF-Kb, TNF-a
TNFR1, mitokondrial yolak
ATP gerekli mi? Evet Hayir

2.2.3. Otofaji

Otofaji, hiicre i¢i yanlis katlanmig proteinlerin ve hasar gdrmiis organellerin lizozomal
degradasyon yoluyla ortadan kaldirildig1 ve bu yolla hiicre homeostazinin korundugu dinamik,
fizyolojik bir stirectir (14). Otofaji asir1 sitoplazmik vakuolizasyon ile karakterizedir ve
fagositik ice alim ve lizozomal yikim ile sonug¢lanmaktadir. Otofaji besin yetersizligi, hipoksi

veya hasarli yapilarin hiicre i¢inde birikmesi gibi stres kaynaklarina yanit olarak ULK1/Atgl
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ve mTOR aktivasyonu ile baslar ve hiicre i¢i fagofor ad1 verilen vezikiiller olusur. Vezikiiller

birleserek otofagozom olusturulur ve otofagozomlar lizozomlarla birlesir.

Otofaji, hiicre materyallerinin lizozomlara taginma sekline gore saperon aracili otofaji
(chaperon mediated autophagy, CMA), mikrootofaji ve makrootofaji olmak {iizere lice
ayrilmaktadir (Sekil 1.6.). Makrootofajide tariflenen sekilde otofagozom ile lizozom birlesimi
izlenirken mikrootofajide lizozomal membranin direkt invajinasyonu ile sitoplazmik materyal
sindirilir. Saperon aracilikli otofajide ise spesifik proteinler taninir ve lizozom membranindan

gecirilerek yikilir.

CMA'da 1s1 soku proteinleri (heat shock proteins, HSP) hedef substratlara baglanarak
bu substratlar1 yikim icin lizozomlara ulastirmaktadirlar. Ozellikle bu otofaji seklinde,
pentapeptit KFERQ ile ilgili motiflere sahip sitozolik proteinler, 1s1 soku ailesi A8 (HSPAS)
tarafindan taninmakta ve saperon kompleksi, lizozom iligskili membran proteini 2A (lysosome-

associated membrane protein-2A, LAMP2A) vasitasiyla lizozomun i¢ine taginmaktadir.
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Mikrootofaji sirasinda uzun Omiirlii proteinler lizozomlarda parcalanmak {izere

dogrudan lizozomal membran tarafindan yutulabilmektedirler.

Makrootofaji
ATG1 PI3K/

|AMPI‘! Al ' —-mTORC1 — | AKT

sinyali

ULK1 kempleksi

7

oo
(Vps34) (vpsis

Vps34 kompleksi |ATG14

Sekestrasyon

Flizyon

Fagofor

ATGA | greml ATGS |Siae
1 ATG16L

LC3-PE kompleksi ATG5-ATG12-ATG16L
kompleksi

~ e Otofagozom

Geri dénligim

saperon Lizozomal Hsc70
‘. kompleksi aracili translokasyon
Hsc70
Baglanma
F— Hsc70

Mikrootofaji

Sekil 1.6. Otofajinin farkli tipleri(13)

Makrootofaji (bu metnin devaminda otofaji olarak anilacaktir), fagoforlar,
otofagozomlar ve otolizozomlar gibi 6zgiill membran yapilarimin olusumuyla karakterize
edilen, dinamik ve evrimsel olarak oldukga iyi korunmus bir katabolik siirectir. zolasyon
membranlari olarak da adlandirilan fagoforlar, ¢ift katmanli bir membran yapisina sahip olan
otofagozomlar1 olusturmak i¢in sitoplazmik bilesenleri i¢ine alarak bu bilesenlerin izole
edilmesini saglar. Otofagozom, daha sonra lizozom ile birleserek otolizozomlar1 olusturur ve
bu birlesim, izole edilen sitozolik materyalin lizozomal hidrolazlar tarafindan parcalanmasina
neden olur. Molekiiler diizeyde, otofaji sirasinda membran yapilarinin olusumu, mayadan
insana kadar korunan otofaji ile iliskili genler (autophagy-related genes, ATG) tarafindan

diizenlenir. ATG genleri tarafindan kodlanan proteinler, diger diizenleyici proteinlerle birlikte
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cesitli kompleksler olusturarak otofajinin baslatilmasi, uzamasi, fiizyonu ve degradasyonu gibi

asamalarinda karmasik roller istlenir.
a) Baslatilma (Inisiyasyon)

e Otofagozom olusumunun baslatilmasi: Hiicre, stres (6rnegin, aclik veya hasar) altinda

bir otofaji siireci baglatir.

o Ultrastriiktiirel degisiklikler: Endoplazmik retikulumdan veya diger membran

kaynaklarindan gelen lipitler, izole eden bir zar (fagosom zar1) olusturur.

e mTOR ve AMPK rolii: Hiicresel enerji durumuna bagli olarak mTOR (mammalian target
of rapamycin) baskilanir ve AMPK (AMP-activated protein kinase) aktive olur. Bu
sinyaller otofaji baslatici kompleksleri (6rnegin, ULK1 kompleksi) etkinlestirir.

b) Uzama ve Yalittm (Elongasyon ve izolasyon)
e Zar uzamasi: Fagozom zar1 uzar ve otofajik materyali ¢evreler.

e ATG proteinlerinin rolii: Otofajiyle iliskili proteinler (6rnegin, LC3 ve ATG proteinleri)

zari olusumunu ve hedef materyalin se¢imini diizenler.

e Materyal yalitimi: Hiicre i¢cindeki zarar gormiis organeller (6rnegin, mitokondriler) veya

makromolekiiller (6rnegin, proteinler) otofagozom igine alinir.
¢) Otofagozom-Lizozom Fiizyonu ve Yikim

o Fiizyon: Otofagozom, lizozomla birlesir ve bir otofagozom-lizozom hibrit yap1 (otofo-

lizozom) olusturur.

o Hidrolitik enzimlerin rolii: Lizozomal enzimler, hedef materyali parcalar ve bu

molekiiller (6rnegin, amino asitler, lipitler) yeniden kullanilir.

e Enerji geri kazanimi: Hiicre, yikilan materyali enerji kaynagi olarak kullanir veya yeniden

yapilandirmada degerlendirir.

2.2.3.1. Segcici otofaji tiirleri
Otofaji, secici otofaji ve secici olmayan otofaji olmak iizere iki ana kategoriye ayrilir.

Secici otofaji, hiicresel kalite kontrol mekanizmasi olarak gorev yapar ve istilact patojenler,
kiimelenmis proteinler veya hasarli organeller gibi belirli hiicresel bilesenlerin ortadan

kaldirilmasii saglar. Bu siiregte otofaji reseptorleri, otofaji substratlarini baglayarak, bu
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substratlarin otofajik mekanizmalar tarafindan taninmasini ve lizozomlar i¢inde degrade
edilmesini saglar. Spesifik otofaji reseptorleri, kargo tanima ve degradasyon islemleri icin

kilit rol oynar.

Ornegin, p62 gibi kargo adaptorleri, yikilmas: gereken spesifik proteinleri, protein
komplekslerini veya organelleri (mitokondri, lizozom, endoplazmik retikulum, peroksizomlar)
ve hatta bakteriler gibi diger organizmalar1 otofagozomlara hedefler. Kargolar genellikle, poli-
ubikitinlenmis molekiilleri taniyan adaptor proteinler araciligiyla segilir. Bu adaptorler, LC3
veya GABARAP proteinlerindeki hidrofobik ceplere baglanan LC3-etkilesimli bélgeler
(LIR) iizerinden Atg8 ailesi proteinlerinin LIR kenetlenme bdlgesine (LDS) baglanir. LIR-
LDS etkilesimi ayrica ULK1 ve PIK3C3 gibi otofajinin yukar: akis diizenleyicileri tarafindan

kontrol edilebilir.
Secici otofajinin farkh tiirleri sunlari igerir:
e Mitofaji: Mitokondrilerin degradasyonu.
o Retikiilofaji: Endoplazmik retikulumun degradasyonu.
o Peksofaji: Peroksizomlarin degradasyonu.
« Ksenofaji: istilac1 patojenlerin (bakteri veya viriis) ortadan kaldirilmast.
o Lipofaji: Lipit damlaciklarinin degradasyonu.
e Zimofaji: Zimojen graniillerinin degradasyonu.
¢ Glikofaji: Glikojenin degradasyonu.
o DNAotofaji: DNA'nin degradasyonu.
¢ RNAotofaji: RNA'nin degradasyonu.
e Miyelinofaji: Miyelinin degradasyonu.
e Graniilofaji: Stres graniillerinin degradasyonu.
e Proteofaji: Proteazomlarin degradasyonu.
o Agrefaji: Protein agregatlarinin degradasyonu.
e Ferritinofaji: Ferritinin degradasyonu.

o Klokofaji: ARNTL/BMALI proteinlerinin degradasyonu.
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Secici otofaji, genellikle spesifik reseptor-kargo etkilesimlerini gerektirir. Ancak bu
etkilesimlerin yapisal temeli ve otofajik hedefleme i¢in gerekli olan ubikitin substratlarinin
ayrintilari, henliz tam olarak acikliga kavusturulmamis ve daha fazla arastirmaya ihtiyag

duymaktadir.

Lizozomda sindirilen fonksiyonunu kaybetmis veya gorevini tamamlamis hiicresel
bilesenler, hiicresel faaliyetlerde yeniden kullanilmak tizere dongiliye kazandirilir (65, 66).
Ancak, otofajinin asir1 derecede aktif hale gelmesi, tip 2 programlanmis hiicre 6liimii olarak

bilinen bir mekanizma ile hiicre dliimiine yol agabilir (11).

Otofaji, uzun Oomiirlii ya da hasar gérmiis organelleri ve proteinleri pargalayarak hiicresel
homeostazin siirdiiriilmesine katkida bulunur. Ancak yaslanmayla birlikte otofaji diizeyinin
azalmasi, c¢esitli hastaliklarin ortaya c¢ikisiyla iligkilendirilmistir (67). Bu azalma,
makromolekiiler protein agregasyonlarinin artmasina neden olur; bu agregasyonlar ise hiicre

dejenerasyonu, fonksiyonel bozukluklar ve apoptoz ile sonuglanabilir.

2.2.3.2. Osteoartrit (OA) ve otofaji iliskisi
Yaslanmayla birlikte, 6zellikle kronik ve dejeneratif hastaliklar baglaminda otofaji

mekanizmasi daha fazla dikkat ¢cekmekte ve OA patogenezi bu perspektiften incelenmektedir.
OA'nin erken asamalarinda, kondrositler ¢evresel streslere karsi kendilerini korumak igin
otofajiyi etkin bir sekilde kullanir. Ancak hastaligin ilerlemesiyle birlikte otofaji azalirken,

apoptoz artis gosterir (Sekil 1.7.) (68).
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2.2.3.3. Otofajinin diizenlenmesi ve OA patogenezi

Sekil 1.7. Otofaji ve OA arasindaki iliski(69)

OA'da otofaji, hiicresel enerji sensorii olan AMPK sinyali ile diizenlenir ve bu siiregte
LKBI (Liver Protein Kinase B1), AMPK'nin ana diizenleyici kinazi olarak goérev yapar. AMPK
aktivasyonu, SIRT1 araciligiyla otofajiyi artirarak kondrositlerin apoptozunu baskilar ve
OA'nin etkilerini hafifletir (Sekil 1.8.) (70, 71). Ancak hastaligin ileri evrelerinde, kondrosit
otofajisi azalirken apoptoz hizlanir. Apoptozun baglamasi, hiicre i¢i proteinlerin ve organellerin

otofajik yikimiyla tetiklenir ve bu durum hiicre 6liimiine yol acar (72).
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Sekil 1.8. Otofaji yolagindaki gesitli potansiyel tedavi hedefleri(62)

2.2.3.4. Kondrosit otofajisinin 6nemi
Kondrositlerde otofaji, hiicresel dengeyi korumada ve kikirdak dejenerasyonunu

yavaglatmada 6nemli bir rol oynar. Arastirmalar, otofajinin artirilmasinin kondrosit apoptozunu
ve inflamasyonu baskilayarak kikirdak dokusunu korudugunu ortaya koymustur (73, 74).
Ormnegin, otofaji aktivasyonu, MMP3, ADAMTSS ve CCL-1 gibi inflamatuar katabolik

genlerin ekspresyonunu diistirerek kikirdak yikimini engeller (75).

Song ve arkadaslarinin calismalarinda, Beclin 1'in OA kikirdak dokusundaki
ekspresyonu ve ayrica OA'll hastalardan elde edilen kondrositlerde proliferasyon, apoptozis ve
MMP'lerin ekspresyonundaki rolii arastirilmistir. OA hastalarindan alinan kikirdak dokusunda
ve yas ve cinsiyet acisindan eslestirilmis kontrollerde Beclin 1 ekspresyonu
immiinohistokimya, yar1 kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu ve western blotlama ile tespit
edilmistir. Beclin 1'in mRNA ve protein ekspresyon seviyeleri OA hastalarmin kikirdak
dokusunda cinsiyet ve yas uyumlu kontrollere kiyasla onemli oOl¢lide azalmistir. OA
hastalarindan alinan kondrositlerde Beclin 1 asir1 ekspresyonu hiicre canliligini 6nemli 6lgiide
artirmigtir. Beclin 1 agir1 ekspresyonu ayrica apoptoz derecesini de azaltmistir. Beclin 1 asirt
ekspresyonunu takiben Bcl-2 yukari regiile olmustur. Birlikte ele alindiginda, Beclin 1'in diistik
ifade diizeyleri kondrositlerin dejenerasyonuna katkida bulunabilir. Beclin 1 asir1 ekspresyonu,

muhtemelen PI3K/Akt/mTOR sinyal yolu aracilifiyla hiicre canliligini artirmis, apoptozu ve
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MMP'leri inhibe etmistir. Sonug olarak, bu ¢alisma Beclin 1 ekspresyonunun OA kikirdaginda
asag1 regiile oldugunu gostermistir. Beclin 1'in asir1 ekspresyonu hiicre canliligini artirmus,
apoptozu azaltmis, PI3K/Akt/mTOR sinyal yolunu inhibe etmis ve OA kondrositlerinde
MMP'lerin ekspresyonunu azaltmistir. Bu nedenle, yazarlar Beclinl’in OA tedavisi igin

potansiyel bir hedef olabilecegi 6ne siirmiislerdir. (76).

Kolajen II, ozellikle eklem kikirdaginda bulunan ve kikirdak dokusunun ve
ekstraseliiler matriksin yapisal biitiinliiglinii saglayan Oonemli proteinlerdendir. Col2A1'in
bozulmasi, MMP ve ADAMTS gibi enzimlerin aktivasyonuyla iligkilidir. Bu enzimler,
ECM'nin parcalanmasina, IL-1f3, TNF-a gibi sitokinlerin salinimina neden olur ve bu sitokinler
kondrosit apoptozunu artirir. Col2A1’in bozulmasi, nekroptoz gibi kaspaz bagimsiz hiicre
Olimii mekanizmalarin1 da tetikleyebilir, oksidatif stresi artirabilir. Oksidatif stres,
kondrositlerde apoptozu tetikleyen énemli bir faktdrdiir. Col2A1’in korunmasi ise nekroptozu

engelleyerek kikirdak dokusunun biitiinliiglinii koruyabilir (77).

Aggrekan, kikirdak ekstraseliiler matrikste bulunan ve 6zellikle su tutma kapasitesiyle
dokunun mekanik Ozelliklerini korumada kritik rol oynayan biiylik bir proteoglikan
molekiiliidiir. Aggrekan, kikirdagin basinca dayanikliligini artirir ve eklemlerin saglikli islev
gérmesini saglar. Aggrekan'in bozulmas: (degradasyonu), kikirdak dokusunun mekanik
ozelliklerini kaybetmesine ve kondrositlerin (kikirdak hiicreleri) strese karsi savunmasiz
kalmasina neden olur ve ADAMTS ve MMP aktivasyonuyla iliskilidir. Bu enzimler, ECM'nin
parcalanmasina ve kondrositlerin 6liimiine yol agar. Aggrekan'in bozulmasi, oksidatif stresi
artirabilir ve enflamatuar yanit1 tetikleyebilir. Enflamasyon, IL-1p, TNF-a gibi sitokinlerin
salinimina neden olur ve bu sitokinler kondrosit apoptozunu artirir. Aggrekan'in korunmast,
otofajiyi destekleyerek hiicre 6liimiinii engelleyebilir. Aggrekan'in bozulmasi, nekroptoz gibi
kaspaz bagimsiz hiicre 6limii mekanizmalarini da tetikleyebilir. Nekroptoz, 6zellikle siddetli
enflamasyon ve mekanik stres kosullarinda ortaya ¢ikar. Aggrekan'in korunmasi, nekroptozu

engelleyerek kikirdak dokusunun biitiinliiglinii koruyabilir (78).

Yukarida bahsedildigi iizere nekrostatin-1, RIPK1 inhibisyonu iizerinden nekroptozu, z-VAD

ise kaspaz inhibisyonu ile apoptozu engeller.

26



2.2.3.5. Otofaji ve terapotik hedefler
Otofajinin diizenlenmesi, OA tedavisinde umut verici bir strateji sunmaktadir.

AdipoRon, AMPK/mTOR sinyal yolunu aktive ederek otofajiyi tesvik eder ve kondrositlerde
kalsifikasyonu azaltir (79). Siikroz ile indiiklenen otofaji, AKT/mTOR/P70S6K yolunu aktive
ederek IL-1PB kaynakli apoptozu engeller (80). Sirtuinler (6r. SIRT1), otofajiyi diizenleyerek
hiicresel hayatta kalmay1 destekler; SIRT1'in asir1 ekspresyonu ise otofajiyi engelleyebilir (81,
82).

Bazi genlerin ve proteinlerin otofaji iizerindeki etkileri dikkat cekicidir. Ornegin,
PHF23'iin OA'da otofajiyi inhibe ettigi ve susturulmasinin otofajiyi artirarak apoptozu azalttigi
gosterilmistir (3). Benzer sekilde, P63 ekspresyonunun artis1 otofajiyi baskilayarak OA'nin
ilerlemesine neden olmaktadir (83). FOXO transkripsiyon faktorlerinin azalmasi ise
antioksidan proteinlerin ve otofaji ile iligkili proteinlerin diisiisiine yol agar, bu da oksidatif

stres kaynakli hiicre 6liimiine duyarlilig1 artirir (84).

Bazi ilaglar ve dogal bilesiklerin otofaji aktivitesini artirdigi bulunmustur. Ornegin,
rapamisin ve alisin, mMTOR yolunu inhibe ederek veya AMPK sinyalini aktive ederek otofajiyi
destekler. Sonug olarak otofaji, OA'nin erken evrelerinde koruyucu bir mekanizma olarak
hizmet ederken, ilerleyen asamalarda azalan otofaji kondrositlerde hasar ve hiicre 6liimiine yol
acar. Otofaji genellikle sitoprotektiftir ve apoptoz ve nekroptoz lizerinde modiilator bir etkisi
vardir. Otofaji, nekroptozu tetikleyen RIPK1 ve RIPK3 gibi proteinleri pargalayabilir veya
hiicre i¢i onarimda rol alarak apoptozu durdurabilir. Otofajinin asir1 aktivasyonu apoptoz ile
hiicre oliimiine, otofajinin engellenmesi ise nekroptoz ile hiicre oliimiine sebep olabilir.
Apoptoz ve nekroptoz ise genellikle birbirini engeller. Kaspaz-8, hem apoptozu tetikleyerek
hem de nekroptozu engelleyerek bu iki hiicre 6liimii mekanizmasi arasindaki dengeyi belirler

(85-87).

Bu nedenle, otofajiyi diizenleyen mekanizmalarin detayli arastirilmasi ve bu siireci

hedefleyen yeni terapotik ajanlarin gelistirilmesi, OA tedavisinde etkili bir yaklagim sunabilir.

2.3. Taurin

Taurin, viicutta sentezlenebilmesine ragmen besinlerle de alinmasi gereken ve yari
esansiyel olarak kabul edilen bir B-amino asittir. Ik olarak 19. yiizyilin baslarinda &kiiz (Bos
taurus) safrasindan izole edilerek tanimlanmistir ve adini buradan almistir. Diger amino
asitlerden farkli olarak taurin, karboksilat grubu yerine sulfonat grubu icerir ve bilinen tek
dogal sulfonik asittir. Biyolojik olarak inert bir molekiildiir; higbir proteinin yapisina katilmaz
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ve tastyict RNA’s1 yoktur. Suda yiiksek oranda ¢oziiniirken yagda diisiik ¢6ziiniirliige sahiptir;
bu nedenle biyolojik zarlar {izerinden gecisi tasiyici proteinler yardimiyla gerceklesir (10, 88).
Taurin, hiicre sitozollinde yiiksek konsantrasyonlarda bulunur ve 6zellikle kalp, retina, iskelet
kas1, beyin ve 16kositler gibi dokularda yogunlasir. Ayrica kemik dokusunda da tespit edilmistir.
Ancak insanda taurin biyosentezi sinirlidir; bu nedenle major kaynak, besin yoluyla alinan

taurindir (89, 90).

2.3.1. Biyolojik fonksiyonlari

Taurin, hiicresel ozmotik dengeyi diizenler ve hiicre hacminin korunmasinda 6nemli bir
rol oynar. Hiicreler, ozmotik strese yanit olarak hiicresel taurin igeriklerini ayarlayarak
adaptasyon saglar. Taurin ayrica hiicre i¢i kalsiyum diizeylerini diizenler ve bir¢ok kalsiyum

bagli biyolojik siirecte rol oynar (88).

Beyinde, glutamattan sonra serbest halde en fazla bulunan amino asitlerden biridir ve
ndrotransmitter benzeri etkiler sergiler. Yapisal olarak GABA'ya benzeyen taurin, GABA ve
glisin reseptdrlerine baglanarak sinir hiicrelerinde koruyucu bir etki gosterir. Hiicre ici
kalsiyum seviyesini diisiirerek ve membran depolarizasyonunu saglayarak ndronlarin asiri

uyarilmasini 6nler (91, 92).

Kalp tlizerinde inotropik, antiaritmik, hipotansif ve antioksidan etkiler gosterir. Kemik
metabolizmasinda ise osteoblast farklilasmasini ve matriks olusumunu destekleyerek kemik

yapimini uyarir. Taurin, osteoklast olusumunu baskilayarak kemik rezorpsiyonunu da azaltir

(93, 94).

2.3.2. Taurin ve apoptoz iliskisi

Taurin, gliclii bir antioksidan olarak reaktif oksijen tiirlerini temizler ve oksidatif stresi
azaltarak ve mitokondriyal hasar1 ve sitokrom-c salinimi 6nleyerek apoptozu engeller. Taurin
ayn1 zamanda kaspaz aktivitesini ve NF-kB gibi enflamatuar sinyal yollarin1 inhibe eder.
Ozellikle kaspaz-3 ve kaspaz-9 iizerinde inhibitdr etkisi vardir. Taurin, ayrica hiicre igi
kalsiyum dengesini koruyarak ve ER stresini azaltarak apoptozu engelleyebilir. Kalsiyum
homeostazinin bozulmasi, apoptozu tetikleyebilir (10). Molekiiler olarak bakildiginda taurinin
PI3K/Akt sinyal yolagi iizerinde aktive edici, p53 aktivitesini ile inhibe edici etkisi vardir. Bel-
2 gibi anti-apoptotik proteinlerin ekspresyonunu arttirirken Bax gibi pro-apoptotik proteinlerin

ekspresyonunu azaltir.
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2.3.3. Taurin ve nekroptoz iliskisi

Taurinin antioksidan etkisi nekroptozun engellenmesinde de onemlidir. Taurin aym
zamanda nekroptozun baslatilmasinda kritik rol oynayan RIPK1 ve RIPK3 proteinlerini NF-
kB gibi enflamatuar sinyal yollarini da inhibe ederek nekroptozu baskilayabilir (10). Taurinin
hiicre zar tizerindeki stabilize edici etkisi nekroptoz sirasinda izlenen hiicre iceriginin dis

ortama sizmasina engel olur(87).

2.3.4. Taurin ve otofaji iliskisi

Farkli calismalarda taurin, otofaji mekanizmalariyla etkilesim icinde oldugu
gosterilmistir. Taurinin nefrotoksisiteye karsi apoptozu hafiflettigi ve otofajiyi inhibe ettigi
goriilmistiir (95). Lipid birikimini azaltmaktan ziyade otofajik inflamasyon yolunu
baskilayarak karaciger inflamasyonunu azalttig1 belirtilmistir (96). Ayrica, taurin, fare Leydig
timor hiicrelerinde otofajiyi indiikleyerek apoptozu baskilar (97). Taurinin mTOR, NRF2,
AMPK/mTOR ve PPARY gibi yollarla otofajiyi diizenledigi de gosterilmistir (98, 99).

2.3.5. Osteoartrit (OA) ve taurin

OA’da metabolik siirecler 6nemli Ol¢iide degisime ugrar. Kondrositler oksidatif
fosforilasyondan glikolize geger, bu da mitokondriyal fonksiyonu bozar ve reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) birikimine yol agar. Bu siireg, AMPK sinyal yolunu inhibe ederek enerji
metabolizmasini olumsuz etkiler (100). Taurin, ROS birikimini azaltarak hiicreleri oksidatif

stresten korur ve bu etkisi OA patogenezinde dnemli bir rol oynar (101).

OA hastalarimin serum, subkondral kemik ve sinovyal sivi Orneklerinde taurin
diizeylerinin saglikli bireylere kiyasla diisiik oldugu tespit edilmistir (102, 103). Osteofit
dokusunda taurin seviyelerinin artis1 ise kollajen ¢oziilmesi ve osteofit olusumuyla

iliskilendirilmistir (104).

2.3.6. Terapotik potansiyel

Taurinin OA tedavisinde potansiyel bir ajan olarak kullanilabilecegi bir¢ok ¢aligmada
vurgulanmigtir. Giinliik taurin alimi, diz OA’li hastalarda SOD aktivitesini artirirken, hayvan
modellerinde yapilan ¢alismalarda agriy1 ve diz sismesini azaltmistir (105). Taurin, MMP-3 ve
CHOP ekspresyonunu baskilayarak kikirdak dejenerasyonunu engeller (2). Ayrica, antioksidan

etkileri sayesinde kondrosit apoptozunu ve endoplazmik retikulum stresini hafifletir (12).

Taurin, biyokimyasal ozellikleri ve hiicresel stirecler iizerindeki etkileriyle, OA gibi
dejeneratif hastaliklarin patogenezinde 6nemli bir rol oynar. Oksidatif stres ve enflamasyonu

diizenleme kapasitesi, kikirdak ve kemik sagligi iizerindeki olumlu etkileriyle birleserek,
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taurini OA tedavisinde umut verici bir terap6tik ajan haline getirir. Ancak, daha genis kapsamli

klinik caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.4. Calismanin Amaci

Literatiirde yapilan ¢alismalar, taurinin uygun sekilde takviye edilmesinin diyabete bagl
nefropati, ndropati, ateroskleroz ve kardiyomiyopati gibi tip 2 diyabetli hastalarda diyabetik
sendromu Onleyebilecegini gostermistir. Bununla birlikte, taurinin OA {izerindeki etkileri ile
ilgili az sayida calisma  mevcuttur.  Ancak, taurinin OA  patogenezinde
otofaji/apoptoz/nekroptoz arasi konusmada bir etkisinin olup olmadigi ise bilinmemektedir. Bu
calismanin amaci, taurinin OA patogenezi lizerindeki etkisini ve bunun otofaji/
apoptoz/nekroptoz ile iliskisini gdstermektir. Taurin aktivitesi ile kondrositlerde otofajinin
indiiksiyonu arasinda bir baglanti olup olmadigini, bu baglantinin diger 6lim yolaklar: ile
iliskisi gosterilecektir. Boylelikle taurinin otofaji/apoptoz/nekroptoz arasinda diizenleyici bir

rol oynayarak OA tedavi stratejisinde kullanilabilecegini gostermek amaclanmustir.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1 Cahsmada Kullanilan Cihazlar, Kimyasal Malzeme ve Soliisyonlar

3.1.1 Cahsmada kullanilan cihazlar
e Inkiibator: Hereaus HeraCell 150i

e Biyogiivenlik Kabini: HERASAFE KS15

e Isik Mikroskobu: Olympus CK40

e Santrifiij cihazi: Harrier 15/80

e Vorteks: BEOCO V-1 PLUS

e Spektrofotometre: Epoch, Biotek, ABD

e Otomatik mikropipet: 10ul, 100ul, 1000ul Gilson
e Otomatik ¢ok kanalli pipet: 20-200ul Gilson
e Ph Metre: Consort C860

e Orbital shaker: DAIHAN, SHO-1D

e Manyetik karistirici: VELP SCIENTIFICA

e Subanyosu: MEMMERT/WNB 10

e Hassas terazi: SARTORIUS ENTRIS 323-1S

3.1.2 Cahsmada kullanilan malzemeler
e Fetal bovine serum (FBS): CAPRICORN, FBS-12A

e DMEM : Capricorn DMEM-HA

e Kollojenaz Tip II: Sigma C2-22-1G

e L-Glutamin: Lonza BE17-605E

e Penicilin-Streptomycin Solition (100x): CAPRICORN, PS-B
e Tripsin-EDTA (%0,25, TE): WISENT, 325-043-CL

e Dimetilsiilfoksit (DMSO): Sigma, D8418
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Fosfat Tuz Tamponu (PBS): Sigma, P4417

Etil alkol: Merck, 100983.2511

Nec-1: Selleckchem, Catalog No. S8037

Z-VAD: Selleckchem, Catalog No.S8102

Taurin: Sigma, W381306

Thermo Fisher Scientific TagMan Gene Essay p62 Assay ID: Hs01061917 gl

Thermo Fisher Scientific TagMan Gene Essay Beclin Assay ID:
Hs00186838 ml

Thermo Fisher Scientific TagMan Gene Essay Bcl-2 Assay ID:
Hs00608023 ml

Thermo Fisher Scientific TagMan Gene Essay Bax Assay ID: Hs00180269 m1

Thermo Fisher Scientific TagMan Gene Essay RIPK3 Assay ID:
Hs00179132 ml

Thermo Fisher Scientific TagMan Gene Essay Aggrecan Assay ID:
Hs00153936_m1

Thermo Fisher Scientific TagMan Gene Essay Col2Al1 Assay ID:
Hs00264051 ml

Thermo Fisher Scientific TagMan Gene Essay GAPDH Assay ID:
Hs02786624 gl

Bovine Serum Albumin (BSA): CAPRICORN, BSA-1U
25cm? TC Flask: Greiner, 690175

75¢m? TC Flask: Greiner, 658175

Hiicre Dondurma tiipleri: Greiner CRYO.S, 122277
Ependorf: Greiner, 616201

24 kuyulu kiiltiir kab1: Greiner, 662160
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96 kuyulu kiiltiir kab1: Greiner, 655180

Deney tiipii (15ml): Greiner, Cellstar, 188271

Deney tiipii (50ml): Greiner, Cellstar, 227261

Rezervuar (110 ml): ISOLAB, steril, 006.13.110

cDNA sentez kiti: Roche 04897030001

Cell Proliferation Kit I (MTT): Roche 11465007001
Recombinant Anti-SQSTM 1/p62 antikor: Abcam-ab 109012
Recombinant Anti-Beclin 1 antikor: Abcam-ab 207612
Recombinant Anti-LC3B antikor: Abcam-ab 192890
Recombinant Anti-Kollajen 2 antikor: Abcam-ab 188570
Recombinant Anti-Aggrecan antikor: Abcam-ab 3778
Anti-beta Aktin antikor: Abcam-ab 8226

Anti-GAPDH antikor: Abcam-ab 8245

3.2 Yontemler

3.2.1 Ornek toplama ve hazirlama

Deneklerin tamam Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Ortopedi ve Travmatoloji
ABD’da total diz artroplastisi olan hastalardan secilmistir. Diz eklemi osteoartriti tanisi
Amerikan Romatoloji Koleji'nin (ACR) osteoartrit kriterlerine gore yapilmistir. Kellgren-
Lawrence (KL) ol¢eginde radyolojik olarak evre 3-4 primer diz osteoartriti olan hastalar
calismaya alimmustir. Diglama kriteri olarak travma veya baska nedenlerden kaynaklanan
osteoartrit belirlenmistir. Deney grubu olarak medial femoral kondilin subartikiiler kismu,
kontrol grubu olarak ise lateral femoral kondilin subartikiiler kism1 6rneklenmistir. Ornekler,
hastalar total diz replasmani gecirdikten hemen sonra toplanmis ve alinan kikirdak 6rnekleri,
Dulbecco Modified Eagle's Medium (DMEM; Gibco, Rockville, MD, ABD) igeren diisiik
sekerli ortama alinmis, diisiik sicaklikta saklanmig ve miimkiin olan en kisa siirede laboratuvara

aktarilmistir. Ornek doku makasi ile yaklasik 0,5 x 0,5 cm? lik kikirdak parcalarina kesilmis ve
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kikirdak pargalari, oftalmik makasla yaklastk 1 mm”lik fragmanlara ayrilmistir. Bu
parcalar%0.25 tripsin ile sindirilmis (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD), sonra fosfat
tamponlu salin (PBS) ile yikanmis ve %0,2 tip II kollajenaz igeren DMEM ortaminda (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, ABD) 37 ° C'de 40 dakika inkiibe edilmistir. Siipernatan atildiktan

sonra, santrifiijleme yoluyla kondrositler elde edilmistir.

3.2.2 Primer kondrosit hiicre kiiltiirii

Hastanede ameliyat sonras1 alinan dokular transport mediumu bulunan falkon tiiplere
alinir ve hiicre kiiltiirii laboratuvarina ulastirilir. Gelen doku cam petri kabina koyulur. Bistiri
ve pens yardimiyla kii¢iik parcalara boliintir. 6 kuyucuklu plaklara aktarilir. Her kuyuya
yaklasik 1 ml tyripsin (0.5 mg/ml) koyulur ve 37/ 1C % 5 CO:2 inkiibatoériinde 10 dakika
bekletilir. 10 dakika sonunda pastor pipetiyle tyripsin uzaklastirilir. Uzerine her kuyuya 3 ml
kollajenaz tip II (200u/ml) koyularak 16 saat 371 IC % 5 CO:z inkiibatdriinde inkiibe edilir. Siire
sonunda doku ornekleri sogutmali santrifiijde 41 1C’de 890 g’da 10 dakika santrifiij edilerek
kollajenaz uzaklastirilir. Pelletin iizerine DMEM + FBS %10 + L-glutamin + Pen/Stp.
eklenerek 6 kuyucuklu plaklara ekilir. Her giin mikroskopla kontrol edilerek hiicrelerin

biliylimesi gozlenir. Haftada 3 kere besi yeri degistirilerek takibi siirdiiriiliir.

3.2.3 Hiicrelerin dondurulmasi

Yedekleme amaciyla ve projede kullanilacak malzemeler elde edilene kadar hiicreler
dondurulmus ve -196 °C azot tankinda saklanmustir. Flasktaki hiicreler yukarida belirtilen
bicimde TE ile kaldirilir ve TE’nin en az iki kat1 hacimde besiyeri ile inaktive edilir. Karigim
1200 rmp’de 7 dakika santrifiijlenir, siipernatant uzaklastirilir. Pellet %10 dimetil siilfoksit
(DMSO) igeren besiyeri ile acilir (DMSO en son eklenir), vial’lere (1ml/vial) aktarilarak -80

°C buzdolabinda bir gece inkiibe edildikten sonra azot tankina alinarak muhafaza edilir.

3.2.4 Hiicrelerin coziilmesi

Azot tankinda saklanan DMSO igeren besiyerinde dondurulmus hiicrelerin sisesi (viali) azot
tankindan ¢ikarilmis ve 37°C su banyosu i¢inde 1 dk bekletilmistir. 15’lik tiip i¢ine 3 ml
besiyeri doldurulmustur. Bir miktar besiyeri alinarak viale aktarilmis, pipetajlama yapilarak
vial i¢indeki sivinin bir kismi tiipe aktarilmistir. Kalan hiicreler pipetajlama islemi 3-4 kez
tekrarlanarak vialden tlipe aktarilmistir. DMSO’yu uzaklastirmak i¢in tiip 7 dk 1200 rpm’de
santrifiijlenmistir ve slipernatant atilmistir. Pellet iizerine 2 ml besiyeri eklenerek tiip dibine

yapisan hiicrelerin kaldirilmasi i¢in pipetajlanmis ve 25 cm?’lik flaska aktarilmustir. Flaska 3
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ml daha besiyeri eklenmistir (total 5 ml). Hiicreler inverted mikroskopta incelendikten sonra

CO2 inkiibatoriine kaldirilmistir. Hiicre ekim sayilar1 ve kiiltiir hacimleri Tablo 3.1.’de

sunulmustur.

Tablo 3.1. Hiicre Ekim Sayilar

Kiiltiir Kab1 Ekilen hiicre sayis1 Son hacim

25 cm? flask 0,7 x 10° 5ml

75 cm? flask 2,1 x10° 10 ml

96 kuyulu plaka 0,04 x 10% hiicre/kuyu 0,1 ml hiicre/kuyu
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3.2.5 Hiicrelerin pasajlanmasi

Hiicre pasaj protokoliine gore %90 ve ilizerinde doluluga ulasan flasklardaki hiicreler
yeterli bliylime alan1 saglanan yeni ortama aktarilir. Flasklardaki eski besiyeri uzaklastirilarak
hiicreler PBS ile yikanir. Hiicrelerin birbirinden ve zeminden ayrilmasi i¢in TE (75’lik flask
icin 1 ml, 25’1lik flask i¢in 0.5 ml) eklenerek %5 CO2, 37°C’de birka¢ dakika inkiibe edilir.
Flasklara nazik¢e vurularak mekanik kuvvetle de hiicrelerin ayrilmasi saglanir. Isik
mikroskobu altinda hiicrelerin siispanse hale geldigi gozlendiginde flaska TE miktarinin en az
iki kat1 kadar besiyeri eklenerek TE inaktive edilir. Karistm 1200 rpm’de 7 dakika
santrifiijlenir. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra pellet kademeli olarak acilir. Toma lamu ile
hiicre sayim1 ardindan belirlenen hiicre sayisina gore istenilen kiiltiir kabina ekim yapilir, uygun

miktarda besiyeri eklenir.

3.2.6 Taurin hazirlama
Ticari olarak satin alinan toz haldeki Taurin Sigma W381306 (MA=125.15)’den 0,5 M

stok sollisyonu hazirlanir. 1litrede 0,5 M(500mM) stok soliisyon olabilmesi i¢in 65,575 gr
taurin tartilir. Uzerine 1 litreyi tamamlayacak sekilde steril su eklenir. Manyetik karistiricida
taurin eriyinceye kadar karistiritlir. Taurin eridikten sonra filtreden gegirilir ve falkonlara
aliquotlanarak kullanilincaya kadar -80! IC’de saklanir. Deney sirasinda kullanilacagi zaman
500mM ana stoktan besi yeri ile dillisyonlar yapilarak standardizasyon dozlari belirlenir.

(25mM ve 50mM)

3.2.7 Z-VAD hazirlama

Ticari olarak satin alinan toz haldeki Z-VAD (Selleckchem)’den 1mM stok soliisyonu
hazirlandi. 25mg ZVAD {izerine 53,477#1t DMSO eklenerek 1mM stok soliisyonu hazirlandi.
Hazirlanan stok soliisyon falkonlara boliinerek aliquotlandi ve kullanilincaya kadar -801 IC’ye
kaldirildi. 1mM stok soliisyon serumsuz besi yeri ile diliie edilerek 5001 IM 2. stok elde edildi.
Deney sirasinda 5001 IM 2. stoktan normal besi yeri ile diliisyon yapilarak 201 IM ZVAD

hazirlandi.

3.2.8 Necrostatin-1 hazirlama

Ticari olarak satin alinan toz haldeki Necrostatin-1 (Selleckchem)’den 10mM stok
solisyonu hazirlandi. 10mg Nec-1 {izerine 3,85ml DMSO eklenerek 10mM stok soliisyonu
hazirlandi. Karisimin ¢dziinmesi i¢in su banyosunda 501 1C’de bekletildi. 10mM stok soliisyon

serumsuz besi yeri ile diliie edilerek ImM 2. stok elde edildi. ImM 2. Stok soliisyon ise tekrar
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serumsuz besi yeri ile diliie edilerek 5001 IM 3. stok soliisyon elde edildi. Deney sirasinda

5001 IM 3. stoktan normal besi yeri ile diliisyon yapilarak 301 IM Necrostatin-1 hazirlandi.

3.2.9 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) hiicre
canhhg deneyi

MTT testi hiicre canliligini, proliferasyonunu, sitotoksisitesini gostermek icin
metabolik aktiviteyi 6l¢en kolorimetrik bir testtir. Metabolik olarak aktif olan hiicrelerde sar1
tetrazolyum tuzunun (3-[4,5-dimetiltiyazol-2-i1]-2,5-difenil-tetrazolyum bromiir ya da MTT)
mor formazan kristallerine indirgenmesi 6zelligine dayanir. Mor formazan kristalleri ¢oziicli
ile ¢oziinerek goriiniir hale getirilir. Renkli ¢ozelti ¢oklu kuyulu spektrometrede 500- 600 nm
absorbans ile dl¢iildiigiinde nicel deger elde edilir. Canli hiicre sayis1 arttikga renk koyulasir.
Bu calismada 550 nm ve 690 nm (referans) dalga boylar1 kullanilmistir. Hiicrelerinin canliligt
MTT testi ile degerlendirilmistir. Bunun i¢in ROCHE Cell Proliferation Kit I (MTT) kiti
kullanilmistir. Kit protokolii dogrultusunda hiicreler 96 kuyucuklu plaklara 40000 hiicre/kuyu
olacak sekilde ekilmistir. 48 saat 37°C’de %5 CO2’lik inkiibatérde bekletilmistir. Hiicrelere
gruplarina gére gerekli uygulamalar yapilmistir. inkiibasyon siiresi dolan uygulama plaginin
her kuyusuna 10 plt MTT soliisyonu eklenmis ve 4 saat 37°C‘de inkiibe edilmistir. Ardindan
her kuyuya 100 plt MTT solubilizasyon soliisyonu eklenmis ve bir gece 37°C’de inkiibe
edilmistir. Ertesi giin plaklar 96 kuyucuklu Enzyme Linked Immuno Absorbant Assay (ELISA)
okuyucuda (Biotek Epoch Gen5 2.0) 550 nm-690 nm dalga boylarinda okunmus ve sonuglari

all-in-one microplate reader programinda analiz edilmistir.

Taurin i¢in 25 mM ve 50 mM dozlarinda 24 saat ve 48 saat uygulamalar1 yapilarak
uygun doz ve siire teyit edilmistir. Taurin doz/siire belirlenmesinin ardindan OA’li
kondrositlere literatiir verilerinden elde edilen Z-VAD (106) (20uM) ve Nec-1 (30 uM) (61)
doz ve siireleri kullanilarak deney gruplar1 olusturulmustur. Olusturulan gruplar Tabloe 3.2.’de
sunulmustur. Kisaca; olusturulan her bir grup i¢in bir adet 96 kuyulu plakanin 60 kuyusuna
0.04 x 10° hiicre/kuyu (0.1 ml hiicre/kuyu) ekim yapilmis ve hiicreler tutunma igin en az 48
saat inkiibasyona birakilmistir. Kuyulardaki besiyeri uzaklastirildiktan sonra deney grubunun
maruz birakilacagl ajani iceren besiyeri (0.25 ml) kuyulara aktarilmis ve belirlenen siirede
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi dolan plakalardan 0.15 ml hiicre kiiltiirii ortam1 geri
cekilmistir. Her bir kuyuya 0.01 ml MTT labelling reagent eklenmis 4 saat inkiibasyon ardindan
0.1 ml solubilization buffer eklenmistir. 18 saat (overnight) inkiibasyon ardindan

spektrofotometrik mikroplaka okumasi ile hiicre canlilig1 nicel optik yogunluk (optic density,

37



OD) degerleri Olciilmiistir. MTT ajanlartyla yapilan uygulamalar kabin 15181 kapali

gerceklestirilmistir, mikroplaka okuma islemine kadar tiim plakalar 1siktan korunmustur.

Tablo 3.2. Calisma deney gruplari

Grup No

Grup 1 Kontrol grubu (Hi¢gbir muamele gérmemis primer kiiltiir OA hiicreleri)

Grup 2 25 mM Taurine 24 saat uygulanan primer kiiltiir OA hiicreleri

Grup 3 20 uM Z-vAD 2 saat uygulanan primer kiiltiir OA hiicreleri

Grup 4 30 uM Necrostatin-1 2 saat uygulanan primer kiiltiir OA hiicreleri

Grup 5 25 mM Taurine 22 saat + son 2 saat 20 uM Z-vAD uygulanan primer kiiltiir
OA hiicreleri

Grup 6 25 mM Taurine 22 saat + son 2 saat 30 uM Necrostatin-1 uygulanan primer
kiiltiir OA hiicreleri

Grup 7 25 mM Taurine 22 saat + son 2 saat 20 uM Z-vAD + son 2 saat 30 uM
Necrostatin-1 uygulanan primer kiiltiir OA hiicreleri

Hiicre canliligin1 gosteren OD nicel degerlerini elde etmek i¢in MTT kitinin tiretici
protokoliine uygun olarak 550 nm ve 690 nm (referans) dalga boylarinda spektrofotometrik
okuma yapilmistir. Bir kuyudaki hiicre canlilig1 degerini (A) hesaplamak i¢in 550 nm’de elde
edilen OD degerinden (A550) 690 nm’de elde edilen OD degeri (A690) cikartilmistir
(A=A550-A690). Bir gruba ait hiicre canlilig1 degeri o grubun tiim kuyularindan elde edilen A
degerlerinin  ortalamast  almarak belirlenmistir. Hiicre canlilign  goreceli  olarak
hesaplandigindan bos hiicre grubunun hiicre canlilik degeri %100 olarak atanmistir ve her bir

kuyunun hiicre canlilig1 ylizdesi bos hiicre grubuna gore belirlenmistir.
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3.2.10 Hiicre kiiltiirii materyalinden RNA izolasyonu

6 kuyulu plaklarm her bir kuyusuna 1x10° hiicre/kuyu olacak sekilde hiicreler ekilmis ve
72 saat sonunda bu hiicrelere grubuna gére uygulama yapilmistir. Gerekli inkiibasyon stireleri
sonunda hiicreler bu kuyulardan tripsin ile kaldirilmistir.1200 rpm de 5 dakika sonunda
hiicreler tek bir tilipte toplanarak agagidaki protokol takip edilerek RNA izolasyonu yapilmistir.
(RNeasy Mini Kit (250 rxn) Cat No./ID: 74106). izolasyon %70 etilalkol ile steril edilmis
laboratuvar ortaminda RNaz agisindan steril malzemeler ve filtreli pipet uclar1 kullanilarak

yapilmustir.

1. 6 kuyulu plaklardan toplanan hiicrelerin santrifiij sonrasi list faz1 uzaklastirilir tizerine

350 plt RLT tamponu koyulur.

2. Tlave olarak 350 plt DEPC’li su ile hazirlanmis olan %70 etil alkol eklenir ve tiim hacim
kolonlara aktarilir. 15 saniye 13000g’de santriflij yapildiktan sonra toplama tiipiine

toplanan faz uzaklastirilir.

3. 700 plt RW1 tamponu eklenip 15 saniye 13000g’de santrifiij yapildiktan sonra toplama

tiipline toplanan faz uzaklastirilir.

4. 500 pl RPE tamponu eklenip 15 saniye 13000g’de santrifiij yapildiktan sonra toplama

tiipline toplanan faz uzaklastirilir.

5. 500 pl RPE tamponu eklenip 2 dakika 13000g’de santrifiij yapilir. Toplama tiipiine

toplanan faz uzaklastirilir.
6. Kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirilip 1 dakika 13000g’de santrifiij yapilir.

7. Kolon yeni bir 1,5 ml’lik steril deney tiipiline yerlestirilip 40 ul RNAaz icermeyen su
eklenir ve 1 dakika 13000g’de santrifiij yapilir.

Elde edilen 40 pl hacmindeki RNA’nin 6 pl’si steril bir bagka tlipe aktarilmistir. Bu islem
ana stogun siirekli dondurma-¢6zme siire¢lerine maruz kalmasini engellemek amaci ile
yapilmistir. Ayrilan bu RNA’nin 3 pl’si agaroz jelde RNA kalitesinin degerlendirilmesi, 2 pl’si
RNA kantitasyonu i¢in kullanilmistir. Stok RNA ise izolasyon sonunda -80 °C’ ye
kaldirtlmistir.
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3.2.11 RNA safliginin ve miktarinin tayini

Izole edilen RNA’larin safligimin kontrolii 260/280 nm’deki absorbans orani ile
saptanmustir. Spektrofotometre cihazi olarak Epoch Gen5 2.0 ve all-in-one Reader software
programi kullanilmistir. DNA ve protein kontaminasyonu tagimayan, iyi kalitede izole edilmis
RNA’da beklenilen 260/280nm absorbans oran1 1,8-2,1°dir. 2pult izole edilen RNA ve 2plt steril
distile su ile karigtirilir ve okuma yapilir. Sonuglar diliisyon faktorii dikkate alinarak

hesaplanmustir.

3.2.12 Komplementer DNA (cDNA) sentezi
Komplementer DNA (cDNA) sentezi i¢in ticari bir kit kullanilmistir (Roche

05081955001). Steril, niikleaz uzaklastirilmis PZR tiipleri ile buz iizerinde ¢alisilmistir. Kalip-

primer karigimi

Tablo 3.3.’teki miktarlara gore hazirlanmustir.

Tabloe 3.3. Kalip-primer karisimi (1 reaksiyon i¢in)

Icerik Hacim Son Konsantrasyon

Toplam RNA degisken 500 ng

Hexamer Primer 2 plt 60uM

PCR i¢in uygun su degisken Son hacim 11,4 plt olacak sekilde
ayarlanir

Toplam Hacim 11,4 plt

Kalip-primer karisimi 65°C’de 10 dakika bekletilerek denatiire edilmistir. Bu islem ile
RNA sekonder yapilar1 uzaklastirilir. Islem sonunda tiipler hemen buz iistiine alinir ve Tablo
3.4.’deki protokole gore hazirlanan ters transkriptaz (reverse transcriptase, RT) karisimi kalip—

primer karisimina transfer edilmistir.
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Komplementer DNA (cDNA) Karisimi

Tablo 3.4. Komplementer DNA (cDNA) karigimi

Icerik Hacim | Son

Konsantrasyon

Transcriptor High Fidelity Reverse | 4 plt Ix (8mM MgClz)

Transcriptase Reaction Buffer, 5X

ProtectorRNase Inhibitor 40U/ plt 0,5 plt | 20U

Deoxynucleotide Mix, 10mM each 2 ult ImM each

DTT Lt | 5mM

Transcriptor High Fidelity Reverse | 1,1 plt | 10U

Transcriptase

Toplam Hacim 8,4 nlt

29°C’de 10 dakika, 50 °C’de 60 dakika ve enzim inaktivasyonu i¢in 85°C’de 5 dakika
bekletilir. Tiipler buz iistiine alinarak reaksiyon sonlandirilir. Elde edilen cDNA daha sonra

yapilacak ¢alismalar i¢in -20°C’ye kaldirilir.

3.2.13. Gen ifadelenmesinin ters transkripsiyonlu kantitatif gercek zamanh
PZR(RT-qPCR) ile saptanmasi

Otofaji belirteci Beclinl ve p62 (sqstml), nekroptoz belirteci RIP3, apoptoz belirteci
Bax ve Bcl-2 ve kondrosit yapisal geni aggrecanin ifadelenmelerini saptamak amaci ile her bir
gene ait real time ready prob (https://www.tib-molbiol.de/) ile LightCycler 480 probe Master
kiti kullamilmistir. LightCycler 480 probe Master (Roche 04887301001) karigimi kit
protokoliine uygun olarak hazirlanmistir. Hedef gen ifadeleri gliseraldehit 3-fosfat
dehidrogenaz (Glyceraldehyde 3- phosphate dehydrogenase, GAPDH) referans gen ile
normalize edilmistir. Real-Time PCR sonucunda elde edilen Ct degerleri kullanilarak degisim
katsayis1 2-ACT = 2-(Ct gen - Ct referans gen) formiilii kullanilarak hesaplanmistir (Schmittgen
& Livak, 2008). cDNA kalib1 yoklugunda amplifikasyon olmadigr gozlenmistir. Tiim

ifadelenme caligsmalari i¢in {i¢ tekrar yapilmaistir.
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3.2.14 Western blot analizi
Western Blot calismasinda Baskent Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali

laboratuvarlarindaki Bio-rad Mini-PROTEAN® Tetra Cell jel Yiiriitme ve Transfer Sistemi ile

Bio-rad ChemiDoc™ Imaging Systems Goriintiileme Sistemi kullanilmigtir.

Uygulama yapilmis olan hiicrelerden protein izolasyonu i¢in ticari kit Roche Complete Lysis-
M (Cat. No. 04 719 956 001 ) protokoliine uygun olarak kullanilmis, elde edilen proteinlerin
konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in ise ticari kit Thermo Scientific™ Pierce™ BCA Protein
Assay Kit (Cat. No. 23227) kullanilmistir. Ornekler ELISA okuyucuda 562 nm’de okutularak
pgr/mL cinsinden konsantrasyonlar: belirlenmistir. Olgiimler Baskent Universitesi Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali laboratuvarinda bulunan Epoch Gen5 2.0 Spektrofotometre cihazi
araciligiyla yapilmistir. Elde dilen protein ornekleri Tibbi Biyoloji Anabilim Dali -80°C

dondurucusunda saklanmustir.

Konsantrasyonlar1 belirlenen proteinlerden esit miktarlarda 6rnek alinip (5-30 pgr
protein), protein yilikleme tamponu (Advansta AvantTM Buffer) ile jele yiiklenmis ve Tris-
Glisin-SDS (Cat. No: R-01036-020) tamponu aracilig1 ile Bio-rad Mini-PROTEAN® Tetra
Cell jel Yiiriitme Sistemi’nde jel elektroforezi yapilmistir. Yiiriitilen proteinlerin KDa
biiyiikliiklerini saptamak iizere Color Prestained Protein Standard, Broad Range (11-245 kDa,
NEB Cat. No: P7719) protein ladder kullanilmistir. Proteinler jelde yiiriitiildiikten sonra PVDF
(polyvinylidene fluoride) membrana transferi Bio-rad Mini-PROTEAN® Tetra Cell jel
Transfer Sistemi araciligi ile gerceklestirilmistir. Transfer iglemi i¢in ticari iiriin Advansta

FLASHBIotTM Transfer Buffer (Cat. No:R-03090-D25) kullanilmastir.

Ilgilenilen proteinlerin PVDF membrana aktarilmasinin ardindan membran bloklamasi
yapilmustir. Ilgilenilen primer antikor ile gece boyu inkiibasyon yapilarak pesi sira primer
antikora uygun sekonder antikor (HRP Donkey anti-rabbit IgG, HRP Goat anti-mouse 1gG) ile
gereken siire inkiibasyon gerceklestirilmistir. Ilgilenilen antikor isaretlemesi basarili oldugu
takdirde uygun referans protein antikoru i¢in de ayn1 islemler gerceklestirilmistir. Ilgilenilen
antikor ve referans antikor uygulamalar1 ardindan kemiluminesans deteksiyonu i¢in HRP
substrat reaktif bilesenleri olarak ticari kit WesternBright Sirius Chemiluminescent Detection
Kit (Advansta, Cat. No: K-12043-D10) kullanilarak Bio-rad ChemiDoc™ Imaging Systems
Goriintiileme Sistemi ile membran goriintiisii almmustir. Ilgilenilen protein bant biiyiikliigii
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referans protein bant biiylikligi ile Image J programi araciligi ile normalize edilip protein

miktar degisimleri analiz edilmistir.

Tezde arastirilmasi planlanan proteinler ve bu proteinlere uygun primer antikor listesi Tablo

3.5.’te verilmistir.

Tablo 3.5. Tezde arastirilmasi planlanan proteinlere ait kullanilan antikorlar

Protein Islevi Kullanilacak Primer Antikor Ad1
Referans Protein Anti-B-Actin (kat.no.)
Otofaji belirtecleri Anti-LC3I/II

Anti-p62

Anti-BECLIN1

Apoptoz belirtecleri Anti- pro/cleaved kaspas 3
Anti-PARP
Kondrosit belirteci Anti-Kolajen 2

Tablo 3.5. Tezde arastirilmasi planlanan proteinlere ait kullanilan antikorlar

3.3 Istatistiksel Analiz
Istatistiksel analizler Statistical Package of Social Science (SPSS) siiriim 25.0 (IBM Corp.,

Armonk, NY, ABD) kullanilarak gerceklestirilmistir. Degiskenlerin normal dagilima
uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile incelenmistir. Tanimlayicr istatistikler kategorik degiskenler
icin say1 ve ylizde, nicel degiskenler i¢in ortalama ve standart sapma ve medyan (minimum-
maksimum) olarak 6zetlenmistir. Kategorik degiskenler icin gruplar arasindaki farkliliklar ki-
kare testi kullanilarak analiz edilmistir. Siirekli degiskenler i¢in ikiden fazla grup arasindaki
farkliliklar Tek Yonli ANOVA ile degerlendirilmistir. Sirali veya normal dagilmayan siirekli
degiskenler agisindan ikiden fazla grup arasindaki farki test etmek i¢in Kruskal Wallis Tek
Yonli ANOVA testi kullamilmustir. Gruplardaki farkliliklarr tespit etmek i¢in Dunn’s

Benferroni testi kullanilmistir. Anlamlilik diizeyi o = 0.05 olarak belirlenmistir.
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4.BULGULAR

4.1 Hiicre Kiltiirii Bulgular:

Diz eklemi osteoartriti tanist almis hastadan diz replasmani gegirdikten hemen sonra
alinan dokulardan saglikli ve OA etkisi altindaki kondrositler izole edilerek primer kondrosit

kiiltiirti hazirlanmis ve standardizasyonu tamamlanmistir (Sekil 4.1.).

Il At G A 0RE

Sekil 4.1. Cogalmaya baslayan primer osteoartrit kondrosit hiicrelerinin 151k mikroskobu altindaki goriintiileri

(Olympus 1X73)

Izole edilen hiicrelerin, farklilasarak fibroblastlara déniismediginin ve kondrosit olarak
kaldiginin teyit edilmesi i¢in kondrosit spesifik gen ifadelenmesi, ters transkripsiyonlu RT-
qPCR ile degerlendirilmistir. izole edilerek kiiltiire edilen hiicrelerin kondrosite spesifik olan
aggregan genini ifadeledigi (Sekil 4.2.) ve OA gelisimine bagh olarak kondrositlerin
farklilagsma durumlarint kaybetmesi ve katabolik siireclerin baskin hale gelmesi sebebi ile

Col2A1 ifadelenmesinin azaldigi gosterilmistir (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. Col2A1 gen ifadelenmesinin RT-qPCR 11e gosterilmesi

4.2 Hiicre Canlilig1 Bulgular
Primer kiiltiir hazirlandiktan sonra taurin i¢in 25-35-50 mM dozlar, 24-48 saatlik

uygulamalar (Tabloe 4.1.); apoptoz inhibitdrii Z-vAD ig¢in 10-20-50 uM dozlar, 30-60 dakika
uygulamalar (Tablo 4.4.); nekroptoz inhibitdrii necrostatin-1 i¢in 20-30-50 uM dozlar, 30-60
dakika uygulamalar (Tablo 4.7.) kullanilarak olusturulan deney gruplarinda uygun doz ve siire

belirlenmistir.
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4.2.1 Taurin doz ve siire analizleri

Tablo 4.1. Saglikli ve OA’li kondrositlerde taurin uygulamasimin farkli doz ve siirelerdeki ortalama degerleri

Ort. £s.s. Medyan (Min.-Mak.) p
24 saat 0,849+0,088 0,863 (0,626-0,984)
Kontrol
48 saat 0,868+0,088 0,869 (0,683-1,036)
24 saat 0,923+0,035 0,931 (0,853-1,010)
25mM Taurin
48 saat 0,929+0,065 0,933 (0,807-1,015)
Saghkh <0,001
24 saat 0,844+0,038 0,853 (0,780-0,911)
35mM Taurin
48 saat 0,894+0,059 0,885 (0,789-0,978)
24 saat 0,810+0,049 0,794 (0,718-0,886)
50mM Taurin
48 saat 0,871+0,047 0,874 (0,781-0,929)
24 saat 1,096+0,086 1,094 (0,951-1,243)
Kontrol
48 saat 1,028+0,173 1,097 (0,648-1,233)
24 saat 0,969+0,075 0,978 (0,802-1,053)
25mM Taurin
48 saat 1,035+0,067 1,040 (0,900-1,177)
Osteoartrit <0,001
24 saat 0,930+0,073 0,940 (0,751-1,047)
35mM Taurin
48 saat 1,039+0,069 1,051 (0,902-1,147)
24 saat 0,996+0,067 0,996 (0,898-1,097)
50mM Taurin
48 saat 1,059+0,142 1,074 (,0763-1,313)

Kruskal Wallis Tek Y6nlit ANOVA Testi

Taurin ila¢ uygulamasinda saglikli gruplara gore OD o6l¢iim diizeyi istatistiksel olarak anlamli
diizeyde farklilik gostermektedir (p <0,001). Anlaml farkliliklar Tablo 4.2., Tablo 4.3. ve
Sekil 4.4.’te verilmistir.
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Tablo 4.2. Taurin uygulamasinin saglikli kondrositlerde gruplar arasi ¢oklu karsilagtirmalara iligkin anlamlilik

degerleri

25mM 25mM 35SmM 35SmM 50mM 50mM

Kontrol | Kontrol
Taurin Taurin Taurin Taurin Taurin Taurin
24s 48s
24s 48s 24s 48s 24s 48s

IKontrol 24s 1 1,000 0,084 0,1442 1,000 1,000 1,000 1,000
IKontrol 48s 1 0,306 0,4935 1,000 1,000 0,442 1,000
25mM Taurin 24s 1 1,000 0,005 1,000 <0,001 0,372
25mM Taurin 48s 1 0,009 1,000 <0,001 0,594
35mM Taurin 24s 1 0,590 1,000 1,000
35mM Taurin 48s 1 0,012 1,000
50mM Taurin 24s 1 0,365
50mM Taurin 48s 1

Anlamlilik degerleri ¢oklu testler i¢in Dunn’s Bonferroni diizeltmesi ile ayarlanmistir.

Tablo 4.3. Taurin uygulamasinin OA’l1 kondrositlerde gruplar arasi ¢oklu karsilagtirmalara iligkin anlamlilik

degerleri

25mM 25mM 35mM 35mM 50mM 50mM

Kontrol | Kontrol
Taurin Taurin Taurin Taurin Taurin Taurin
24s 48s
24s 48s 24s 48s 24s 48s

Kontrol 24s 1 1,000 0,008 1,000 <0,001 1,000 0,079 1,000
Kontrol 48s 1 0,1957 1,000 0,004 1,000 1,000 1,000
25mM Taurin 24s 1 1,000 1,000 0,934 1,000 0,177
25mM Taurin 48s 1 0,076 1,000 1,000 1,000
35mM Taurin 24s 1 0,033 1,000 0,003
35mM Taurin 48s 1 1,000 1,000
SO0mM Taurin 24s 1 0,990
S0mM Taurin 48s 1

Anlamlilik degerleri ¢oklu testler i¢in Dunn’s Bonferroni diizeltmesi ile ayarlanmigtir.
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Sekil 4.4. Saglikli ve OA’l1 kondrositlerde 25mM 24 saat Taurin uygulamasi hiicre canliligi degerlerinin
kargilagtiritlmasi (p<0,05*; p<0,01**; p<0,001***; p<0,0001****)

Yiiksek dozda (50 mM Taurin) ve uzun siireli (48 saat) uygulamalarda hiicre canliliginin
diistiigii goriilmektedir. Taurin’in etkisi, 6zellikle diislik ve orta dozlarda (25 mM ve 35 mM)
belirgin olup, yliksek dozlarda hiicresel stres olusturabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle

etkili olan en diisilk doz, en kisa siirede uygulama (25 mM, 24 saat) yapilmasina karar

verilmistir.
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4.2.2 zVAD doz ve siire analizleri

Tablo 4.4. Saglikli ve OA’l1 kondrositlerde zZVAD uygulamasinin farkli doz ve siirelerdeki ortalama degerleri

Zaman Ort.t s.s. Medyan (Min.-Mak.) p
30 dk ,528+,080 ,546 (,406-,629)

Kontrol
60 dk ,562+,086 ,592 (,419-,729)
30 dk ,694+,029 ,692 (,641-,765)

10 pM zVAD
60 dk ,763+,033 , 772 (,706-,815)

Saghklh <0,001

30 dk ,590+,043 ,599 (,480-,640)

20 uM zVAD
60 dk ,644+,061 ,650 (,522-,737)
30 dk ,451+,053 ,457 (,361-,515)

50 pM zVAD
60 dk ,477+,044 ,489 (,383-,527)
30 dk ,780+,125 ,812 (,519-,942)

Kontrol
60 dk ,918+,147 976 (,687-1,079)
30 dk ,789+,048 ,793 (,675-,866)

10 pM zVAD
60 dk 1,006+,056 1,010 (,839-1,122)

Osteoartrit <0,001

30 dk ,766+,073 ,761 (,648-,887)

20 uM zVAD
60 dk ,967+,078 1,001 (,772-1,040)
30 dk ,664+,084 ,690 (,491-,776)

50 pM  zVAD
60 dk ,805+,120 ,868 (,598-,905)

Kruskal Wallis Tek Yonlii ANOVA Testi

Saglikli kondrositlerde ZVAD uygulamasinin OD 6l¢lim diizeyi istatistiksel olarak

anlamli diizeyde farklilik gostermektedir (p <0,001). Ancak 50 uM dozunda belirgin bir
toksisite etkisi tespit edilmistir. Anlamli farkliliklar Tablo 4.5., Tablo 4.6. ve Sekil 4.5.’te

verilmistir.

Tablo 4.5. zZVAD uygulamasinin saglikli kondrositlerde gruplar arasi ¢oklu karsilagtirmalara iliskin anlamlilik

degerleri

Kontrol | Kontrol | 10 pM 10 pM 20 pM 20 pM 50 pM 50 uypM

30d 60d |ZVAD 30dZZVAD 60dZVAD 30dZVAD 60dZVAD 30d[ZVAD 60d

Kontrol 30d 1 1,000 <0,001 | <0,001 1,000 0,059 1,000 1,000
Kontrol 60d 1 0,012 <0,001 1,000 0,572 0,294 1,000
10 pM zVAD 30d 1 1,000 0,141 1,000 <0,001 | <0,001
10 pM ZVAD 60d 1 <0,001 0,2541 <0,001 | <0,001
20 pM ZVAD 30d 1 1,000 0,030 0,182
20 pM ZVAD 60d 1 <0,001 | <0,001
50 pM ZVAD 30d 1 1,000
50 pM ZVAD 60d 1

Anlamlilik degerleri ¢oklu testler i¢in Dunn’s Bonferroni diizeltmesi ile ayarlanmigtir.
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Tablo 4.6. zVAD uygulamasiin OA’l1 kondrositlerde gruplar arasi ¢oklu karsilastirmalara iligkin anlamlilik

degerleri

Kontrol | Kontrol | 10 pM 10 pM 20 pM 20 pM 50 pM 50 pM

30d 60d |ZVAD 30d[ZZVAD 60dZVAD 30dZVAD 60dZVAD 30d[ZVAD 60d

Kontrol 30d 1 0,348 1,000 <0,001 1,000 0,009 0,506 1,000
Kontrol 60d 1 0,298 1,000 0,052 1,000 <0,001 1,000
10 pM ZVAD 30d 1 <0,001 1,000 0,007 0,586 1,000
10 pM ZVAD 60d 1 <0,001 1,000 <0,001 0,006
20 pM ZVAD 30d 1 <0,001 1,000 1,000
20 pM ZVAD 60d 1 <0,001 0,057
50 pM ZVAD 30d 1 0,113
50 pM ZVAD 60d 1

Anlamlilik degerleri ¢oklu testler i¢in Dunn’s Bonferroni diizeltmesi ile ayarlanmistir.

OA’li kondrositlerde ise 20 pM ZVAD 30 dk grubunun OD 6l¢iim diizeyi 20 uM ZVAD
60 dk grubuna gore anlamli diizeyde diisiiktiir (p<0,001). 20 uM ZVAD 60 dk grubunun OD
Ol¢ciim diizeyi 50 uM ZVAD 30 dk grubuna gore anlamli diizeyde yiiksektir (p<0,001). Diger

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamastir (p > 0,05).
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Sekil 4.5. Saglikli ve OA’l1 kondrositlerde zZVAD uygulamasi hiicre canliligi degerlerinin karsilastirilmasi
(p<0,05%*; p<0,01**; p<0,001***; p<0,0001****)

ZVAD uygulamasinin osteoartritli hiicrelerin canliligina doz ve siireye bagli olarak
farkli etkileri oldugu goriilmektedir. Diisiik ve orta doz (10-20 pM) ZVAD uygulamalarinin
belirli stirelerde hiicre canliligini artirabilecegi (apoptoz baskilayici etkisinin oldugu) ancak

yiiksek dozda veya uzun siireli uygulamada hiicresel stres yaratabilecegi goriilmektedir. Elde
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ettigimiz veriler ve literatiir verilerinden de yola ¢ikarak 2 saatlik 20 uM uygulama yapilmasina

karar verilmistir.

4.2.3 Nekrostatin 1 doz ve siire analizleri

Tablo 4.7. Saglikli ve OA’l1 kondrositlerde Nekrostatin-1 uygulamasinin farkli doz ve siirelerdeki ortalama

degerleri
Zaman Ort£s.s. Medyan (Min.-Mak.) p
30 dk ,836+,065 ,871 (,731-,908)
Kontrol
60 dk ,700£,072 ,692 (,590-,878)
30 dk ,925+,054 ,907 (,874-1,042)
20 uM Nekrostatin
60 dk ,926+,055 ,929 (,832-1,017)
Saglikli <0,001
30 dk ,898+,069 ,889 (,795-1,008)
30 uM Nekrostatin
60 dk ,866+,062 ,867 (,780-,981)
30 dk ,893+,052 ,876 (,810-,973)
50 uM Nekrostatin
60 dk ,837+,050 ,841 (,723-,906)
30 dk ,909+,066 ,936 (,735-,970)
Kontrol
60 dk ,872+,092 ,878 (,658-1,055)
30 dk ,913+,034 ,908 (,860-,975)
20 uM Nekrostatin
60 dk ,953+,071 ,973 (,731-1,009)
Osteoartrit <0,001
30 dk ,980+,048 ,976 (,902-1,102)
30 uM Nekrostatin
60 dk ,985+,106 1,018 (,667-1,113)
30 dk 1,042+,038 1,047 (,940-1,089)
50 uM Nekrostatin
60 dk ,977+,096 ,964 (,736-1,172)

Saglikli kondrositlerde Nekrostatin uygulamasinda OD o6lgiim diizeyi istatistiksel

olarak anlaml diizeyde farklilik géstermektedir (p <0,001). Anlaml1 farkliliklar Tablo 4.8. ve

Tablo 4.9. ve Sekil 4.6.’da verilmistir.
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Tablo 4.8. Nekrostatin-1 uygulamasmin saglikli kondrositlerde gruplar arasi ¢oklu karsilastirmalara iliskin

anlamlilik degerleri

Kontrol | Kontrol 20pM | 20pM | 30pM | 30pM | SOpM | S50 pM
NekrostatNekrostatNekrostatNekrostatNekrostatNekrostat

30d 60d in30d | in60d | in30d | in60d | in30d | in 60d

Kontrol 30d 1 0,076 0,055 0,059 1,000 1,000 1,000 1,000

Kontrol 60d 1 <0,001 | <0,001 | <0,001 | 0,004 | <0,001 | 0,157

20 pM Nekrostatin 30d 1 1,000 1,000 0,624 1,000 0,025

20 pM Nekrostatin 60d 1 1,000 0,660 1,000 0,027

30 pM Nekrostatin 30d 1 1,000 1,000 0,809

30 pM Nekrostatin 60d 1 1,000 1,000

50 pM Nekrostatin 30d 1 1,000
50 pM Nekrostatin 60d 1

Anlamlilik degerleri ¢oklu testler i¢in Dunn’s Bonferroni diizeltmesi ile ayarlanmistir.

Tablo 4.9. Nekrostatin-1 uygulamasimin OA’l1 kondrositlerde gruplar arasi ¢oklu karsilastirmalara iliskin

anlamlilik degerleri

KonsdW Kontrat 20pM | 20pM | 30pM | 30pM | S0pM | 50 pM
NekrostatNekrostatNekrostatNekrostatNekrostatNekrostat
v & in30d | in60d | in30d | in60d | in30d | in 60d
Kontrol 30d 1 1,000 1,000 0,996 0,183 0,032 | <0,001 | 0,250
KKontrol 60dk 1 1,000 0,076 0,008 | <0,001 | <0,001 | 0,012
20 pM Nekrostatin 30d 1 0,428 0,066 0,009 | <0,001 | 0,092
20 pM Nekrostatin 60d 1 1,000 1,000 0,067 1,000
30 pM Nekrostatin 30d 1 1,000 | 0,4361 1,000
30 pM Nekrostatin 60d 1 1,000 1,000
50 M Nekrostatin 30d 1 0,325
50 pM Nekrostatin 60d 1

Anlamlilik degerleri ¢oklu testler i¢in Dunn’s Bonferroni diizeltmesi ile ayarlanmistir.
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Sekil 4.6. Saglikli ve OA’l1 kondrositlerde Nekrostatin-1 uygulamast hiicre canlilif1 degerlerinin karsilagtirilmasi

(p<0,05%; p<0,01%*; p<0,001***; p<0,0001**+*)

Saglikli hiicrelerde, 20-30 uM dozlarinda 30-60 dakika siireyle uygulandiginda hiicre
canlilig1 lizerinde belirgin olumlu etkiler gostermistir (p<0.001, Tablo 4.7). 50 uM dozunda ise
canlilikta diislis gozlenmistir. OA kondrositlerde, 30 uM Necrostatin-1, en yiiksek hiicre
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canliligi seviyesini saglamistir (p<0.001). Daha yliksek dozlarda ise bu etkinin azaldigi

goriilmiistiir. Sonug olarak elde ettigimiz veriler ve literatiir verileri de dikkate alinarak 2 saatlik

30 uM uygulama yapilmasina karar verilmistir.

Gruplar olusturulduktan sonra belirlenen dozlarda uygulamalar yapilmis ve elde edilen

sonuglar analiz edilmistir (Tablo 4.10).

Tablo 4.10. Uygulama yapilan gruplarda saptanan ortalama degerler

(0]}
Grup p
Ort. £s.s. Medyan (Min.-Mak.)
Kontrol 1,1736+,0964 1,1835 (0,994-1,432)
25mM Taurin 24saat (T) 1,31234,1263 1,3425 (0,732-1,511)
20uM ZVAD 2saat (Z) 1,1468+,0743 1,1515 (0,945-1,346)
30uM Necl 2 saat (N) 1,1846+,1690 1,213 (0,609-1,44)
25 mM Taurin 24s+20pM ZVAD 2s (T+Z) 1,2008+,2126 1,2695 (0,634-1,468) <0,001

25 mM Taurin 24 saat+30pM Necl 2 saat
(T+N)

1,3114+,1561

1,354 (0,864-1,517)

25 mM Taurin 24s+20pM ZVAD2s+30uM
Necl 2s(T+Z+N)

1,2308+,0812

1,2315 (1,022-1,406)

Kruskal Wallis Tek Yonlit ANOVA Testi

OA’li kondrositlerde uygulama gruplarindaki hiicre canliliklar1 karsilagtirildiginda

istatistiksel olarak anlamli diizeyde farkliliklar saptanmistir (Tablo 4.11. ve Sekil 4.7,

(p<0,001).

Tablo 4.11. OA’li kondrositlerde uygulama gruplari hiicre canliligi goklu karsilagtirmalara iligkin anlamlilik

degerleri
Taurin+Z
Taurin+ Taurin+
Kontrol Taurin ZVAD Necl VAD+Nec
ZVAD Necl .
Kontrol 1 <0,001 1,000 1,000 0,057 <0,001 0,405
Taurin 1 <0,001 <0,001 0,016 1,000 0,001
ZVAD 1 0,121 <0,001 <0,001 0,006
Necl 1 1,000 <0,001 1,000
Taurin+ZVAD 1 0,026 1,000
Taurin+Necl 1 0,002
Taurin+tZVAD+Ne .
cl

Anlamlilik degerleri ¢oklu testler icin Bonferroni diizeltmesi ile ayarlanmistir.
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Sekil 4.7. OA’l1 kondrositlerde hiicre canliligi degerlerinin karsilastiriimast (p<0,05*; p<0,01**; p<0,001***;
p<0,0001%***)

OA’li kondrosit kontrol grubunun hiicre canliligi, Taurin ve Taurin+Necl gruplarindan
anlamli olarak diisiik bulunmustur (p<0,001). Taurin, tek basina veya Necl ile uygulandiginda,

hiicre canliligini artiric1 bir etkiye sahiptir. Bu bulgular nekroptozun OA’li kondrositlerin

Oliimiinde etkili oldugunu belirten ¢alismalar ile uyumludur.

25mM 24 saat Taurin (T) uygulamasimin hiicre canlilig; Z, N, T+Z ve T+Z+N
gruplarindan anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur. Taurin, tek basina uygulandiginda, diger

gruplara kiyasla hiicre canliligini en fazla artiran uygulama olarak goriinmektedir.

20p 2 saat Z-VAD-FMK uygulamasinin hiicre canliligi, T+Z, T+N ve T+Z+N

gruplarindan anlaml diizeyde diisiik bulunmustur. Necl ve T+Z gruplariin hiicre canliligi,
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T+N grubundan anlamli diizeyde diisiik bulunmustur. Bu bulgu nekroptozun baskilanmas ile
taurin uygulamasmin tek basina nekroptoz baskilanmasindan daha etkili oldugunu
gostermektedir. TaurintNecl grubunun hiicre canlilii, TaurintZVAD+Necl grubundan
anlamli diizeyde yiliksek bulunmustur (p=0,002). ZVAD'in Taurin+Necl kombinasyonuna

eklenmesi, hiicre canliligin1 azaltmstir.

Taurin, bu ¢alismada hiicre canliligini artiran en etkili madde olarak 6ne ¢ikmaktadir.
Hem tek basina hem de Necl ile kombinasyon halinde hiicre canliligini anlamli diizeyde
artirmistir. Buna ek olarak tek basina ZVAD-FMK ve tek basina Necl uygulamalari kontrole
gore anlamli bir azalis gostermezken taurin ile kullanildiginda OA’li kondrositlerin hiicre
canlili1 kontrole gére T+Z uygulamasinda arttig1 T+N uygulamasinda ise anlamli olarak artt1g1

goriilmektedir.

4.3 Ters Transkripsiyonlu Kantitatif Ger¢cek Zamanh PZR(RT-qPCR) Bulgular1

Bu tez calismasinda taurinin osteoartrit patogenezi tizerindeki etkisini ve bunun otofaji/
apoptoz/nekroptoz ile iligkisini gdstermek amaciyla olusturulan deney gruplarinda otofaji
belirteci Beclinl ve p62 (SQSTMI1, Sequestosome-1), nekroptoz belirteci Receptor-interacting
serine/threonine-protein kinase 3 (RIP3), apoptoz belirteci Bcl-2-associated X protein (Bax) ve
B-cell leukemia/lymphoma 2 protein (Bcl-2) ve kondrosit yapisal geni aggrecanin
ifadelenmelerine bakilmistir. Referans gen olarak aktin B kullanilarak gen ifadelenmelerindeki

kat artis degisiklikleri incelenmistir.

Tablo 4.12. Saglikli kondrositlerde ACAN gen ifadelenmesi ortalama ve medyan degerlerin karsilagtirilmasi

ACAN
Ort. £ s.s. Medyan (Min.-Mak.) P
Taurin 1,17+,56 0,91 (0,79-1,82)
ZVAD 1,17+4,11 1,14 (1,07-1,29)
Grup Necl 0,81+,16 0,74 (0,69-0,99) 0,013
T+Z 0,38+,07 0,37 (0,32-0,45)
T+N 0,59+,24 0,7 (0,32-0,75)
T+Z+N 0,11+,02 0,12 (0,09-0,12)

Saglikli kondrositlerde ACAN ifadelenme diizeyi gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik dostermistir (p=0,013). Taurin ve Zvad gruplarinin dlgiim diizeyi T+Z, T+Z+N
gruplarindan anlamh diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0,05). Benzer olarak NECI1’de ki
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ifadelenme diizeyi T+Z+N grubundan anlamli diizeyde yiiksektir (Tablo 4.12, Sekil 4.8.).
Saglikli kondrositlerde hiicre 6liim yolaklari inhibisyonu yaninda taurin uygulamasinin

kondrosit yapisal 6zelligini bozdugu diistintilmektedir.

ACAN
t 3
I Xk I
| %
2.0- | *'
|«
1.5
5] T
3 1.0
<I
N
0.5 ' i
0.0- : ﬂ =
S W© O VS S

Sekil 4.8. Saglikli kondrositlerde ACAN gen ifadelenmesi qRT-PCR Kkat artis1

Tablo 4.13. OA’li kondrositlerde ACAN gen ifadelenmesi ortalama ve medyan degerlerin karsilagtiritlmasi

ACAN
Ort. £ s.5. Medyan (Min.-Mak.)
Taurin ,252+,059 ,223 (,213-,320)
ZVAD-FMK ,256+,092 ,234 (,176-,357)
Necl ,320+,132 ,366 (,171-,423)
Grup
T+Z , 181,033 ,176 (,150-,216)
T+N ,222+,070 ,224 (,151-,291)
T+Z+N ,218+,060 ,211 (,163-,281)
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OA’li kondrositlerde ACAN ifadelenme diizeyinin gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik yoktur. (p=0,494) (Tablo 4.13, Sekil 4.9.).
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Sekil 4.9. OA’li kondrositlerde ACAN gen ifadelenmesi qRT-PCR kat artis1

Ancak, nekropitozun inhibe edildigi OA’li kondrositlerde (Necl ve T+N) aggregan
ifadelenmesi diger uygulama gruplarina gore daha yiiksek bulunmustur. Bunun nedeninin
Necl’in Adams5 ifadelenmesini durdurmasi oldugu diisiiniilmektedir. Adams5 baskilanmasi
aggregan degredasyonunu azaltacagindan Necl uygulanilan gruplarda aggregan ifadelenmesi

yiiksek bulunmustur.

Tablo 4.14. Saglikli kondrositlerde RIPK3 gen ifadelenmesi ortalama ve medyan degerlerin karsilastiriimasi

RIPK3
Ort. £+ s.5. Medyan (Min.-Mak.) P
Taurin 1,06+,43 0,81 (0,81-1,56)
ZVAD 1,63+,37 1,8 (1,2-1,87)
Grup Necl 1,59+,27 1,58 (1,33-1,86) 0,023

T+Z 0,62+,08 0,63 (0,54-0,69)
T+N 0,9+,27 0,93 (0,61-1,16)
T+Z+N 0,63+,09 0,68 (0,52-0,69)
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Saglikli kondrositlerde RIPK3 ifadelenme diizeyi gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik géstermistir (p=0,023). ZVAD ve NECI1 gruplarinda RIPK3 ifadelenme diizeyi
T+Z, T+Z+N gruplarindan anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0,05) (Tablo 4.14, Sekil
4.10.).
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Sekil 4.10. Saglikli kondrositlerde RIPK3 gen ifadelenmesi qRT-PCR analizi kat artis1 (p<0,05*)

Tablo 4.15. OA’li kondrositlerde RIPK3 gen ifadelenmesi ortalama ve medyan degerlerin karsilagtirilmasi

RIPK3
Ort. £s.s. Medyan (Min.-Mak.) P
Taurin ,539+,121 ,493 (,448-,676)
ZVAD ,432+,150 ,367 (,325-,603)
Grup Necl ,456+,185 ,514 (,249-,605) 0,018
T+7 ,2524,042 ,241 (,217-,298)
T-+N ,240+,082 ,223 (,167-,329)
T+Z+N ,236+,064 ,226 (,178-,305)
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OA’li kondrositlerde RIPK3 ifadelenme diizeyi taurin grubunda, T+Z, T+N ve T+Z+N
gruplarina goére anlamli diizeyde yiiksektir (p<0,05) (Tablo 4.15, Sekil 4.11.). RIPK3,
nekroptoz siirecinin temel diizenleyicilerinden biridir ve hiicre 6liimiiniin tipi ile inflamatuar
yanitlarin belirlenmesinde kritik bir rol oynar. Buna ek olarak apoptoz nekroptoz arasi
konusmada dnemli rolii bulunmaktadir. Ozellikle, kaspaz-8 enzimi aktif oldugunda, RIPK1 ve
RIPK3'li inhibe ederek nekroptozu engeller ve hiicreyi apoptoza ydnlendirir. Kaspaz-8'in
inhibe edildigi veya eksik oldugu durumlarda ise (Z-VD-FMK uygulamasi), RIPK3 araciligiyla
nekroptozis indiiklendigi bilinmektedir. RIPK3 gen ifadelenme diizeyi en yiiksek taurin
uygulanan grupta goriilmektedir. Bu da taurinin tek basina RIPK3 inhibisyonunda etkili
olmadigina isaret eder. Ancak T+Z, T+N ve T+Z+N gruplarindaki RIPK3 ifadelenmesinde
goriilen azalma taurinin hiicre 6liim inhibitorlerinin etkisini arttirict yonde hareket ettigini

gostermektedir.
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Sekil 4.11. OA’li kondrositlerde RIPK3 gen ifadelenmesi qRT-PCR analizi kat artig1 (p<0,05%)
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Tablo 4.16. Saglikli kondrositlerde BAX ve BCL2 gen ifadelenmeleri ortalama ve medyan degerlerin

karsilastirilmasi
BAX BCL2
Ort. £ s.s. Medyan (Min.-Mak.) Ort. +s.5. Medyan (Min.-Mak.)

Taurin 1,08+,56 0,76 (0,76-1,73) 1,46+,69 1,16 (0,97-2,25)
ZVAD 1,37+,32 1,48 (1,01-1,62) 2,32+,47 2,58 (1,78-2,6)
Necl 1,14+,25 1,03 (0,96-1,43) 1,61+,33 1,76 (1,24-1,85)
T+Z 0,36+,03 0,37 (0,33-0,39) 0,77+,04 0,77 (0,73-0,82)
T+N 0,24+,07 0,25 (0,16-0,3) 0,81+,28 0,88 (0,5-1,04)
T+Z+N 0,42+,09 0,41 (0,34-0,51) 0,56+,02 0,56 (0,55-0,59)

p 0,012 0,016

Saglikli kondrositlerde BAX ve BCL2 ifadelenme diizeyleri gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir farklilik dostermistir (p=0,012; p=0,016). BAX’1n Taurin, ZVAD ve NEC1
uygulamalarinda ifadelenme diizeyi T+N grubundan anlamli yiliksek bulunmustur (p<0,05).
Benzer olarak ZVAD ifadelenme diizeyi T+Z grubundan anlamh diizeyde yiiksektir. BCL2 nin
Taurin, ZVAD ve NECI1 uygulamalarindaki ifadelenme diizeyi T+Z+N grubundan anlamli
diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0,05). Ek olarak ZVAD grubu T+Z ve T+N gruplarindan da
yliksek bulunmustur (Tablo 4.16, Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Saglikli kondrositlerde BAX ve BCL2 gen ifadelenmesi qRT-PCR analizi kat artig1 (p<0,05%*;
p<0,01**)
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BAX ve BCL2 apoptoz siirecinde kritik rol oynayan proteinlerdir. BAX pro-apoptotik
bir protein olup, mitokondriyel dig membranin gecirgenligini artirarak sitokrom ¢ salinimina
ve hiicre 6liimii kaskadmin baslatiimasima neden olur. Ote yandan, BCL2 anti-apoptotik bir
proteindir ve BAX’m etkisini inhibe ederek hiicreyi apoptotik uyarilara karsi korur.
Proapoptotik Bax ve antiapoptotik Bcl2 genleri ifadelenme diizeyleri uygulama yapilan
gruplarda incelenmistir (Tablo 4.17, Sekil 4.13). Bax ifadelenmesi beklenildigi iizere Z, T+Z
ve T+Z+N gruplarinda taurin uygulamasina gore anlamli olarak diisiis gdstermektedir. Ancak
buradaki 6nemli bulgu Bax ifadelenmesi T+Z grubunda Z, T+N ve T+Z+N gruplarina gore
anlamli derecede daha az bulunmasidir. Bel2 ifadelenmesi beklenildigi iizere en yiiksek Z
grubunda gosterilmistir. Bununla birlikte T+Z, T+N ve o6zellikle T+Z+N uygulamalarinda

BCL2 ifadelenmesi en alt seviyededir.

Tablo 4.17. OA’li kondrositlerde BAX ve BCL2 gen ifadelenmesi ortalama ve medyan degerlerin karsilagtirilmasi

BAX BCL2
Ort. £+ s.5. Medyan (Min.-Mak.) Ort. +s.s. | Medyan (Min.-Mak.)
Taurin ,580+,069 ,543 (,538-,660) ,518+,005 ,518 (,514-,523)
ZVAD ,424+.128 ,363 (,337-,570) ,6524,112 ,618 (,561-,776)
Necl ,452+,170 ,543 (,256-,557) ,552+,240 ,561 (,307-,787)
T+Z ,221+,011 ,218 (,211-,233) ,310+,033 ,309 (,277-,343)
T+N ,352+,098 ,318 (,276-,463) ,2124,024 ,204 (,192-,238)
T+ZAN ,329+,057 ,344 (,266-,378) ,269+,040 251 (,241-,315)
p 0,019 0,017

63



BAX BCL2

_ * % %k '
0.8 | - 1.0- I_*I
‘ —
064 | I 0.8
O -
g © 0.6+ I
d 04+ g —
Y s, 0.4-
0.2
0.2
0.0 T T 1 0.0 T I I
&8 AL 13(\‘ $$ AL 13‘\;

Sekil 4.13. OA’l1 kondrositlerde BAX ve BCL2 gen ifadelenmesi qRT-PCR analizi kat artis1 (p<<0,05%;
p<0,01**)

BAX/BCL2 oran1 apoptozun belirteci olarak kullanilan 6nemli bir biyobelirtegtir. OA
patogenezinde artmis Bax/Bcl2 oram1  kondrositlerin - apoptoz seviyesinin  arttigini
gostermektedir. Bax/Bcl2 oraninin en yiiksek seviyesinin T+N ve ikinci yliksek seviyenin
T+Z+N grubunda gormekteyiz. Bu bulgudan yola ¢ikarak nekroptozun inhibe edildigi
kosullarda taurinin hiicrenin bulundugu kosullara apoptoz ile cevap vermesini destekledigini

soyleyebiliriz. (Sekil 4.14., Sekil 4.15.)
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Sekil 4.14. Saglikli kondrositlerde Bax/Bcl2 ifadelenme oranlar1
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Sekil 4.15. OA’li kondrositlerde Bax/Bcl2 ifadelenme oranlari
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Tablo 4.18. Saglikli kondrositlerde BECN1 ve SQSTMI1 gen ifadelenmeleri ortalama ve medyan degerlerin

karsilastirilmasi
BECNI1 SQSTM1
Ort. +s.s. Medyan (Min.-Mak.) | Ort. +s.s. |Medyan (Min.-Mak.)
Taurin 1,08+,53 0,79 (0,76-1,69) 1,08+,65 0,79 (0,64-1,83)
ZVAD 1,81+,37 1,95 (1,4-2,09) 1,25+,52 1,07 (0,84-1,83)
Necl 1,82+,41 1,61 (1,55-2,3) 1,02+,17 0,97 (0,88-1,21)
T+Z 0,61+,07 0,58 (0,57-0,69) 0,44+,06 0,43 (0,4-0,51)
T+N 0,88+,32 0,93 (0,55-1,17) 0,64+,22 0,74 (0,38-0,78)
T+Z+N 0,77+,15 0,78 (0,62-0,92) 0,41+,06 0,43 (0,34-0,46)
p 0,039 0,028

Saglikli kndrositlerde BECN1 ve SQSTMI ifadelenme diizeyleri gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir farklilhik déstermistir (p=0,039; p=0,028). ZVAD ve NECI gruplarinda
BECNI ifadelenmesi T+Z, T+Z+N gruplarindan anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur
(p<0,05). Benzer olarak SQSTM’in ZVAD ve NECI1 gruplarinda ifadelenmesi T+Z, T+Z+N
gruplarindan anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (Tablo 4.18, Sekil 4.16).

BECN1
*
* SQSTM
* *
2.5 x 2.0 o x
- - - = P
M *
2.0 I - P
& 15 5 ]
g 3 1o0-
2 ?
| IF I ﬂ CIRLAOAR
0.0- T T T 0.0- | |
S W© O S S S W© O S S

Sekil 4.16. Saglikli kondrositlerde BECN1 ve SQSTMI1 gen ifadelenmesi qRT-PCR analizi kat artig1 artigi
(p<0,05%)
66



Tablo 4.19. OA’li kondrositlerde BECN1 ve SQSTMI1 gen ifadelenmesi ortalama ve medyan degerlerin

karsilastirilmasi

BECNI SQSTM1
Ort. +s.s. Medyan (Min.-Mak.) | Ort. £s.s. |Medyan (Min.-Mak.)
Taurin| ,681+,105 ,660 (,588-,796) ,459+,041 ,437 (,434-,507)
ZVAD | ,547+,154 ,468 (,448-,724) ,524+,100 ,549 (,413-,609)
Necl ,470+,187 ,568 (,254-,588) ,469+,258 A57 (,217-,732)
T+Z ,418+,043 401 (,386-,467) ,357+,042 ,354 (,316-,401)
T+N ,364+,088 ,342 (,289-,460) ,343+,086 ,338 (,260-,431)
T+Z+N| ,334+,044 ,316 (,300-,384) ,380+,133 ,378 (,248-,514)
p 0,021 0,067

BECNI1 (Beclin-1) otofajinin indiiklenmesinde dnemli bir rol oynarken, SQSTM1 (p62)
otofaji ile yikilan bir protein olup otofaji aktivitesinin bir gostergesi olarak kabul edilir. qRT-
PCR ile uygulama yapilan gruplarda bu iki genin ifadelenme seviyeleri incelendi. BECN1’in
ifadelenmesi Taurin grubunda, T+N ve T+Z+N gruplarina gére anlamli diizeyde diisiiktiir
(p=0,038, p=0,019). Hiicre oliimlerinin inhibe edildigi gruplarda BECNI’in ifadelenme
seviyelerinin (T+Z: 0,418, T+N: 0,364, T+Z+N: 0,334), 6zellikle T+Z+N grubunda en diisiik
seviyede olup, bu kombinasyonun otofaji aktivitesini Onemli Ol¢lide azalttigin

diistindiirmektedir.

T+Z, T+N ve T+Z+N uygulamalarinda SQSTM1 (p62) diizeyleri tek basina yapilan
uygulamalardan daha disiiktiir (T+Z: 0,357, T+N: 0,343, T+Z+N: 0,380). p62 seviyesinin
diisiik olmas1 genellikle otofajinin aktif ¢alistigini gosterir. Ancak burada hem Beclin-1 hem de
p62 azalmis durumda, bu da otofajinin hem baglatilmasinda hem de ilerleyisinde bir azalma
oldugunu gosterebili. ZVAD ve Nec-1 otofaji silirecini degistirmis olabilir, ancak
baskilanmanin en belirgin oldugu kombinasyon gruplarinda otofaji daha fazla inhibe olmus

gibi goriinmektedir (Tablo 4.19, Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. OA’l1 kondrositlerde BECN1 ve SQSTMI1 gen ifadelenmesi qRT-PCR analizi kat artis1 artig1 (p<0,05*)

4.4 Western Blot Analizi Bulgulan

Bu tez ¢alismasinda taurinin osteoartrit patogenezi lizerindeki etkisini ve bunun otofaji/

apoptoz/nekroptoz ile iliskisini gdstermek amaciyla olusturulan deney gruplarinda kondrosit

belirteci Col2A1, otofaji ile iliskili proteinler olan LC3I/II, p62 ve Beclin 1 ile apoptoz ile

iliskili Kaspaz 3 ve Parpl protein ifadelenme diizeylerindeki degisimler Western Blot yontemi

kullanilarak incelenmistir.

Tablo 4.20. OA’li kondrositlerde Col2A1 protein diizeylerinin karsilastiriimasi

Col2A1
Ort. +s.s. Medyan (Min.-Mak.)

Kontrol 1,025+,130 1,025 (,895-1,156)
Taurin ,969+,014 ,969 (,955-,983)

7ZVAD 1,015+,168 1,015 (,847-1,184)

Grup Necl ,995+,248 ,995 (,747-1,243) 0,914

T+Z 1,020+,181 1,020 (,839-1,201)
T+N 1,264+,568 1,264 (,697-1,832)
T+Z+N 1,009+,025 1,009 (,984-1,035)
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OA’li kondrositlerde uygulama yapilan gruplarda COI2A1 ifadelenme seviyesi arasinda

istatistiksel acidan anlamli bir fark gostermemektedir. (Tablo 4.20, Sekil 4.18).

Collagen2 Kat degisimleri

Sekil 4.18. OA’li kondrositlerde Col2A1 Western Blot analizi
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Tablo 4.21. Saglikli kondrositlerde PARP1, Kaspaz 3 protein diizeylerinin karsilastirilmasi

Parpl Kaspaz 3
Ort. £ s.s. Medyan (Min.-Mak.) Ort. £s.s. Medyan (Min.-Mak.)

Kontrol 1,11£,13 1,11 (0,98-1,24) 0,95+,06 0,95 (0,88-1,01)
Taurin 1,05+,19 1,05 (0,86-1,24) 0,89+,02 0,89 (0,87-0,91)
ZVAD 0,96+,14 0,96 (0,82-1,1) 1,25+,13 1,25 (1,12-1,38)
Necl 1,05+,18 1,05 (0,87-1,23) 0,87+,08 0,87 (0,79-0,96)
T+Z 0,84+,33 0,84 (0,5-1,17) 1+,11 1(0,88-1,11)
T+N 0,94+,04 0,94 (0,9-0,98) 1,12+,14 1,12 (0,99-1,26)
T+Z+N 1,04+,06 1,04 (0,98-1,1) 1,04+,07 1,04 (0,97-1,11)

] 0,559 0,027
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Kontrol Grubu

1

2. Taurin Grubu

3. Z-vad Grubu

4 Necrostatinl Grubu

5 Taurin + Z-vad Grubu

6. Taurin + Necrostatinl Grubu

7 Taurin + Z-vad + Necrostatinl Grubu

Sekil 4.19. Saglikli kondrositlerde PARP1 ve Kaspaz 3 Western Blot analizi

Saglikli kondrositlerde uygulama yapilan gruplar arasinda PARPI ifadelenme seviyesi
istatistiksel agidan anlamli bir fark gostermemektedir (p=0,559). Saglikli kondrositlerde
uygulama yapilan gruplar arasinda Caspase3 ifadelenme seviyeleri arasinda istatistiksel agidan
anlaml1 bir fark bulunmustur (p=0,027). Zvad grubunda Caspase3 ifadelenme seviyesi 6l¢iimii
Taurin ve Nec1 gruplarina gore anlamli diizeyde yiiksek bulunmusgtur. T+N grubunda Caspase3
ifadelenme seviyesi Ol¢limii Necl 6l¢iimiine gore yiiksek bulunmustur (p<0,05) (Tablo 4.21.,

Sekil 4.19.).

70



Tablo 4.22. OA’li kondrositlerde PARP1, Kaspaz 3 protein diizeylerinin karsilastirilmast

Parpl Kaspaz 3
Ort. £ s.s. Medyan (Min.-Mak.) Ort. £s.s. Medyan (Min.-Mak.)

Kontrol ,96+,29 ,96 (,67-1,25) 970,125 1,013 (,829-1,069)
Taurin 1,17+,18 1,17 (,99-1,35) ,974+,057 1,003 (,909-1,011)
ZVAD 1,18+,17 1,18 (1,01-1,36) ,962+,231 1,007 (,712-1,167)
Necl ,85+,01 ,85 (,84-,86) ,847+,304 ,097 (,646-1,197)
T+Z 1,25+,18 1,25 (1,06-1,43) 1,196,151 1,186 (1,051-1,352)
T+N ,89+,05 ,89 (,83-,94) 1,369+,408 1,228 (1,050-1,829)
T+Z+N ,83+,31 ,84 (,53-1,14) 1,007+,336 ,944 (,706-1,369)

Y 0,082 0,295

OA’de kondrositlerin dejenerasyonu ve kikirdak yikimiyla iliskili oldugu gosterilmis
olan PARPI, DNA hasar onariminda kritik bir enzimdir ve hiicre stresi, inflamasyon ve
apoptoz, parthanatos gibi farkli hiicre 6liimii mekanizmalariyla baglantilidir. Caspase-3’iin
aktif oldugu durumlarda, PARP1’1 keser ve hiicrede apoptoz yoniinde ilerleyen bir 6lim

devreye girer.

OA’li kondrositlerde uygulama yapilan gruplar arasinda PARP1 ifadelenme seviyesi
istatistiksel agidan anlamli bir fark gostermemektedir (p=0,082). Ancak PARP1’in N, T+N ve
T+Z+N ifadelenme degerleri diger uygulama gruplarina gore diisiik gozlenmistir. Apoptozun
baskilandigi uygulamalarda PARP1 seviyesinin diger gruplara gore daha ytiksek ¢ikmas1 ZVD-
FMK ’nin bir kaspaz inhibitdrii olmasi ve Caspase3’li inhibe etmesinden dolay1 kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Buna ek olarak PARP1’in parthanatos gibi rol aldig1 diger 6liim yolaklar ile
iliskili rolii de bir diger faktor olabilir.

OA’li kondrositlerde uygulama yapilan gruplar arasinda Caspase3 ifadelenme seviyesi
istatistiksel agidan anlamli bir fark gostermemektedir (Tablo 4.22., Sekil 4.20.). N grubunda
en diisik degerdeyken T+N grubunda en yiiksek degere ulasmasi ortamda bulunan taurinin

hiicreyi apoptoz yoniinde ilerlettigi tahmin edilmektedir.
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Sekil 4.20. OA’li kondrositlerde PARP1 ve Kaspaz 3 Western Blot analizi
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Tablo 4.23. Saglikli kondrositlerde Beclin, Lc3b, p62 protein diizeylerinin karsilastirilmasi

Beclinl Lc3b p62
Ort. £ s.s. Medyan Ort. £ s.5. Medyan Ort. £ s.8. Medyan
(Min.-Mak.) (Min.-Mak.) (Min.-Mak.)

Kontrol 0,97+,14 0,97 (0,83-1,12) 1,16+,14 1,16 (1,02-1,3) 1,084,00 1,08 (1,08-1,08)
Taurin 1,3£,07 1,3 (1,23-1,37) 1,09+,04 1,09 (1,05-1,13) 1,154,12 1,15 (1,03-1,28)
Zvad 1,114,08 1,11 (1,03-1,19) 1,114,19 1,11 (0,92-1,31) 1,054,08 1,05 (0,97-1,13)
Necl 0,8+,09 0,8 (0,71-0,9) 0,774,05 0,77 (0,72-0,83) 0,94+,04 0,94 (0,9-0,98)
T+Z 1,27+,44 1,27 (0,82-1,71) 1,22+,31 1,22 (0,9-1,53) 1,134,19 1,13 (0,94-1,31)
T+N 0,97+,09 0,97 (0,88-1,06) 0,94+,07 0,94 (0,88-1,01) 1,124,06 1,12 (1,06-1,18)
T+Z+N 1,024,12 1,02 (0,9-1,14) 0,974,18 0,97 (0,8-1,15) 0,65+,26 0,65 (0,39-0,91)
P 0,042 0,033 0,003

Saglikli kondrositlerde uygulama yapilan gruplar arasinda Beclinl, Lc3b ve p62 ifadelenme

seviyeleri istatistiksel agcidan anlamli bir fark gostermektedir (sirasiyla p=0,041, p=0,033,

p=0,003). Necl grubunda Beclinl ifadelenme seviyesi Taurin, Zvad ve T+Z gruplarina gore

anlaml1 diizeyde diisiik bulunmustur. Benzer olarak Necl grubunda Lc3b ifadelenme seviyesi

kontrol, Taurin, Zvad ve T+Z gruplarina gore anlamli diizeyde diisiik bulunmustur. T+Z+N

grubunda p62 ifadelenme seviyesi 0l¢limii diger saglikli gruplara gore anlamli diizeyde diisiik

bulunmustur (Tablo 4.23., Sekil 4.21.).

73




2.0- *
5 « 1
g £ 1.5 —1]
E &
o o)
> 3 101 WO
T )
= ©
S X
-— e -
E °3 0.5
%) |
[
@ 0.0- T | |
AT TR
0" &\
& < 4'0 00 &x «x x
1.5 % %

1 2 34567

—— - Beclinl (52 kDa)
T G e G e —— P62 (47kDa)

T i S =S s S Lc3b (15 kDa)

1.0

0.5-
e e e ——_ Actin (42kDa)

Kontrol Grubu

Taurm Grubu

Z-vad Grubu

Necrostatinl Grubu

Taurin + Z-vad Grubu

Taurin + Necrostatinl Grubu

Taurin + Z-vad + Necrostatinl Grubu

p62 Kat degisimleri
°
o
|

|_|

gl I—
|_|
g
|_|

X
Y
IO h da Lo D e

Sekil 4.21. Saglikli kondrositlerde Beclinl, LC3B, p62 Western Blot analizi (p<0,05*; p<0,01**)
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Tablo 4.24. OA’li kondrositlerde Beclin, Le3b, p62 protein diizeylerinin karsilastirilmasi

Beclin Le3b p62
Ort. + 5.5, Medyan (Min.- Ort. % 5. Medyan (Min.- Ort. 4 5. Medyan (Min.-
Mak.) Mak.) Mak.)
Kontrol | 1,075+,050 {1,075 (1,025-1,125)]  1,00+,18 1,00 (,83-1,18) ,924,18 92 (,74-1,11)
Taurin ,9704,064 | ,970 (,906-1,035) ,80+,02 ,80 (,78-,82) 1,11+,06  |1,11 (1,04-1,17)
ZVAD ,8534,117 | ,853 (,736-,970) ,994,06 ,99 (,92-1,05) ,86+,00 ,86 (,86-,87)
Necl ,756+,109 | ,756 (,647-,865) ,86+,18 ,86 (,68-1,05) ,99+,05 ,99 (,93-1,04)
T+Z 1,1324,079 1,132 (1,054-1,211) 1,25+,18 1,25 (1,07-1,43) ,97+,32 ,97 (,64-1,29)
T+N 1,480+,475 1,480 (1,005-1,955)|  1,04+,09 1,04 (,95-1,13) 1,21£,14 1,21 (1,07-1,34)
T+Z+N | 1,043+,163 | 1,043 (,880-1,207) 1,18+,20 1,18 (,98-1,38) ,92+,04 ,92 (,88-,96)
p 0,027 0,049 0,084

Tablo 4.25. Beclin 1 protein diizeylerinin gruplar arasi ¢oklu karsilagtirmalara iliskin anlamlilik degerleri

Taurint+
Taurin+ | Taurint+
Kontrol | Taurin | ZVAD Necl ZVAD+
ZVAD Necl
Necl
Kontrol 1 1,000 1,000 0,030 1,000 1,000 1,000
Taurin 1 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
ZVAD 1 1,000 0,021 0,018 1,000
Necl 1 0,007 0,006 1,000
Taurin+ZVAD 1 1,000 1,000
Taurin+Necl 1 1,000
Taurin+ZVAD+N .
ecl
Anlamlilik degerleri ¢oklu testler i¢in Bonferroni diizeltmesi ile ayarlanmigtir.
Bu tez c¢alismasinda OA’li kondrositlerde taurinin farkli Oliim inhibitorleri

uygulamalar1 sonrasinda otofaji mekanizmasi tizerindeki etkinligini incelemek ana hedeflerden

birisidir. Bu nedenle otofaji siirecini degerlendirmek i¢in otofajinin baglatilmasinda kritik bir

protein olan Beclinl, otofaji vezikiillerinin (otofozomlarin) olusumunda rol oynayan ve

otofajinin aktifligini gdsteren LC3II ve otofaji sirasinda degradasyona ugrayan, azalmasi
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otofajinin aktif oldugunu, artmasi ise otofaji yikiminin azaldigini gdsteren p62 (SQSTMI)

secilmistir

OA’li kondrositlerde uygulama yapilan gruplar arasinda Beclinl ifadelenme seviyesi
en distk degeri N uygulamasinda elde edilirken en yiiksek diizeyi T+N uygulamasinda
goriilmiistlir. Buna ek olarak kontrol, Z ve kontrol, N arasindaki azalma istatistiksel olarak
anlamlidir. Z uygulama grubunda Beclinl ifadelenme diizeyi, T+Z ve T+N uygulama
gruplaria gore anlaml diizeyde diisiik bulunmustur (p=0,021, p=0,018) (Tablo 4.24, Tablo
25).

OA’li kondrositlerde Lc3b ifadelenme seviyesinde istatistiksel agidan anlamli bir
farklilik gozlenmemistir (p=0,049). Taurin uygulanan grupta Lc3b ifadelenme diizeyi, T+Z
uygulama grubuna gore anlamli diizeyde diisikk bulunmustur (p=0,05). p62 ifadelenme
diizeyleri arasinda istatistiksel agidan anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p=0,084). Ancak
p62 Z uygulama grubu ifadelenme diizeyi diger gruplara gore diisiik gdzlenmistir (Tablo 4.25,
Sekil 4.22). Elde edilen bu bilgiler taurinin tek basina otofaji lizerinde bir etkisi olmadigin
ancak apoptoz inhibe edildiginde hiicrelerin otofaji mekanizmasimi daha aktif kullanma
yoniinde davrandigini diislindiirmektedir. Benzer etki nekroptoz inhibisyonunda da s6z konusu
olmakla birlikte otofajinin son noktasi olan kargonun degredasyon asamasinda bir inhibitor

etkinin oldugu diisiiniilmektedir.
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Beclin1 Kat degisimleri

p62 Kat degisimleri
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Sekil 4.22. OA’li kondrositlerde Beclinl, LC3B, p62 Western Blot analizi (p<0,05*; p<0,01**)
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5. TARTISMA

Programlanmis hiicre 6liimii viicudun gelisiminde 6nemli bir rol oynar ve hastaliklarin
gelismesini Onlemek i¢in homeostaziyi korur. Apoptoz ve nekroptoz gibi hiicre tarafindan
kontrollii bir sekilde yiiriitiilen hiicre 6liimlerinin ¢ok sayida kronik hastaligin gelisimini
diizenledigi gosterilmistir (107). Osteoartrit (OA), asama asama ilerleyen, kronik dejeneratif
bir hastaliktir. Birden fazla faktoriin sebep oldugu OA yapisal hasar ve fonksiyonel bozukluklar
sonucu olarak ortaya ¢ikar ve eklemlerin tiim kisimlarindaki yapilarinda goriilebilir (108).
Farkli hiicre 6liimii tiplerinin OA gelisimi tizerindeki etkisi giincel bir aragtirma konusudur. Bu
calismalardan elde edilecek sonuglar 6nemli tedavi stratejilerinin gelistirilebilecegi konusunda
umut vaad etmektedir.

Taurin (2-aminoetan siilfonik asit), ¢ogu memeli dokusundaki bulunan serbest amino
asitlerden biridir. Taurinin, antioksidan, anti-enfeksiyon, anti-inflamasyon, ozmoregiilasyon,
kan basincinin diizenlenmesi, ndromodiilasyon, kalp fonksiyonunun korunmasi, néroendokrin
aktivitenin diizenlenmesi ve bagisiklik sisteminin diizenlenmesi dahil olmak iizere hem insan
hem de hayvan fizyolojisinde ¢esitli fonksiyonlar1 oldugu bilinmektedir (2). Buna ek olarak
taurinin yukaridaki islevlerinin dokuya 6zgii olmadig1 ve anti-apoptozis ve anti-oksidasyon
etkilerinin taurinin sitoprotektif aktiviteleri i¢in 6nemli oldugu da bildirilmistir. Ancak, taurinin
anti-OA etkileriyle ilgili az sayida calisma bulunmaktadir.

Bu calismadaki amacimiz, taurinin ve OA'nin patogenezinde Onemli rolleri oldugu
gosterilen otofaji/apoptoz/nekroptoz lizerindeki etkilerini ortaya koymaktir.

OA’l1 kondrositlerde apoptozu engelleyen ve apoptozu indiikleyen yeni biyolojik ve
farmasotik ajanlarin gelistirilmesi, OA'da izlenen kikirdak dejenerasyonunun geciktirilmesi
veya durdurulmasi i¢in potansiyel bir tedavi yontemidir (24). Bu konuda yapilan ¢alismalarda
farkli molekiillerin kondrosit 6liimii ve kikirdak dejenerasyonu tizerindeki etkisi arastirilmigtir.
Gastrodin ve paeoninin, BAX/BCL-2/caspase-3 sinyal yolunu diizenledigi, ayn1 zamanda
Gastrodinin NF-xB yolunu inhibe ederek IL-1p kaynakli kondrosit apoptozunu engelledigi
gosterilmistir (109, 110). Nesfatin-1’in, kondrositlerde IL-1B kaynakli NF-xB, MAPK ve
BAX/BCL-2 sinyal yollarinin aktivasyonunu inhibe ederek anti-apoptotik bir rol oynadig:
saptanmistir (111). Adrenomedullinin, sigir eklem kondrositlerinde Fas reseptoriinii modiile
ederek kondrosit apoptozunu azalttigi gosterilmistir (112). Preklinik caligmalarda dogal
bilesikler, antioksidanlar, ilaglar ve miRNA dahil olmak iizere cesitli bilesiklerin kondrosit

apoptozunu hafiflettigi ve dnledigi gosterilmistir.
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Su anda, potansiyel bir hedef olarak apoptoz alani hala preklinik asamadadir, ¢ilinkii
preklinik bulgular1 klinik bir ortama dontistiirmek, giivenlik endiseleri, dozaj optimizasyonu,
denek se¢imi, ¢aligma tasarimi ve mevceut sinirli finansman gibi faktorler oldugu i¢in karmasik
ve zordur. Bu nedenle, giiniimiizde dogal bilesiklerin kullanimi tercih edilmektedir; dogal
bilesikler genellikle kolay erisilebilir ve uygun maliyetlidir, ayrica daha az yan etki ile veya hig
yan etki olmadan osteoprotektif ve kondroprotektif yetenekler gosterdigi kanitlanmustir (113).
Bununla birlikte, bu dogal bilesiklerin kondrosit apoptozu ve OA progresyonundaki etki
mekanizmalarini tam olarak anlamak ve klinik ortamlardaki potansiyel etkinliklerini ve
giivenliklerini belirlemek i¢in daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir (17). Biz de bu durumu géz
oniinde bulundurarak taurinin bu amagla kullanilabilecegi hipotezi ile ¢calismamizi tasarladik.

Daha 6nce literatiirde yapilan ¢aligmalar incelendiginde taurinin antioksidan aktivitesiyle
yakindan iligkili olarak, hiicresel islevlerin korunmasina yardimci oldugu ve apoptozu
diizenledigi gosterilmistir. Patolojik durumlarda taurinin, farkli sinyal yolaklarmmi modiile
ederek ER stresini hafifletebildigi ve bdylece ER stres aracili apoptozu inhibe ettigi
belirtilmistir. Ek olarak, toksik ajanlarin (tertbiitil hidroperoksit, akrilamid ve arsenik)
indiikledigi apoptozu inhibe ettigi gosterilmistir (114-116). Bu siiregte fosfatidilinozitol 3-
kinaz/Akt yolunu aktive eder ve NF-kB'nin niikleer translokasyonunu engelledigi bildirilmistir.
Literatiirde, taurinin osteosit benzeri hiicreleri reaktif oksijen tiirleri (ROS) tarafindan
tetiklenen hiicre Oliimiine karsi1 korudugu gosterilmistir (117). Taurin, ayrica kronik stres
nedeniyle dolagimdaki yiiksek kortikosteroid seviyelerine bagli olarak néronal hiicre Sliimiinii
engeller; bu siiregte ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinaz (ERK) ve Nrf2 pozitif olarak
diizenlenir (118). Bu nedenle, taurinin oOzellikle glokom tedavisi icin potansiyel bir
noroprotektif ajan oldugu 6ne siiriilmiistiir (119). Taurin ayrica, obezite kaynakli alkol dis1 yagl
karaciger hastalig1 ve alkol kaynakli hiicre 6liimiiniin tedavisi i¢in potansiyel bir terapotik ajan
olarak oOnerilmistir (120, 121). Sonug olarak, taurinin inme, miyokard enfarktiisii, iskemi-
reperfiizyon hasari, ateroskleroz, karaciger hastaliklari, diyabet, geriatrik hastaliklar ve kanser
dahil olmak iizere bir¢ok hastalik {izerinde olumlu etkileri gosterilmistir (122).

OA'da nekroptozun rolii ve mekanizmalari lizerine aragtirmalar giderek artan bir ilgi alan1
haline gelmistir (36). Oksidatif stres ve sitokin iiretimi, nekroptoz ile kikirdak yikimi arasindaki
iliskiye isaret eder. TNF ve RIPK1/RIPK3 aracili programlanmis nekroz, kikirdak yikimini
hizlandirir. Apoptoz baskilandiginda, programlanmis nekroz yolu giiclenir. TRIM24-RIP3
ekseni, MLKL'den bagimsiz bir sekilde RIP3"in kikirdak tizerindeki islevlerini diizenler. RIP1,
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uygun sinyallerle yalnizca nekroptozu degil, ayn1 zamanda apoptozu da tetikleyebilir. Cheng
ve ark., OA hastalarinin ve sigan modellerinin kikirdaklarinda RIP1 ekspresyonunun arttigini
ve intraartikiiler RIP1 asir1 ekspresyonunun OA semptomlarini tetiklemek icin yeterli oldugunu
gostermistir (56). Bununla birlikte, RIP3 ve RIPK1'in kikirdaktaki fizyolojik ve patolojik
rollerinin hala arastirilmasi gerekmektedir (62). Nekrostatin-1 (Nec-1), RIPK1 aktivitesini
giiclii bir sekilde inhibe eder ve hem travmatik hem de kimyasal olarak indiiklenen hiicre
oliimiinii biiytik 6l¢iide azaltir. Bu durum, pro-inflamatuar mediyatdrlerin salinimini azaltarak
OA tedavisinde yeni bir yon sunar (123). Nec-1 ve amilorid, kondrositlerde ASIC1a aracili
apoptozu engeller ve eklem kikirdagi hasarii azaltir (124). Nec-1s (Nec-1’in daha stabil bir
formu, NST-1 s), RIPKI1, RIPK3 ve MLKL gibi nekroptozu diizenleyen faktorlerin
ekspresyonunu durdurarak nekroptozu engeller ve sinoviyal membranda inflamatuar
faktorlerin seviyesini azaltir, bdylece OA'nin ilerlemesini yavaslatir (125). AZ-628, kondrosit
nekroptozunu inhibe ederek OA tedavisinde kullanilabilir: NF-kB sinyal yolunu inhibe eder,
RIPK3'i aktive eder, otofaji, MAPK ve NF-«B yollarini baskilar. Osteoklast aktivitesini azaltir,
iltthaplanmay1 hafifletir ve kikirdak yikimimi engeller (126). DCC-2036, RIPK1 ve RIPK3'i
dogrudan inhibe edebilen ¢ok hedefli bir kinaz inhibitoriidiir: Nekroptotik hastalik aktivitesini
engeller, inflamatuar yaniti baskilar ve kondrositleri korur (106). Nimesulidin kondrosit
fenotipi ve nekroptoz iizerindeki etkilerinin RT qPCR ve Western blot ile incelendigi bir
calismada nimesulidin kondrositlerde nekroptozu azaltarak OA'y1r hafifletebilecegi
dogrulanmistir (127). Sonug olarak, nekroptozun OA'nin patogenezi ve ilerlemesinde 6nemli
bir rol oynadig1 gosterilmistir. RIPK1, RIPK3 ve MLKL'yi hedef alan inhibitorler, OA
tedavisinde umut vadeden stratejiler sunar. Gerek in vitro gerek in vivo caligsmalar, bu
inhibitdrlerin hem inflamasyonu hem de hiicresel 6liimii azalttigin1 ve OA'nin ilerlemesini
yavaglatabilecegini gostermektedir. Bu mekanizmalarin daha iyi anlasilmasi, daha etkili ve
hedefe yonelik tedavilerin gelistirilmesine olanak saglayacaktir (62).

Taurinin nekroptoz tizerine etkisini gosteren ¢alismalar literatiirde oldukga sinirli sayidadir.
Khodayar ve ark., Valproik asit ile hepatotoksisite indiiklenen farelerde taurinin oksidatif stres,
apoptoz ve RIPKI1/RIPK3/MLKL aracili nekroptoz sinyali iizerindeki koruyucu etkisini
arastirmiglardir. Bulgular, taurinin RIPK1/RIPK3/MLKL'nin aracilik ettigi nekroptoz sinyal
yolunu inhibe ederek ve oksidatif stres ve apoptozu baskilayarak karaciger dokusunu valproik
asit toksisitesine karsi korudugunu gostermektedir (128). Yin ve ark., taurinin Klebsiella

enfeksiyonunun neden oldugu enflamasyonu ve hasar1 hafiflettigini; bunun altinda yatan
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mekanizmanin, nekroptozun taurin tarafindan kismen inhibe edilmesiyle ilgili olabilecegini
ortaya koymuslardir (129).

Yao ve arkadaslari, OA kikirdaginin kurkumin gibi bitkisel biyoaktif bilesiklerle
tedavisinin otofajinin aktivasyonu, kondrosit apoptozunun inhibisyonu ve proteoglikan
kaybinin azalmas1 ve Mankin skorunun iyilesmesi ile gosterildigi gibi kikirdak bozulmasinda
azalma ile sonu¢landigini gostermistir (130). Lee ve arkadaglar1 toplamda 25 in vitro ve in vivo
calismayi analiz ettikleri derleme ¢alismada otofajinin yasli/ OA’l1 kondrositlerde veya OA'nin
IL1B ile indiiklendigi C28/I2 hiicre hattindaki roliinli aragtirmistir. On iki ¢alisma otofaji
aktivasyonunun kondrositleri OA'dan korudugunu bildirmistir. Bu bulgularla tutarli olarak, alt1
calisma otofajinin inhibisyonunun OA kondrositleri i¢in sitotoksik oldugunu bildirmistir.
Dolayistyla, bu sonuglar otofajinin OA gelisimini Onlemedeki roliinii vurgulamistir. Buna
karsilik, geri kalan yedi ¢alisma otofajinin aktivasyonunun veya inhibisyonunun sirastyla OA
gelisimi veya dnlenmesi ile iliskili oldugunu géstermistir; bu da otofaji aktivasyonunun OA
kondrositlerinde otofajiye bagli hiicre oliimiine de yol agabilecegini diisiindiirmektedir.
Bulgular, otofajinin osteoartrit gelisimindeki roliiniin karmasik dogasini1 vurgulamakta ve kesin
stireglerini ve potansiyel terapotik uygulamalarini agikliga kavusturmak igin ek arastirmalarin
gerekliligini vurgulamaktadir (131).

Literatiire bakildiginda, farkli dokularda taurin-otofaji iliskisi c¢alistlmistir. Taurin
tedavisinin, okratoksin-A kaynakli nefrotoksisitede apoptozu hafiflettii ve PK-15
hiicrelerinde tetiklenen otofajiyi inhibe ettigi gosterilmistir (95). Bir baska ¢alismada, taurinin
lipid birikimini azaltmaktan ziyade otofajik-CTSB-NLRP3 inflamasyon yolunu inhibe ederek
arsenik trioksitin neden oldugu karaciger inflamasyonunu hafiflettigi belirtilmistir (96). Fare
Leydig tiimor hiicrelerinde oksidatif stres, otofaji, apoptoz ve testosteron seviyesi iizerindeki
etkisinin arastirildigi bir ¢alismada taurinin otofajiyi indiikledigi ve tiimor hiicrelerinde
apoptozu baskiladig1 gosterilmistir (97). Sun ve ark. ¢alismasinda taurinin kalsiyum okzalat
nefrolitiazisinin tedavisinde potansiyel bir kullanim alani olabilecegini belirtmistir (132).
Taurinin mTOR, NRF2, AMPK / mTOR ve PPARY yolu yoluyla hepatositler dahil olmak tizere
bircok memeli hiicresinde otofajiyi inhibe ettigi bulunmustur (98, 99, 133, 134). Bununla
birlikte, taurinin gestasyonel diyabetik mellitus sigan modelinde karaciger otofajisini ve
yavrularin yaralanmasini azalttigi gosterilmistir (11).

Taurinin sitoprotektif fonksiyonlar1 i¢in anti-apoptoz ve antioksidan &zellikleri esastir.

Onceki ¢aligmalar taurinin ER stresi kaynakli apoptozu engelledigini ve akciger hasari, inme
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ve norodejeneratif hastaliklara karst korudugunu dogrulamistir (135-137). Taurinin osteoartrit
iizerine olan etkileri ile ilgili olarak literatiirde ¢alismalar bulunmaktadir. Liu ve ark., taurinin
insan eklem kondrositlerinin ¢ogalmasi ve fenotipinin korunmasi {izerindeki etkisini hiicre
cogalmasi, morfolojisi, canliligi ve kikirdaga 6zgii mRNA ve proteinlerin ekspresyonunu
analiz ederek arastirmislardir. Kondrositler insan eklem kikirdagi dokularindan izole edilmistir.
Sonuglar, taurinin kondrosit biiyiimesini etkili bir sekilde destekledigini ve aggrecan, kolajen
tip II ve SOX9 dahil olmak iizere kikirdaga ozgii belirtegler icin mRNA'larin goreceli
ekspresyon seviyelerinde onemli artiglara neden oldugunu gostermistir. Aggrecan kikirdaga
0zgii bir proteoglikandir ve SOX9 kondrojenik bir transkripsiyon faktoriidiir. Buna karsilik,
kondrosit dediferansiyasyonu i¢in bir belirte¢ olan kolajen tip I'in mRNA ekspresyonu, taurin
ile tedavi edilen hiicrelerde Onemli Olglide azalmistir, bu da taurinin kondrosit
dediferansiyasyonunu inhibe ettigini gostermektedir. Bu calisma, taurinin kondrositlerin
proliferasyonunun tesvik edilmesinde ve fenotipinin korunmasinda etkili oldugunu ortaya
koymaktadir. Tiim taurin gruplar1 arasinda en yliksek hiicre proliferasyonu 30 pg/ml
konsantrasyonda elde edilmistir. Sonuglar, taurinin o6zellikle 30 pg/ml konsantrasyonda
kondrosit biiylimesini kolaylastirdigini gostermistir (138). Taurinin, oksidatif strese duyarli
miR-146a ve miR-34a'nin ekspresyon seviyelerini degistirerek kondrosit apoptozunu azalttigi
gosterilmistir (139). Bian ve arkadaslari, taurinin insan OA {izerindeki olasi koruyucu
islevlerini incelemek i¢in taurin tedavisinin ER stresiyle iliskili apoptozu azaltarak OA'e kars1
koruma saglayabilecegi hipotezini ortaya atmislardir. Bunu belirlemek igin, total diz
replasmani yapilan 24 OA hastasindan kikirdaklar izole ederek taurin kullannminin H202 ile
uyartlan OA hastas1 kaynakli kondrositler {izerinde anti-apoptotik etkileri oldugunu
gostermislerdir. Taurin tedavisi, Col2A1 ekspresyonunun yukari regiilasyonu ve ER stres
belirteglerinin ekspresyonlarinin asagi regiilasyonu ile kanitlandigi gibi, ER stres yolunu
baskilayarak kondrosit canliligini arttirmis ve kondrosit apoptozunu inhibe etmistir. Boylece,
sonuclar taurinin umut verici bir OA terapétik ajan1 oldugunu gostermistir (12). Yine ayni
sekilde deneysel sican modellerinde taurinin OA patogenezine olas1 katkisini ve altta yatan
mekanizmalart gostermeyi amaglamislardir. Bu amagla, OA sigan modelleri olusturulmustur.
OA siganlari, ameliyattan sonra 14 hafta boyunca kuyruk veninden enjeksiyon yoluyla farkli
dozlarda taurin ile tedavi edilmistir. Sonug¢ olarak, taurin uygulamasmin siganlarda OA
semptomlarinin alevlenmesini 6nemli 6l¢iide 6nledigini gostermislerdir. Histopatolojik analiz,

taurin tedavisinin matriks kaybim1 ve kikirdak dejenerasyonunu doza bagli bir sekilde
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engelledigini gostermistir. Ayrica, western blot analizi, taurinin OA si¢an kikirdaginda matriks
metalloproteinaz-3 (MMP-3) ve C/EBP Homolog Protein (CHOP) proteininin ekspresyonunu
carpict bir sekilde azalttigin1 géstermistir (2). Sonug olarak taurin ER stresini modiile ederek
ve ER aracili apoptozu azaltarak osteoartriti (OA) hafifletebilir (122).

Literatiirde in vitro calismalarda taurinin farkli dozlar1 kullanilmistir. Zhao ve arkadaslari,
pankreas B-hiicrelerinde endoplazmik retikulum stresine taurinin etkisini inceledikleri
caligmalarinda, taurin konsantrasyonundaki artigla birlikte hiicre canliliginin 6nce arttigini,
sonra azaldigint ve 30 mM taurinin en iyi etkiye sahip oldugunu gostermistir (140). Yin ve
arkadaglarinin ¢alismasinda EpH4-Ev hiicreleri 4 saat boyunca 70mM taurin ile muamele
edilmis ve ardindan Klebsiella ile enfekte edilmistir (129). Daha 6nce, 4 saat boyunca 70 mM
taurin ile 6n kosullamanin, meme epitel hiicrelerinde ciddi iltihaplanma, hasar ve 6liime neden
olan Streptococcus Uberis enfeksiyonunu onemli Ol¢iide hafifletebildigini gostermislerdir
(141). Yang ve arkadaslari, taurinin nukleus pulposus hiicrelerinde ER stresiyle iliskili
apoptozu azalttigin1 gosterdikleri caligmalarinda hiicreleri tedavi etmek i¢in artan dozlarda
taurin kullanmistir. <40 mM konsantrasyonlarda hicbir sitotoksik etki gézlenmemistir (142).
Bian ve arkadaslari, taurinin osteoartritli hastalardan alinan kondrositlerde endoplazmik
retikulum stresi iizerine etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda kondrositleri 24 saat boyunca 0-
35 mM taurin ile muamele etmis ve veriler 0-25 mM taurinin kondrosit canlilig1 {izerinde
belirgin bir etkisi olmadigini, 30 mM veya 35 mM taurinin ise kondrositlerin hayatta kalma
yilizdesinde 6nemli bir azalmaya neden oldugunu gostermistir. Bu nedenle, sonraki deneyler
i¢cin 25 mM taurin se¢ilmistir (12).

Chen ve arkadaslar1 IL-18 (36 saat boyunca 20 ng/ml) ile muamele edilen sigan
kondrositlerinde, PLCy1'in U73122 (12 saat boyunca 2 uM) ile inhibisyonu ile, kikirdak
matriks bilesenleri Col2A1 ve Aggrecan seviyelerini ve ekspresyonunu arttigini
gostermislerdir. IL-1 8+ U73122 ile muamele edilmis kondrositlerin apoptoz (Z-VAD, 10 uM)
ve nekroptoz (Nec-1, 30 uM) inhibitorleriyle kombine muamelesi, Col2A1 ve Aggrecan
seviyeleri ve ekspresyonundaki artiglart arttirmis ve hiicre oliimii ve ROS seviyelerindeki
artiglar1  Onlemistir. Bu sonuglar, PLCylinhibisyonunun kondrosit apoptozisi ve
nekroptozisinin hedefe yonelik inhibisyonu ile birlestirilmesi halinde OA tedavisi i¢in uygun
bir yaklagim olabilecegi yoniindedir (61).

Col2Al, eklem kikirdaginda yogun olarak bulunan ve kikirdak dokusunun yapisal
biitiinliigiinii saglayan 6nemli bir proteindir. Bu proteinin bozulmasi, MMP ve ADAMTS gibi
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enzimlerin aktivasyonu ile iliskilidir. Bu enzimler, ekstraseliiler matrisi (ECM) pargalayarak
IL-1B ve TNF-a gibi sitokinlerin salinimini tetikler ve bu da kondrosit apoptozunu artirir (24).
Ayrica, Col2A1'ni bozulmasi, kaspaz bagimsiz hiicre 6liimii mekanizmalarindan biri olan
nekroptoza yol agabilir. Bunun aksine, Col2A1’in korunmasi, nekroptoza karst koruma
saglayarak kikirdak dokusunun biitiinliigiinii siirdiirebilir. Col2A1'nin kaybi, oksidatif stresin
artmasina da neden olabilir. Oksidatif stres ise kondrositlerde apoptozu tetikleyen 6nemli bir
faktordiir (77). Calismamizda en yiiksek Col2A1 protein ifadelenme diizeyini T+N uygulama
grubunda elde ettik. Her ne kadar gruplar arasinda anlamli bir farklilik ¢ikmamis olsa da bu
veri literatiir bilgileri ile uyumludur. Buna ek olarak Necl yaninda taurinin Col2A1l
ifadelenmesinde 6nemli bir katki yarattigin1 gérmekteyiz.

Aggrekan, kikirdak ekstraseliiler matriksinde bulunan biiyiik bir proteoglikan olup, su
tutma kapasitesi sayesinde dokunun mekanik dayanikliligini korur. Bu o6zellik, kikirdagin
basinca karsi direng gostermesini saglayarak eklemlerin saglikli islevini siirdiirmesine yardimci
olur (61). Aggrekanin bozulmasi, kikirdak dokusunun mekanik 6zelliklerini kaybetmesine ve
kondrositlerin strese karsi savunmasiz hale gelmesine neden olur. Bu siireg, ADAMTS ve MMP
enzimlerinin aktivasyonu ile iliskilidir ve ekstraseliiler matriksin par¢alanmasina, kondrosit
Oliimiine yol agabilir. Ayrica, aggrekan kaybi oksidatif stresi artirarak enflamatuar yaniti
tetikleyebilir. Enflamasyon sonucunda IL-1p ve TNF-a gibi sitokinler salinir, bu da kondrosit
apoptozunu hizlandirir. Aggrekanin korunmasi, otofajiyi destekleyerek hiicre Oliimiini
engelleyebilir. Aksi takdirde, bozulmasi nekroptoz gibi kaspaz bagimsiz hiicre Oliimii
mekanizmalarini tetikleyebilir. Nekroptoz 6zellikle yogun enflamasyon ve mekanik stres
altinda ortaya ¢ikar. Aggrekan biitiinliiglinlin korunmasi, nekroptoza karsi koruma saglayarak
kikirdak dokusunun stabilitesini siirdiirebilir (78). ADAMTSS, OA kondrositlerde aggrekan
yikimina neden olan enzimlerden biridir ve kikirdak dejenerasyonunda kritik rol oynar. NF-
kB, ADAMTSS'In transkripsiyonel aktivitesini artiran bir faktordii. Buna ek olarak
ADAMTSS ekspresyonu, IL-1f ve TNF-a gibi pro-inflamatuar sitokinler tarafindan
indiiklenebilir. Nec-1’in dogrudan ADAMTSS ekspresyonunu inhibe ettigine dair kanit
olmamakla birlikte Nec-1’in RIPK1 inhibisyonu yoluyla NF-kB aktivitesini baskilamas1 ve
inflamatuar sitokin seviyelerini diistirmesi ADAMTSS5 ekspresyonunu azaltabilecegi
diistintilebilir (143). Buna bagh olarak aggregan degredasyonu azalacaktir. Calismamizda en
yiiksek aggregan ifadelenme seviyesinin N uygulama grubunda bulunmus olmasi bu hipotezi

dogrular nitelikdedir.
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Calismamiz, Taurin'in OA’li kondrositlerde hiicre canliligini artirdigini géstermektedir.
Apoptoz inhibitérii ZVAD'in ve nekroptoz inhibitérii Nec-1’in eklenmesi hiicre canliligi
tizerinde bir etki yaratmazken hiicre 6liimlerinin inhibe edildigi kosullarda taurinin eklenmesi
canlilik tizerinde 6zellikle T+N uygulama grubunda anlamli bir etki yaratmistir. Bu bulgu bize
OA’li kondrositlerin 6liim mekanizmalarinda nekroptozun daha etkili bir mekanizma
olabilecegini diisiindiirmektedir. Buna ek olarak taurinin nekroptoz baskilanmasi siirecinde
daha etkili oldugu bir baska bulgumuzdur. 20uM, 2 saat ZVAD-FMK uygulamasinda hiicre
canliligi, T+Z, T+N ve T+Z+N gruplarina oranla anlamli derecede diisiik bulunmustur.
ZVAD'in, Taurin+Nec-1 kombinasyonuna eklenmesi hiicre canlilif1 tizerinde benzer bir etki
yaratmistir (p=0,002). Taurin tek basina etkili olmasma ragmen, ZVAD’in eklendigi
kombinasyonlarda hiicre canliligi {izerinde olumsuz bir etki yaratmasinin apoptozun
engellendigi durumlarda otofaji veya nekroptoz mekanizmalarini bozarak hiicre canliligini
azaltiyor olabilecegini diistinmekteyiz.

Sonug olarak calismamizda literatiir verileri ile uyumlu olarak OA’l1 kondrositlerde
taurinin tek basina giiclii hiicre koruyucu etkiye sahip oldugunu gosterdik. Buna ek olarak,
nekroptoz inhibisyonu taurin ile 6nemli bir hiicre koruyucu etki yaratirken taurin ile apoptoz
inhibisyonunun tek basma etkili olmadig1 goriilmektedir. ZVAD'in eklenmesi, beklenenin
aksine hiicre canliligim1 diisiirmektedir. Bu bulgular, OA’de nekroptozun ana hiicre 6lim
mekanizmasi oldugunu desteklemektedir. Ancak apoptozun inhibe edilmesinin hiicre {izerinde
koruyucu bir etkisi olmadig1 gdzlemlenmistir. Bunun nedeni olarak apoptoz otofaji arasindaki
denge oldugunu diisiinmekteyiz. Ayrica kullanilan apoptoz inhibitorii Z-VAD-FMK kaspaz
inhibitérii oldugundan ve bazi kaspazlarin 6zellikle kaspaz -8’in apoptoz ile birlikte hem
otofajide hem nekroptozda da fonksiyon gosterdiginden apotozun engellenmesi ile diger hiicre
6lim yolaklarinadaki aktivite azalig/artiginin bu bulgularin ¢ikmasinda etkili olmus olacagini
diisiinmekteyiz.

RIPK3, nekroptoz siirecinin dnemli diizenleyicilerinden biridir ve hiicre 6liimiiniin tipi ile
inflamatuar yanitlarin belirlenmesinde kritik bir rol oynar. Buna ek olarak apoptoz nekroptoz
aras1 konugsmada 6nemli rolii bulunmaktadir. Calismamizda qRT-PCR bulgularimizda RIPK3
ifadelenme diizeyi taurin grubunda, T+Z, T+N ve T+Z+N gruplarina goére anlamh diizeyde
yliksektir bulunmustur (p<0,05). Bu da taurin’in dogrudan RIPK3’li inhibe etmedigini ve
nekroptoz siirecini tamamen baskilamadigini gdsteriyor. Ancak hiicre 6liim inhibitorleriyle

(ZVAD ve Nec-1) birlikte kullanildiginda, nekroptozun baskilanmasint destekledigini
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sOyleyebiliriz. Kaspase-8 aktif oldugunda RIPK1 ve RIPK3’ii inhibe ederek nekroptozu
durdurur ve hiicreyi apoptoza yonlendirir. Kaspase-8 inhibe edildiginde (ZVAD uygulamasi),
RIPK3 devreye girerek nekroptozu tetikler. Taurin’in Caspase-8 iizerinden dogrudan bir
etkisinin olup olmadig1 heniiz bilinmemekle birlikte ZVAD ve Nec-1 ile kombinasyon halinde
RIPK3 seviyesinin diistiigii goriiliiyor. Sonug olarak bulgularimiz taurinin hiicre 6liim siiregleri
iizerinde destekleyici ancak dogrudan baskilayici olmayan bir rolii olabilecegini
gostermektedir.

BAX ve BCL2, apoptoz siirecinde temel rol oynayan iki 6nemli proteindir. BAX, pro-
apoptotik 6zellik gostererek mitokondriyel dis membranin gegirgenligini artirir, bu da sitokrom
C salinimi tetikleyerek hiicre 6liim stirecini baglatir. Buna karsilik, BCL2 anti-apoptotik bir
protein olup BAX’1n etkisini baskilayarak hiicreyi apoptotik uyarilara karst koruma islevi
goriir. Caligmamizda, bu iki genin ekspresyon seviyeleri uygulama gruplari arasinda
karsilastirilmistir (Tablo 4.17, Sekil 4.13). Beklentilere uygun sekilde, Bax ekspresyonunun Z,
T+Z ve T+Z+N gruplarinda, Taurin uygulanan gruba kiyasla belirgin sekilde azaldig:
gbézlemlenmistir. Bununla birlikte, T+Z grubunda Bax seviyesinin Z, T+N ve T+Z+N
gruplara gore anlamli derecede daha diisiik olmas1 dikkat ¢ekici bir bulgudur. BCL2 nin
ekspresyon diizeyi beklendigi gibi en yiiksek Z grubunda saptanmistir. Ancak T+Z, T+N ve
ozellikle T+Z+N gruplarinda BCL2 ekspresyonunun en diisiik seviyede oldugu goriilmiistiir.
Bu bulgu BCL2’nin sadece apoptoz degil ayni zamanda Beclin-1 ile etkileserek apoptoz otofaji
dengesinin kurulmasindaki roliinden kaynaklaniyor olabilecegini diistinmekteyiz. Bcl-2
azalmasi1 apoptoz belirteci olabilecegi gibi otofaji aktivitesindeki artisi da gosteriyor olabilir.
Bu bilgiyi destekler bulgularimiz western blot sonug¢larimizda goriilmektedir. Beclin ve LC3B
ifadelenme seviyeleri T+Z, T+N ve T+Z+N uygulama gruplarinda diger gruplara gore daha
fazladir.

PARPI1, osteoartritik (OA) kondrositlerin dejenerasyonu ve kikirdak kaybiyla iliskili olan
onemli bir enzimdir. Hiicre stresine yanit olarak DNA hasarimi onarmada rol alirken,
inflamasyon ve hiicre 6liimii mekanizmalarinda da aktif olarak yer almaktadir. Ozellikle
apoptoz ve parthanatos gibi farkli hiicre 6liim yollarinda etkili oldugu bilinmektedir. Caspase-
3 aktivasyonu gerceklestiginde, PARP1 proteolize ugrayarak hiicre apoptoza yonelirken,
caspase-3 baskilandiginda ise hiicre Oliimii alternatif yollara kayabilmektedir. Sun ve
arkadaslari, insan kondrosit kiiltiirlinde in vitro osteoartrit (OA) modelinde yaptiklari

calismada, IL-1P’nin kondrosit canliligini azalttigin1 ve hiicre apoptozunu artirdigini
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gostermistir. Ayrica, IL-1p'nin PARP-1 ekspresyonunu ve aktivitesini artirdigi, ancak PARP-
I’in inhibe edilmesiyle bu inflamatuar yanitin azaldig1 belirlenmistir. Bu sonuglar, PARP-1
inhibisyonunun insan kondrositlerinde anti-OA etkiler gosterebilecegini ortaya koymustur
(31).

Calismamizda, OA’li kondrositlerde uygulama yapilan gruplar arasinda PARP1
ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (p=0,082). Ancak Nec-1
(N), Taurin + Nec-1 (T+N) ve Taurin + ZVAD + Nec-1 (T+Z+N) gruplarinda PARP1
seviyelerinin diger gruplara kiyasla daha diisiik oldugu belirlenmistir. Apoptozun inhibe
edildigi Z ve T+Z kosullarinda, PARP1 seviyelerinin daha yiiksek olmasi, ZVAD-FMK’nin
Caspase-3 aktivitesini baskilayarak apoptoz siirecini engellemesinden kaynaklaniyor olabilir.
Bunun yani sira, PARP1’in parthanatos gibi kaspazdan bagimsiz hiicre 6liim yollarinda rol
oynamasi da bu duruma katki saglayan bir etken olabilir.

Buna ek olarak, Caspase-3 ekspresyonu agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark tespit edilmemistir (Tablo 4.22, Sekil 4.20). Caspase-3 seviyesinin en diisiik
Nec-1 (N) grubunda goriilmesinin sebebi Nec1’in kaspaz 3’iin kesilmesini engellemesi olabilir
(144). Buna ek olarak en yliksek seviyenin Taurin + Nec-1 (T+N) grubunda gézlemlenmesi,
Taurin’in hiicreyi apoptoza yonlendiren bir etkiye sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu tez arastirmasinda, OA’li kondrositlerde taurin’in otofaji siirecine etkisini, farkli
hiicre 6lim inhibitorleri ile kombinasyon halinde degerlendirmek amaclanmistir. Otofaji
mekanizmasini daha iyi anlamak igin, siirecin farkli asamalarinda gorev alan belirtecler analiz
edilmistir. Otofajinin baglatilmasini saglayan Beclinl, otofagozom olusumunda yer alan LC3b
ve otofajik aktivitenin diizenlenmesinde rol oynayan p62 (SQSTMI1) incelenmistir. p62
seviyesindeki azalma otofajinin aktif olarak isledigini, artis1 ise otofojik yikimin yavasladigini
gostermektedir. Calismada, Beclinl seviyeleri en diisiik Nec-1 (N) uygulama grubunda tespit
edilirken, en yiiksek ekspresyon Taurin + Nec-1 (T+N) uygulama grubunda kaydedilmistir.
Bununla birlikte, kontrol grubu ile Z ve kontrol grubu ile N arasinda anlamli bir azalma oldugu
goriilmiistiir. Z uygulanan grupta Beclinl diizeyi, T+Z ve T+N gruplariyla karsilagtirildiginda
belirgin sekilde daha diistiktiir (p=0,021, p=0,018) (Tablo 4.24, Tablo 4.25).

Deneysel gruplar arasinda LC3B ekspresyonunda anlamli bir farklilik gozlenmemistir
(p=0,049). Ancak, Taurin uygulanan grupta LC3B seviyeleri, T+Z grubuna kiyasla daha diisiik
bulunmustur (p=0,05). Diger yandan, p62 ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
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anlamli bir fark tespit edilmemekle birlikte (p=0,084), Z grubunda p62 seviyelerinin diger
gruplara kiyasla daha diisiik oldugu belirlenmistir (Tablo 4.24, Sekil 4.22).

Bu sonuglar, Taurin’in tek basina otofajiyi dogrudan indiiklemedigini, ancak apoptozun
inhibe edildigi durumlarda hiicrelerin otofaji mekanizmasin1 daha etkin kullanabilecegini
diisiindiirmektedir. Benzer bir egilim nekroptozun baskilandig1 kosullarda da gézlemlenmis,
ancak otofajinin ilerleyen asamalarinda, 6zellikle kargo degradasyon siirecinde bir blokaj

olabilecegi ihtimali 6ne ¢ikmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada elde edilen veriler, otofaji ve hiicre 6liim yollarinin birbiriyle etkilesimli bir
sekilde isledigini ve bu siireclerin osteoartrit gibi dejeneratif hastaliklarin tedavisinde 6nemli
bir rol oynayabilecegini ortaya koymaktadir. Taurin'in hiicre koruyucu etkileri, Necl ve Zvad
gibi inhibitorlerle yapilan kombinasyon uygulamalarinin, hiicre canliligini nasil
etkileyebilecegini anlamamiza olanak saglamistir.

Taurin’in tek basina veya Necl ile kombinasyon halinde uygulandiginda hiicre canliligin
arttiricr etkiler gostermesi, Taurin’in potansiyel terapotik bir ajan olarak degerlendirilmesini
desteklemektedir. Necl ile yapilan kombinasyonun, Taurin’in hiicre koruyucu etkisini sinerjik
bir sekilde giliglendirmesi de 6nemli bir bulgudur. Ancak, Zvad’in bu etkiyi baskilayici bir rol
istlendigi gdzlemlenmistir.

RT-PCR analizleri, Necl grubu ve T+N kombinasyonunun diger gruplara kiyasla daha
yilksek ACAN diizeylerine sahip oldugunu gdostermektedir. Bu durum, nekroptoz
inhibisyonunun kikirdak metabolizmas1 iizerindeki potansiyel koruyucu etkilerini ortaya
koymaktadir. Col2A1 ifadelenme diizeyleri incelendiginde, T+N grubunda Col2Al
seviyelerinin diger gruplara kiyasla en yiiksek seviyede oldugu goriilmektedir. Bu durum, T+N
kombinasyonunun kikirdak dokusunun ana yapisal bilesenlerinden biri olan tip II kollajen
sentezini artirabilecegini gostermektedir. Ozellikle, T+Z+N grubunda Col2A1 seviyeleri
nispeten sabit kalmistir, bu da kombinasyon tedavilerinin belirli kosullarda kikirdak
homeostaz1 iizerinde diizenleyici bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Ozellikle
kombinasyon uygulamalarin RIPK3 aktivitesini daha da baskiladigi gozlemlenmistir. Bu
durum, nekroptoz apoptoz ve otofaji ile iligkili bir roliinden kaynaklaniyor olabilecegini
diistindiirmektedir.

PARPI1 protein seviyeleri agisindan Necl, T+N ve T+Z+N gruplarinda diger gruplara
kiyasla daha diisiik seviyeler gozlenmistir. Nec1’in nekroptozu inhibe edici etkisi géz Oniine
alindiginda, PARP1 seviyelerinin Necl iceren gruplarda azalmasi, hiicre 6lim yollarinin
alternatif mekanizmalar ile diizenlenebilecegini diisiindiirmektedir.

Sonug olarak, osteoartrit modelinde hiicresel stres yanitlarinin otofaji ve hiicre 6liim yollar1
ile yakindan iligkili oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar, Taurin'in hiicre canliligini artirmada
potansiyel bir terapdtik ajan olabilecegini, ancak diger maddelerle kombinasyonlarinin dikkatle
degerlendirilmesi gerektigini ortaya koymaktadir. Bu ¢alismadaki amag ilk dnce biiyiik resmi

gormektir. Calisma bulgularimiz OA’l1 kondrositlerde nekroptoz-apoptoz, nekroptoz -otofaji,
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apoptoz- otofaji arasinda 6nemli bir konusma oldugunu gostermektedir. Ayrica taurinin bu
mekanizmalar iizerinde belli noktalarda 6nemli olabilecegi goriilmektedir. Ileriki ¢alismalarda,
taurinin tam olarak bu mekanizmalarin hangi noktasinda etkili oldugunun detayli incelenmesi
osteoartrit gibi dejeneratif hastaliklarda yeni tedavi hedeflerinin belirlenmesine katkida

bulunacaktir.
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