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OZET

Ekin Kaya Simsek, Saghklhh Ve Osteoartrit’li Kondrositlerde Mitohormetik
Adaptasyonun Inflamatuar Strese Karsi Olusan Yamt Uzerine Etkisi; In-Vitro
Calisma, Baskent Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji Doktora
Programi, 2025

Osteoartrit (OA); kronik agri ve hareket kisitliligina neden olan, diinya ¢apinda en sik
goriilen kas-iskelet sistemi hastaligidir. Her gegen giin artan kanitlar mitokondriyonun OA
patogenezinde rol oynadigini gostermektedir. Bozulmus mitokondri fonksiyonlari ve
mitokondriyal kalite kontrol mekanizmalarinin OA patogenezinde yer alan senesens ve
kondrosit apoptozuna katkida bulunarak OA’in ilerlemesine neden olur. Mitohormesis;
6liimciil olmayan mitokondrial stresin hormetik yanit1 tetikleyerek hiicrenin oksidatif strese
kars1 direncini arttirdigini 6n kosullamay1 ifade etmek i¢in kullanilmaktadir. Son yillarda
yapilan ¢aligmalarda mitokondrial stres yolaklarinin ile hormetik mekanizmanin aktive
edilmesinin yasam siiresini uzattiginin gosterilmesi bu alana olan ilgiyi her gegen giin
arttirmaktadir. Diinya ¢apinda yaygin olarak kullanilan anti-hiperglisemik ajan olan
“Metfomin”’in faydali etkilerini mitokondiyal elektron tagima zincirinin kompleks-1
aktivitesini inhibe ederek ve boylece oksidatif stresi arttirip adaptasyon mekanizmalarini
tetikleyerek gosterdigi diisiiniilmektedir. Bu c¢alismanin amaci, literatiirde ilk defa
osteoartritli ve saglikli kondrositlerin mitohormetik 6n kosullama sonrasinda inflamasyona
diren¢ kazanip kazanmadig1 incelenmistir. 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 ve sonrasinda metformin araciligiyla
elektron transport zinciri elemanlarindan kompleks 1 inhibe edilerek oksidatif stres
indiiklenmigtir. Hiicre canlilig1 ile yapilacak olan uygulamalarin toksik doz ve siireleri MTT
testi ile degerlendirildikten sonra, mitohormetik yanitta rol oynayan FGF21, SOD2, Nrf2,
mitokondriyal katlanmamis protein yaniti elemanlar1 ATF4, Lonpl, Trapl ve HsplO,
apoptoz belirtegleri olan Caspase3 ve Parpl ifadelenmesi Western Blot yontemi ile analiz
edilmigstir. Reaktif oksijen iiriinlerinin (ROS) miktarindaki degisimler ise ROS analizi ile
degerlendirilmistir. Metformin 6n kosullamasi, OA’li kondrositlerde IL-1f ile indiiklenen

inflamatuar mikro ¢evrede oksidatif strese karst mitokondriye spesifik SOD2 sentezini



artirarak ROS seviyelerini diisiirmektedir. Bu siire¢ sonucunda tetiklenen mitohormetik
adaptasyon, inflamatuar stres karsisinda ER stres yanit1 ile koordineli sekilde “Entegre Stres
Yanit1”  lizerinden mtROS-PERK-elF2a-ATF4-FGF21  yolunu aktiflestirmektedir.
Metformin 6n kosullamas1 sonrasinda olusan yeni inflamatuar strese kars1t OA’li kondrositler
daha giiclii bir yanit vererek hayatta kalma yoniinde adaptif bir davranis sergilemektedir.
Boylece, metformin 6n kosullamasi, OA’li kondrositlerde mitohormetik yanit1 tetikleyerek
bu hiicreleri gelecekte karsilasacaklar1 inflamatuar streslere karsi daha direngli hale

getirmekte ve hayatta kalmalarini saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Osteoartrit, Mitokondri, Mitohormesis, On kosullama, Metformin

Bu c¢alisma Baskent Universitesi Tip ve Saglik Bilimleri Arastirma Kurulu tarafindan
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ABSTRACT
Ekin Kaya Simsek, The Effect of Mitohormetic Adaptation on the Response to
Inflammatory Stress in Healthy and Osteoarthritic Chondrocytes; In-Vitro Study,
Baskent University, Institute of Health Sciences, PhD Program in Medical Biology,
2025

Osteoarthritis (OA) is the most common musculoskeletal disease worldwide, causing
chronic pain and limited mobility. Increasing evidence suggests that mitochondria are
involved in the pathogenesis of OA. Impaired mitochondrial function and quality control
mechanisms contribute to senescence and chondrocyte apoptosis in OA pathogenesis,
leading to OA progression. Mitohormesis describes the preconditioning in which non-lethal
mitochondrial stress triggers a hormetic response and increases the cell's resistance to
oxidative stress. Recent studies have shown that activation of mitochondrial stress pathways
and hormetic mechanisms prolong life span, increasing the interest in this field daily.
"Metformin", a widely used anti-hyperglycemic agent worldwide, is thought to exert its
beneficial effects by inhibiting the complex-1 activity of the mitochondrial electron transport
chain, thereby increasing oxidative stress and triggering adaptation mechanisms. The aim of
this study was to investigate for the first time in the literature whether osteoarthritic and
healthy chondrocytes acquire resistance to inflammation after mitohormetic
preconditioning. Healthy and osteoarthritic chondrocytes obtained during surgery from
patients with stage 3 OA, according to Kelgren-Lawrence Classification, who had undergone
total knee replacement surgery, were cultured. Oxidative stress was induced by inhibiting
complex 1 of the electron transport chain elements through metformin. After cell viability
and toxic doses and durations of the applications were evaluated by MTT test, the expression
of FGF21, SOD2, Nrf2, mitochondrial unfolded protein response elements ATF4, Lonpl,
Trapl and Hspl0, apoptosis markers Caspase3 and Parpl were analyzed by Western Blot
method. Changes in the amount of reactive oxygen products (ROS) were evaluated by ROS
analysis. Metformin preconditioning decreases ROS levels by increasing mitochondria-
specific SOD2 synthesis against oxidative stress in the inflammatory microenvironment
induced by IL-1p in OA chondrocytes. The mitohormetic adaptation triggered by this process
activates the mtROS-PERK-elF2a-ATF4-FGF21 pathway through the "Integrated Stress
Response" in coordination with the ER stress response to inflammatory stress. After

metformin preconditioning, OA chondrocytes exhibit an adaptive behaviour towards



survival by showing a stronger response to the new inflammatory stress. Thus, metformin
preconditioning triggers a mitohormetic response in OA chondrocytes, making these cells

more resistant to future inflammatory stresses and ensuring their survival.

Keywords: Osteoarthritis, Mitochondria, Mitohormesis, Preconditioning, Metformin

This study was approved by the Bagkent University Medical and Health Sciences Research
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1. GIRIS

Osteoartrit (OA); kronik agr1 ve hareket kisitliligina neden olan, diinya ¢apinda en
stk goriilen kas-iskelet sistemi hastaligidir. Yagl hastalarda yasam kalitesini diisiirmekte,
engellilige ve saglik sistemleri iizerine ciddi ekonomik yiik olusturmaktadir (1).

Oniimiizdeki 30 yil icinde OA’li hasta sayisinin iki katina ¢ikmas beklenmektedir (2).

OA, patogenezinde eklem kikirdak hasari, subkondral kemik sklerozu, osteofit
olusumu ve sinoviyal membranlarin inflamasyonunun yer aldigi kompleks bir hastaliktir (3).
Her ne kadar kikirdak dejenerasyonu eklem dejenerasyonuna neden olan tek faktdr olmasa
da OA patogenezindeki rolii tartismasizdir (2). Kondrositler, kikirdak dokuda yerlesik olan
tek hiicre grubudur ve ekstraselliiler matriks iireterek yapisal ve fonksiyonel biitiinliigiin
devamliligini saglarlar. Anormal mekanik yiiklenme veya pro-inflamatuar sitokinlerin neden
olduklar1 hasar sonucunda kondrositler hasarlanabilmektedir. Bunun sonucunda inflamatuar
ve katabolik yanit olusur ve kikirdak matriks dejenerasyonu ile OA ilerler (4). Eklem
kikirdaginda patolojik degisikliklere neden olan diger bir nemli faktor ise apoptoz ve otofa;ji

arasindaki dengesizliktir (2).

Son yillarda biyomedikal calismalar, yaglanma ve hastalik patolojilerinde ortaya
cikan rolii nedeni ile mitokondriye odaklanmaktadir. Her gegen gilin artan kanitlar
mitokondriyonun OA patogenezinde rol oynadigimi gostermektedir. Mitokondriyon,
adenozin-trifosfat (ATP) iireterek hiicrenin enerji ihtiyacini karsilayan enerji reaktoriidiir.
Ayrica reaktif oksijen radikalleri (ROR) iiretimi, hiicre i¢i metabolizma, kalsiyum
tamponlanmasi, hiicre ¢ogalmasi, yaglanma ve apoptozda rol oynayarak hiicrenin stabilize
edilmesinde rol alir. ROR iiretiminin ve nikotinamid adenin dintikleotid (NADH) transfer
diizenlenmesinin bozulmasi ATP iiretimini bozarak hiicresel fonksiyonlar1 olumsuz etkiler.
Bu nedenle mitokondrial sistemin diizenlenmesini saglayan “Mitokondrial kalite kontrol”

(MKK) mekanizmalar1 kikirdak canliliginin siirdiiriilmesinde 6nemli role sahiptir (2, 5).

1



MKK mekanizmalari, temelde 3 basamagi kontrol eder. Bunlar sirasiyla; mitokondri
biyogenezi (mitogenez), mitokondrial dinamikler ve mitokondrial otofaji (mitofaji) dir.

MKK, mitokondriyi fonksiyonel ve yapisal olarak intakt tutar (1).

Oksidatif stres, ROR {iretimi ve major mitokondrial antioksidan protein olan
stiperoksit dismutaz 2 (SOD2) ekspresyonu arasindaki dengesizlik gibi mitokondrial
homeostazdaki bozulmalarin OA patogenezine katkida bulundugunu gdésterilmistir (1) (6).
Mitokondri fonksiyonunu bozan metabolik hastaliklar da OA gelisiminde ayrica énemlidir.
Ek olarak bozulmus mitokondri fonksiyonlari ve MKK mekanizmalar1 OA patogenezinde
yer alan senesens ve kondrosit apoptozuna katkida bulunmaktadir. Bu nedenle MKK
mekanizmalarinda yer alan sinyal yolaklar1 ve anahtar diizenleyicileri hedef alan ¢aligmalar

OA’in tanis1 ve tedavisinde yeni yontemlerin ortaya koyulmasi i¢in dnemlidir.

Mitokondrial integrite, kalite kontrol sistemi tarafindan yakindan kontrol
edilmektedir. Mitokondrial strese cevabi, niikleusta kodlanan transkripsiyon faktorleri ve
retrograd mito-niikleer sinyallesme ile koordine edilir. Stres ile indiiklenen transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonu, tekrarlayan sitoprotektif ve mitoprotektif adaptasyonlarin
gelismesine ve strese karsit direng olusmasina yol agar. Bu siire¢ mitohormesis olarak

adlandirilir. Mitohormesis; organizmal metabolizmay1, saglig1 ve 6mrii etkilemektedir(7).

“Hormesis” terimi ilk kez 19. Yiizyilda ortaya ¢ikmis ve diisiik dozlarda stimiilan
etki gosterirken yliksek dozda toksik etki gosteren bifazik doz yanitina sahip maddeler veya
bilesikleri tanimlamak i¢in kullanilmistir. Giiniimiizdeki biyolojik tanimi ise diisiik doz stres
uyarimi karsisinda adaptif yanitlari aktive ederek hiicrelerin ve organizmalarin homeostazini
saglayan ve boylece sagliga ve omiir lizerinde etkili olan, fakat yiiksek dozda ise hiicreler ve
organizma i¢in zararli etkiye sahip olan durumlar1 tanimlamak i¢in kullanilmaktadir.

“Mitohormesis” terimi ise Oliimciill olmayan mitokondrial stresin hormetik yaniti



tetikleyerek canliligr arttirdigi teorisine dayanarak ilk kez 2006 yilinda kullanilmistir ve
takip eden caligmalardan elde edilen sonuglar ile bu teori desteklenmistir. Yapilan
caligmalarda mtROR (mitokondrial ROR)’lerinin ve diger mitokondrial stres yolaklariin
hormetik mekanizmanin kontrol altina alindig1 ve yasam siiresini uzattiginin gosterilmesi

hormetik yanita olan ilginin her gegen giin artmasina neden olmaktadir(8).

Mitokondri, alfaprotobakterilerin okaryotik hiicre igine alinmasi ve simbiyotik
yasamin baslamasi ile ortaya ¢ikmis dinamik organeldir. Bu endosimbiyotik evrimsel siire¢
igerisinde mitokondrial genleri kodlayan mitokondrial DNA (mtDNA) kaybi ortaya ¢ikmis
ve bunun sonucunda 1000 den fazla protein iceren bu organelin yalnizca 13 proteini mtDNA
tarafindan kodlanir hale gelmistir. Bunlar oksidatif fosforilasyon (OKSFOS) sisteminin alt
initelerini olusturan proteinlerdir. Ek olarak mtDNA 22 transfer RNA (tRNA) ve 2
ribozomal RNA (rRNA) kodlamaktadir. Diger tiim proteinler ise Okaryotik hiicre
niikleusunda kodlanir ve ilkdnce sitoplazmaya ardindan mitokondri igine transfer edilir ve
burada fonksiyonel olabilmeleri i¢in katlanir. Bu kompleks sistemin koordineli sekilde
calismasi, ¢ok sayida tasiyici, saperon ve proteazin rol oynadigi mitoniikleer iletisim ile
miimkiindiir. Mitokondrial fonksiyonu diizenlemek tizere niikleus, dis uyarilar1 algilayip
mitokondri ile anterograd olarak iletisim kurar, mitokondri ise i¢inde bulundugu stres
durumunu (OKSFOS disfonksiyonu, mtDNA defekti, mitokondrial membran potansiyelinin
bozulmasi, ATP iiretiminin azalmasi, ROR artmasi ve kalsiyumun sitozole salinimi vb..)
retrograd olarak niikleusa bildirir ve niikleus, organelin buna cevap vermesini saglayacak
genlerin ekspresyonunu aktive eder. Mitokondrial stresin {istesinden gelmek icin eksprese

edilen proteinler genellikle proteaz ve saperonlardir(8).

Mitokondrial stres kosullar1 altinda aktive olan mitoniikleer iletisimin amaci stresi
mitokondrial, hiicresel yada doku seviyesinde ortadan kaldirmaktir. iste bu iletigim,

mitohormetik cevabi da diizenler. Mitohormezis’in en 6nemli sinyalleri ya da slirecleri;



ROR, mitokondrial metabolitler, proteotoksik sinyaller, mitokondri-sitozol stres yaniti ve

mitokin salinimdir.

Giliniimiizde ROR’lar, hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesindeki temel sinyal
molekiillerinden biri olarak kabul edilmektedir (8). ROR her ne kadar mitokondride
gerceklesen hiicresel respirasyon sirasinda olusan yan friinler olarak kabul edilse de,
hiicreler aktif olarak NADPH oksidaz (NOX) araciligryla bu molekiilleri iireterek sinyal
molekiilii olarak kullanirlar. Bu sinyal ile hiicrenin degisen enerji ihtiyacina karsilik olarak
elektron transport sisteminin igerigi ve birlikteligi degistirilebildigi gibi mitokondrial
biyogenez de arttirilabilmektedir. ROR’lerinin ¢ok az bir miktari, sinyal molekiilii olarak
gbrev yapmasi icin yeterlidir ve bu miktar ROR {iretimi ile yikimi1 arasindaki ince bir denge
ile yonetilmektedir(9). Artmis ROR seviyeleri ise mitokondrial fonksiyonun bozulmasina,
buna bagli gelisen yaslanmaya, kalp damar hastaliklarina, norodejeneratif hastaliklara ve
kansere neden olurlar (8, 9). Mitokondrial toksinler, hipoksi, gibi mitokondrial strese neden
olan olaylar ile egzersiz gibi hiicrelerin enerji statiisiinii degistiren olaylar ROR seviyelerinin
ylkselmesine neden olur (8). Oksidatif stres altinda hiicrede, redoks homeostazinin
saglanmasi i¢in basta NF-E2-iligkili faktor 2 (Nrf2) olmak iizere bazi stres cevabi elemanlari
aktive edilir. Nrf2, antioksidasyon, antioksidan biyosentezi ve metabolik kaymadan sorumlu
temel diizenleyici olarak bilinmektedir. Stres kosullarinda Nrf2, Kelch-like ECH-iligkili
protein 1 (Keapl) ve Cullin-3 E3 ligaz tarafindan yapisal olarak ubikutinlenir ve 26S
proteozomal yol ile yikilir. Keap 1 aracili Nrf2 yikimi, Keap1 oksidasyonu sonucunda inhibe
edilir. Keap1’in Nrf2 baglayic1 bodlgelerinin saturasyonu sonrasinda yeni liretilen Nrf2,
Keapl tarafindan baglanamadigi i¢in niikleusa transloke olur ve antioksidan yanit
elemanlarinin (AREs) transkripsiyonel aktivasyonunu gen diizenleyici bolgeleri {izerinden
etki ederek saglar(9). ROR ayni1 zamanda mitohormetik diizenlemenin ana sinyali olarak rol

oynamaktadir (8, 9). Mitokondri, ROR’lerinin major hiicresel kaynagidir. Oksidatif



fosforilasyon ile 02, H20’ya doniistiiriiliir fakat O2’nin kii¢iik bir kismi ise siiperoksit
anyonuna (O2-) doniismektedir. Siiperoksit ise siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi araciligi
ile 02 ve H202’ye doniistiiriiliir. Okaryotlarda 3 farkli SOD geni mevcuttur. SOD1
sitoplazmik Cu/Zn-SOD’u, SOD2 mitokondrial Mn-SOD’u ve SOD3 ise hiicre dis1 Cu/Zn-
SOD’u kodlamaktadir8. Sonu¢ olarak; ROR miktarindaki artis, bir geri-besleme
mekanizmasini aktive ederek, mitohormetik cevabi aktive eder (8). Bunun sonucunda ise
konak anti-oksidan savunma mekanizmalar1 antioksidan enzimler: katalaz ve siiperoksit
dismutaz (SOD) aktive olur, mitokondrial biyogenez ve mitokondrial stres direnci artar.

ROR seviyesi ise azalir (7, 8).

Mitokondrial proteazlarin kaybi, hasarli ya da yanlis katlanmig proteinlerin
mitokondri matriksinde birikimine yol acar. Bunun sonucunda proteazlarin yeniden
aktivasyonunu saglamak i¢in mitokondrial stres yanit1 tetiklenir. Bu yanitin ana yolagi olan
mitokondrial katlanmamais protein yanitt (UPRmt) ilk olarak memelilerde tanimlanmistir ve
bu yolagin temel diizenleyicileri proteazlar ve saperonlardir. UPRmt sinyal yolagi
giinimiizde en c¢ok C.Elegans’da calisilmisti. Bu sinyal yolagi solucanlarda bir
transkripsiyon faktorii olan atfs-1 tarafindan diizenlenmektedir. Atfs-1 mitokondriyal ve
niikleer olmak tizere iki hedefleme sekansina sahiptir. Stresin olmadigi durumlarda atfs-1
mitokondriye transloke olur ve Lon proteaz tarafindan hizlica degrade edilir. Mitokondrial
katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinler mitokondri matriksinde birikmeye
basladiginda ise stres olusur ve UPRmt aktive olur. Mitokondrial matriks proteazi olan
CLPP-1 bu hasarlanmis proteinleri pargalar ve olusan peptidler HAF-1 transporter ile
sitoplazmaya aktarilir. Sitoplazmada bu peptidlerin birikmesi atfs-1’in mitokondriye girisini
engeller ve niikleusa yonlendirir. Niikleusta atfs-1, diger transkripsiyonel diizenleyicilerle
birlikte UPRmt genlerinin aktivasyonunu saglar. Bu genler; proteazlar ve saperonlar,

mitokondrial transporterlar ve antioksidan enzimler, mitokondrial fisyon, glikoliz ve



detoksifikasyonda rol oynayan proteinlerdir. Bunun sonucunda ise stres c¢oziilmeye ve
hiicresel metabolik fonksiyonlar1 yeniden saglanmasi1 amaclanir. Memelilerde ise UPRmt
aktive oldugunda CLPP-1 analogu olan proteaz ATFS5 ekspresyonu ile HSP60, HSP10 ve

mtHSP70, LONP-1 gibi saperonlarin ekspresyonu artmaktadir (8).

Mitokondrial stres ayni zamanda traslasyonel ve post-translasyonel diizeyde farkli
sitozolik stres yanitlarini aktive ederek hiicresel proteazlarin devamliligini saglayacak
yolaklar1 aktive eder. Entegre stres yanit1 (ESR), protein sentezinin diizenlenmesini saglayan
genel stres yanitidir. Bu yanit, endoplazmik retikulum (ER) stresi, aminoasit ag¢ligi, diisiik
hemoglobin seviyeleri, ¢ift iplikli RNA ve mitokondrial stres ile tetiklenebilir. Bu stres
kosullar1, hiicresel kinazlar1 aktive ederek, translasyon baslatict faktor elF2a’y1 fosforiller.
Bu fosofrilasyon ise kanonik protein sentezini inhibe ederek ATF4 ve ATF5 gibi kimi stres
genlerinin translasyonunu arttirir. Mitokondrial stresin, memelilerde ATF4’1i arttirdig1 daha
once yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir. Bu yolagin aktivasyonu ile mitokondrial aktivite
azaltilmaya c¢alisilir (8). Kanser hiicre serilerinde yapilan ¢alismalarda ATF4’iin Nrf2’nin
ana downstream efektorii olarak fonksiyon gosterdigi, her gecen giin artan sayida
bildirilmektedir. Bu bulgular, Nrf2 ve ATF4’{in redoks homeostazin1 saglamak icin birlikte
calistigimi gostermektedir. Diger yandan ilging olarak, proteozom inhibitorleri ile tedavi
edilen tiroid kanser hiicre serilerinde ATF4 tarafindan indiiklenen CHOP ekspresyonunun
Nrf2 tarafindan negatif olarak diizenlendigi gosterilmistir. CHOP’un apoptozisi indiikleyen
transkripsiyon faktorlerinden biri oldugu g6z 6niine alindiginda, Nrf2’nin aktivasyonunun
apoptotik gen ekspresyonunu azaltip sitoprotektif genleri arttirarak hiicreyi apoptozdan

korugu diisiintilebilir (9).

Mitokondrial stresin olusturdugu sinyaller, hiicre dis1 iletisimde de gorev alirlar.
Mitokondrial stresin aktive ettigi sinyal yolaklar1 “mitokin” adi verilen molekiillerin

tiretilmesine neden olur. Mitokinler membranlardan diffiize olarak hiicrelerden diger
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hiicrelere ve dokulara salinirlar. Mitokinler; mitokondri-kaynakli peptidler ve metabolik
sitokinler olmak tizere iki ana gruba farklilagir. Mitokondri kaynakli peptidler (humanin,
humanin benzeri peptidler ve 12S rRNA-c’nin mitokondrial ORF’si) , mtDNA tarafindan
kodlanan peptidlerdir ve kisa agik okuma cercevelerine sahiptirler. Bu mitokinlerin
noroprotektif, hiicre metabolizmasini arttirici, apoptozdan koruyucu ve bdylece hiicre
viabilitesini arttirict etkileri mevcuttur. Ek olarak bazi sitokinler, farkli mitokondrial
zorlanmalar ile karsilagildiginda eksprese edildigi ve metabolizmay1 arttirdigi i¢in mitokin
olarak da degerlendirilmektedir. Bunlardan en iyi ¢alisilanlar1 fibroblast biiylime faktorii 21
(FGF21) ve biiyiime farklilasma faktorii 15 (GDF15) dir. Bu iki molekiiliin farkli
mitokondrial streslerde ekspresyonunun artti§i gosterilmistir. Genel olarak bu sitokinler,
glukoz ve lipid metabolizmasin1 arttirarak  hiicrenin  enerji metabolizmasinin
diizenlenmesinde rol oynamaktadirlar. Son yapilan ¢alismalar, GDF15’in mitokondri dis1
olaylarda da yiikseldigini gostermis ve FGF21’in mitokondriye daha spesifik oldugunu

bildirmistir (8).

Metformin, tip 2 diyabetin tedavisinde diinya ¢apinda yaygin olarak kullanilan anti-
hiperglisemik ajandir. Amerikan Diyabet Birligi ve Avrupa Diyabet Calismalar1 Birligi
tarafindan olusturulan rehberlerde ilk tedavi tercihi olarak bildirilmektedir. Metformin her
ne kadar yillardir klinik olarak kullanimda olsa da, glukozu nasil diisiirdiigii tam olarak
bilinmemektedir. Son yillarda yapilan ¢alismalar, metformin’in faydali etkilerini hiicresel
enerji ve beslenme sensorii olan ve artmig AMP:ATP oran1 veya hipoksi, glukoz azlig1 gibi
cesitli streslere yanit olarak olusan ATP iiretiminin azalmasi sonucu aktive olan AMPK
tizerinden gosterdigini bildirmektedir. Diger bir calismada ise metforminin hepatik glukoz
iiretimini, hepatik enerji iiretimini azaltarak diislirdigli bildirilmistir. Kim ve ark.’nin

yaptiklar1 ¢aligmada ise metforminin mitokondrial kompleks-1 aktivitesini inhibe ederek



FGF21 gen ekspresyonunu ve PERK-elF2a-ATF4 yolagi iizerinden sekresyonunu

arttirdigin fare ve insan denekler {izerinde gosterilmistir (10).

Bu calisma ile literatiirde ilk defa saglikli ve osteoartritli insan kondrosit
kiiltiirlerinde metformin kullanilarak indiiklenen oksidatif stres sonucunda aktive edilen
mitohormetik mekanizmanin, kondrositler iizerinde olusturulan akut siddetli oksidatif strese

kars1 koruyuculugunun gosterilmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Eklemlerin Genel Ozellikleri ve Eklemi Olusturan Yapilar

Eklem, viicudun hareket ve yiik tasima islevlerini yerine getirebilmesi icin farkl
dokularin koordineli bir sekilde ¢alistigt kompleks bir anatomik yapidir. Eklemi olusturan
temel yapilar arasinda kikirdak, sinoviyal membran, sinoviyal sivi, subkondral kemik,
baglar, meniskiis ve ¢evresel yumusak doku elemanlar1 yer almaktadir. Her bir bilesen,
eklemin biyomekanik dayanikliligini saglamak ve patolojik siireglere karsi direncini

artirmak i¢in spesifik islevler iistlenir.

2.1.1. Eklem kikirdag:

Insan viicudunda bulunan ve serbest hareket etmeye olanak taniyan eklem olan
diyatrodial eklemlerde (6rn: diz, omuz, kalca ve dirsek vb.) kemigin eklem ile iliskili
ylizeyini kaplayan hyalin kikirdak; beyaz ve piiriissiiz bir dokudur. Yetiskin eklem kikirdagi
%15-40 oraninda ekstraselliiler matriksten ve %60-85 oraninda sudan olugmaktadir. Bu
yapinin temel hiicreleri mezenkimal kok hiicrelerden koken alan kondrositlerdir.
Kondrogenez yani kikirdak olusumu, kikirdak dokunun biitiinliigliniin devamini saglayan
birgok kikirdak spesifik yapisal bilesenin ve diizenleyici faktorlerin genlerini
transkripsiyonel olarak aktive eden temel transkripsiyon faktorlerinden biri olan SOX9’a

ihtiyac duyar.

Hyalin kikirdak, sinoviyal eklemlerde eklemle iliskili kemik yiizeyi (subkondral
kemik) orter ve yilizeyi eklem bosluguna bakar. Eklem boslugunda yer alan ve sinoviyal
dokudaki sinovisitlerce lretilen sinoviyal sivi ile devamli temas halindedir. Kikirdagin
eklem icindeki bolgesel yapisal organizasyonu dogrudan dokunun kesme, kompresyon ve
gerilme kuvvetlerinin etkisi altinda sekillenir. Bu nedenle eklem kikirdagi saghg igin,
kikirdagm biyomekanik olarak yiiklenmesi hayati éneme sahiptir. Ornek olarak kisilerin
bireysel fiziksel aktivite farkliliklarina baglh olarak kikirdak dokudaki hiicre dis1 matriks

bilesenlerinin miktar1 lokal olarak degisebilmektedir.

Sinoviyum, kemik, baglar, tendonlar ve diz ekleminde meniskiis ile kikirdak doku,
eklemin bir biitiin olarak uygun sekilde hareket etmesini saglar. Giinliik hayatta bu yapilar,
hareket sirasinda farkli derecelerde ve yonlerde biyomekanik kuvvetlere maruz kalirlar.
Eklem kikirdaginin benzersiz yapisi, kemiklerin birbirine neredeyse siirtiinmesiz bir yiizey
araciligi ile temas etmesine ve boylece hareketine olanak tanir. Bu sayede eklemler, viicut

agirliginin birkag katina kadar yiik tasima kapasitesini kazanmis olurlar.



2.1.2. Eklem kikirdagimin tabakal yapisi

Kondrositler, kikirdak doku hacminin %1-5’ini olustururlar. Kondrositleri, dokular1
olusturan diger hiicre tlirlerinden ayiran temel oOzellik, birbirleri ile temaslarinin
olmamasidir. Her kondrosit kendisini ¢evreleyen ekstraselliiler matriksi (ESM) sentezleyen
ve devamliligini saglayan, birbirinden bagimsiz fonksiyonel bir metabolik birim olarak islev
goriir. Kondrositlerin olusturdugu ESM’in temel makromolekiilleri Tip II Kollajen ve
yiiksek molekiil agirlikli bir proteoglikan olan agregan’dir. Kikirdak makroskobik olarak
sikigmaya direngli, piiriizsiiz ve beyaz goriinimdedir. Mikroskobik olarak ise yapisi
derinligine gore degisen farkli tabakalardan olusmaktadir. Bu tabakalar, farkli kikirdak
bolgelerinin islevine gore uygun sekilde diizenlenmistir. (SEKIL 2.1)
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Sekil 2.1. Eklem Kikirdaginin Tabakali Yapisi

Yiizeyin hemen altindaki ilk %10’luk kikirdak dokusu, yiizeyel tabaka olarak
adlandirilir. Bu tabaka, yassilagmis kondrositler ve kikirdak yiizeye paralel olarak uzanan tip
2 kollajen lifleri ile karakterizedir. Kollajen lifleri paralel olarak yerleserek, ylizeydeki
osmotik sismeyi baski altina alir ve yapiy1 cekme kuvvetlerine karsi direncli hale getirir. Bu
tabakada proteoglikan icerigi diisiiktiir. Bu tabakanin temel islevi, eklem ylizeylerinin diisiik

stirtlinme ile birbiri lizerinde kaymasini ve boylece eklem hareketini saglamaktir.

Yiizeyel tabakanin hemen altinda yer alan, orta veya gecis tabakasi olarak
adlandirilan tabakada ise kondrositler tek hiicre birimleri halinde bulunurlar ancak tip 2

kollajen lifleri ylizeye paralel olarak degil diizensiz sekilde dagilmistir. Bu tabakada
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kondroitin siilfat ile modifiye edilmis proteoglikanlar en yiiksek yogunlukta bulunurlar.

Kikirdagin kesme ve sikisma kuvvetlerine karsi direng gostermesine katki saglarlar.

Derin veya radyal tabaka olarak adlandirilan alanda ise bes ile sekiz hiicreden olusan
dikey kolonlar seklinde kiimelenmis yuvarlak kondrositler vardir. Bu tabakada kollajen
lifleri kikirdak ylizeyine dik olarak yerlesmistir. Proteoglikan igerigi en yiliksek olan bu

tabaka, sikisma kuvvetleri en direngli tabakadir.

Derin tabakanin hemen altinda, kalsifiye olmus kikirdak tabakasini eklem
kikirdagindan ayiran tidemark bulunur. Kalsifiye kikirdak, hipertrofik kondrositler igerir ve
eklem kikirdagini subkondral kemige tutturan yapidir.

Subkondral kemik plagi, vaskiilarize bir yapidir ve kalsifiye kikirdak tabakasina
uzanan damarlar mevcuttur. Bu vaskiiler kanallarda noronlarin da oldugu bilinmektedir.
Kikirdak-kemik ara yiizli yani osteokondral bileske, osteoartrit gibi patolojilerde hastalik

patogenezinde rol oynayabilmektedir.

2.1.3. Eklem kikirdagimin hiicresel yapisi

Eklem kikirdagi, avaskiiler ve anoral bir dokudur. Bu dokuda bulunan tek hiicre tiirii
kondrositlerdir. Yetiskin bireylerde, eklem kikirdaginin hiicresel yogunlugu doku derinligine
bagli olarak belirgin farkliliklar gosterir. Hiicresel yogunlugun en yiiksek oldugu bdolge
ylizeyel tabakadir. Bu bolgede kondrositler, doku hacminin %10’ undan azini olustururlar.
Derine dogru inildik¢e kondrosit yogunlugu kademeli olarak azalir. Diz ekleminde femoral
kikirdaktaki hiicresel yogunluk, kikirdak kalinligi ile ters orantilidir fakat kikirdagin kalin

olmasi yiik tasima kapasitesini arttirmaktadir.

Her eklemde, eklem kikirdaginin hiicresel yogunlugu ve dagilimi birbirinden
farklidir. Ornegin, ayak bilegi ekleminde yiizeyel tabakada diger eklemlere gore daha
incedir. Bunun sebebinin o ekleme etki eden kuvvetlere bagli oldugu diistiniilmektedir. Derin

tabakadaki hiicre yogunlugu ise eklemden ekleme kismen sabit kalir.

Kondrositlerin ¢evresindeki genis ESM, hem kondrositleri korur, hem de
kondrositler tarafindan devamli olarak sentezlenerek devamlilig1 saglanir. Kondrositlerin
fenotipi, bulunduklar1 doku bolgelerine gore degisiklik gostermektedir. Kondrositlerin
morfolojisi ve salgiladiklart ESM’in igerigi, yerlestikleri derinlige gore farklilik
gostermektedir. Yiizeyel tabakada yer alan kondrositler, eklem yiizeyini kayganlastiran

“lumbricin” ad1 verilen bir molekiil iiretirler. Farkli olarak yapisal stabiliteyi ve biyomekanik
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kuvvetlere kars1 direnci saglayan orta ve derin tabakada ise bol miktarda tip 2 kollajen ve

agregan Uretimi mevcuttur. Bu tabakada kondrositler ve onlar1 ¢evreleyen ESM birlikte

“kondron” ad1 verilen fonksiyonel birimi olusturur.

Avaskiiler ve anoral olan kikirdak dokusunun, smirlt bir iyilesme kapasitesi vardir.

Kikirdak hasar1 ve dejenerasyonu i¢in onemli bir risk faktdriidiir. Son yillarda yapilan

caligsmalarda kikirdak kokenli progenitor hiicreler (CSPC) gozlemlenmis olup bu hiicrelerin

kikirdak yaralanmasi sonrasinda ortaya ¢ikarak hasarli bolgeye gog ettigi ve doku onarimina

katildig1 diisiiniilmektedir. Fakat bu hiicreler ile iligkili veriler literatlirde oldukc¢a sinirlidir.

2.1.4. Ekstraselliiler matriks yapisi

Eklem kikirdaginin kendine 6zgii biyomekanik 6zellikleri, 6zellesmis molekiiler

organizasyonundan ve ana bilesenlerinin biyokimyasal 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir.

(Tablo 1)
Tablo 2.1. Ekstraselliiler Matriks Yapisinda Bulunan Bilesenler

Kollajenler Proteoglikanlar Kollajen Olmayan Proteinler Membran Proteinleri

Tip 2 Agregan Fibronektin Syndecan

Tip 3 Biglikan Trombospondin 5 (COMP) CD44

Tip 9 Dekorin Matrilin-1 Integrinler

Tip 10 Fibromodiilin Matrilin-2 o ol

Tip 11 Lumican Matrilin-3 e 02

Tip 7 Asporin Tenascin-C e 03

Tip 12/14 Kondroaderin Trombomodiilin e 05

Tip 13 Osteoaderin Kondroaderin o a6

Prolargin (PRELP) Kikirdak intermediate layer protein e «al0
(CILP) e Pl
Fibulin e B3
o« B5

Saglikli kikirdakta hiicre disi matris (ECM) molekiillerinin baglantis1 ve doku

icerisindeki dagilimi, matrisin kondrositlere yakinligina gore degiskenlik gostermektedir.

Temelde kikirdak matrisi, her biri kendine 6zgii molekiiler organizasyona sahip olan

periselliiler, teritoryal ve interteritoryal matris olmak iizere {i¢ alana ayrilabilir. (Sekil 2.2)
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PERISELLULER TERITORIAL INTERTERITORIAL

Sekil 2.2. Kikirdak Matriksinin Bolgeleri

Bu ii¢ alanda kollajen farkli sekilde organize olmustur. Her kondrositin dogrudan
cevresini saran periselliiler matriks, her bir kondrositin etrafinda siki dokulu, yuva benzeri
bir yap1 olusturan tip VI kollajen liflerinden olusur ve kalinlig1 2 ila 4 pm arasinda degisir.
Periselliiler matrisin ¢evresindeki 5 ila 10 um kalinhigindaki bolge ise teritoryal matriks
olarak adlandirilir ve burada daha kalin kollajen lifleri bir hiicre veya hiicre grubunun
etrafinda radyal demetler olusturur. Son olarak, interteritoryal matriks, genis tip II kollajen
demetlerini icerir. Farkli matris bolgelerinde diger proteinler de farkli diizeylerde eksprese
edilir. Ornegin, periselliiler matriks, hiicre-matris etkilesimleri ve biiyiime faktorii
tutulumuyla kondrosit aktivitesini diizenleyebilen fibronektin, biglikan ve perlekan gibi
proteoglikanlar agisindan zengindir. Buna karsilik, kikirdak oligomerik matris proteini
(COMP) yalnizca interteritoryal matriks bolgesinde eksprese edilir ve burada kollajen capraz
baglarinin olusumunda rol oynar. Bu bdlgelerin mekanik o6zellikleri de farklilik
gostermektedir. Periseliiler matriksin, kondrositlerden daha sert olan yapisi, mekanik
uyarilar filtreler ve kondrositlerin mekanotransdiiktor olarak rol oynamasina yardimeci olur.
Kondrositler, periselliiler matriks ile primer silyum adi1 verilen organeller araciligiyla iletisim

kurar. Bu silyumlar, hiicre membranindan disar1 dogru uzanarak matriks ile etkilesime girer.
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Bu etkilesimde integrinlerden ve gegici reseptor potansiyel vanilloid 4 (TRPV4) gibi iyon

kanallar1 kullanilir.

Normal kikirdak su igerigi, 1slak agriligimin %65°1 ile %80°1 arasinda degisir.
Dokudaki su akisi; fizyolojik, mekanik ve kimyasal yasalara bagli olarak gerceklesir.
Avaskiiler olan kikirdak dokunun beslenmesi de bu sayede olur. Eklem kikirdag: giiclii bir
sekilde su tutma kapasitesine sahiptir. Bu kapasite, tip 2 kollajen ve proteoglikanlarin temasi

ile saglanir.

Eklem kikirdagina mekanik kuvvetlere dayanma kuvveti veren yapi; yogun sekilde
capraz baglanmig, bulundugu derinlige gore organizasyonu degisen kollajen fibrillerdir.
Eklem kikirdagindaki ana kollajen tiiri COL2A1 geni kaynakli li¢ 6zdes o zincirinden
olusan tip 2 kollajen ti¢lii sarmalidir. Prokollajen’in iki farkli izotopu bulunmaktadir. Tip 2A
izoformu kondroprogenitor hiicreler, Tip 2B izoformu ise yetiskin kikirdak dokusu i¢in
spesifiktir. Her bir o zinciri birbiri ile sarmal olusturarak kollajen molekiiliinii olusturur.
Bunlar da bir araya gelerek ¢ekme kuvvetlerine dayaniklilik saglayan uzun ve dallanmamis
banth fibriller meydana getirir. Tip 2 kollajen fibrilleri, fibrillerinin igerisinde ya da
cevresinde ¢ok az miktarda minor kollajenler igerirler. Mindr kollajenler sirasiyla Tip 3, Tip
6, Tip 9 ve Tip 11 kollajenlerdir. Tip 3 kollajen; ESM hasarina yanitta, yaslanma ve
osteoartritte ortaya ¢ikan zayiflamis tip 2 kollajen agrinin biitiinliigiiniin arttirilmasinda rol
oynar. Tip 6 kollajen; mikrofilamentlerle birlikte siki bir 6rgii olusturarak kondrositlerin
etrafinda yuva benzeri yap1 olusturur. Kondrositle birlikte ¢evresindeki yuva kondron olarak
adlandirilir. Bu yap1, hiicre ile gevresi arasindaki iletisimin gerceklestigi alandir. Tip 9
kollajen; tip 2 kollajen liflerinin ylizeyini kaplar, ESM’de fibronektin gibi diger molekiillerle
kopriler kurarak yapisal stabiliteyi destekler. Tip 11 kollajen ise heterofibrillerin lateral
biiylimesini diizenleyen ana temeli olusturur. Yaslanma ile N-propeptidleri islenmemis olan
tip 3 kollajen molekiilleri, tip 2 kollajen’e capraz sekilde baglanir. Tip 3 kollajen’in doku
iyilesme ve onarim bdlgelerinde fazla miktarda bulundugu g6z Oniine alindiginda,
zayiflamis tip 2 kollajen fibril agini saglamlastiran bir diizenleyici oldugu diisiiniilmektedir.
Kikirdak dokunun hidrofilik yapisint saglayan temel yapi, proteoglikanlardir. Kikirdakta
baslica bulunan proteoglikan “agregan” olup 220-250 kDa protein ¢ekirdegine sahip ii¢
globiiler domain’den (G1, G2 ve G3) olusur. G1 ve G2 bdlgeleri, amino terminale yakindir
ve kisa bir baglant1 ile birbirlerine baglidirlar. G3 bolgesi ile korboksil terminalde yer alir ve
G2-G3 bolgeleri arasinda kalan alan yogun keratan siilfat ve yaklasik 100 kondroitin siilfat
glikozaminoglikanlarindan (GAG) olusur. (Sekil 3) Tiim GAG’lar tekrar eden karboksil
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(COOH) ve siilfat (SO4) gruplarina sahiptir ve ¢ozeltide iyonize olarak COO— ve SO3—
yiiklerini alirlar. Bu durum dokuya negatif yiik kazandirir. Aggrekan monomerleri,
polisakkarit hyaluronan ile etkilesim yoluyla ¢ok biiyiik agregatlar olusturur. G1 domaini,
hyaluronan ile kovalent olmayan bir sekilde baglanir ve bu etkilesim, 45 kDa'lik baglanti
proteini ile stabilize edilir ve bdylece 200 MDa'dan biiylik molekiiler agirliga sahip
agregatlar olusur. Negatif yiiklii bu agregatlar kollajen fibril aginda sikica paketlendiginden,
sabit yiikler arasindaki mesafe sadece 10 ila 15 A kadardir ve bu, giiclii yiik-yiik itici
kuvvetlerine neden olur. Bu nedenle, proteoglikan agregatlarinin hapsedildigi kollajen ag1
icinde olusan sinirlayict kuvvetler, suyu kuvvetle tutan saglam ve kohezyonlu bir matrisi
destekler. Aggrekan “jeli”, ayn1 zamanda kikirdaktaki kollajen fibrillerini kollajenaz enzimi
tarafindan bozulmaya karsi korur. Yapilan deneylerde, agregani tiikkenmis dondurulup
coziilmiis kikirdakta kollajenin matris metalloproteinaz (MMP)-1 ile inkiibasyonu
sonrasinda tamamen pargalandigi, buna karsin agregani saglam olan kikirdakta kollajenin
bozulmadig1 gosterilmistir. Ayrica, MMP aktivitesini engellemeyen ancak agreganaz
inhibitorleri ile tedavi edilen kikirdak 6rneklerinde, katabolik sitokinlere maruz kalindiginda
hem agreganin pargalanmasinin hem de kollajenolizisin 6nlendigi gozlemlenmistir. Bu
bulgular, agreganin kollajen fibrillerinin patolojik yikimini 6nleyici koruyucu bir rol

oynadigini gostermektedir.

Hyaliironik Asit

G3

Po——

Q ==~ Keratan Siilfattan

— g, Zengin Domain
~——

Hyaluran

Sekil 2.3. Agregan ve Hyaluronik Asitin Yapist
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2.1.4.1. Kikirdak ESM’indeki kollajen olmayan molekiiller ve islevleri
Kikirfdak dokuda ESM igerisinde bulunan kollojen olmayan molekiiller, dokunun

organizasyonu ve Ozelliklerinin korunmasinda onemli islevler istlenirler. Periselliiler
matrikste yer alan perlekan, bir heparan siilfat proteoglikanidir ve kondrositlere fibroblast
bliylime faktéri-2 (FGF2) sunulmasiin diizenlenmesinde kritik rol oynarlar. Ayrica yine
periselliiler matriksteki tip 6 kollajen ag yapisinin olusmasi; dekorin, biglikan, luminikan ve
fibromodulin gibi kiiciik 16sin agisindan zengin proteoglikanlar (SLRP) tarafindan
diizenlenir. Bu kiigiik proteoglikanlar, agregan gibi agregat olusturmazlar ve daha kisa
protein c¢ekirdegine sahiptir. Biglikan, iki kondroitin veya dermatan siilfat zinciri ile
glikozillenmistir. Dekorin, tek bir kondroitin veya dermatan siilfat zinciri tagir. Fibromodulin
ise bes adede kadar keratan siilfat zinciri ile glikozillenebilir. Dekorin ve fibromodulin, tip I
ve tip I kollajene baglanabilir ve kollajen aginin diizenlenmesi ve stabilizasyonunda rol
oynayabilir. SLRP’ler ayrica trombomodiilin 5 (COMP) ve matrilinler gibi diger
molekiillerle de etkilesime girebilir. Matrilin 1-4, genis bir dagilim gdsteren ve genellikle
protein-protein etkilesimlerinde yer alan von Willebrand Faktor A (vVWFA) domainleri igeren
protein ailesini olusturur. Kikirdakta matrilin-1 ve matrilin-3 baskindir ve farkli kollajen
tiplerine ve agregana baglanarak fibriller bilesenleri birbirine baglayip kollajen aglar ile
agregan arasindaki etkilesimleri kurarak matris montajini destekler. COMP da bu karmasik
yapinin bir pargasidir. Bes 6zdes alt birimden olusur ve bu alt birimler N-terminal bolgesinde
coil-coil domaini ile bir arada tutulur. C-terminal bolgesi ise diger matris molekiillerine
baglanan globiiler bir domeine sahiptir. COMP’nin bes kat baglanma kapasitesi sayesinde
tek bir COMP molekiilii, bes kollajen molekiiliinii hizli bir sekilde bir araya getirebilir ve bu
sayede erken kollajen fibril olusumunda katalizor goérevi gorebilir. Ancak, osteoartrit
sirasinda COMP seviyeleri dramatik sekilde artar ve tek bir COMP molekiilii, bir kollajen
molekiiliindeki tiim baglanma boélgelerini isgal edebilir. Bu durum, fibril olusumunu

engelleyerek doku onarimini etkili bir sekilde aksatir. (Sekil 4)
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Sekil 2.4. ESM Kollajen Olmayan Molekiilleri

2.1.4.2 Lumbrikin ve proteoglikan 4
Eklem hareketlerinin en az siirtinme altinda saglanabilmesi i¢in kondrositler ve

sinoviyositler tarafindan miisin benzeri bir glikoprotein olan “lumbrikin” salgilanir.
Proteoglikan 4 (PRG4) olarak da bilinen lumbrikinin temel islevlerinden biri eklem
kayganligmmin  siirdiiriilmesi ve hiicresel yapismanin  Onlenmesidir. Lumbrikin
ifadelenmesinin yetersizligi, erken eklem dejenerasyonu ile iligkilendirilmistir. Ancak eklem
kikirdak ylizeyindeki ¢ok diisitk miktardaki siirtiinmeyi yalnizca lumbrikin ile agiklamak
miimkiin degildir. Giincel arastirmalar, hyaluronan molekiillerinin lumbrikin ile birlikte

hidratasyon tabakalar1 olusturdugunu ortaya koymaktadir.

2.1.5. Kikirdak homeostazi

Kikirdak dokunun homeostazindan, bu dokundaki tek hiicre tipi olan kondrositler
sorumludur. Kondrosit metabolizmasi, bu dokunun avaskiiler, alenfatik ve anoral olmasi
nedeniyle gerekli desteklerden yoksun olarak calisir. Bu nedenle kondrositler, ihtiyaci olan
hammaddeleri sinoviyal sivi ve subkondral kemikten difiizyon yoluyla almaktadir.

Kondrositler bu ortamda enerjilerini biiyiik l¢lide oksijensiz olarak glikoliz ile elde ederler.
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Genel olarak kikirdak dokusunun mikro c¢evresi hipoksiktir. Oksijen seviyeleri doku
derinliginin artmasi ile giderek azalir. Normal kosullarda kondrositler boliinmez ve kikirdak

hasarini tamir kapasiteleri olduk¢a sinirlidir.

2.1.6. ESM molekiillerinin degisimi
Saglikl kikirdakta ESM yenilenmesi yavas gerceklesir. ESM’in ana bileseni olan tip

2 kollajen (ortalama 100 y1l) ve agregan gibi molekiillerin yarilanma émrii olduk¢a uzundur.
Osteoartritli bireyler de dahil olmak {izere iskelet olgunluguna ulagsmis bireylerde kollajen
dongiisiiniin diisiik oldugu gosterilmistir. Molekiiler yas belirteci olarak aspartik asit
rasemizasyonu kullanilarak yapilan caligmalarda, insan kikirdagindaki biiyiik aggrekan
monomerinin yar1 dmriiniin 3,4 y1l, serbest hyaluronan baglanma bolgesi fragmanlarinin yari
Omriiniin ise 25 yil oldugu onerilmistir. Bu bulgu, biiyiikk monomerin olusum ve degisim
hizinin, serbest baglanma bolgesi parcalarinin nihai yikimindan ¢ok daha hizli oldugunu ve

yaslanma ile birlikte bu parcalarin kikirdakta biriktigini agiklamaktadir.

Artritik hastaliklarda sitokinler, kondrositleri proteolitik enzimler salgilamaya tesvik
ederek matriksin yikimina neden olur. ADAMTS-4 ve ADAMTS-5 olarak bilinen
trombospondin motifli metaloproteinazlar (agreganazlar), agregan ¢ekirdek proteinini bes
farkli bolgeden keserek sinoviyal siviya difiize olan ¢ok sayida fragman olusturur. Agregan
cekirdek proteininin interglobiiler domenindeki Glu373 ve Ala374 amino asitleri arasindaki
parcalanma, agreganin GAG tasiyan biiyiik kisminin matriksten kaybolmasina ve islevinin
bozulmasina yol agar. ADAMTS-5, osteoartrit tedavisinde bir hedef olarak biiyiik ilgi
gormektedir ve cesitli sirketler, bu enzimin aktivitesini engelleyen kii¢ciik molekiiller veya
antikorlarin hastaligi modifiye edici etkilerini aragtirmaktadir. ADAMTS-4"lin matrilin-3
proteinini, ADAMTS-7 ve ADAMTS-12'nin ise COMP proteinini pargalayabildigi
bildirilmistir. Siirecin devam etmesi ile, kollajen ag1 6zellikle MMP-13 gibi kollajenazlarin
etkisine kars1 daha savunmasiz hale gelir. Olusan spesifik parcalanma iiriinleri sinoviyal
stvida ve hatta idrarda izlenebilmekte ve osteoartritin patogenezine iliskin degerli bilgiler

saglamaktadir.

2.1.7. Kondrosit — ESM etkilesimleri

ESM bilesenleri, ¢evresel degisikliklere hiicre cevabinin verilmesinde, farklilagsma
ve hayatta kalma gibi siireglerde énemli bir rol oynamaktadir. Ornegin, SLRP gen ailesi
tiyeleri, sinyal molekiilleri olarak islev gorebilir ve ¢oziinebilir SLRP'ler, insiilin benzeri
biliylime faktorii 1 (IGF-1) reseptorii ve epidermal biiyiime faktorii reseptorii gibi gesitli

hiicre yiizeyi reseptorlerine baglanarak hiicresel davraniglart diizenleyen asagi akis sinyal
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olaylarini tetikleyebilir. Ayrica bu glikoproteinler, farkl: sitokinlere, biiyliime faktorlerine ve
morfojenlere (6rnegin, TGF-P) baglanarak bunlar: tutabilir ve sinyal yollarin etkileyebilir.
Saglikli kikirdakta TGF- ekspresyonu, biyomekanik sinyallerle diizenlenir ve kondrosit
fenotipinin korunmasinda rol oynar. Ancak osteoartritte TGF-f seviyeleri yiikselir ve bu
durum fibrozis ve kemik degisikliklerini tesvik eder. TGF-B seviyesindeki bu artis, kikirdak
matriks molekiillerinin pargalanmasi sonucu bagl biiyiime faktorlerinin serbest kalmasindan
veya eklemdeki diger hiicreler tarafindan artan {iretimden kaynaklanabilmektedir.
Periselliiler matriks i¢inde, matriks molekiilleri hiicre ylizeyi reseptorleriyle etkilesime girer.
Fibronektin, integrinler ve syndecan gibi heparan siilfat proteoglikanlarina, Kollajen, diskoid
domain reseptorlerine (DDR), hyaluronan ise CD44 reseptorlerine baglanir. Kondrosit
ylizeyindeki bu reseptorlere baglanan bircok molekiil, hiicreden uzakta yer alan teritoryal
matriks i¢cindeki molekiillerle de etkilesime girerek matriks ve kondrosit arasinda bir iletigim
kurar. Bu sayede kondrosit, matrikste neler olup bittigini algilayabilir ve buna uygun sekilde
yanit verebilir. Periselliiler matrikste bulunan matrilin seviyesinin, kondrositlerin mekanik

hassasiyetini degistirebilecegi one siiriilmiistiir.

ESM vyaslanma, artrit veya yaralanma gibi patolojik siirecler nedeniyle degistikce,
molekiiler etkilesimler ve hiicresel yanitlar biiyiik 6l¢lide degisir, bu da metabolik ¢evrenin
bozulmasina ve genellikle kikirdak islevinin zarar gormesine yol agar. Ek olarak, matriksten
serbest kalan aktif molekiiller inflamasyona katkida bulunabilir. Ornegin, fibromodulin ve
COMP gibi molekiiller kompleman: aktive edebilir ve bdylece inflamasyona katkida bulunur
ve bu durum matriksin daha fazla yikimina neden olur. Fibronektin, plazma ve dokularda
bulunan multimerik bir glikoproteindir ve normal kikirdakta az miktarda bulunur. Ancak
osteoartritik kikirdak, 10 kat daha fazla fibronektin igerir ve bu, sinoviyal sivida da artig
gosterir.  Fibronektin pargalanma iirlinleri, kondrositlerde katabolik bir fenotipi
indiikleyebilir ve bu pargalarin MMP-13 ve ADAMTS-4/5 gibi enzimleri uyardigi
gosterilmigtir.  Osteoartritik  kikirdakta ADAM-8, spesifik fibronektin parcalarim
olusturmakla iligkilendirilmistir. Tenaskin-C, fibronektin ve hyaluronik asit parcalar1 gibi
matriks bilesenleri, Toll-benzeri reseptorler (TLR) araciligiyla baglanarak kondrositler,

sinovyositler ve makrofajlar gibi birgok hiicrede kemokin ve sitokin salinimina yol acar.

2.1.8. Kondrositler ile mekanik yiiklenme arasindaki iliski

Kikirdak doku, giinliik yagamda farkli stres tiirlerine maruz kalir. ESM’in yapis1 bu

gereksinimleri karsilayacak sekilde organize olmustur. Boylece giinliik aktiviteler sirasinda

19



olusan farkli yon ve siddetteki biyomekanik kuvvetler karsisinda verdigi hiicresel yanitlarla

altinda yer alan subkondral kemigi korur.

ECM iginde kollajen lifleri, gekme ve kesme kuvvetlerine direng gosterecek sekilde
tasarlanmistir. Buna karsilik, agregan molekiilleri, negatif yiikli glikozaminoglikan (GAG)
yan zincirlerine sahip bir protein ¢ekirdeginden olusur. Bu negatif yiik, elektrostatik itme ve
ozmotik sismeye neden olarak kikirdagin sikisma kuvvetlerine ve sivi akigina direng

gostermesini saglar. Kollajen lifleri, proteoglikanlarin ozmotik olarak sismesini sinirlandirir.

Kondrositler farkli tiirde mekanik yiiklenmeleri algilayabilir ve bunlara yanit
verebilir. Ornegin, fizyolojik yiiklenme, diz eklem kikirdaginin yiik tastyan bolgelerinde
agregan liretiminin artmasina neden olurken, asir1 yiiklenme, ESM'yi parcalayan enzimlerin
artisina yol acar. Ancak kondrositlerin ¢evredeki mekanik uyarilar1 algilamak igin hangi
molekiilleri kullandig1 heniiz tam olarak anlagilamamistir. Bu siiregte integrinler ve farkl
iyon kanallar1 rol oynamaktadir. Kuvvet algilama, gen ekspresyonunu, protein liretimini ve
modifikasyonunu degistirebilen asagi akis sinyal kaskadlarini baslatir. Son zamanlarda,
TRPV4 iyon kanalinin fizyolojik yiiklenmeye kondrosit yanitinda 6nemli bir rol oynadigi
bildirilmistir. Ayrica, son yillarda Piezol ve Piezo2 olarak adlandirilan iki mekanosensitif
iyon kanal1 kesfedilmistir ve bu kanallar kondrositler ile duyusal néronlar gibi diger hiicre
tiplerinde de eksprese edilir. Kondrositlerde, bu kanallar, kikirdaga zarar verebilecek biiyiik

kuvvetlerin algilanmasinda rol oynamaktadir.

2.1.9 Kondrosit otofajisi

Otofaji, bircok hiicre tarafindan hasarli hiicre i¢i bilesenlerin temizlenmesi yoluyla
homeostazin siirdiiriilmesi ve ¢evresel streslere uyum saglanmasi icin kullanilan bir
sitoplazmik mekanizmadir. Kondrositler sinirli hiicresel yenilenme kapasitesine sahip
olduklarindan, hasarli hiicre i¢i molekiillerin temizlenmesi ve reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) iiretiminin engellenmesi agisindan otofaji onemli bir mekanizmadir. Ozellikle
yiizeyel tabaka, ULK1, Beclinl ve LC3 gibi otofaji diizenleyicilerinin gii¢lii bir sekilde ifade
edildigi bir bolgedir. Histolojik olarak otofaji, kondrositlerde otofagozomlarin olusumu ile
tanimlanabilir. Erken osteoartrit evresinde otofaji yollar1 aktif hale gelir; ¢iinkii kondrositler
ESM yikimina kars1 koymaya ¢aligmaktadir. Ancak osteoartritin ileri evresinde otofaji azalir
ve bu durum kondrosit apoptozunu tesvik eder. Otofajik yolaklar, yaslanmaya bagl

osteoartritte potansiyel bir tedavi hedefi olarak goriilmektedir.
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2.1.10. Yaslanmanin kikirdak doku iizerindeki etkisi

Kikirdak dahil dokularin yaglanmasi, zamanla ortaya ¢ikan islev kaybi olarak
tanimlanabilir ve yaslanma, osteoartritin ana risk faktorlerinden biridir. Hem kondrositler
hem de ESM, yaslanmaya bagl siireglerden etkilenir ve bu durum dokuyu daha savunmasiz
hale getirebilir. Yaslanmanin farkli dokular1 etkileyen ortak yollarina dayali olarak
tanimlanan dokuz yaglanma belirtisi sirasiyla; genomik kararsizlik, telomer kisalmsi,
epigenetik degisiklikler, proteostaz kaybi, diizenlenmemis besin algilama, mitokondrial
disfonksiyon, hiicresel yaslanma (senesens), kok hiicre sayisinin azalmasi ve hiicreler arasi
degismis iletisimdir. Ozellikle son yillarda hiicresel yaslanma ve mitokondriyal
disfonksiyonun birincil osteoartritin gelisimi ile iligkili oldugu 6ne siiriilmektedir. Yaslanma
ve osteoartrit ile birlikte kondrositlerin pro-inflamatuar molekiillerin artisi ile karakterize
edilen yaslanma ile iliskili salg1 fenotipi (SASP) sergiledigi gosterilmistir. Yaslanma ayrica
otofaji diizeyinin azalmasimna yol acar ve bu durum yaslanmaya bagli mitokondriyal
disfonksiyon ve oksidatif stres ile birleserek reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) birikmesine

neden olur.

Eklem kikirdagit ESM’1, yaslanma ile degisir. Glikasyon son {iriinlerinin (AGE)
olusumu, kollajen aginin ¢apraz baglanmasini artirarak kikirdagi daha sert hale getirir. GAG
bilesimindeki yasa bagli degisiklikler, yalmizca kikirdagin biyomekanik o6zelliklerini
etkilemekle kalmaz, ayni zamanda agregan cekirdek proteininin agreganazlar tarafindan
parcalanabilirligini de 6nemli 6l¢iide degistirir. Agregan cekirdek proteininin Glu373 ve
Ala374 amino asitleri arasinda agreganazlar tarafindan pargalanmasi, matrikste G1 domaini
ile hyaluronan arasindaki etkilesim yoluyla tutulabilen kii¢iik par¢alar olusturur. Bu pargalar,
bireyin yasami boyunca kikirdakta birikir. G1-agregan parcalar1 hyaluronana bagh kalir ve
yeni sentezlenen agregan molekiillerinin baglanmasi gereken bolgeleri isgal ederek

kikirdagin onarimini engeller.

2.1.11. Genetigin kikirdak doku iizerine etkisi

Kikirdak matriks proteinlerini kodlayan genlerdeki mutasyonlar, 6zellikle kollajen
genlerinde, yaygim olarak goriilebilir. Ornegin, COLII, COLIX ve COLXI genlerindeki
mutasyonlar, kondrodizplazilere ve erken yasta osteoartrit gelisimine yol acar. Osteoartrit ile
popiilasyon kohortlarindaki genetik varyasyonlarin iliskisini anlamayi amaclayan son
genetik iliskilendirme ¢alismalari, bazi kikirdak molekiillerinin islevleri hakkinda yeni
bulgular ortaya koymustur. Genom capinda iligskilendirme c¢alismalari (GWAS), diz

osteoartriti ile ilgili birkag genetik iliskiyi tanimlamustir. Ornegin, Asya popiilasyonlarinda
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von Willebrand Faktor A (DVWA) genindeki tek niikleotid polimorfizmleri (SNP) diz
osteoartriti ile iliskilendirilmistir, ancak bu iliski Avrupa kohortlarinda tekrarlanamamustir.
Daha sonra, bu yeni tanimlanan genin, eklem kikirdaginda eksprese edilmedigi diigiiniilen
bir kollajen varyanti olan kollajen VI alfa 4 (COL6A4)"i kodladigi bulunmustur. Bu nedenle,
bu SNPnin kikirdak biyolojisi ile iligkili 6nemi belirsizdir.

Diz osteoartriti ile iligkili bagska polimorfizmler de kesfedilmistir. Bunlardan biri,
asporin adli matriks molekiiliinii kodlayan gendeki bir polimorfizmdir. Asporin, TGF-f3
aracili aggrekan ve tip II kollajen ekspresyonunu baskilar. Matrilin-3 proteinini kodlayan
gendeki bir mutasyon, el osteoartriti ile iligkilendirilmistir. Bu spesifik T298M
mutasyonunun, in vitro deneylerde kikirdak kollajen fibril olusumunu belirgin sekilde
etkiledigi gosterilmistir. Kalga osteoartriti gibi yliksek kalitimsal 6zellik gosteren
hastaliklarla iliskili olan genler arasinda, eklem seklinin gelisimi ve korunmasi ile ilgili
olanlar yer alir. Bu genler arasinda Wingless (Wnt) ve kemik morfogenetik protein (BMP)
ailesi iiyeleri bulunmaktadir. Ozellikle erkeklerde kalga osteoartriti riskinde artisla giiglii bir
sekilde iligkili olan bir SNP, DOT1L genindedir. Kalca eklemi mimarisinin bazi 6zellikleri,
Ornegin asetabular displazi, pistol grip deformitesi, genis femur boynu ve degismis femur
boyun-gdvde agisi, osteoartrit patogenezinde Onemli bir rol oynamakta olup, klinik
osteoartrit belirtilerinin ortaya ¢ikmasindan onlarca yil once goriilebilir. Ayrica, son
donemlerde DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve kodlamayan RNA'lar gibi
epigenetik mekanizmalar {izerinde yogunlasilmisti. Bu mekanizmalarin kikirdak
homeostazinda 6nemli bir rol oynadigi ve osteoartrit patogenezinde etkili olabilecegi
diisiiniilmektedir. DOTIL polimorfizmi ile kalgca osteoartriti arasindaki giicli iliski,
aragtirmacilart  histon metilasyonu ile ilgili bir enzim olan DOTIL'in kikirdak
homeostazindaki roliinii arastirmaya tesvik etmistir. Mekanistik olarak, DOTI1L'nin
koruyucu islevinin, eklem hastaliklarina yol agabilecek sekilde asir1 aktif hale gelen Wnt

sinyal yolunu baskilamasindan kaynaklandigi bulunmustur.

Son olarak, kondrositlerde mitokondriyal disfonksiyon, yagslanma ve osteoartrit ile
iligkilendirilmistir ve diz osteoartriti kohortlarinda mitokondriyal DNA'da kesfedilen

mutasyonlarin hastaligin ilerleme riskini azalttig1 gosterilmistir (11).

2.2. Sinoviyum ve Eklem Biyolojisi

Eklemdeki farkli dokular1 birlestiren bag dokusu olan sinoviyum, eklemin i¢
boslugunu dosemekle birlikte salgilartyla eklem boslugundaki kimyasal ve biyolojik ortami

diizenler. Sinovium yapisal olarak eklem i¢ yiizeyini kaplayarak kemik, eklem kikirdagi,
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eklem kapsiilii ve bag dokuya baglanir. Boylelikle sinoviyal sivinin eklem boslugunda
hapsolmasini saglar. Islevsel olarak eklem sivisini kayganlastiran hyoluronan ve lumbrikin
(PRG4) sentezini yapar. Eklem kikirdaginin aksine, sinovium vaskliilerize bir yapidir. Bu
nedenle gerekli ham maddelerin tasinmasi, atiklarin uzaklastirilmasi, immiin sistemin ve
boylece eklemdeki inflamasyonun diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. Bu islevler, sinoviyal
dokuda yerlesmis hiicreler sayesinde gergeklestirilir. Bu nedenle osteoartrit, romatoid artrit

ve diger inflamatuar hastaliklarda dogrudan rol oynamaktadir. (Sekil 5)

Normal Diz Eklemi Osteoartrit

Neovaskiilerizasyon

Makrofaj benzeri hiicreler

|/

Debris Temizlenmesi

(Fagositoz) ( Sinovial Hiperplazi

Fibroblast Benzeri —— “‘A

Sinovisitler (FLS) | :
Sinoviyal Pannus

Hyaluronan / Lumbrikin Salgist .
Makrofaj

cnfositler

Sekil 2.5. Normal ve Osteoartritik Eklemin Karsilagtirilmasi

2.2.1. Sinovial hiicreler

Sinovial membrandaki ana hiicreler makrofaj benzeri hiicreler (Tip A) ve fibroblast
benzeri sinovisitler (Tip B) bulunur. Tip A hiicreler monosit kdkenlidir ve sinoviyal
membrandaki hiicrelerin dortte birini olusturur. Bu hiicreler, eklemin i¢ yiizeyinde fagositoz

yoluyla sinoviyal sividaki artiklari temizler. Yogun enerjinin harcandigi bu siirecte
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mitokondriler hayati 6nem tasimaktadir. Tip B hiicreler ise mezenkimal kok hiicre
kaynaklidir. Bu hiicreler baslica hyaluronan ve lumbrikin gibi baslica ESM proteinlerinin
sentezinden ve salgilanmasindan sorumludur. Hyaluronan eklem sivisinin vizikositesini
saglarken, lumbrikin eklem yiizeyini kayganlastirir. Bu hiicrelerde ise endoplazmik
retikulum hayati neme sahiptir. Ayrica bu hiicreler, kikirdak tamirinde hiicre kaynagi olarak

kullanilabilmektedir.

2.2.2. Sinoviyal s1v1

Sinovial stvinin mekanik 6zellikleri, viskozite, statik basing, kesme gerilimi ve akis
potansiyellerini etkiler. Bu fiziksel 6zelliklerin normal fizyolojik araligin disina ¢ikmasi;
eklemde kikirdak yiizey hasarina, hiicre 6liimiine, asinmaya neden olur. Kimyasal olarak,
sinoviyal sivi ve kan arasinda oksijen, karbondioksit ve metabolitlerin siirekli olarak

degisimi mevcuttur. Bu sayede avaskiiler olan kikirdak dokuya metabolik destek saglanir.

Biyolojik olarak, temas ettigi dokular i¢in bir mikro-¢evre gorevi de goriir. Sinoviyal
stvi; immiin sistem hiicrelerini, ekstraselliiler vezikiilleri, matriks proteinlerini, sitokinleri,
kemokinleri ve biiyliime faktorlerini icerir. Normal bir eklem sivisinda <100mm? 16kosit
bulunur. Bunlarin da biiylik ¢ogunlugu monositlerdir. Sinovial sivida yer alan bu biyolojik
bilesenler, eklem boslugu icinde birbirinden uzak noktalarda bulunan doku ve hiicreler
arasinda iletisimi saglar. Ayrica bu faktorler, inflamatuar durumlarda doku dejenerasyonu

uzerinde de etkilidir.

2.1.3.0steoartritte sinoviyal s1v1

Literatiirdeki arastirmalar; eklem kikirdak hiicreleri, sinovyal hiicreler ve
mezenkimal kok hiicrelerin osteoartrit sirasinda hiicresel yaslanma, telomer kisalmasi ve
yaslanmaya bagli salgisal fenotip (SASP) olusumu gosterdigini ortaya koymustur. Her ne
kadar deneysel hayvan modellerinde senolitiklerin kullanilmasi osteoartrit patogenezini

engellese de, glinlimiizde hastalig1 modifiye edici bir tedavi bulunmamaktadir.

Her ne kadar osteoartrit klasik bir inflamatuar eklem hastalig1 olmasa da, sinoviyal
inflamasyon ve sinovit OA’in ilerlemesine neden olmaktadir. Erken evre OA’de sinoviyal
dokuda hafif bir inflamasyon izlenir ve orta evrelerde hipervaskiilerize olur. Geg evrede ise

sinoviyal villoz hipertrofiye ugramis ve neovaskiilerizasyonun da etkisiyle kalinlagmistir.

OA’de en sik rol oynayan immiin sistem hiicreleri makrofajlar, T hiicreleri ve mast
hiicreleridir. OA patogenezinde etkisi gdsterilmis baslica proinflamatuar sitokinler IL-1, IL-

6 ve TNF-a’dir. TNF-a esas olarak sinoviumdaki ve kemikteki immiin sistem hiicrelerinden
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sentezlenir. Kondrositlerden ise proinflamatuar kosullar altinda IL-1 ve IL-6 iiretilebilir.
Diger yandan sinoviyumdaki yaslanmis hiicrelerden IL-1 ve IL-6 ve MMP’ler

sentezlenmektedir.

Inflamatuar sitokinlerin vaskiiler gecirgenligi arttirmasi sonrasinda ortama gelen
mononiikleer hiicreler, immiin sistem aktivasyonuna neden olarak proinflamatuar kaskadi

besler. Enflamasyonun artisi, katabolik yanita sebep olur.

Sinovyumdaki tip A ve tip B hiicreleri ayrica biiyiime faktorleri de sentezler. Eklem
saglig1 ve hastaliklarinda 6nemli bir biiylime faktorii ailesi, TGF-B/BMP/GDF ailesidir.
GDF-5 eklem olusumunda yer alirken, TGF-B mezenkimal kok hiicrelerin kondrojenik
farklilagmasini ve kikirdak olusumunu tesvik etmede 6nemli bir rol oynar. Ancak TGF-f
sinyali, sinovyum ve subkondral kemikte fibrozis, kemik olusumu ve OA patogenezi ile
iliskilendirilmistir. Kemik morfogenetik protein (BMP) sinyali, mezenkimal kok hiicrelerin
kondrojenik ve osteojenik farklilagmasi igin gereklidir. Ancak, asirt BMP sinyali,

osteoartritte kikirdak hipertrofisine ve osteofit olusumuna neden olabilir.

2.2.4. Kemik-sinoviyum ve eklem kikirdagi etkilesimleri

Eklemi olusturan dokular devamli olarak birbiri ile iletisim halindedir.
Normal kosullarda bu dokular sinyal molekiilleri (sitokinler, bityiime faktorleri, eksozomlar
vb.) ile haberleserek yiik altindaki eklemde sadece fiziksel olarak degil biyokimyasal olarak
da birlikte calisirlar. Boylece eklemi olusturan dokularin homeostazi diizenlenmis olur.
Eklemi olusturan yapilardan bir ya da birkaginin hasar gérmesi durumunda ise bu iletisim
ag1 tersine isleyerek eklem hasarini arttiran bir yanita neden olabilir. OA gilinlimiizde, eklemi
olusturan yapilarin koordineli bir sekilde bozuldugu tiim eklemi ilgilendiren bir hastalik
olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle hem patofizyolojisinin anlasilmasinda hem de tedavi

stratejileri gelistirilmesinde hastaliga bu perspektiften bakilmasi gerekmektedir (12).

Eklemin i¢ ylizeyini doseyen sinoviyal dokunun inflamasyonu sinovit olarak
adlandirilir. Sinovit, OA’de genellikle kikirdak hasarindan 6nce ortaya ¢ikmaktadir. OA
kliniginde goriilen agrinin da kaynagi olan inflame sinoviyumda sinovisitler hipertrofiye
olur. Sinoviyal dokuya go¢ eden lenfositler ve makrofajlardan salgilanan sitokinler, nitrik
oksit (NO), prostaglandin E2 (PGE2) ve noropeptidler proinflamatuar etkileriyle katabolik
metabolik siireci baskin hale getirir. Ayrica ortama salgilanan vaskiiler endotelyal biiylime

faktorii (VEGF) neovaskiilarizasyona neden olarak sinoviyal hipertrofiye katkida bulunur.
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OA patogenezindeki en dnemli proinflamatuar sitokin interldkin 18 (IL-1PB)
ve timor nekrozis faktdr-o (TNF-a))’dir. Bu sitokinler dogrudan kikirdak yikimina sebep
olacag1 gibi, proinflamatuar kaskad: da besleyerek dejenerasyonun ilerlemesine neden
olurlar. Ayrica eklem kikirdaginin parcalanmasi sonrasinda sinoviyal siviya dagilan hiicresel
molekiiller ve ESM bilesenleri dogrudan sinoviti tetikleyebilmektedir. Ayrica inflame
sinoviyuma g¢ekilen makrofajlar, osteoklastlara farklilasarak kemik rezorpsiyona neden

olabilmekte bu da OA kliniginde goriilen kemik rezorpsiyonuna sebep olmaktadir.

2.2.4.1. Biyolojik faktorler
Eklemi olusturan dokular arasindaki etkilesim degerlendirilirken, etki eden

faktorlerin yalnizca ekspresyonu degil ayni zamanda lokalizasyonunun da degerlendirilmesi
gerekir. Ornegin MMP-13 kemikteki kanalikiiler yapinin korunmast igin gerekli bir proteaz
olsa da subkondral kemikteki degisiklikler ve ekleme etki eden artmis mekanik kuvvetlerin
baskin olarak izlendigi eklem bdlgelerinde ifadelenmesi artabilir ve bunun sonucunda

kikirdak dokudaki tip 2 kolajenin pargalanmasini bu bolgelerde arttirabilir.

2.2.4.2. inflamasyon
Her ne kadar OA’de inflamasyon, diger artritlerdeki kadar belirgin olmasa da,

inflamatuar yolaklarin hastaligin ilerlemesindeki etkisi asikardir. Proinflamatuar yolaklarin
kontrolsiiz olarak tetikledigi inflamatuar siire¢, kisir bir dongii olusturarak inflamasyonu
devamli besler. Bu siirecte alarminler, kemokinler ve fibronektin, kiiciik 16sin acisindan
zengin proteoglikanlar ve kolajen pargalart gibi kikirdak matriks yikim iiriinlerinin sinoviyal
stviya salinimi, integrinleri aktive ederek bu dejeneratif dongiiyii daha da hizlandirir.
Sklerotik kemikten salinan osteoblastlar, kondrositlerde MMP-13 ekspresyonunu
indiikleyen yiiksek seviyelerde IL-6, IL-8 ve prostaglandin E2 salgilayarak inflamatuar

fenotipe katkida bulunur.

2.2.4.3. Hipoksinin etkisi
Hipoksiye duyarli faktorler (HIF'ler), OA’da da onemli bir rol oynar. Normal

kondrositler hipoksik bir durumda yasar ve apoptozdan korunmalarini saglayan HIF-1a’y1
eksprese ederler. OA’daki subkondral kemigin vaskiilerizasyonunun artmasi ve bu alanda
damarsal gegirgenligin artmasi nedeniyle oksijen seviyesinin ylikselmesi, kondrosit
davranigin1 degistirebilir. Normoksik ortamda kiiltiirlenen kondrositler, hipoksik ortamda
kiiltiirlenenlere gore daha az HIF-1a, tip II kollajen ve agregan, ancak daha fazla MMP-13
ve agreganaz (MMP-3) fretir. IL-la ve TNF-o'ya maruz kaldiklarinda, normoksik
kondrositler hipoksik hiicrelere kiyasla daha fazla nitrik oksit ve prostaglandin E2 gibi
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proinflamatuvar mediyatér TUretirler. HIF-1’in  baskilanmasi  farelerde kikirdak
dejenerasyonunu ve osteofit olusumunu tesvik ettigi yapilan caligmalarla gosterilmistir..
Buna karsin HIF-2a, osteoartritik kikirdakta yiiksek diizeyde eksprese edilir ve agreganazlar
ile MMP’lerin tiretimini artirir. Dolayisiyla, kondrositlerde HIF-1a'dan HIF-2a'ya gegis, tim
eklemde katabolizmay etkileyen kritik bir esiktir.

2.2.4.4. Wnt sinyalizasyonu
Kemik ve kikirdakta B-katenin araciligiyla gerceklesen kanonik Wnt sinyalizasyonu,

kemik olusumu icin giiclii bir agonisttir ve aktivitesi Wnt antagonistleri tarafindan
diizenlenir. Omegin, sklerostin, osteositler ve kondrositler tarafindan mekanosensitif bir
sekilde eksprese edilerek uygunsuz kemik olusumunu baskilar. OA'daki eklem asiri
yuklenmesi, sklerostin baskilanmasina, anormal Wnt aktivasyonuna ve sonunda subkondral

kemik sklerozuna katkida bulunabilmektedir.

Kondrositlerde, B-katenin ekspresyonu birincil ve ikincil ossifikasyon merkezlerinin
olusumu i¢in gereklidir ve Wnt sinyali kondrositler i¢in apoptozu engelleyerek bir hayatta
kalma sinyali islevi goriir. Ancak OA hastalarindan alinan sinovyal fibroblastlar ve
kondrositlerde yiiksek diizeyde Wnt sinyalizasyonu tespit edilmistir. Yapilan bir ¢caligmada
fare modelinde Wnt aktivasyonunun baskilanmasi, kikirdak dejenerasyonunu ve sinoviti

azaltmastir.

2.2.4.5. TGF-p sinyalizasyonu
Kemikte osteoklastlar, kemik rezorpsiyonu sirasinda TGF-f ligand1 salgilar ve bu

ligand osteoprogenitdr hiicrelerin toplanmasini ve proliferasyonunu tesvik eder. Ancak,
TGF-p terminal osteoblast farklilagmasini ve matriks mineralizasyonunu baskilar. Farelerde

TGF-B inhibisyonu trabekiiler kemik yogunlugunu arttirdig1 gosterilmistir.

Cerrahi ile indiiklenen OA hayvan modellerinde, subkondral kemikteki yiiksek TGF-
B seviyeleri, kikirdak dejenerasyonu, subkondral kemik yeniden sekillenmesi ve diisiik
trabekiiler kemik yogunlugu ile iliskilendirilmistir. Bu modelde, nétralize edici TGF-8

antikoru, saglikli kikirdak ve subkondral kemik fenotipini korumaya yardimci olmustur.

Ote yandan, kondrositlerde TGF-B sinyalizasyonunun baskilanmasi OA'yi
siddetlendirebilir, ¢linkii TGF- normalde temel kikirdak matriks bilesenleri olan kollajen 11
ve agregan lretimini tesvik eder ve MMP-13 gibi proteazlarin ekspresyonunu baskilar.
Insanlarda TGF-B yolunun efektdrii olan Smad3'teki mutasyonlarin OA ile iliskilendirilmesi

bu mekanizmanin 6nemini vurgulamaktadir. TGF- yolunun mekanosensitif olmasi ve
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eklem dokularinin mekanik o6zelliklerini diizenleyebilmesi nedeniyle, OA tedavilerine
yonelik klinik stratejiler, bu biiyiime faktoriiniin her eklem bdliimiindeki farkli rollerini

dikkatle ele almalidir.

2.2.4.6. Mekanik faktorler
Mekanik sinyaller, hiicre i¢i efektorleri ve transkripsiyonel diizenleyiciler gibi

ekstraseliiler matriks proteinleri, ligandlar ve reseptorler lizerinde bir dizi aktiviteyi
tetikleyerek hiicresel yanitlar1 baglatir. Eklem dokular1 gelisim siirecinde veya hastalik
sirasinda degistikge, degisen fiziksel ortam, eklemin biyolojik ve mekanik homeostazini

etkileyen hiicresel aktivitelerde degisimlere neden olur.

Eklemler icin yeterli ve uygun mekanik uyar1 miktari, gelisim siirecinden itibaren
normal islev icin gereklidir. Anne karninda embriyonik kas kasilmalari, kemik seklinin ve
tendon ile baglara baglanma bolgelerinin olusumunu yonlendirir. Kikirdakta, diisiik
yogunluklu dongiisel ylikleme agregan iiretimini artirir, proteaz ekspresyonunu baskilar ve
kondrositlerin inflamatuar sitokinlere karsi katabolik yanitini azaltir. Pasif harekete tabi

tutulan diz eklemleri, sinovyal siviya daha fazla hyaluronan salgilayarak eklemi yaglar.

Bu mekanosensitif islevler normal mekanik uyarilardaki artis veya azalmasi
durumunda bozulabilir ve hastalikli bir fenotipin ortaya ¢ikmasina katkida bulunabilir. Yatak
istirahati veya mikro yercekimine maruz kalan kisiler hizla kemik kiitlesi kaybeder.
Kemirgenlerde arka bacak immobilizasyonu, kikirdak proteoglikan igeriginin azalmasi ve
agreganaz ekspresyonunun artmasi ile OA’ya neden olur. Yaralanma yiikiine maruz kalan
kondrositler inflamatuvar bir yanit sergiler ve MMP-13, IL-1p, nitrik oksit sentaz (NOS) ve
prostaglandin (PG) liretimini artirir. Ekstraseliiler matriks sertligindeki degisiklikler, TGF-f

gibi sitokinlerin ligandlara baglanmasini degistirebilir.

2.2.4.7. integrinler aracih mekanik sinyallesme
OA’da kemik yeniden sekillenmesi ve kikirdak dejenerasyonu hiicrenin bazal

mekanik ortamini degistirir ve bu da integrinler aracilifiyla algilanan hiicresel sinyalleri
etkiler. Ekstraseliiler matriks proteinlerine baglandiktan sonra transmembran integrinler,
"fokal adezyon" adi verilen bir hiicre i¢i protein kompleksi olusturur. Fokal adezyon
proteinlerindeki aktif sinyallesme kompleksleri, integrinlerin hiicresel mekanikleri,
sinyalleri ve islevleri fiziksel ¢evredeki degisimlere gore kalibre etmesine olanak tanir.
Fizyolojik yiikiin kondrositler iizerindeki koruyucu etkileri, integrinlere bagimlidir; ¢ilinki

integrin inhibisyonu sonrasinda ve OA'da bu yanit kaybolur.
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2.2.4.8. Siv1 akis1 ve mekanik uyarilar
Mekanik yiiklenme nedeniyle olusan sivi akist bagli basina bir uyarici iglevi goriir.

TRPV4, kikirdak, kemik ve sinovyumda eksprese edilen, mekanosensitif, kalsiyum gegirgen
bir katyon kanalidir. Normal hareket sirasinda kikirdaga yiik bindiginde ve bosaldiginda sivi
dokudan disar ¢ikar ve tekrar girer, bu da ozmotik basingta biiyiik dalgalanmalara neden
olarak TRPV4 sinyallesmesini aktive eder. Mekanik olarak uyarilmis TRPV4 araciligiyla
kalsiyum giriginin, katabolik ve proinflamatuvar faktorleri baskiladigi ve Col2al gen
ekspresyonunu indiikledigi gosterilmistir. Farelerde TRPV4 islevinin kaybi, muhtemelen
eklem iletisiminin bozulmasi nedeniyle kikirdak fibrilasyonu ve proteoglikan kaybina yol
acar. TRPV4 kanallar hiicrelerde mekanotransdiiksiyon icin 6zel organeller olan birincil

silialarda lokalizedir.

2.2.4.9. Kemik ve kikirdak doku kalinlagsmasi
Eklem kikirdagi, kalsifiye kikirdak ve subkondral kemik ile birlikte uygulanan

yuklerin enerjisini absorbe eden bir birim olarak calisir. Ancak OA sirasinda bu sert
katmanlarin kalinlagsmasi, bu tabakalarin esnekligini smirlar ve bu da alttaki kemikte ve
kemik tizerindeki kikirdakta stres yogunluk ve dagilimini degistirir. Eklem esnekligindeki
%10’luk bir azalma, kikirdaktaki kompresif stresi %15 ila %20 artirabilir ve bu durum
kondrositlerin homeostatik mekanosensitif uyariy1 algilama ve yanit vermesini geciktirebilir.
OA'de subkondral kemigin sertlesmesi, alttaki trabekiiler kemigi stresten koruyarak kemik
rezorpsiyonua sebep olur. Bu da yiik dagilimini bozarak eklem biyomekanigini degistirir. Bu
nedenle, subkondral kemigin kalinlagtigi ve mineralizasyonun arttig1 bolgeler, kikirdak

lezyonlar1 ile gozlenir (13).

2.3. Osteoartrit

2.3.1. Osteoartrite giris veeEpidemiyoloji

Osteoartrit (OA), agr1, fonksiyon kaybi1 ve yasam kalitesinde (YK) belirgin diisiis ile
karakterize kronik ve dejeneratif bir eklem hastaligidir (11, 14). Osteoartrit (OA), global
diizeyde en yaygin goriilen kas-iskelet sistemi hastaligidir (11). 2020 yili itibartyla OA’nin
diinya ¢apinda 595 milyon bireyi etkiledigi ve diinya niifusunun %7’sini kapsadigi tahmin

edilmektedir (15).

2.3.1.1. Yas ve prevelans
OA prevalansi yasla birlikte onemli dlgiide artmaktadir. Ozellikle 65 yas ve iizeri

bireylerde diz, kalga ve el osteoartriti yaygindir. 70 yasin lizerindeki bireylerde osteoartrit

en sik 7. Sakatlik sebebidir ve 70 yasindan biiylik bireylerin yaklasik iigte biri osteoartritten
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etkilenmektedir. 50-69 yas araligindaki bireylerde prevelans orani 23237/100000 olarak
hesaplanmistir(16). Kadinlarda OA prevalansi, menopoz sonrast donemde hormonal
degisiklikler nedeniyle belirgin bir artis gdstermektedir (15). Kikirdak dokuyu koruyucu
etkisi olan Ostrojen seviyelerindeki diisiisiin, eklem bozulmasim1i hizlandirdig:
disiiniilmektedir. Buna karsin erkeklerde gen¢ yaslarda goriilen OA vakalar1 genellikle
travma, spor yaralanmalarina ve agir fiziksel aktivitelere baglhdir (17). Yaslanma siirecinde
eklem yapilarinin biyolojik dayaniklilifinin azalmasi, artan mekanik yiiklenmelerle
birleserek OA gelisimini hizlandirir. Eklem ¢evresindeki kas kiitlesinin azalmasi ve postiiral
dengenin bozulmasi da yasa bagli risk faktorleri arasinda yer almaktadir. Kronik agri, eklem
sertligi ve hareket kisitlilig1 gibi semptomlarla seyreden bu hastalik yasli bireylerin yasam
kalitesinde ciddi diisiislere yol acarak bagimsiz yasam yetisini siirlamakta ve sosyal

1zolasyonu artirmaktadir

2.3.1.2. Cinsiyet farkhihiklar:
OA’in prevalansi ve siddeti cinsiyetler arasinda farklilik gostermektedir. Kadinlarda

diz ve el OA’1 daha yaygin gozlenirken, erkeklerde kalca OA’1 daha sik goriiliir. Kadinlarda
goriilen prevalans artisi, 6strojenin anti-inflamatuar etkilerinin menopoz sonrasi azalmasi ve
kemik mineral yogunlugunun diismesi ile iligkilidir. Erkeklerde ise OA genellikle yogun

fiziksel aktiviteler veya travmalarla iligkilidir ve genellikle daha lokalize bir dagilim sergiler
(18).

2.3.1.3. Risk faktorleri
OA risk faktorleri temelde degistirilemeyen ve degistirilebilir risk faktorleri olarak

ikiye ayrilmaktadir.

OA'nin olusumunda ve ilerlemesinde genetik yatkinlik, yas, cinsiyet ve genetik
yatkinlik degistirilemeyen faktorler arasinda yer alir. Kalitsallik tahminleri %39 ile %65
arasinda degismekte olup genom ¢apinda iligkilendirme ¢aligmalar1 (GWAS), OA ile iligkili
100°den fazla genetik lokus tespit etmistir (19). DNA metilasyonu ve histon
modifikasyonlar1 gibi epigenetik mekanizmalar, genetik yatkinligin hastaligin baslangicina
ve ilerlemesine nasil katkida bulundugunu agiklamistir. MGP ve ALDH1A?2 genleri gibi bazi

genetik varyantlar, kikirdak homeostazinin korunmasinda énemli bir rol oynamaktadir (19).

Obezite, OA gelisiminde degistirilebilir énemli bir risk faktoriidiir ve yalnizca
mekanik yliklenmeyi artirmakla kalmaz, ayn1 zamanda yag dokusundan salgilanan leptin

gibi proinflamatuar sitokinler araciligtyla sistemik inflamasyon siirecini tetikler (Roelofs &
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De Bari, 2023). Yiiksek viicut kitle indeksi, 2020 yilinda osteoartrit yiikiiniin %20,4’linden
sorumludur, 6zellikle diz ve kalca osteoartritinde etkili bir risk faktoriidiir. Metabolik
sendrom ve dislipidemi, hastaligin sistemik dogasini yansitarak OA riskini bagimsiz olarak
artirir (16). Buna ek olarak, sporcularda ve agir islerde calisan bireylerde sik goriilen
meniskiis yirtiklart ve ¢apraz bag yaralanmalar1 gibi travmatik eklem hasarlari, erken

baslangicli OA i¢in risk faktoriidiir.

2.3.1.4. Sosyoekonomik ve bolgesel farkhihklar
OA prevalansi, cografi ve sosyoekonomik faktorlere gore farklilik

gosterebilmektedir. Yiiksek gelirli tilkelerde, yasam siiresinin uzamasi ve sedanter yasam
tarzinin yayginlagsmasi nedeniyle OA vaka sayist artmaktadir. Buna karsin diisiik gelirli
ilkelerde, erken tanmi1 ve tedavi olanaklarinin siirli olmasi nedeniyle hastaligin ilerlemesi
daha ciddi komplikasyonlarla sonuglanmaktadir (14). Global Burden of Disease (GBD)
verileri, OA’nin neden oldugu yeti kayb1 yilinin (YKY) 6zellikle diz ve kalca OA’sinde
yiiksek oldugunu ortaya koymaktadir. Global Burden of Disease (GBD), diinya genelinde
saglik sorunlarinin neden oldugu hastalik yiikiinii kapsamli bir sekilde degerlendiren ve
kiyaslayan en genis kapsamli projedir. GBD calismalari, hastaliklarin, yaralanmalarin ve risk
faktorlerinin kiiresel, bolgesel ve ulusal diizeyde halk saglig: iizerindeki etkilerini 6lgmek
icin "disability-adjusted life years (DALY)", "years of life lost (YLL)" ve "years lived with
disability (YLD)" gibi metrikleri kullanmaktadir (16). 2021 yilinda yayinlanan ve 1990-
2020 yillar1 arasinda 204 iilkenin osteoartrit ile iligkili verilerinin analiz edildigi GBD 2021
calismasinda diz, kalga, el ve diger eklemler (Omuz, dirsek vb.) incelenmistir. En yiiksek
prevelans yiiksek gelirli Asya-Pasifik (100.000’de 8.632 vaka) iilkelerinde goriiliirken, en
diisiik prevelans Glineydogu Asya ve Sahra Alt1 Afrika (100.000°de 5.800 vaka) iilkelerinde
goriilmektedir. En yliksek ulusal prevelans ise %8,7 ile Amerika Birlesik Devletleri’ne aittir.
2050 yili projeksiyonlarinda kiiresel osteoartrit vaka sayisinin 1 milyar kisiye ulagmasi
beklenmektedir. 2020-2050 yillar1 arasinda osteoartrit tiirlerindeki sirastyla diz OA (%74.9),
el OA (%48.5), kalga OA (%78,6) ve dige r OA’ler (%95,1) artis beklenmektedir (16).

2.3.1.5. Klinik ve ekonomik etkiler
OA, giinliik yasam aktivitelerini kisitlayan ve hastalarin ig giicline katilimini azaltan

bir hastaliktir. Merdiven ¢ikma, oturma ve yiirlime gibi temel hareketlerde yasanan zorluklar,
bireylerin sosyal yagsamdan uzaklagsmasina ve zihinsel sagliginin bozulmasina neden olabilir.
Kronik agr1, uyku bozukluklar1 ve depresyon gibi sekonder etkiler de OA'nin klinik yiikiinii

artirmaktadir. OA tedavisinde kullanilan farmakolojik ve cerrahi yaklagimlar semptomatik
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rahatlama saglamaktadir; ancak hastaligin progresyonunu durdurmaya yonelik kesin bir
tedavi ydntemi heniiz bulunmamaktadir. Ozellikle diz ve kalga protezi ameliyatlari, maliyetli
olmasina ragmen yasam kalitesini artiran etkili ¢cdzlimler arasinda yer alir. Ancak bu cerrahi
islemler, saglik sistemleri iizerinde biiyiik bir ekonomik yiik olusturmaktadir (20). Diinya
genelinde ulusal diizeyde en yiiksek OA prevelansina sahip Amerika Birlesik Devletleri’nde
OA’nin ekonomik yiikii yillik tibbi harcamalar ve kaybedilen gelirler dahil olmak iizere 303
milyar dolar olarak hesaplanmaktadir (14). Bu tutar, sanayilesmis iilkelerin gayri safi yurt

i¢i hasilasinin yaklasik %0,5’ine tekabiil etmektedir (11).

2.3.2. Osteoartrit patofizyolojisine genel bakis

Geleneksel olarak OA, eklemlerin asir1 kullanimi sonucu ortaya ¢ikan mekanik bir
"asinma ve yipranma" hastalig1 olarak goriilmekteyken, giincel arastirmalar patogenezinde
biyokimyasal, genetik ve inflamatuar faktorlerin kompleks bir etkilesimini ortaya

koymaktadir (14, 18).

Patofizyolojik siire¢ temel olarak, kikirdak dejenerasyonu, subkondral kemik
degisiklikleri, sinovyal inflamasyon ve osteofit olusumu gibi birden fazla faktoriin etkilesimi
sonucunda sekillenir (21). Mekanik asinma ve yipranma 6nemli bir faktor olsa da; OA'nin
patogenezi genetik faktorler, hiicresel sinyal yolaklar1 ve inflamasyon siirecleri ile yakindan
iligkilidir (14, 18). Her ne kadar yapisal dejenerasyon mekanizmalari uzun yillardir iyi

sekilde incelenmis olsa da OA biyolojisi heniiz tam olarak anlasilmis degildir.

OA’deki patolojik silire¢ eklem homeostazini bozarak agri, sertlik ve hareket
kisitliligina yol agar. Kikirdak dokusunun ana hiicreleri olan ve bu dokunun biitiinliiglinii
korumakla gorevli kondrositler, oksidatif stres ve mekanik yiiklenme altinda islev kayb1
yasayarak doku bozulmasma katkida bulunur (18). Islevsel bir eklemi olusturan tiim
bilesenler, entegre bir organ olarak ¢alismak zorundadir. Son yillarda yapilan calismalar,
eklemi olusturan dokular arasindaki bu etkilesimlerin OA gelisimindeki roliinii daha iyi
ortaya koymaktadir. Sinoviyum, meniskiis, subkondral kemik ve periartikiiler yag dokusu
gibi eklem dokulari, sitokinler, matriks parcalayicit enzimler ve biyoaktif lipidler salarak

kikirdak hasarini artirict bir etki géstermektedir (17).

Eklem kikirdagi OA’de en ¢ok incelenen dokularin basinda gelmektedir. Her ne kadar
tarihsel olarak OA dejeneratif kikirdak hastaligi olarak kabul edilse de giiniimiizde sinoviyal
eklemin bir organ olarak dejenerasyonu olarak kabul edilmektedir. OA siirecinde

kondrositler, asir1 mekanik yiiklenme, oksidatif stres ve inflamatuar faktorlerin etkisiyle
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homeostazi1 saglayan anabolik 6zelliklerini kaybederek katabolik bir fenotip kazanir. Bu
fenotip degisimi sonucunda matris metalloproteinazlar (6zellikle MMP-13) ve agregan
yikici enzimler (6zellikle ADAMTS-4 ve -5) iiretilir, bu da kikirdak yikimina yol acar (Han,
2022). Interlokin 1 (IL-1) ve tiimor nekroz faktorii-a (TNF-a) gibi katabolik sitokinlerin
devamli iiretimi yikim siirecini daha da arttirir. Yetiskin kikirdagi metabolik olarak aktif bir
doku olsa da, temelde iyilesme kapasitesi sinirlidir ve OA’de kondrositler stabil tip-2
kollajen liflerini tretemezler. Kollajen agrinin bozulmasi, matriks yapisin1 bozarak
kikirdagin kompresif yiiklere kars1 dayanikliligini kaybetmesine neden olur. Dejeneratif

stire¢ ilerledik¢e kondrositler apoptoza ugrar ve dejeneratif siire¢ hizlanir.

Eklem boslugunun i¢ yiizeyini doseyen sinoviyal membran (sinoviyum), OA'de
inflamatuar stireglerin baslica kaynagi haline gelir. OA’de diisiik dereceli ancak kronik bir
inflamasyon siireci gozlenir. Sinovial dokuda yer alan sinovyal makrofajlar ve fibroblast
benzeri sinoviyositler, IL-13, TNF-a ve IL-6 gibi sitokinler salgilayarak inflamasyonun
kroniklesmesine neden olur (21). Bu inflamatuar ortam, kondrositlerin anabolik
aktivitelerini baskilayarak eklem dokusunun kendini onarma kapasitesini sinirlandirir.
Sonug olarak, kondrositlerde katabolik siire¢ baskin hale gelir ve iiretilen katabolik enzimler

eklemi olusturan dokularda kisir bir dongiiye neden olur.

Normal Eklem Osteoartritik Eklem

Proteoglikanlar

Sinoviyal Membran
Hiperplazisi /
ADAMTS-4, -5 : Inflamasyon /

MMP-1. -13 TNF-& ¢ Fibrozis

: Matriksinde kayip
i Kollajen ve incelme

5 Fibrilleri
: Osteolit

Kalinlagmig
Subkondral
kemik

Sekil 2.6. Osteoartritik Eklemin Makroskopik Yapisi

Subkondral kemik, eklem stabilitesini saglayan ve kikirdak dokuyu destekleyen

Oonemli bir yapidir. OA siirecinde subkondral kemikte trabekiiler kalinlagsma, skleroz ve
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mikrokiriklar meydana gelir. Bu degisiklikler, eklemdeki mekanik yiik dagilimini bozarak
kikirdagin maruz kaldig: stresi artirir. Ayrica, osteoklastlar tarafindan tiretilen eksozomlar
kemik yeniden sekillenmesini etkileyerek patolojik degisikliklerin hizlanmasina katkida

bulunur (17).

Osteofitler, eklem kenarlarinda olusan yeni kemik ¢ikintilaridir ve genellikle OA'nin
ilerleyen evrelerinde ortaya cikar. Osteofit olusumu, kemik hiicrelerinin biiyiime
faktorlerine, 6zellikle TGF-B ve WNT sinyal yolaklarina verdigi yanitlardan kaynaklanir
(22). Bu yeni kemik olusumlari, eklem hareket acikligin1 azaltarak agr1 ve sertlik hissini

artirir.

2.3.2.1. Kondrosit hasar1 ve dejenerasyon mekanizmalari

2.3.2.1.1.0ksidatif stres ve ROS birikimi
Mitokondriler, hiicresel enerji iiretiminde merkezi bir rol oynar ve oksidatif

fosforilasyon sirasinda ROS iiretir. Normal kosullarda ROS, hiicresel sinyal iletiminde rol
oynar. Ancak asir1 ROS {iretimi, oksidatif strese neden olarak hiicresel yapilarin hasar
gormesine yol agar (4). OA'li kikirdak dokusunda artan ROS seviyeleri, mitokondriyal

membran potansiyelinin kaybina ve ATP iiretim kapasitesinin diismesine neden olur (6).

SOD2 enzimi, siiperoksit radikallerini hidrojen peroksite doniistiirerek oksidatif
hasar1 sinirlar (23). Ancak OA’ye bagl kikirdak dokusunda SOD2 ekspresyonunun azaldigi
ve ROS seviyelerinin yiikseldigi gosterilmistir (24). Katalaz ve peroksiredoksin gibi
enzimlerin yasa bagli olarak etkinligini kaybetmesi, oksidatif stresi daha da

siddetlendirebilir (25).

2.3.2.1.2. Kikirdak dejenerasyonunda AMPK yolag:
AMP-aktive proteinkinaz (AMPK), enerji homeostazinin korunmasinda ve eklem

kikirdaklarmin biyolojik dengesinin saglanmasinda kritik bir role sahip olan bir serin/treonin
proteinkinaz kompleksidir. AMPK'nin aktivitesi, enerji dengesizlikleri, inflamasyon ve
oksidatif stres gibi patolojik durumlar nedeniyle belirgin bir sekilde azalmaktadir. Bu diisiis,
osteoartrit (OA) gibi dejeneratif eklem hastaliklarinin patogenezinde onemli bir rol

oynamaktadir.

AMPK, enerji seviyelerindeki degisimlere hassas bir sensor olarak gorev yapar ve
enerji dengesiyle birlikte kikirdakta mitokondriyal fonksiyonlarin siirdiiriilmesini destekler.
Saglikli kikirdakta, AMPK'nin aktif hale gelmesi ototrofik mekanizmalart tetikleyerek enerji

homeostazin1 saglar ve metabolik esnekligi korur. Ancak OA'nin ilerlemesiyle birlikte

34



AMPK aktivitesindeki azalma, mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif stres artis1 ve
inflamatuvar sitokin {retiminin yiikselmesi gibi patolojik siireglerle iliskilidir. Bu
degisiklikler, kikirdak matriks yikimi, sinovyal inflamasyon ve subkondral kemik
remodelasyonu gibi OA'ye 6zgii bozukluklari tetiklemektedir. sitokinlerin asir1 tiretimi ile
iliskili bulunmustur. Bu degisiklikler, kikirdak yikimi, sinovyal inflamasyon ve subkondral
kemik remodelasyonu gibi OA'nin temel patolojik 6zelliklerini tetikler (26).

2.3.2.1.3. inflamasyon ve katabolik sinyaller
Proinflamatuar sitokinler, kondrositlerin ECM sentez kapasitesini baskilayarak

katabolik enzimlerin salintmin1 artirir. IL-1p ve TNF-a, MMP (matriks metalloproteinaz) ve
aggrekanaz gibi enzimlerin ekspresyonunu artirarak ECM’nin yikimia neden olur (27).
ECM bilesenlerinin bozulmasi, kikirdagin mekanik dayanikliligini azaltir ve hiicresel stres

yanitlarini tetikler (28).

2.3.2.1.4. Apoptoz ve mitokondriyal disfonksiyon
Mitokondriyal disfonksiyon, kondrositlerde apoptozu tetikleyen Onemli bir

faktordiir. Mitokondri dis membraninda porlarin acgilmasi ve sitokrom c'nin sitoplazmaya
salinmasi, apoptotik siire¢lerin baslamasina neden olur (25). ROS seviyelerindeki artis,
apoptotik sinyal yolaklarini aktive ederek hiicre 6liim oranini artirir (29). Bu siireg, OA’nin

ilerlemesine katkida bulunur ve kikirdak dokusunda hiicre kaybina yol agar (6).

2.3.2.1.5. Mekanik yiik ve hiicresel stres yanitlari
Asirt mekanik yiiklenme, hiicrelerin mekanosensor proteinlerini aktive ederek

hiicresel stres yanitlarini baglatir (30). Yiiklenmeye bagli Ca2+ akisi ve ROS {iretimi,
kondrositlerin enerji metabolizmasini olumsuz etkiler (19). Bu durum ECM yapisinin

bozulmasina ve inflamatuar sinyallerin kroniklesmesine neden olur (28).

2.4 Mitokondri

Mitokondriyon, adenozin-trifosfat (ATP) iireterek hiicrenin enerji ihtiyacini
karsilayan organeldir. Hiicrede ¢ok sayida bulunmasi nedeniyle mitokondri olarak
adlandirilmaktadir. Semiotonom olarak c¢alisan bu organel, hiicresel solunumu saglar. Ayrica
reaktif oksijen radikalleri (ROR) iiretimi, hiicre i¢i metabolizma, kalsiyum tamponlanmasi,
hiicre ¢ogalmasi, yaglanma ve apoptozda rol oynayarak hiicrenin stabilize edilmesinde rol
alir. Ik kez 19. Yiizy1lin sonlarinda tanimlanmasinin ardindan gegen yiiz y1lda fonksiyonlar1

farkli ¢alismalarla ortaya koyulmus, 1995 yilinda Wang ve ark. tarafindan sitokrom c
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salinimryla apoptozu indiiklediginin anlasilmasi sonrasinda ise hiicre 6liimii ile karakterize
edilen cesitli ndrodejeneratif hastaliklar, tip 2 diyabet, kanser ve kas hastaliklarinin da dahil
oldugu hastaliklarin patogenezindeki rolii arastirilmaya baglanmigtir. Organel stresi
alanindaki ¢aligmalarin hiz kazanmasi ile hastaliklarin patogenezindeki rolii her gecen giin
daha iyi anlagilmaktadir (31). Son yillarda biyomedikal ¢aligmalar, yaslanma ve hastalik
patolojilerinde ortaya ¢ikan rolii nedeni ile mitokondriye odaklanmaktadir. Her gegen giin

artan kanitlar mitokondriyonun OA patogenezinde de rol oynadigini gdstermektedir (1).

2.4.1. Endosimbiyotik hipotez

Mitokondrinin bakterilerle ortak bir¢ok 6zelliginin olmasi, mitokondrinin kdkeni ile
iliskili olarak endosimbiyotik hipotezin 6ne ¢ikmasina neden olmustur. Bu teoriye gore ana
hiicre olan prokaryot, fagositoz yoluyla fotosentez yapabilen siyanobakterileri ve serbest
oksijeni kullanabilen a-probakterileri yutarak simbiyotik bir iliski kurmus ve boylece
Okaryot hiicreler olusmustur. Bunun sonucunda prokaryot hiicre, endosimbiyotlara korunakli

bir ortam saglamis, kendisi de enerji iiretimini arttirmistir. (Sekil 2.7) (31).

Aerobik Bakteriyum

Siyanobakteriyum
Niikleus Olusmas:
=
; o, R
mp T mpp- i,
& ™
Prokaryot Atas Plazma membraninin Endosimbiyoz Okaryot Atas

ice katlanmasi
(Nikleus olugumu)

Sekil 2.7. Endosimbiyotik Hipotez

Simbiyotik yasamin baglamasi sonrasinda hiicrenin asil enerji kaynagini saglayan
mitokondriler, hiicrenin enerji santrali olarak kabul edilmektedir. Hiicre i¢indeki mitokondri
sayist, hiicrenin enerji ihtiyaci ile dogru orantili olarak artmakta ya da azalmaktadir. Bu
ihtiyac ayn1 zamanda mitokondrinin biiyiikligli ve seklini de etkilemektedir. Mitokondrinin
hiicrenin talebi dogrultusunda morfolojik ve islevsel degisikliklere ugramasi GTPaz

aktivitesi ile diizenlenir.
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2.4.2. Mitokondrinin yapisi

Mitokondri, 4 membrana sahip bir organel olup mitokondrial dis membran,

membranlar aras1 bogluk, mitokondri i¢ membrani ve matriks olmak iizere 4 temel boliime

ayrilir. (Sekil 2.8)

Mitokondrial Dis Membran

Mitokondrial i¢
membran

Mitokondrial
Matriks

Sekil 2.8. Mitokondrinin Yapisi

2.4.2.1. Mitokondri membranm
Mitokondri ¢ift membranli bir organeldir. Membran bilesenleri, islevsel farkliliklara

gore degisebilmektedir. Fosfolipid yapida olan bu membran, fakli lipid kompozisyonu ve

asimetrik fosfolipid dagilimi sayesinde farkli islevler iistlenmektedir. Lipidden zengin dis

membran akiskandir. Bu akiskan 6zellik; molekiiler transportta, fiizyon, fisyon ve/veya

mitokondri kalite kontroliinde kilit rol oynamaktadir. I¢ membranda ise dis membrana gore

daha az lipid, daha fazla protein bulunmaktadir. Daha az gegirgen olan i¢ membran {izerine

yerlesmis olan elektron transport zinciri (ETZ) ve bunun gerceklestirdigi oksidatif

fosforilasyon icin gerekli olan elektrokimyasal gradient, membranlar arasindaki yapisal

farkliliklar sayesinde saglanir. I¢ membranda krista adi verilen katlantilar sayesinde

olusturulan kivrimli yap1, bu membrana daha genis bir yiizey alan1 saglamaktadir.
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2.4.2.1.1 Mitokondri dis membram (MDM)
Her ne kadar i¢ membrana gore daha az protein icerse de dis membranda protein

cesitliligi i¢ membrana gore daha yiiksektir. Bunun nedeni, mitokondrinin diger organel
membranlart ile fiziksel temasinin buradan olmasi, mitokondriyal dinamiklerin, mitokondri
kalite kontrol sistemi (MKK) islemlerinin, mitokondriye protein transportunun ve hiicresel

stres yanitt yolaklarinin 6nemli bir boliimiiniin burada gerceklesmesidir.

Mitokondri digs membraninda 6nciil protein translokasyonu bilesenleri, por olusturan
proteinler, flizyon ve fisyona aracilik eden proteinler de yer almaktadir. Bu nedenle dis
membran mitokondri biyogenezinde ve morfolojisinde 6nemli bir yere sahiptir. Diger
proteinler ise 1s1 soku proteinleri (Heat shock protein, HSP), mitokondri fisyon proteini 1
(Fis1), mitokondri dis membran translokazi 70 (Translocase of outher membrane, TOM70),
adenin niikleotit translokator 1, vezikiil iliskili membran proteini ile iliskili protein B
(Vesicle-associated membrane protein-associated protein B, VAMP-B), metaksin-2 ve optik

atrofi proteinl (Opal) dir.

2.4.2.1.1.1. Porin kompleksi
Mitokondrinin biyogenezi ve islevselligi i¢in gerekli metabolitlerin, enzimlerin ve

lipitlerin sitoplazmadan alinip dogru bolgeye yerlesmesi i¢in gerekli olan su dolu kanallar
olarak tanimlanan porinler dig membran iizerinde yer almaktadir. Bu kanal ailesinin bir iiyesi
olan ve kiiciik metabolitlerin degis tokusunda 6nemli rol oynayan voltaj bagimli anyon
kanal1 (Voltage-dependet anion channel, VDAC) iizerinde c¢alismalar giderek artmaktadir.
Diger dig membran proteinlerinden olan TOM40, Sam50 gibi 600 kDA’dan kii¢iik hidrofilik
molekiillerin gegisini kontrol eden kanal proteinlerinden VDAC’1 ayiran en énemli 6zellik,

1500Da’a kadar olan molekiillerin gegisine izin vermesidir. VDAC’lar;

1. Iyonlarin ve metabolitlerin akisini kontrol eden kanallar olusturarak, mitokondrinin
diger organellerle iletisimini saglar.

2. ATP/ADP, NAD+/NADH gibi metabolitler, Krebs dongiisiiniin ana fiiriinleri,
kolesterol ve glutamat i¢in dig membrandan gegisi saglar.

3. Heksokinaz, glukokinaz ve kreatin kinaz gibi bir ¢ok sitozolik enzim ile etkilesime
girerek, enzim aktivitesi i¢in gerekli olan ATP kaynagini saglar.

4. Sitozolik Ca*" seviyesinin fizyolojik aralikta kalmasina ek olarak magnezyum, kloriir
ve potasyum iyonlarinin akisini kontrol eder.

5. Oksidatif fosforilasyon sirasinda agiga ¢ikan ROS, siiperoksit anyonunun sitozole

aktarilmasini saglar.
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6. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik faktorlerle etkilesim sonucunda mitokondri aracili
hiicre 6liimii ve hayatta kalma sinyal yolaklar1 i¢in kontrol gorevi gortir.

7. Sitozol ve mitokondri arasindaki ara ylizde hiicre yasamiin ve Oliimiiniin
diizenlenmesinde islevsel olan proteinlerin mitokondride yerlesimine olanak
saglayarak apoptozun diizenlenmesinde gorev alir.

8. Di1s ve i¢ membran arasinda lipitlerin transferini kolaylastirarak kardiyolipin

sentezini saglar. (Sekil 2.9)
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Sekil 2.9. Mitokondri Dig Membranindaki VDAC Kanallarinin Fonksiyonlari

2.4.2.1.2. Membranlar arasi bosluk (MAB)
Mitokondride, membranlar arasi bosluk ve matriks olmak iizere iki sulu ortam

bulunmaktadir. Membranlar arast bosluk sitozol ve matriks arasinda bulunmasi nedeniyle
tasima ve sinyal merkezi olarak ¢ok sayida metabolik enzimi barindirmaktadir. Kreatin kinaz
ve niikleotit kinaz gibi niikleotit metabolizmasi ile ilgili enzimler de membranlar arasi
boslukta yer almaktadir. Bunlara ek olarak matriks ve sitozol arasinda proteinlerin, lipitlerin
ve metal iyonlarin degisimi, apoptotik yolagin baglangici, solunum zinciri tarafindan tiretilen
ROS'tan korunma veya mitokondri morfogenezi gibi siireclerin koordinasyonunda da

membranlar arasi bosluk gorev almaktadir.
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2.4.2.1.2. Mitokondri ic membram (MiM)
Mitokondri i¢ membrani, mitokondrial matriksi membranlar arasi bosluktan

ayirmaktadir. I¢ membran, kendi icinde krista adi verilen invajinasyonlar yaparak yiizey
alanini genisleten bu alanlarda oksidatif fosforilasyonu gerceklestirir. Bu nedenle mitokondri
i¢ membraninin yiizey alani, hiicrenin ihtiyaci ile dogru orantili olarak artar. Mitokondri i¢
membraninda, oksidatif fosforilasyon sistemi, i¢ membran translokazi (Translocase of the
inner membran, TIM) 22, TIM23 ve mitokondri oksidaz yerlestirme proteini 1 (Oxidase
asemmbly protein 1, OXATl), metabolit akisina aracilik eden tasiyici proteinleri, kalite
kontrol proteazlar1 ve fosfolipit metabolize eden enzimleri bulundurur. I¢ membran, ETZ

tarafindan tiretilen proton gradyanini koruyan saglam bir difiizyon bariyeridir.

I¢ membranin krista yapisinin olusmasinda kardiyolipin onemli bir gorev
tistlenmektedir. Kardiyolipinin mitokondrideki islevleri temelde {i¢ ana bashik altinda

toplanmaktadir.

1. Mitokondri biyogenezindeki en o©nemli yapilar olan i¢ ve dis membran
translokazlarinin yerlesimine katkida bulunur.

2. ATP sentaz oligomerlerinin yerlesimini destekler.

3. Antijenik yapida olan kardiyolipinin mitokondri digs membranina yerlesimi, mitofaji

veya apopototik hiicre 6liimii i¢in sinyal olusturur.

Kristalarda, artan redoks potansiyeline gore siralanmig olan nikotinamid adenin dintikleotit
dehidrogenaz (NADH), unikinon oksidorediiktaz (kompleks I), siiksinat ubikinon
oksidorediiktaz (kompleks II), ubikinol sitokrom ¢ oksidorediiktaz / sitokrom bc1 kompleksi
(kompleks III), sitokrom c oksidaz (kompleks 1V), ATP sentaz ve krista liimeninde ise

sitokrom c olarak adlandirilan proteinler bulunmaktadir.

Krista, oksidatif fosforilasyonun meydana geldigi ETZ’yi iceren yapidir. Bu 6zelligi
nedeniyle kristada ortaya ¢ikan morfolojik degisiklikler mitokondride islevsel farkliliga
neden olarak cesitli hastaliklarin molekiiler patogenezinde rol oynarlar. Mitokondri ig
membraninda tamimlanan mitokondri temas bolgesi ve krista organizasyon bdlgesi
(Mitochondrial contact site and cristae organizing system, MICOS) krista olusumunda ve
stabilizasyonunda Onemli goreve sahiptir. Mic60 ve MiclO gibi c¢oklu protein
komplekslerinden olusan bu yap1 dis membran proteinleri ile etkilesime girerek i¢ ve dis

membranlar arasinda temas bolgesi olusturur. (Sekil 2.10)
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Sekil 2.10. Mitokondri Kristasinda Enerji Uretimi

2.4.2.2. Mitokondrial matriks
Matriks yapist jel kivaminda olup mitokondri DNA's1, ribozom, ¢6ziiniir enzimleri,

kiigiik organik molekiilleri, niikleotit kofaktdrlerini ve inorganik iyonlari igermektedir. Bu
enzimler, i¢ membranda yerlesmis oksidatif enzimlerle is birligi yaparak besinlerin CO2 ve
H2QO'ya indirgenmesi sonucunda ATP iiretimini saglar. Matriks i¢inde Krebs dongiisii ve yag
asitlerinin 3 oksidasyonu gerceklesmektedir. Yaklasik 1500 proteinden olusan mitokondri
proteomunun yalnizca 13 tanesi mitokondri genomu tarafindan kodlanmakta ve kompleks I,
III, IV ve ATP sentazda islev gérmektedir. S6z konusu bu proteinler matriksteki ribozomlar
tarafindan sentezlendikten sonra OXAI isimli translokaz yardimi ile i¢ membrana entegre
edilmektedir. Mitokondri proteomunu olusturan diger proteinler ise niikleer genom

tarafindan kodlanarak translasyon sonrasi transport ile yonlendirilmektedir.
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2.4.2.3. Mitokondri genomu
Mitokondri DNA’s1t (mtDNA) icte hafif, dista agir zincirden olusan ¢embersel bir

yapidir. 16359 baz cifti uzunlugunda olup elektron transport zincirinde iglevsel olan 13
polipeptid, mitokondri 6zgiin 22 tRNA ve 2 rRNA olmak iizere toplam 37 gen igermektedir.
Intron igermeyen mitokondri genomunun %90°1 kodlayan bélgeden olusmaktadir. Geri kalan

%10’luk boliim genlerin kontrol bélgesi olup; D loop olarak adlandirilmaktadir. (Sekil 2.11)

Mitokondri, mtDNA’nin i¢erigini korumak i¢in niikleotit ad1 verilen niikleoproteinler

halinde paketlenmektedir. mtDNA replikasyonu, niikleer genomdan bagimsiz olarak

gerceklesmektedir.
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Sekil 2.11. Mitokondri Genomunun Yapisi

2.4.3. Mitokondriye protein transportu

Niikleer genom tarafindan kodlanarak mitokondride islev goéren proteinler
sitoplazmadaki serbest ribozomlar tarafindan sentezlenirler. Translasyon sonrasi transport
mekanizmasi ile mitokondriye yonlendirilirler. Hedefe yonelik bu tagima islemi, protein
tizerindeki sinyal dizileri ile saglanir. Sinyali olusturan amino ucunda bulunan pozitif ytikli
amfipatik a-heliks yapisindaki sinyal dizisi, translokaz kanalindan gectikten sonra

mitokondri matriksinde bulunan peptidazlar tarafindan kesilir. Translokaz kanallarindan
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gecisin  olabilmesi, mitokondrial proteinlerin katlanmasinin dogru yapida olmasi ile

miimkiindiir. Bu siireg, sitozolik HSP70 saperonu tarafindan saglanmaktadir.

Mitokondride islevsel olan proteinlerin matrikse gegebilmesi i¢in hem dis zarda hem
de i¢ zarda farkli kanallar1 kullanmasi gerekmektedir. Translokazlar ve ozellikleri tablo

2.2°de verilmistir.

Tablo 2.2. Mitokondriyal Translokazlar

Dis Membran Translokazi (Translocase of the | Coklu alt birimlerin olusturdugu kompleks bir
outher membrane, TOM) proteindir. Hem reseptdr hem de kanal gorevi yapar.

Orn: TOM40, TOM20, TOM22 ve TOM70

Ic Membran Translokazi (Translocase of the | Mitokondrinin  farkli  boliimlerine  protein

inner membrane, TIM) hedeflenmesi ile iliskilidir. Orn: TIM23/27
(matriks), TIM44, TIM54, TIM22 (i¢ membran),
TIM9/10.

OXA1 Translokazi Sitoplazmadan matrikse aktarilan veya mitokondri

tarafindan sentezlenen proteinlerin i¢ membrana

yerlesmesinden sorumludur.

Mitokondriye protein hedeflenmesi su sekilde 6zetlenebilir (Sekil 2.12):

1. Sitoplazmadaki serbest ribozomlarda protein sentezi tamamlanir.
2. Sentezlenen proteine HSP70 baglanarak dogrusal yapisi korunur.
3. N Terminaldeki sinyal, TOM40 translokazindaki reseptor tarafindan algilanir. HSP70
proteinden ayrilir ve protein ATP harcanarak membranlarlar arasi bosluga iletilir.
4. Membranlar aras1 bosluktaki protein, aminoasit dizisine gore;
a. Membranlar aras1 boslukta iglevsel protein aktive olur
b. Mitokondri dis membraninda islevsel olan B-tabakali proteinler siniflama ve
yonlendirme merkezi olan SAM (Sorting and assembly machinery)
tarafindan membrana yerlestirilir.
c. I¢c membranda islevsel olan proteinler TIM22 tarafindan i¢ membrana
yerlestirilir.
d. TIM23, proteinleri i¢ membrana veya matrikse yonlendirerek ge¢isi saglar.
Matrikste aktif proteinler, burada saperonlarca katlanirlar.
e. Sitoplazmada sentezlenerek matrikse gecen veya matrikste sentezlenen

proteinler OXA1 aracili olarak membrana yerlestirilir.
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Sekil 2.12. Mitokondriye Protein Hedeflenmesi

2.4.4. Mitokondri kalite kontrolii

Mitokondri, hiicre homeostazinin korunmasinda kilit bir rol oynamaktadir. Dogas1
geregi, ROS iiretimi nedeniyle, mitokondri bilesenleri hizla dejenere olarak islev kaybina
ugrayabilmektedir. Mitokondri veya niikleer genomdaki mutasyonlar sonucunda olusan
anormal yapidaki proteinler de yine artmig ROS iiretimine ve islev kaybma neden

olmaktadir. Bu degisikliklerin, bir¢cok hastaligin patogenezinde rol oynadigi bilinmektedir.

Mitokondride, niikleer genom ve mitokondrial genom birlikte c¢alisir. Elektron
transport zincirinin ¢aligabilmesi i¢in her iki genom aracilifiyla tiretilen proteinlerin uygun
bicimde birlestirilmeleri gerekmektedir. Bu siirecte gergeklesen hatalar, dogru katlanmamis
proteinlerin ortaya c¢ikmasma ve bunlarin agregatlar olusturmasina neden olur. ATP
iretiminin yan {irlinii olan ROS ise, DNA ve lipidler gibi diger molekiillerle etkileserek
oksidatif hasarin etkisini daha da arttirir ve i¢ membranin depolarizasyonuna sebep olabilir.

Sonug olarak pro-apoptotik proteinler sitozole gecer ve apoptozu uyarir.

Mitokondrinin diizgiin ¢alisip ¢alismadigi, mitokondri proteomunun biitlinliigiinii ve
homeostazi, mitokondri kalite kontrol mekanizmalar1 tarafindan denetlenir. Ek olarak
mitokondrinin morfolojik yapisi da diizgiin islev géstermesi bakimindan énemlidir.
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1. Saperon Aracili Kalite Kontrol Mekanizmast

Niikleer genom tarafindan kodlanan proteinler, dis membrandan katlanmadan
gecerek mitokondriye taginmaktadir. Hedef bolgeye ulastiktan sonra katlanarak iglevsel hale
gelmektedir. Katlanma isleminin kontrolii, agirliklarina gére adlandirilan HSP (heat shock
protein) adi verilen mitokondrial saperonlar araciligiyla yapilir. Bu saperonlar, hatali
katlanmig proteinleri yikima yonlendirirler. Mitokondride gorev alan bazilari HSP27,

HSP60, HSP70, HSP72 ve HSP90’dr.
2. Mitokondri Proteazlari

Mitoproteaz olarak da adlandirilan mitokondri proteazlari, kalite kontrol sisteminin
bilesenidir. Memelilerde yerlesik ve gegici olmak tizere 2 ana sinifta incelenir. Yerlesik
olanlar, mitokondri dis membrani, membranlar arasi bosluk, mitokondri i¢ membrani ve
matrikste bulunurlar. Mitoproteazlar, mitokondrinin homeostazin1 korumak, yanlis
katlanmis veya hasarli proteinleri ortadan kaldirmak ve mitokondrinin fonksiyonlarini

stirdiirmek i¢in olduk¢a 6nemlidir.

Lon proteaz (LonP) ve ATP bagimli Clp proteaz proteolitik alt birim (ATP-dependent
Clp protease proteolytic subunit, ClpP) CLPP (AAA proteazlar1) mitokondrial matrikste yer
alir. Hasarli matriks proteinlerinin uzaklastirilmasini saglarlar. Matriks AAA (mAAA) ve i¢
membran AAA (IAAA) olarak ikiye ayrilan bu proteazlar, protein kalite kontroliiniin biiyiik
kismin1 yonetmektedir. mAAA proteaz sisteminin katalitik ylizeyi matrikse bakar ve
mitorkondrial translasyonun diizenlenmesinde islevseldir. 1AAA proteaz sistemi, YMEIL,
OMAI1 ve ATP23 proteazlarindan olusur. Bu proteazlar dis membranda yerlesmistir ve
katalitik yiizeyi membranlar arasi bosluga bakmaktadir. ATP23, mitokondrial fosfolipid
metabolizmasi ile ETZ komplekslerinin korunmasinda yer alir. Ek olarak OPA1 proteolizi
yoluyla mitokondri dinamiklerini de yonetmektedir. Oksidatif stres durumlarinda dis
membranm yeniden sekillenmesini saglar. Serin proteaz HTRA2/OMI, apoptozda rol
oynamasinin yaninda hasarli i¢ membran proteinlerinin yikiminda gorevlidir. Dis
membranda bulunan, ubikiitin spesifik peptidaz 30 (USP30) ise, deubikiitinasyondan
sorumludur. PINK1/Parkin tarafindan indiiklenen ubikiitinasyonu antagonize ederek

mitokondrinin fazla/gereksiz mitofajiden korunmasini saglar.

3. Ubikiitin-Proteozom Sistemi (UPS)
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Hasarlanmis ya da islevini yitirmis kii¢iik ve kisa dmiirlii proteinlerin segici olarak
yikilmasini saglar. Hangi lizinin (K) ubikiitinlendigine bagli olarak, substratin kaderi
belirlenir. Proteozomal yikim, K11 veya K48 pozisyonundan 4-6 ubikiitin zincirinin
baglanmasi ile gergeklesir. K63 pozisyonu ise otofajik yikima neden olur. Bu sistem
iibikiitinlenme ve deubikiitinlenme/yikim asamasi olmak iizere birbirini takip eden

stireclerden olusur. (Sekil 2.13)
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Sekil 2.13. Ubikiitin-Proteazom Sistemi

Ubikiitinlenme asamasi, ATP yikimu ile aktive olarak baslar. Aktivasyon sonrasinda
gerceklesen konjugasyon ve ligasyon basamaklariin sonucunda iibikiitin hedef substrata
baglanmis olur. Yikim, 26S Proteozom’da gerceklesmektedir. Substrati yakalayan 2 adet
19S°lik diizenleyici kompleks bolgesi ve proteaz islevini gergeklestiren 20S’°lik fic1 sekilli
govdeden olugsmaktadir. Bu sistem dig membran proteinlerinin yapim/yikim dongiisiinii de

kontrol etmektedir.

4. Mitokondri iliskili Yikim

46



Mitokondri iligkili yikim (Mitochondria associated degredation, MAD), proteozom
tarafindan dis membran proteinlerinin {iibikiitinlenmesi ve {ibikiitin-proteaz sistemi ile
yikilmasini ifade etmektedir. Matriks ve membranlar arasi bosluktaki proteinler, dis

membrana retransloke edilir ve proteozomda yikilirlar.
5. Mitokondriden Koken Alan Vezikiiller

Fizyolojik kosullarda ve stres altinda mitokondride yer alan bazi proteinlerin ve
lipidlerin oksidasyonuna bagli islev bozuklugu gelismesi sonucunda, organel islevinin
korunmasi i¢in bu hasarli yapilar biiyiikligii 50-150nm’lik vezikiiller ile lizozoma veya

peroksizoma yonlendirilir ve burada yikilirlar.

Mitokondriden ayrilan bu vezikiillerde mitokondriye c¢apali protein ligaz
(Mitochondrial-anchored protein ligase; MAPL), mitokondri E3 ubikiitin ligaz 1 (mull,
MULAN, GIDE veya HADES) proteinleri varsa bu vezikiil dogrudan peroksizoma
taginmaktadir. Eger vezikiillerin tizerinde TOM20, PINK 1, Parkin, Drp1 gibi proteinler varsa

bu vezikiiller lizozoma yonlendirilirler. Mitokondriden kdken alan bu vezikiiller;

e Mitokondri proteomunu korur. Tiim organelin mitofaji ile yikilmasindan dnce hasarl
bilesenleri uzaklagtirarak hasari telafi eden “ilk savunma sistemi”’ni olusturur.

e Uzaklastirilan hasarli protein ve lipidlerin yerine yenilerinin yapilmasini saglar.

e Mitokondri ile diger organeller arasinda iletisim saglar.

e Bagisiklik toleransi ve mitokondriyal antijen sunumuna aracilik eder.

e Peroksizomlarin de novo viyogenezinde islevseldir.

6. Mitokondriyal Katlanmamis Protein Yaniti

Niikleus ve mitokondri arasindaki iletisim, karsilikl sinyallerin birbirine aktarilmasi ile olur.
Niikleustan mitokondriye aktarilan sinyaller anterograd sinyallesmeyi olustururken,
mitokondriden niikleusa aktarilan sinyaller ise retrograd sinyallesmeyi olusturmaktadir.
Mitokondri, dis ¢evreden gelen uyarilara hiicresel yanitin diizenlenmesinde 6nemli bir yere
sahiptir. Mitokondriden niikleusa yollanan sinyaller ile niikleer genlerin ekspresyonu
saglanmaktadir. Proteaz bozukluklari, oksidatif/metabolik stres, mitkondride hatali
katlanan/hasarlanan proteinlerin birikmesi, mtDNA mutasyonlar1 sonucu olusan stresle basa
cikabilmek i¢in mitokondriyal saperonlarin, proteazlarin, mitokondri dinamikleri iizerinde
islevsel olan proteinlerin, mitokinlerin ve antioksidanlarin ekspresyonunun arttiritlmast ve

boylece homeostazin saglanmasi “mitokondri katlanmamis protein yaniti (Mitochondrial
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unfolded protein response, UPR™) ile saglanir. Bu yamt, 4 farkli mekanizmadan

olusmaktadir.
1. Kanonikal mitokondri katlanmamig protein yanit yolagi:

Entegre stres yaniti olarak da adlandirilan hiicresel yanit ile homeostaz yeniden
saglanir. Bu yolak, dkaryotik baslatma faktorii 2'nin (Eukaryotic initiation factor 2a, elF2a)
fosfarlanmasi ile global protein sentezinin azaltilmasini, transkripsiyon faktorlerinden aktive
edici transkripsiyon faktor 4 (Activating transcription factor 4, ATF4) ile hiicresel hasarin
azaltilmasi, hiicre sagkalimina yonelik se¢ili genlerin ekspresyonlarmin arttirilmasini
hedefler. Bu yolak, hiicreyi yasamaya yonelik uyarlayabilir. Stres uyaranlarinin dogas1 ve

yogunlugunun artmasi durumunda ise hiicreyi 6liime de yonlendirebilmektedir.

Mitokondride olusan stres; C/EBP homolog protein (C/EBP homologous protein;
CHOP), ATF4 ve ATF5’i de uyararak UPR™'nin retrograd sinyal yolagini aktif hale
getirmektedir. ATF4, ATFS ve CHOP'tan olusan t¢li yap: niikleusa gegerek saperon ve
proteazlann ekspresyonunu indiikleyerek mitokondrideki proteinlerin katlanma kapasitesini

artirmaya katki saglamaktadir.
2. UPR™.-Sirtuin Yolag:

Mitokondriyal islev kaybi, organelde oksidatif strese neden olmaktadir. UPR™-
Sirtuin Yolagi (SIRT) ile antioksidan kapasitenin artmasi saglanarak stres yanit1 olusturulur.
Sirtuinler, lizin deasetilazlar ve ADP-riboziltransferazlardir. Bu ailenin iiyesi olan SIRT3,
UPR™.-Sirtuin yolagimin bir pargasi olarak aktive olur ve transkripsiyon faktorlerinden
Forkhead box O3 A’y1 (FOXO3A) uyararark deasetilasyonuna sebep olur. Deasetile
FOXO3A ise niikleusta antioksidan yanit elemanlarindan siiperoksit dismutaz 2 (SOD2) ve

katalaz genlerinin ekspresyonunu saglar.
3. Mitokondri tRNA islenmesinin UPR™ ile diizenlenmesi

Mitokondriyal genom tarafindan sentezlenen proteinlerin ortaya ¢ikardig: yiikii azaltmak
i¢in mitokondriyal translasyonun durdurulmasi ile diizenlenir. Insan mitokondri tRNA’s1
(mt-tRNA) transkripsiyon sonrast modifikasyonlar ile islevsel hale gelir. Bu siirecte RNazP
ve RNazZ aktivitesine sahip ELAC2 proteini gorev alir.

RNazP ailesi tiyesi olan mitokondriyal RNazP protein (MRPP); MRPPI, MRPP2 ve
MRPP3 olmak iizere ii¢ alt iiniteden olugmakta ve tRNA'nin 5' ucunun islenmesinde gorev

almaktadir. Mitokondri stresi ile aktive olan UPR yanit1 elemanlarinda LonP, substrati olan
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MRPP3’iin yikimini arttirarak mt-tRNA modifikasyonunu inhibe eder ve protein sentezini

azaltir.

4. Membranlar arasi boslukta katlanmamis protein yamiti (UPRMAB)-

Ostreojen Reseptdr Alfa (ERa) yolagi

Membranlar arasi bosluktaki hatali katlanmis proteinler, matriksdeki UPR’den bagimsiz
olarak CHOP yolagini kullanmadan membranlar arasi boslukta katlanmamis protein yaniti
(UPRMAB) olarak adlandirilan mekanizma ortadan kaldirilmaktadir. Membranlar arasi

bosluktaki proteinlerin yikimi ise HTRA2/OMI tarafindan gerceklestirilir.

Membranlar aras1 boslukta hatali katlanan proteinler ve artan ROS nedeni ile aktive
olan AKT sinyal yolagi ERa’nin fosforlanmasina neden olur. Bu siirece bagli olarak
indiiklenen niikleer solunum faktorii (Nuclear respiratory factorl, NRF1) proteazlarin ve
proteozomda islevsel olan genlerin ekspresyonunu saglayarak UPRMAB kapasitesini arttirir.

Bu yolak ERa’y1 eksprese eden dokularda aktiftir.

2.4.5. Mitokondriyal dinamikler

Mitokondri dinamikleri, birbiri ile koordineli gerceklesen fisyon ve fiizyon
dongiilerinden olusur. Bu dongii 6zellikle postmitotik hiicreler i¢in hayati dneme sahiptir.
Bu sayede mitokondri igerigi verimli bir sekilde dagitilir ve saglikli mitokondri havuzu ile

optimal oksidatif fosforilasyon aktivitesi kurulur.

Mitokondri dinamikleri; hiicre dongiisii, apoptoz, hiicre gocili, mitofaji ve ROS
tiretimi dahil olmak tizere ¢esitli hiicresel olaylarla baglantilidir. Bu nedenle fisyon/flizyon
dengesi sagkalim i¢in dnemlidir. Mitokondrinin sahip oldugu plastisite, mitokondri aginin
devamli olarak uzamasina ya da boliinmesine olanak saglar. Fisyon; o6zelligini yitirmis,
hasarl1 protein icerigine sahip, membran stabilizasyonunu saglayamayan, mtDNA
mutasyonuna ya da hasarina sahip mitokondrinin ikiye bdliinmesidir. Fiizyon ise, iki farkl
mitokondrinin membranlar1 aracilig1 ile birbiri ile birlesmesi ve ortak mitokondriyal

matrikse sahip olmast demektir (31).

Fisyon, yani mitokondri boliinmesi, GTPaz aktivitesine sahip dinamin iliskili protein
1 (Dynamin related protein, Drpl) tarafindan diizenlenmektedir. Drpl proteini, fisyon
mekanizmasinin ana diizenleyicisidir ve hiicresel enerji ihtiyacina gore bu siireci yonlendirir
(32). Mikrotiibiiller tarafindan mitokondri dis membranina tasiman Drpl; Fisl,

mitokondriyal dinamik proteinleri olan Mid49, Mid51 ve mitokondriyal fisyon faktorii (MfY)
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gibi Drp1 reseptorleri ile etkileserek mitokondrinin koparilacak bolgesinin etrafini1 sarmakta,

GTP hidrolizi ile de membranlarin ayrilmasi saglanmaktadir.

Mitokondri ve endoplazmik retikulum membranlar1 arasinda Ca'*? transportu,
apoptotik sinyalizasyon ve lipid metabolizmasina aracilik eden yakin mekansal ve fiziksel
temas bolgeleri bulunmaktadir. Fisyon sirasinda da bu temas ger¢eklesmektedir.
Endoplazmik retikulum tiibiilleri, mitokondrinin etrafina sarilarak nereden bogumlanacagina

yol gosterir.

Mitokondriyal fizyon, 3 asamada gerceklesir. Once mitokondriler karsilikli olarak
tutunur. Membran kenetlenmesi ve temas yiizeylerinin arttirilmasi ile aralarindaki mesafe
daraltilir. Mitokondri dis membran1 GTP hidrolizi sonucu olusan konformasyonel
degisikliklerle birlesir. D1g membran fiizyonu sonrasinda i¢ membranlar da flizyona ugrar.
Fiizyon proteini OPA1, mitofusin 1 (Mfnl) ve mitofusin 2 (Mfn2) olmak iizere 3 farkl
GTPaz tarafindan katalizlenir. Mfnl ve 2 dis membran, OPAl ise i¢ membran
birlesmesinden sorumludur. Ayrica OPA1, mitokondriyal i¢ membranin stabilizasyonunu

saglayarak ATP iiretiminin devamliligin1 destekler (24).

2.4.6. Mitofaji

Organel sayisinin ayarlanmasi ve hasarlanan organellerin ortadan kaldirilmasi i¢in
organellere 0zgli otofaji tipleri bulunmaktadir. Mitofaji, mitokondrinin segici olarak
lizozomlarda parcalanmasini tanimlamak i¢in kullanilan terimdir. Organel sayisinin
ayarlanmas1 kadar, elektrokimyasal gradiyenti bozulmus ve hasarlanmis mitokondrilerin
hiicreden secici olarak uzaklastirilmasina olanak saglar. Parkin ve parkin bagimsiz (reseptor

aracili) mitofaji olmak tizere 2 farkli mitofaji tiiri tanitmlanmistir.

e PTEN’in indiikledigi Kinaz 1 (PTEN-induced putative kinasel, PINKI)-
Parkin Aracili Mitofaji

Sitoplazmada sentezlenen PINK1 proteini {izerinde bulunan mitokondri hedefleme
dizisi sayesinde mitokondrinin dis membraninda konumlanmis olan TOM kompleksinden
gecerek i¢ membranda bulunan rhomboid-benzeri serin proteaz (Mithochondial
intramembrane cleaving protease, PARL) tarafindan mitokondrinin pargalanmasi
gerceklestirilir.  Elektrokimyasal  gradiyentini  kaybetmis  mitokondride; TOM
kompleksinden igeriye gegcemeyen PINK1 proteini hasarli mitokondri iizerinde birikir. Bu
sayede hasarli proteinler isaretlenmis olur. Uzerinde PINKI biriken mitokondri E3 ubikiitin

ligaz aktivitesine sahip parkin proteinin hasarlt mitokondriye yonlenmesini saglamaktadir.
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Mitokondri dis membranina yonlenen séz konusu E3 ubikiitin ligazin substratlan arasinda
Mitnl/2 ve VDACI bulunmaktadir. Ubikiitinlenen Mfnl/2 hasarli mitokondrinin flizyona
gitmesini engelleyerek hasarin yayilmasini onlemektedir. VDAC]1 in iibikiitinlenmesi ise
hiicrenin apoptoza gitmesini engelleyerek hiicrenin sag kalim mekanizmasii aktive
etmesini saglar. Ubikiitinlenmis proteinlerin bulundugu mitokondri otofaji reseptorleri (P62,
optineurin, NDP52, NBRI vb.) aracilig1 ile fagofor igine alinarak imha edilmek iizere

lizozoma aktarilmaktadir.
e Parkin bagimsiz — Reseptor Aracili Mitofaji

Bu siirecte, mitokondri dig membraninda bulunan ve LC3 etkilesim bolgesi (LC3 intracting
region. LIR) domaini i¢eren transmembran reseptorler gérev almaktadir. S6z konusu bu yap1
LC3 ile etkilesim bolgesine sahip oldugu i¢in parkin proteinine gerek olmadan otofagozom
membranina yikilacak substratm baglanmasini saglamaktadir. En iyi tamrnlanan G6rnegi
eritrositlerdir. Eritrosit membraninda bulunan Nix diger adi ile BNIP3L araciligi ile

otofagozoma baglanarak lizozoma yonlendirilmektedir.

Diger bir dis membran proteini olan FUN 14 Domaini igeren protein 1 (FUN 14
domain containingl, FUNDCI), hipoksinin indiikledigi parkin bagimsiz mitofajide reseptor
olarak gdrev almaktadir. Bu reseptorlere ek olarak, bazi lipitler de mitofajiyi indiiklemek
icin LC3'e baglanabilmektedir. Normal kosullar altinda, kardiyolipin (CL) i¢ membranda
bulunur ve mitokondride stres meydana geldiginde dis membrana mitofajiyi dogrudan

tetiklemek icin LC3'e baglanur.

2.5. Mitkondri ve OA iliskisi

Son yillarda biyomedikal ¢aligmalar, yaslanma ve hastalik patolojilerinde ortaya
cikan rolii nedeni ile mitokondriye odaklanmaktadir. Her gecen giin artan kanitlar

mitokondriyonun OA patogenezinde rol oynadigini gostermektedir (31).

2.5.1. OA ve mitokondri disfonksiyonu

OA patogenezi igerisinde mitokondrial disfonksiyon, kondrositlerin sagligini
dogrudan etkiler (25). Ancak, yaslanma, inflamatuar mediyatorler ve mekanik stres,
mitokondriyal membran potansiyelinde diisiise ve ROS birikimine neden olabilmektedir (Xu
et al., 2020). ROS birikimi, protein, lipid ve DNA’da oksidatif hasara yol agar ve hiicresel

oliim siirecini baglatir (24).
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mtDNA mutasyonlari ve protein fonksiyonlarindaki degisiklikler, OA’de sik goriiliir.
mtDNA hasari, ATP iiretiminde diisiise ve ROS iiretiminde artisa neden olur, bu da
kondrositlerde homeostaz kaybina yol acar (23). Bunun sonucunda, hiicre hayatta kalma

mekanizmalar1 zayiflar ve inflamasyon tetiklenir (28).

2.5.2. Mitokondriyal biyogenez
Mitokondrial biyogenez, PGC-la ve NRFI1 gibi transkripsiyonel diizenleyiciler

tarafindan kontrol edilen yeni mitokondri olusum siirecidir (23). Bu siire¢, oksidatif stresin
arttigi  kosullarda hiicresel enerji iiretiminin devamliligmi saglar. OA patolojisinde
mitokondrial biyogenez mekanizmasinin zayiflamasi, ATP iiretiminin azalmasina ve enerji
metabolizmasiin bozulmasina neden olur (29). Enerji metabolizmasindaki bu bozulma,

ROS birikimine ve hiicresel fonksiyonlarin aksamasina yol agar (28).

2.5.3. Mitokondriyal dinamikler

Mitokondrial dinamikler, hiicre i¢i enerji metabolizmasinin diizenlenmesi, organel
biitlinliigiinlin korunmasi ve stres yanitlarinin yonetilmesinde temel bir siirectir. Flizyon,
fisyon, biyogenez ve mitofaji gibi mekanizmalar, mitokondrilerin saglikli isleyisini
stirdlirmek i¢in birlikte ¢alisir (5, 23). Bu mekanizmalarin dengesindeki bozulmalar, OA gibi
dejeneratif hastaliklarda kondrosit sagkalimini azaltarak kikirdak biitlinligiinii zayiflatir

(23).

2.5.4. Reaktif oksijen tiirevleri (ROS) ve oksidatif stres

Mitokondriler, oksidatif fosforilasyon siirecinde en biiyiik ROS iiretim merkezidir. Bu siireg
sirasinda kompleks I ve kompleks III seviyelerinde siiperoksit radikalleri olusur (4). ROS
hiicresel sinyal yollarinda diizenleyici bir rol oynar. Normal sartlar altinda, antioksidan
savunma mekanizmalar1 bu radikalleri nétralize eder; ancak mitokondriyal disfonksiyon
durumunda ROS {iretimi artar ve savunma mekanizmalar1 yetersiz kalir (24). Ancak ROS
liretiminin artmasi, mitokondriyal membran potansiyelinde kayiplara ve ATP {iretim

kapasitesinin azalmasina neden olur (6).

Asirt ROS seviyeleri, proteinlerin, lipidlerin ve DNA'nin yapisal biitiinligilinii
bozarak hiicresel islevleri olumsuz etkiler (25). Protein oksidasyonu, enzim aktivitesinde
degisikliklere ve hiicresel stres yanitlariin artmasina yol acabilir (28). Lipid
peroksidasyonu, hiicre membran biitiinliigliniin bozulmasina neden olarak hiicre ici iyon
dengesini bozar (27). Ayrica, mitokondriyal DNA (mtDNA), histon korumasi1 bulunmamasi

nedeniyle ROS hasarina kars1 6zellikle savunmasizdir (30).
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OA patogenezinde oksidatif stresin merkezi bir rol oynadigi genis c¢apta kabul
gormektedir. Artan ROS seviyesi, inflamatuar sitokinlerin salinimini artirarak eklem
dokusunda hasar1 siddetlendirir (32). IL-1p ve TNF-a gibi sitokinler, ROS {iretimini artiran
sinyal yolaklarin1 aktive eder ve hiicre i¢i redoks dengesini bozar (29). Bu durum, kikirdak
hiicrelerinde apoptozun artmasina ve hiicresel sagkalim mekanizmalarinin zayiflamasina yol

acar (6).

OA’de ROS seviyesi, mitokondriyal membran potansiyelinde kayba ve ATP iiretiminin
azalmasina neden olur (4). Antioksidan savunma mekanizmalari, ROS’u etkisiz hale
getirmek icin gereklidir. SOD2 (siliperoksit dismutaz) enzimi, siiperoksit radikallerini
hidrojen peroksite doniistiirerek oksidatif hasar1 azaltir (23). Ancak OA’de SOD2
aktivitesinin azaldig1 ve bunun kikirdak yikimina katkida bulundugu goriilmiistiir (24).
Katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi diger enzimler de ROS’un etkisiz hale getirilmesinde

gorev alir; ancak bu enzimlerin yagla birlikte etkinliklerinin azaldig1 bilinmektedir (25).

2.5.5. Mitofaji ve kalite kontrol mekanizmalari

Mitokondriyal stres faktorleri, PINKI1-Parkin sinyal yolunu aktive ederek
disfonksiyonel mitokondrilerin ubiquitinasyonu ve otofagozomlarla tasinmasini saglar (32).
Parkin, E3 ubiquitin ligaz aktivitesi gostererek hasar gormiis mitokondrilerin otofaji siirecine
dahil edilmesini kolaylasgtirir (28). Parkin yetersiz oldugunda, disfonksiyonel
mitokondrilerin birikimi hiicresel stresin artmasina ve apoptoza yol agar (25). Yapilan
caligsmalar, mitofaji siire¢lerinin bozulmasinin mitokondriyal membran potansiyel kaybini
artirdigin1 ve kondrosit 6liim oranlarim yiikselttigini gdstermistir (6). Mitokondri sagligini
korumak i¢in trehaloz ve rapamisin gibi otofaji indiikleyicilerin mitofaji siireglerini

destekledigi ve OA modellerinde kikirdak dejenerasyonunu azalttigi gosterilmistir (24).

2.5.6. Antioksidan savunma mekanizmalari

Hiicreler, oksidatif stresi dengelemek icin ¢esitli antioksidan savunma
mekanizmalarina sahiptir. SOD, katalaz ve peroksiredoksinler gibi enzimler, ROS’u etkisiz
hale getirme gorevini iistlenir (23). Ancak, OA ile SOD2 ve katalaz seviyelerinin diismesi,

ROS birikimi ve mitokondriyal disfonksiyon riskini artirir (33).

Peroksiredoksinlerin hiperoksidasyona ugramasi, hiicresel antioksidan kapasitenin
azalmasina ve oksidatif hasarin siddetlenmesine neden olur (25). Ozellikle yaslanma ile bu

enzimlerin islevlerinde kayiplar gozlemlenmistir. Adenoviral MCAT (mitokondriye 6zgii
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katalaz) ekspresyonunun ROS seviyelerini diisiirdiigli ve kikirdak hiicrelerinin hayatta

kalma oranlarini artirdig1 kanitlanmistir (24).

2.5.7. Mitokondriyal haplogruplar ve OA

Mitochondrial DNA (mtdna) haplogruplari, hiicresel enerji tiretimi ve ROS seviyeleri
tizerinde genetik farkliliklara neden olabilir (23). Haplogrup J, diisiik ROS seviyeleri ile
iliskilendirilmis ve kikirdagin daha az dejenerasyona ugramasiyla bagdastirilmistir (27).
Buna karsin, haplogrup h'nin artan ROS firetimi ile kikirdak yikimina yatkinlik gosterdigi
bildirilmistir (30).

Mitokondriyal haplogruplar, hiicresel enerji tiretimi, ROS kontrolii ve mitokondriyal
metabolizmay: etkileyen genetik belirleyiciler olarak 6ne ¢ikmaktadir. Yapilan ¢aligmalar,
mtDNA farkliliklarinin OA patogenezinde genetik bir belirleyici olabilecegini gostermistir
(28).

2.6. Mitohormezis: Konsept ve Etki Mekanizmasi

Mitohormezis, mitokondriyal islev bozukluklarinin hiicre ve organizma genelinde
adaptif yanitlar tetikledigi ve biyolojik siireglerin diizenlenmesinde kritik bir rol oynadigi
onemli bir konsepttir. Bu mekanizma, subletal diizeyde mitokondriyal stresin, hiicresel
dayanikliligr artiran ve homeostazi koruyan yanitlar olusturmasi ilkesine dayanir (34).
Mitohormetik yanitlar, reaktif oksijen tiirleri (ROS), metabolik sinyaller ve proteotoksik

stres faktorleri aracilifiyla mitokondri-niikleus etkilesimini modiile eder (35).

2.6.1 Mitohormezis konseptinin tarihcesi

“Hormesis” terimi ilk kez 19. Yiizyilda ortaya ¢ikmis ve diisiik dozlarda stimiilan
etki gosterirken yliksek dozda toksik etki gosteren bifazik doz yanitina sahip maddeler veya
bilesikleri tanimlamak i¢in kullanilmistir. Giiniimiizdeki biyolojik tanimi ise diisiik doz stres
uyarimi karsisinda adaptif yanitlari aktive ederek hiicrelerin ve organizmalarin homeostazini
saglayan ve boylece sagliga ve Omiir lizerinde etkili olan, fakat yiiksek dozda ise hiicreler ve
organizma i¢in zararli etkiye sahip olan durumlari tanimlamak i¢in kullanilmaktadir.
“Mitohormesis” terimi ise Oliimciill olmayan mitokondrial stresin hormetik yaniti
tetikleyerek canliligr arttirdigi teorisine dayanarak ilk kez 2006 yilinda kullanilmigtir. Bagta
bu teori; aralikli orug ve buna bagli kalori kisitlamasi, egzersiz ve diyetle alinan bazi bitkisel
kokenli besinlerin iiretimini etkiledigi mitokondrial reaktif oksijen {riinlerinin (mtROS)
olas1 etki mekanizmasini aciklamak iizere ortaya atilmistir. Bu teorinin ortaya atilmasindan

1 yil sonra, Ristow ve ark. solucanlarda glikoz kisitlamalarmin mitokondri lizerindeki
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etkisini inceledigi c¢alismasi ile desteklenmistir. Ristow ve ark. glikoz kisitlamasinin
mtROS’larimi ve mitokondrial solunumu arttirarak solucanlarin yasam siiresini uzattiklarin
gostermistir. Bu ¢alismada artmig mtROS’larinin, katalaz aktivitesini arttirarak oksidatif
stres yanitin1 arttirdigi gosterilmistir. Hatta, antioksidan kullanimi ile mtROS’larinin
baskilanmasinin yasam siiresindeki uzamayi ortadan kaldirdigi da bildirilmistir. Bu
calismalar ile mitokondrial stres yolaklarinin ortaya koyulmasi ve mtROS’larinin 6neminin
anlasilmasi, hormetik mekanizmalarin tetiklenmesi sonucunda yasam siiresinin uzayip

uzamayacagina dair bir merak uyandirmustur.

2.6.2. Mitohormezisin temel mekanizmasi

Mitohormezis, hiicrelerin diisiik dilizeyli stres faktorlerine yanit olarak uyum
saglayict mekanizmalar gelistirdigi bir siirectir. ROS, hiicre i¢i oksidatif stres savunmasini
artiran genlerin ekspresyonunu indiikleyerek 6nemli bir sinyal molekiilii gorevi gortir.
Ozellikle Nrf2 transkripsiyon faktdriiniin aktivasyonu, antioksidan genlerin ve saperon

proteinlerin iiretimini destekleyerek mitokondriyal biyogenezi tesvik eder (36).

Mitokondriyal fiizyon ve fisyon siirecleri, mitohormezisin temel bilesenlerindendir.
Mitokondri  dinamiklerinin  diizenlenmesi, hiicrenin enerji  iiretim kapasitesinin
dengelenmesini ve hasarli mitokondrilerin elimine edilmesini saglar. Fisyon mekanizmasi,
hasarli mitokondrilerin otolitik siireglerle ortadan kaldirilmasini desteklerken, flizyon
mekanizmasi, mitokondriyal DNA igeriginin paylasimini ve biitiinliiglinli korur (Zhu et al.,

2020).

2.6.3. Mitohormezis’in molekiiler yolaklari ve klinik perspektifler

Mitokondrial fonksiyonu diizenlemek {lizere niikleus, dis uyarilar1 algilayip
mitokondri ile anterograd olarak iletisim kurar, mitokondri ise i¢inde bulundugu stres
durumunu (oksidatid fosforilasyon disfonksiyonu, mtDNA defekti, mitokondrial membran
potansiyelinin bozulmasi, ATP iiretiminin azalmasi, ROR artmasi ve kalsiyumun sitozole
saliimi vb..) retrograd olarak niikleusa bildirir ve niikleus, organelin buna cevap vermesini
saglayacak genlerin ekspresyonunu aktive eder. Mitokondrial stresin iistesinden gelmek icin
eksprese edilen proteinler genellikle proteaz ve saperonlardir. Mitokondrial stres kosullar
altinda aktive olan mitoniikleer iletisimin amaci stresi mitokondrial, hiicresel ya da doku

seviyesinde ortadan kaldirmaktir. (Sekil 2.14)

55



Dig Ortam Stresinin Algilanmasi
"Antegrad iletigim"

Gen Ekspresyonu
e Saperonlar

e Proteazlar . 4

G5

Mitokondrial Stresin niikleusa iletiimesi

S e / "Retrograd iletigim"

Mitokondriyal Stres
* Mitokondriyal membran potansiyelinde
bozulma
Oksidatif fosforilasyon disfonksiyonu
ROR artigl
ATP Uretiminde azalma
Sitozolde Ca*? artigl
miDNA defekti

Sekil 2.14. Mitoniikleer iletisim

Iste bu iletisim, mitohormetik cevabi da diizenler. Mitohormezis’in en &nemli
sinyalleri ya da siliregleri; ROR, mitokondrial metabolitler, proteotoksik sinyaller,

mitokondri-sitozol stres yanit1 ve mitokin saliimudir. (Sekil 2.15)
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Sekil 2.15. Mitohormetik Adaptasyon Mekanizmalari
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2.5.4. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve antioksidan yanitlar

Mitohormezisin 6nemli bir bileseni ROS iiretimidir. Mitokondri, elektron tasima
zincirinde enerji Uretimi sirasinda NADPH Oksidaz (NOX) aracili olarak ROS firetir ve bu
molekiiller, sinyal iletimi i¢in kritik 6neme sahiptir. Diislik diizeyde ROS artis1, hiicre i¢i
antioksidan savunma mekanizmalarimi aktive eder. Nrf2 sinyal yolagi, ROS'un etkisiyle
aktive olan ve antioksidan enzimlerin (6rnegin glutatyon peroksidaz) iiretimini tesvik eden
bir transkripsiyon faktoriidiir (7, 35). Nrf2, antioksidasyon, antioksidan biyosentezi ve
metabolik kaymadan sorumlu temel diizenleyici olarak bilinmektedir. Stres kosullarinda
Nrf2, Kelch-like ECH-iligkili protein 1 (Keapl) ve Cullin-3 E3 ligaz tarafindan yapisal
olarak ubikutinlenir ve 26S proteozomal yol ile yikilir. Keap 1 aracili Nrf2 yikimi, Keapl
oksidasyonu sonucunda inhibe edilir. Keapl’in Nrf2 baglayici bdlgelerinin saturasyonu
sonrasinda yeni iiretilen Nrf2, Keap1 tarafindan baglanamadigi i¢in niikleusa transloke olur
ve antioksidan yanit elemanlarinin (AREs) transkripsiyonel aktivasyonunu gen diizenleyici

bolgeleri tizerinden etki ederek saglar (9). (Sekil 2.16)
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Sekil 2.16. Nrf2 Yanit1 ve Gen Diizenlenmesi

ROR ayni zamanda mitohormetik diizenlemenin ana sinyali olarak rol oynamaktadir.
Mitokondri, ROR’lerinin major hiicresel kaynagidir. Oksidatif fosforilasyon ile 02, H2O’ya

doniistiirtiliir fakat O2’nin kiigiik bir kismi ise siiperoksit anyonuna (O2-) doniismektedir.

57



Stiperoksit ise siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi araciligi ile O2 ve H202’ye doniistiiriiliir.
Okaryotlarda 3 farkli SOD geni mevcuttur. SOD1 sitoplazmik Cu/Zn-SOD’u, SOD2
mitokondrial Mn-SOD’u ve SOD3 ise hiicre dis1 Cu/Zn-SOD’u kodlamaktadir8. Sonug
olarak; ROR miktarindaki artis, bir geri-besleme mekanizmasini aktive ederek,
mitohormetik cevabi aktive eder. Bunun sonucunda ise konak anti-oksidan savunma
mekanizmalar1 (antioksidan enzimler: katalaz ve siliperoksit dismutaz (SOD) aktive olur,

mitokondrial biyogenez ve mitokondrial stres direnci artar. ROR seviyesi ise azalir (7-9).

ROS sinyallesmesi, mitofaji mekanizmasini da diizenler. Artan ROS seviyeleri,
PINK1 ve Parkin proteinlerinin aktivasyonunu tetikler ve hasarli mitokondrilerin otofajik
stireglerle temizlenmesini saglar (37). OA’da mitofaji mekanizmasinin bozulmasi, hasarli

mitokondrilerin birikmesine ve inflamasyonun artmasina neden olur.

2.6.5. AMPK ve SIRT1 sinyal yolaklari
AMPK (AMP-aktif protein kinaz) ve SIRTI1, hiicresel enerji homeostazinin

korunmasinda merkezi rol oynar. AMPK aktivasyonu, hiicredeki diisiik enerji durumunda
ATP iiretimini tesvik ederken anabolik siire¢leri baskilar. SIRT1 ise NAD+ seviyelerine
duyarli bir deasetilaz olup mitokondriyal biyogenezi artirir ve hiicresel metabolizmay1

yeniden diizenler (37).

Bu yolaklar, FOXO protein ailesinin aktivasyonunu saglayarak otofaji ve hiicresel
onarim mekanizmalarini destekler. OA’da NAD+ seviyelerinin azalmasi, SIRT1 ve AMPK
yollarini zayiflatarak mitokondriyal disfonksiyonu derinlestirir ve kikirdak dejenerasyonunu
hizlandirir (5), NAD+ artirict terapiler, mitokondri islevini destekleyerek eklem sagliginin

korunmasina katkida bulunabilir.

2.6.6. Mitokondriyal katlanmamus protein yaniti (UPR™®)

Mitokondrial proteazlarin kaybi, hasarli ya da yanlis katlanmis proteinlerin
mitokondri matriksinde birikimine yol agar. Bunun sonucunda proteazlarin yeniden
aktivasyonunu saglamak i¢in mitokondrial stres yanit1 tetiklenir. Bu yanitin ana yolagi olan
mitokondrial katlanmamis protein yanitt (UPRmt) ilk olarak memelilerde tanimlanmugtir.
UPR™, mitokondride yanhs katlanmis proteinlerin birikmesine karsi adaptif bir yanit
mekanizmasidir. Mitokondri i¢indeki saperon proteinler ve proteazlar, hatali proteinlerin
temizlenmesini saglar ve hiicresel homeostazin devamliligint korur (38). UPRmt sinyal
yolagi giinimiizde en ¢ok C.Elegans’da caligilmistir. Bu sinyal yolagi solucanlarda bir

transkripsiyon faktorii olan atfs-1 tarafindan diizenlenmektedir. Atfs-1 mitokondriyal ve
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niikleer olmak tizere iki hedefleme sekansina sahiptir. Stresin olmadigi durumlarda atfs-1
mitokondriye transloke olur ve Lon proteaz tarafindan hizlica degrade edilir. Mitokondrial
katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinler mitokondri matriksinde birikmeye
basladiginda ise stres olusur ve UPRmt aktive olur. Mitokondrial matriks proteazi olan
CLPP-1 bu hasarlanmis proteinleri pargalar ve olusan peptidler HAF-1 transporter ile
sitoplazmaya aktarilir. Sitoplazmada bu peptidlerin birikmesi atfs-1’in mitokondriye girigini
engeller ve niikleusa yonlendirir. Niikleusta atfs-1, diger transkripsiyonel diizenleyicilerle
birlikte UPRmt genlerinin aktivasyonunu saglar. Bu genler; proteazlar ve saperonlar,
mitokondrial transporterlar ve antioksidan enzimler, mitokondrial fisyon, glikoliz ve
detoksifikasyonda rol oynayan proteinlerdir. Bunun sonucunda ise stres ¢oziilmeye ve
hiicresel metabolik fonksiyonlar1 yeniden saglanmasi1 amaclanir. Memelilerde ise UPRmt
aktive oldugunda CLPP-1 analogu olan proteaz ATFS5 ekspresyonu ile HSP60, HSP10 ve
mtHSP70, LONP-1 gibi saperonlarin ekspresyonu artmaktadir (8).

Mitokondrial stres ayni zamanda traslasyonel ve post-translasyonel diizeyde farkli
sitozolik stres yanitlarini aktive ederek hiicresel proteazlarin devamliligini saglayacak
yolaklar1 aktive eder. Entegre stres yanit1 (ESR), protein sentezinin diizenlenmesini saglayan
genel stres yanitidir. Bu yanit, endoplazmik retikulum (ER) stresi, aminoasit agligi, diisiik
hemoglobin seviyeleri, ¢ift iplikli RNA ve mitokondrial stres ile tetiklenebilir. Bu stres
kosullari, hiicresel kinazlar1 aktive ederek, translasyon baslatic1 faktor elF2a’y1 fosforiller.
Bu fosofrilasyon ise kanonik protein sentezini inhibe ederek ATF4 ve ATFS gibi kimi stres

genlerinin translasyonunu arttirir. (Sekil 2.17)
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Sekil 2.17. Entegre Stres Yaniti

Mitokondrial stresin, memelilerde ATF4’1i arttirdigi daha 6nce yapilan ¢alismalar ile
gosterilmistir. Bu yolagin aktivasyonu ile mitokondrial aktivite azaltilmaya caligilir. Kanser
hiicre serilerinde yapilan ¢aligmalarda ATF4’{in Nrf2’nin ana downstream efektorii olarak
fonksiyon gosterdigi, her gecen giin artan sayida bildirilmektedir. Bu bulgular, Nrf2 ve
ATF4’lin redoks homeostazini saglamak i¢in birlikte ¢alistigin1 géstermektedir. TRPV2 gibi
kalsiyum kanallarinin islev kaybi, mitokondri igi Ca2[| dengesizligine yol agarak UPR™yi
bozabilir ve inflamasyonu tetikleyebilir (39). OA'da UPRmt’nin etkinliginin azalmasi,

kikirdak hiicrelerinin dayanikliligini diisiirtir.

2.6.7. Mitokinler

Mitokondrial stresin olusturdugu sinyaller, hiicre dis1 iletisimde de gorev alirlar.
Mitokondrial stresin aktive ettigi sinyal yolaklar1 “mitokin” adi verilen molekiillerin
tiretilmesine neden olur. Mitokinler membranlardan diffiize olarak hiicrelerden diger
hiicrelere ve dokulara salinirlar. Mitokinler; mitokondri-kaynakli peptidler ve metabolik

sitokinler olmak {izere iki ana gruba farklilasir. (Sekil 2.18)
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Sekil 2.18. Mitokondriyal Mitokinler ve Ozellikleri

Mitokondri kaynakli peptidler (humanin, humanin benzeri peptidler ve 12S rRNA-
¢’nin mitokondrial ORF’si) , mtDNA tarafindan kodlanan peptidlerdir ve kisa agik okuma
cercevelerine sahiptirler. Bu mitokinlerin noéroprotektif, hiicre metabolizmasini arttirici,
apoptozdan koruyucu ve boylece hiicre viabilitesini arttirict etkileri mevcuttur. Ek olarak
bazi sitokinler, farkli mitokondrial zorlanmalar ile karsilagildiginda eksprese edildigi ve
metabolizmay1 arttirdigr i¢in mitokin olarak da degerlendirilmektedir. Bunlardan en 1yi
calisilanlar1 fibroblast biiyiime faktorii 21 (FGF21) ve biiylime farklilasma faktori 15
(GDF15) dir. Bu iki molekiiliin farkli mitokondrial streslerde ekspresyonunun arttigi
gosterilmistir. Genel olarak bu sitokinler, glukoz ve lipid metabolizmasini arttirarak hiicrenin
enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde rol oynamaktadirlar. Son yapilan calismalar,
GDF15’in mitokondri dis1 olaylarda da yiikseldigini gostermis ve FGF21’in mitokondriye
daha spesifik oldugunu bildirmistir (8).

2.6.8. TGF-p ve WNT sinyal yolaklar:
TGF-B (transforming growth factor-beta) ve WNT sinyal yollari, hiicresel

mekanotransdiiksiyon ve mitokondriyal dinamiklerin diizenlenmesinde 6nemli roller oynar.
TGF-B sinyal yolu, hiicrelerin mekanik strese karsi dayanikliligini artirmak icin enerji
tiretimini diizenler. OA’da bu yolagin bozulmasi, kikirdak hiicrelerinde dejenerasyona ve

anormal protein birikimine yol agabilir.
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WNT sinyal yolagi ise hiicre proliferasyonu ve farklilasmay1 kontrol eder.
WNTS5A/ROR?2 aksinin anormal aktivasyonu, kalsiyum homeostazini1 bozarak oksidatif stres

seviyelerini artirir ve hiicresel yaglanmay1 hizlandirir (39).

2.6.9. Mitofaji ve hiicresel kalite kontrol mekanizmalari

Mitofajiyi diizenleyen PGC-1a ve AMPK-SIRT1 aksi, mitokondriyal biyogenezin
artirilmasinda kritik rol oynar (34). PGC-1a seviyelerindeki azalma, yasa bagli mitokondri

kaybin1 hizlandirabilir ve OA gelisimini tetikleyebilir.

Mitofaji mekanizmasinin bozulmasi, hiicrede ROS birikimine ve kikirdak
hiicrelerinin hayatta kalma oraninda azalmaya neden olur. Bu durum, eklem dokusunda

inflamasyonun artmasi ve doku biitliinliigliniin kaybn ile iligskilendirilmistir.

2.6.10. Senolitik yollar ve hiicresel yaslanma

Hiicresel yaglanma (senesans), mitokondri kaynakli sinyaller araciligiyla
inflamasyonu artiran bir siirectir. Senesans hiicreleri, sitokinlerin, kemokinlerin ve
metalloproteinazlarin salgilanmasi ile "senesans iliskili sekresyon fenotipi" (SASP) adi
verilen bir durum olusturur. UBX0101 gibi senolitik ajanlar, bu hiicreleri hedefleyerek

inflamasyonu azaltabilir ve eklem biitlinliigiinii koruyabilir (22).

Senolitik tedaviler, ROS seviyelerini azaltarak mitokondriyal islevlerin korunmasina

katki saglar ve hiicresel yaslanma ile iliskili hasar mekanizmalarini baskilar (5).

2.6.11. Mekanotransdiiksiyon ve mitokondri

Eklem hiicreleri mekanik yiike maruz kaldiklarinda enerji iiretimini artirmak icin
mitokondriyal mekanizmalar1 kullanir. Ancak OA’da bu siire¢ bozulur ve hiicrede kalsiyum
dengesizlikleri olusur. TRPV2 ve TRPV4 gibi mekanosensor kanallar, Ca?[] homeostazinin

korunmasinda ve mitokondri i¢i sinyallesmenin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar (39).

Bu mekanosensorlerin disfonksiyonu, ROS {iretimini artirarak inflamatuvar yanitlari
tetikler ve hiicre 6limii mekanizmalarini aktive eder. Mekanotransdiiksiyon yolaginin

modiilasyonu, yeni tedavi stratejileri i¢in dnemli bir hedef olarak degerlendirilmektedir.

2.6.12. Enerji metabolizmasi ve mitohormezis

Mitohormezis, enerji metabolizmasinda yeniden yapilanmayr tesvik eder.
NAD+/NADH dengesi gibi koenzimlerin diizenlenmesi, enerji homeostazinin temel

unsurlarindan biridir. Mitokondriyal NAD+ seviyelerinin artisi, AMPK ve SIRT1 gibi enerji
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sensOrlerinin  aktivasyonunu saglayarak oksidatif fosforilasyonu ve mitokondriyal

biyogenezi destekler (34).

ROS iiretiminin kontrol altina alinmasi, mitokondriyal kompleks I ve III tizerinden
gerceklesir. Bu kompleksler, ROS sinyallesmesini adaptif bir geri bildirim dongiisi ile
dengeleyerek enerji tiretim siirecinin diizenlenmesine katkida bulunur. Mitohormetik yanit,

ROS seviyelerinin optimal diizeyde tutulmasi sayesinde hiicresel hasar1 en aza indirir (36).

2.6.13. Bagisiklik yanitlarimin modiilasyonu

Mitohormezis, bagisiklik hiicrelerinin islevlerinde de 6nemli bir adaptif rol oynar.
Makrofajlarda  yapilan arastirmalar, mitokondriyal stresin bagisiklik  tolerans
mekanizmalarin1 destekledigini gostermistir. LPS ile tetiklenen inflamatuvar yanitlarin,
mitokondriyal stres yaniti ile diizenlenerek asir1 sitokin iretiminin baskilandigi ve

inflamatuvar doku hasarimin engellendigi ortaya konmustur (7).

Mitohormezis ayrica mitokondri kaynakli metabolitlerin bagisiklik yanitina etkisini
diizenler. Itakonat gibi metabolitler, ROS seviyelerini diisiirerek inflamasyonu baskilar ve
patojenlere karsi bagisiklik hiicrelerinin direng kazanmasina yardimci olur. Bu mekanizma,

homeostazin korunmasinda kritik bir rol oynar (7).

2.6.14. Yaslanma siirecinde mitohormezisin rolii

Mitohormezis, yaslanma siirecine eslik eden biyokimyasal degisiklikleri dengeleyen
mekanizmalardan biridir. Yas ilerledik¢e mitokondriyal disfonksiyon ve ROS birikimi artar;
ancak diizenli fiziksel aktivite gibi diislik diizeyli stres faktorleri, mitokondriyal biyogenezi

uyararak sarkopeniyi geciktirebilir (36).

Egzersiz sirasinda artan ROS iretimi, antioksidan savunma sistemlerinin
giiclenmesini saglar ve mitokondriyal proteinlerin dayanikliligini artirir. Mitokondri
dinamiklerinin korunmasi, mitokondri kaybini azaltarak hiicre yaslanmasini yavaglatir. Ek
olarak, berberin gibi mitokondriyi hedefleyen molekiiller, AMPK sinyallesmesi yoluyla
oksidatif stresi hafifletir ve hiicresel dayaniklilig1 artirir (37).

2.6.15. Kanser hiicrelerinde mitohormezis

Kanser hiicreleri, mitohormezis mekanizmalarini manipiile ederek zorlu c¢evresel
kosullara adapte olabilir. Mitokondriyal DNA mutasyonlar, UPR™’yi aktive ederek
hiicrelerin hayatta kalma kapasitesini artirabilir (40). Ancak bu adaptasyon, tiimor

hiicrelerinin kemoterapi ve radyoterapiye direng gelistirmesine yol agabilir.
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2.7. Metformin, Mitokondri ve OA

2.7.1. Metformin ve etki mekanizmalari

Metformin, diinya genelinde Tip 2 diyabet tedavisinde birinci basamak ilag¢ olarak
yaygin bir sekilde kullanilan, etkinligi ve giivenilirligi kanitlanmis bir antihiperglisemik
ajandir. Bu ilag, Galega officinalis bitkisinden tiiretilen biguanid sinifinin bir liyesidir ve
hipoglisemi riskini artirmadan kan sekeri seviyelerini diizenler (41). Metformin hem
monoterapi olarak hem de diger antihiperglisemik ajanlarla kombinasyon halinde
kullanilabilir. Kilo alimina neden olmamas1 ve diisiik maliyetli olmasi, onun tercih edilen bir

tedavi segenegi olmasinda etkili faktorlerdir.

2.7.2. Metformin-mitokondri iliskisi

Metformin, mitokondriyal fonksiyon tizerindeki etkisi ile enerji metabolizmasinda
diizenleyici bir rol oynar. Bu etkiler, mitokondriyal kompleks I'in inhibisyonu ile baglar.
Mitokondriyal kompleks I, oksidatif fosforilasyon siirecinde ATP {iiretiminin anahtar
enzimlerinden biridir. Metformin, kompleks I'i hedef alarak ATP iiretimini azaltir ve
AMP/ATP oranini artirir. Bu enerji dengesi degisimi, hiicresel enerji sensorii olan AMP-

aktive protein kinazin (AMPK) aktive edilmesine yol agar (10, 41).
1. Mitokondriyal Kompleks I'in Inhibisyonu:

Metformin, mitokondri i¢cindeki NADH:ubikinon oksidorediiktaz aktivitesini inhibe
ederek elektron taginim zincirinin baslangicini etkiler. Bu durum, mitokondriyal membran
potansiyelinin diigmesine ve ATP iiretiminin azalmasina neden olur. ATP iiretiminin
azalmasi, hiicrede enerji bagimli siireclerin yavaslamasma yol agar. Ozellikle karaciger
hiicrelerinde, glukoneogenez icin gerekli olan enerji kaynagi sinirlanir ve hepatik glukoz

tiretimi baskilanir (42).
2. AMPK Aktivasyonu:

Metformin'in enerji liretimini sinirlamasi, hiicresel AMP seviyesinin artmasina ve
dolayistyla AMP/ATP oraninin yiikselmesine neden olur. Bu enerji dengesizligi, AMPK'nin
fosforilasyon yoluyla aktif hale gelmesini tetikler. AMPK, enerji homeostazini saglamak i¢in
glukoz alimini artirir, lipid oksidasyonunu tesvik eder ve enerji harcamasini optimize eder.
Bu mekanizma, metformin'in hem diyabetik hastalarda kan sekeri kontroliinii saglamada

hem de lipid metabolizmasini diizenlemede 6nemli bir role sahip oldugunu aciklar (26).
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3. Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) Azaltilmasi:

Mitokondriyal kompleks I'in inhibisyonu, ROS {iretiminde bir azalmaya yol acar.
ROS, hiicresel oksidatif stresin temel nedenlerinden biridir ve mitokondriyal disfonksiyonun
onemli bir gostergesidir. Metformin, ROS seviyelerini diisiirerek hiicresel stres yanitlarini
baskilar ve mitokondriyal saglifin korunmasma katki saglar. Bu etki, ayn1 zamanda

mitohormetik yanitlar tetikleyerek hiicrelerin strese kars1 adaptasyonunu artirir (43).
4. Mitofaji ve Mitokondriyal Biyogenez:

Metformin, hasarli mitokondrilerin ortadan kaldirilmasi ve yenilerinin iiretilmesi
stireglerini destekler. Mitofaji, mitokondriyal islev bozuklugunun giderilmesinde kritik bir
rol oynar. Metformin'in, PINK1/Parkin yolu iizerinden mitofajiyi tesvik ettigi ve bu
mekanizma ile hiicresel enerji metabolizmasini dengeledigi gosterilmistir. Ayrica,
mitokondriyal biyogenez siirecini destekleyerek yeni ve islevsel mitokondrilerin olusumuna

katkida bulunur (4).
5. Hiicresel Metabolizmanin Yeniden Programlanmasi:

Metformin, mitokondriyal enerji metabolizmasini diizenlemenin 6tesinde, hiicresel
metabolizmay1 yeniden programlar. AMPK aktivasyonu, glikolitik yolu tesvik ederken
lipogenez gibi enerji tiikketen siirecleri baskilar. Bu degisim, ozellikle karaciger ve kas

dokusunda metabolik esnekligi artirir ve insiilin duyarhiligini gelistirir (29, 41).

2.7.3. Metformin’in osteoartritteki olasi etkileri

OA patogenezinde temel mekanizmalar, metforminin hedefledigi yolaklar ile
kesismektedir. Bu nedenle son yillarda yapilan calismalar, metforminin osteoartritte
potansiyel bir terapotik ajan olabilecegini glindeme getirmektedir. Metforminin

osteoartritteki olas1 etkileri su yolaklar lizerinden olabilir:
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AMPK Aktivasyonu ve Kikirdak Korunmas:

Yaglanma, Mekanik Hasar, Diigiik seviyeli inflamasyon,
Metabolik sendrom
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OSTEOARTRIT

Sekil 2. 19. Metforminin AMPK Bagimli Etkisi

Metformin'in AMPK'y1 aktive etmesi, kikirdak hiicrelerinde enerji metabolizmasini
yeniden diizenler ve anabolik siiregleri destekler. AMPK aktivasyonu, kikirdak hiicrelerinde
tip II kollajen sentezini artirir ve metalloproteinazlar (MMP3, MMP13) gibi katabolik
enzimlerin ifadesini baskilar. Bu mekanizma, kikirdak matrisinin korunmasina yardime1 olur

(26, 42). (Sekil 18)
AMPK Bagimsiz Kikirdak Korunmasi

Metformin, mitokondriyal solunum zincirinin birinci kompleksini (Kompleks 1)
inhibe ederek ATP iiretimini azaltmakta ve hiicre icinde AMP/ATP oranini artirmaktadir. Bu
durum, hiicresel enerji sensorii olan AMPK'yi (AMP-aktive protein kinaz) enerji
dengesizligi yanit1 olarak aktive etmektedir. ilging bir sekilde son yillarda Kim ve ark.
tarafindan yapilan ¢alismada, bu siirecin AMPK'dan bagimsiz olarak PERK-elF2a-ATF4
(PKR-benzeri ER kinaz — eukaryotik translasyon faktorii 2a — Aktive Edici Transkripsiyon
Faktorii 4) sinyal yolaklar1 araciligiyla mitokondriye 6zgii bir mitokin olan fibroblast
biiylime faktorii 21 (FGF21) ekspresyonunun artigini tetikledigini géstermistir. (Sekil 2.20)
Bu ekspresyondaki artis, metabolik yeniden diizenlenmeye katki saglamaktadir.
Metformin'in bu etkilerinin AMPK bagimsiz olmasi, daha once diisiiniilen enerji sensori

roliinlin Gtesinde farkli mekanizmalar1 da igerdigini gostermektedir. Bu veriler 1s181nda,
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metforminin sadece glikoz regililasyonu iizerinde degil, ayn1 zamanda enerji
metabolizmasinin yeniden programlanmasinda ve endokrin sinyal yollarinda genis etkileri

olabilecegini diigiiniilmektedir (44).

AMPK Bagiml Yol . AMPK Bagimsiz Yol
~
o
$ AMPATP «——(1) — mtROS
P
AMPK PERK - elF2a - ATF4

an

TsC2 P53 SENSI1/2 Nrf2 FGTI
J. Antioksidan / REDDI—ImTORCl ; p s
mTORCI Antiinflamatuar Anti-Obezite / Anti-Diyabet

Etki
l Hiicre bilytimesi/Otofaji

Hiicre bitylimesi/Otofaji

Sekil 2.20. Metformin'in Mitokondriyal Etki Yolaklar

Mitofaji ve Mitokondriyal Saglik:

Osteoartritte hasarli mitokondrilerin birikimi, hiicresel stres ve inflamasyon
diizeylerini artirir. Metformin, PINK1/Parkin aracili mitofajiyi tetikleyerek bu hasarl
mitokondrilerin ortadan kaldirilmasini saglar. (Sekil 2.21) Ayn1 zamanda, mitokondriyal

biyogenezi destekleyerek yeni ve saglikli mitokondrilerin olusumunu tesvik eder (4, 43).
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Metformin

Mitofaji

SIRT1/3/6

Sekil 2.21. Metformin ve Mitofaji

Inflamasyonun Azaltilmas:

Metformin, hiicresel inflamatuar yanitlar1 baskilayarak osteoartritte agri ve doku
hasarini azaltabilir. Bu etkiler, ROS iiretiminin azaltilmasi ve inflamatuar sitokinlerin
(6rnegin IL-1B ve TNF-a) ifadesinin diistiriilmesi ile iliskilidir (26). Metformin, IL-1f ve
TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin tetikledigi MMP3, MMP13, ADAMTS4 ve
ADAMTSS gibi katabolik enzimlerin iiretimini azaltir. Ayn1 zamanda Col2al, Sox9 ve

agregan gibi anabolik faktorlerin seviyelerini artirir.
Hiicresel Yaslanmanin Onlenmesi:

Osteoartritte kikirdak hiicrelerinin yaslanmasi, matris dejenerasyonunu hizlandirir.
Metformin, hiicresel yaslanmayr azaltarak kikirdak hiicrelerinin iglevselligini korur.

Alg/Metformin hidrojel gibi yenilik¢i tedavi yontemleri ile bu etkiler artirilabilir (4).

Metformin'in bu ¢ok yonlii etkileri, osteoartrit tedavisinde sadece semptomlar1 degil,
aynt zamanda hastaligin ilerlemesini hedef alan potansiyel bir ajan olarak
degerlendirilmesini saglamaktadir. AMPK aktivasyonu, mitofaji, inflamasyon kontrolii ve
hiicresel yaslanmay1 azaltici etkileri, metformin'in osteoartritteki roliinii destekleyen temel

mekanizmalardir.
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Bu c¢alisma ile literatiirde ilk defa saglikli ve osteoartritli insan kondrosit
kiiltiirlerinde metformin 6n kosullama ile indiiklenen mitohormetik yanitin, ILIB

uygulamasi ile olugturulan akut strese karsi koruyuculugunun gosterilmesi amaglanmistir.
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3. GEREC ve YONTEM
Bu calisma, in vitro olarak tasarlanmis deneysel bir ¢alismadir. Arastirma Bagkent
Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda gergeklestirilmistir. Calismanin etik onay1

Baskent Universitesi Tip ve Saglik Bilimleri Arastirma Kurulu’ndan almmustir. (KA22/350)

3.1.0rnek toplama ve hazirlama

Deneklerin tamami Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Ortopedi ve Travmatoloji
A.B.D’da total diz artroplastisi cerrahisi geciren hastalardan secilmistir. Diz eklemi
osteoartriti tanis1 Amerikan Romatoloji Kolejimin (ACR) osteoartrit kriterlerine gore
yapilmistir. Biyoistatistiksel analiz sonrasi Kellgren-Lawrence (KL) 6l¢eginde radyolojik
olarak evre 3 primer diz osteoartriti olan 3 hasta calismaya dahil edilmistir. Travma veya
baska nedenlerden kaynaklanan osteoartriti olan hastalar caligmaya alinmamustir. Deney
grubu olarak osteoartrit etkisinde olan medial femoral kondil kikirdagi, kontrol grubu olarak

ise saglikli lateral femoral kondilin kikirdagi 6rneklenmistir.

Hastalardan total diz replasmani cerrahisi sirasinda toplanan kikirdak ornekleri,
Dulbecco Modified Eagle's Medium (DMEM; Gibco, Rockville, MD, ABD) iceren diisiik
sekerli ortama alindiktan sonra, diisiik sicaklikta saklanarak miimkiin olan en kisa siirede
laboratuvara aktarildi. Ornek doku makas ile yaklasik 0,5 x 0,5 cm? lik kikirdak pargalarina
kesildi ve kikirdak parcalari, oftalmik makasla yaklasik 1 mm?1ik fragmanlara ayrildi. Bu
pargalar, % 0.25 tripsin ile sindirildi (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD), sonra fosfat
tamponlu salin (PBS) ile yikand1 ve % 0.2 tip II kollajenaz iceren DMEM ortaminda (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, ABD) 37 ° C'de 40 dakika inkiibe edildi. Siipernatan atildiktan sonra,
santrifiijleme yoluyla primer kondrositler elde edildi. Elde edilen kondrositler 50-L lik siv1

nitrojen kabina aktarilip ve analize kadar -80 ° C'de saklanmustir.

3.2 Hiicrelerin Coziilmesi

Azot tankinda saklanan DMEM-F12 besiyerinde dondurulmus hiicrelerin sisesi (viali)
azot tankindan ¢ikarilmis ve ¢oziicii ekstraksiyonundan 6nce numunedeki potansiyel bilesen
degisiklikleri en aza indirmek i¢in, tim numuneler 20 dakika buz iizerinde ¢ozdiirtilmiistiir.
15°1ik tiip i¢ine 3 ml besiyeri doldurulmustur. Bir miktar besiyeri alinarak viale aktarilmas,
pipetajlama yapilarak vial i¢indeki sivinin bir kismi tiipe aktarilmistir. Kalan hiicreler
pipetajlama islemi 3-4 kez tekrarlanarak vialden tlipe aktarilmisti. DMEM’1 uzaklastirmak
icin tiip 7 dk 1200 rpm’de santrifiijlenmistir ve siipernatant atilmigstir. Pellet {izerine 2 ml

besiyeri eklenerek tiip dibine yapisan hiicrelerin kaldirilmasi igin pipetajlanmis ve 25
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cm2’lik flaska aktarilmistir. Flaska 3 ml daha besiyeri eklenmistir (total 5 ml). Hiicreler

inverted mikroskopta incelendikten sonra CO2 inkiibatdriine kaldirilmistir.

3.3 Hiicrelerin Cogaltilmasi ve idamesi
Sagliklt ve Osteoartritli kondrositler i¢cin 50ml FSB, 5,5ml Oen/stp ve 5,55ml L-

Glutamin igeren besiyeri kullanimistir. Hiicreler ¢ogaltma sirasinda %5 CO2 igeren 37°C’lik
inkiibatorlerde nemli atmosferde tutulmustur. Hiicreler ekildikleri flasklar1 kapladiginda
tripsinizasyonla pasajlanmis deney i¢in 6’lik weller’lere ekilmistir. Tripsinizasyon
prosediiriine gore pasajlanacak flaskin besiyeri uzaklastirildiktan sonra flask taban1 PBS ile
yikanmustir, uygun miktarda TE flask tabanina yayilarak yaklasik 2-3 dk inkiibe edilmistir
(25 cm2 i¢in 0.5 ml, 75 cm2 i¢in 1 ml). Hiicrelerin flask tabanindan kalkip kalkmadigi
inverted mikroskopla kontrol edilmistir. TE nin toksik etkisini ortadan kaldirmak i¢in en az
iki kat1 kadar besiyeri eklenmistir. Flasktaki hiicre, besiyeri ve TE karisimi tlipe aktarilarak
7 dk 1200 rpm’de santrifiijlenmistir. Siipernatant uzaklastirilmis ve pellet besiyeriyle
pipetajlanarak acilmistir. Flasklar 2-3 giin araliklarla diizenli olarak canlilik, ¢ogalma ve
kontaminasyon acisindan inverted mikroskopta incelenmistir. Inkiibe edilen hiicrelerin
besiyeri 2-3 giin araliklarla degistirilmistir. Pasajlama iglemi hiicre doluluk orani inverted
mikroskopla takip edilmistir. Kiiltiir devamlilig1 i¢in en az %70 doluluk oranma sahip
flasklar haftada bir (ortalama siire) pasajlanmistir. Deneyler 8-40 pasaj araligindaki

hiicrelerle gerceklestirilmistir. (Sekil 3.1)

Sekil 3.1. izole Edilen Kondrositler
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3.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicre pasaj protokoliine gore %70 ve iizerinde doluluga ulagan flasklardaki hiicreler
yeterli biliyime alani saglanan yeni ortama aktarilir. Flasklardaki eski besiyeri
uzaklastirilarak hiicreler PBS ile yikanir. Hiicrelerin birbirinden ve zeminden ayrilmasi i¢in
TE (75’lik flask i¢in 1 ml, 25°1ik flask i¢in 0.5 ml) eklenerek %5 CO2, 37°C’de birkag dakika
inkiibe edilir. Flasklara nazik¢e vurularak mekanik kuvvetle de hiicrelerin ayrilmasi saglanir.
Isik mikroskobu altinda hiicrelerin siispanse hale geldigi gézlendiginde flaska TE miktarinin
en az iki kat1 kadar besiyeri eklenerek TE inaktive edilir. Karisim 1200 rpm’de 7 dakika
santrifiijlenir. Stipernatant uzaklastirildiktan sonra pellet kademeli olarak acilir. Tomalami
ile hiicre sayimi1 ardindan belirlenen hiicre sayisina gore istenilen kiiltlir kabina ekim yapilir,

uygun miktarda besiyeri eklenir.

3.5. Hiicrelerin Kondrosit Oldugunun Dogrulanmasi

Insan kondrosit hiicre kiiltiiriinde pasajlanma sayisinin artmasi ile kondrositlerin
fibroblast benzeri bir yapiya transforme olabildikleri bilinmektedir. Caliymamizda, hiicre
kiiltiiriinde elde edilen hiicrelerin kondrosit 6zelliklerini koruyup korumadigini dogrulamak
amaciyla “gercek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu” (RT-qPCR) ve Western
blot analizleri kullanilmistir. Kondrositlerin temel matriks proteinlerinden biri olan kollajen
tip II (COL2A1) ve proteoglikan yapisinin 6nemli bir bileseni olan agregan (ACAN) gen
ifadelenmesi, RT-qPCR yontemiyle nicel olarak analiz edilmistir. Bu dogrulama yontemi,
kondrositlerin ekstraselliiler matriks (ECM) sentezinde gorevli spesifik genleri aktif olarak
ifade edip etmedigini gostererek hiicrelerin fenotipik 6zelliklerini kanitlamaktadir. Ayrica,
protein diizeyinde dogrulama i¢in Western blot analizi ger¢eklestirilmis ve kollajen tip II’nin
sentezlenip sentezlenmedigi tespit edilmistir. Western blot, kondrositlerin fonksiyonel
matriks proteinlerini iiretme kapasitelerinin degerlendirilmesinde giivenilir bir yontemdir.
Her iki yontemden elde edilen sonuglar, hiicrelerin kondrosit fenotipini koruyup
korumadigin1t  genetik ve protein seviyesinde kanitlamak amaciyla Dbirlikte

degerlendirilmistir.

3.6. Hiicre Canlihigi ve Sitotoksisite Testi

MTT testi (3-(4,5-dimetiltiazol-2-11)-2,5-difeniltetrazolyum bromid), hiicre
canliligin1 ve proliferasyonunu degerlendirmek amaciyla kullanilan renk bazli bir biyolojik
analiz yontemidir. Bu testin temel prensibi, canli hiicrelerin mitokondriyal dehidrojenaz
enzimleri araciligiyla MTT'yi ¢oziinmeyen mor formazan kristallerine doniistiirmesine

dayanir. Olusan formazan kristalleri, DMSO veya izopropanol gibi uygun bir ¢oziicii ile
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coziilerek spektrofotometrik olarak (genellikle 500-600 nm referans dalga boyunda) 6lg¢iiliir
ve elde edilen optik yogunluk, hiicrelerin canlilik diizeyinin bir gostergesi olarak kabul edilir.
Canl1 hiicre sayis1 arttik¢a renk koyulasir (55). Bu calismada 590 nm ve 650 nm (referans)
dalga boylar1 kullanilmistir.

Primer kiiltiirii hazirlanan sagliklit OA’li kondrosit hiicrelerinin canliligi MTT testi ile
degerlendirilmisti. MTT deneyi, Roche 11465007001 MTT kitinin {iretici tarafindan
sunulan protokoliine uygun olarak yiiriitiilmiistiir. Deney kapsaminda her bir deney ve
kontrol grubu i¢in bir adet 96 kuyulu plaka kullanilmis ve bu plakanin 60 kuyusuna her bir
kuyuya 0.1 ml olacak sekilde 0.04 x 10[] hiicre eklenmistir. Hiicreler, yiizeye tutunmalari
icin en az 48 saat boyunca inkiibe edilmistir Daha sonra kuyulardaki besiyeri
uzaklagtirilarak, deney grubunun maruz birakilacagi ajani igeren 0.25 ml taze besiyeri
kuyulara eklenmis ve belirlenen siire boyunca inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
stiresinin sonunda her bir kuyudan 0.15 ml hiicre kiiltiirii ortam1 geri ¢ekilmistir. Ardindan,
her bir kuyuya 0.01 ml MTT etiketleme reaktifi eklenmis ve 4 saatlik inkiibasyon
gerceklestirilmistir. Bunu takiben 0.1 ml ¢6zme tamponu (solubilization buffer) kuyulara
eklenmis ve plakalar 18 saat (overnight) inkiibe edilmistir. Hiicre canlilig1, spektrofotometrik
mikroplaka okuyucusu ile optik yogunluk (OD) degerlerinin dlciilmesiyle belirlenmistir.
Tim islemler, MTT reaktiflerinin 1518a duyarliligi nedeniyle kabin 15181 kapali olarak
yapilmis ve mikroplaka okuma islemine kadar plakalar 1s18a maruz birakilmamistir. Hiicre
canliligmm degerlendirmek amaciyla, {iiretici protokoliine uygun olarak 590 nm dalga
boyunda ana 6l¢iim ve 650 nm dalga boyunda referans 6l¢timii gerceklestirilmistir. Her bir
kuyunun hiicre canlilig1 degeri (A), 590 nm’deki optik yogunluktan (A590) 650 nm’deki
referans optik yogunlugun (A650) ¢ikarilmasiyla hesaplanmigtir (A = A590- A650). Bir
gruptaki genel hiicre canliligi, ilgili grubun tiim kuyularindan elde edilen A degerlerinin
ortalamasi alinarak belirlenmistir. Goreceli hiicre canlilig1 ise bos hiicre grubu referans
aliarak hesaplanmis ve bu grubun hiicre canlilifi %100 olarak kabul edilmistir. Her bir

kuyunun hiicre canlilik yiizdesi, bu referans deger {izerinden belirlenmistir.

Saglikli ve OA’li kondrositler metformin ile muamele edilerek uygun doz ve siire
hesaplandi. Literatiirde, kondrosit hiicre kiiltiirii yapilarak metformin uygulanan diger
caligsmalar degerlendirildiginde metformin uygulama dozunun 0, 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2 ve 5 mM
olarak ayr1 ayr1 degerlendirildigi ve hiicre kiiltliriiniin metformin ile muamele siiresinin ise
4,8,12,24 ve 48 saat olarak degerlendirildigi bildirilmistir (42, 43). Caligmamizin amacina

uygun olarak hiicre canliliginin kontrole gore azaldig1 fakat apoptotik Sliimiin goriilmedigi
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mitohormetik adaptasyonu gosteren optimal doz ve siirenin belirlenebilmesi icin toksik doz
ve siire tespiti 1,1.5,2 mM ve 12-18-24 saat olarak test edildi. Bunun i¢in primer kiiltiirii
hazirlanan OA hiicreleri 96 kuyucuklu plaklara ekildi ve takiben metformin ile muamele
edildi. Bu islem sirasinda ROCHE Cell Proliferation Kit I (MTT) kiti kullanild1 ve elde
edilen veriler 96 kuyucuklu ELISA okuyucuda (Biotek Epoch Gen5 2.0) 550 nm-690 nm

dalga boylarinda okundu ve sonuglari all-in-one microplate reader programinda analiz edildi.

3.7. Gruplarin Olusturulmasi

Toksik doz ve stirenin tanimlanmasindan sonra;

Saglikl kikirdaktan elde edilen kondrosit grubu (Saglikli Kontrol Grubu)
Saglikl1 kikirdaktan elde edilen kondrositler + Metformin

Saglikl kikirdaktan elde edilen kondrositler + IL-13

Saglikl1 kikirdaktan elde edilen kondrositler + Metformin + IL-13

OA’li kikirdaktan elde edilen kondrosit grubu (OA Kontrol Grubu)

OA’li kikirdaktan elde edilen kondrositler + Metformin

OA’li kikirdaktan elde edilen kondrositler + IL-1f3

OA’li kikirdaktan elde edilen kondrositler + Metformin + IL-1f3

® N kR Db -

3.8. ROS Analizi

Kondrositlerdeki reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve siiperoksit diizeylerini tespit etmek
amacuyla hiicre kiiltiirii deneyleri gerceklestirilmistir. Her bir kuyuya 1 x 10771 hiicre ekilecek
sekilde 96 kuyuluk plaklar hazirlanmis ve hiicreler 72 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda her bir gruba uygun kimyasal ajanlar eklenmis ve belirlenen
siire boyunca inkiibe edilmistir. Hiicrelerdeki ROS ve siiperoksit tiretimini 6l¢gmek icin Total
ROS/Superoxide Detection Kit (ENZO-ENZ-51010) kullanilmistir. Bu analizde, ROS tespiti
icin kullanilan dihidrokloroflorescein diasetat (DCFH-DA, Sigma-Aldrich, Katalog No:
D6883), hiicre icine girdikten sonra esterazlar tarafindan DCF’ye (dihloroflorescein)
dontstiiriilmiis ve ROS varliginda oksitlenerek giiglii bir yesil floresan sinyal olusturmustur.
Siiperoksit tespiti i¢in ise dihidroetidyum (DHE, Sigma-Aldrich, Katalog No: D7008)
kullanilmis ve siiperoksit anyonlari ile reaksiyon sonucu olusan kirmizi floresan sinyaller
belirlenmistir. Floresan sinyaller, 96 kuyucuklu ELISA okuyucu (Biotek Epoch GenS5 2.0)
ile Ol¢lilmiistiir. ROS sinyalleri i¢in 488 nm uyarma (Ex) ve 520 nm emisyon (Em) dalga
boylari, siiperoksit sinyalleri i¢in ise 550 nm uyarma ve 610 nm emisyon filtre setleri
kullanilmistir. Elde edilen veriler, all-in-one microplate reader programi ile analiz edilerek,

oksidatif stresin kondrosit fonksiyonlari tizerindeki etkileri degerlendirilmistir.
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3.9. Western Blot Analizi:
Yapilacak olan 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 Gorilintiilleme Sistemi

kullanilacaktir.

Uygulama yapilmis olan hiicrelerden protein izolasyonu ig¢in ticari kit Roche
Complete Lysis-M (Cat. No. 04 719 956 001) protokoliine uygun olarak kullanilacak, elde
edilen proteinlerin konsantrasyonlarimin belirlenmesi i¢in ise ticari kit Thermo Scientific™
Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Cat. No. 23227) kullamlacaktir. Ornekler ELISA
okuyucuda 562 nm’de okutularak pgr/mL cinsinden konsantrasyonlar1 belirlenecektir.
Olgiimler Baskent Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali laboratuvarinda bulunan Epoch
Gen5 2.0 Spektrofotometre cihazi araciligiyla yapilacaktir. Elde dilen protein 6rnekleri Tibbi

Biyoloji Anabilim Dal1 -800C dondurucusunda saklanacaktir.

Konsantrasyonlar1 belirlenen proteinlerden esit miktarlarda 6rnek alinip (5-30 pgr
protein), protein ylikleme tamponu (Advansta AvantTM Buffer) ile jele yiiklenecek ve Tris-
Glisin-SDS (Cat. No: R-01036-020) tamponu araciligi ile Bio-rad Mini-PROTEAN® Tetra
Cell jel Yiiriitme Sistemi’nde jel elektroforezi yapilacaktir. Yiiriitiilen proteinlerin KDa
biiytikliiklerini saptamak iizere Color Prestained Protein Standard, Broad Range (11-245
kDa, NEB Cat. No: P7719) protein ladder kullanilacaktir. Proteinler jelde yiiriitiildiikten
sonra PVDF membrana transferi Bio-rad Mini-PROTEAN® Tetra Cell jel Transfer Sistemi
araciligi ile gergeklestirilecektir. Transfer islemi i¢in ticari {iriin Advansta FLASHBlotTM
Transfer Buffer (Cat. No:R-03090-D25) kullanilacaktir.

Ilgilenilen proteinlerin PVDF membrana aktarilmasiin ardindan membran
bloklamasi yapilacaktir. Ilgilenilen primer antikor ile gece boyu inkiibasyon yapilacak pesi
sira primer antikora uygun sekonder antikor (HRP Donkey anti-rabbit IgG, HRP Goat anti-
mouse IgG) ile gereken siire inkiibasyon gergeklestirilecektir. Ilgilenilen antikor isaretlemesi
basarili oldugu takdirde uygun referans protein antikoru icin de aym islemler
gerceklestirilecektir. Ilgilenilen antikor ve referans antikor uygulamalari ardindan
kemiluminesans deteksiyonu icin 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 alinacaktir. Ilgilenilen protein bant biiyiikliigii referans protein bant biiyiikliigii ile

Image J programi araciligi ile normalize edilip protein miktar degisimleri analiz edilecektir.
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Tezde arastirilmasi planlanan proteinler ve bu proteinlere uygun primer antikor listesi

Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3.1. Calismada Degerlendirilen Proteinler

Protein Islevi Kullanilacak Primer Antikor Ad1

Referans Protein Anti-B-Actin

Mitohormezis Belirtecleri Anti-FGF21
Anti-SOD2
Anti-Nrf2

mtUPR yaniti belirtegleri Anti-ATF4
Anti-Hsp10
Anti-Trapl
Anti-Lonp1

Apoptoz belirtegleri Anti-Caspase 3
Anti-Parpl

Kondrosit belirtecleri Anti-AGRECCAN
Anti-KOLLAGEN2

3.10. istatistiksel Analiz
Istatistiksel analizler IBM SPSS Statistics 25 progranu kullamlarak gerceklestirilmis,

grafikler ise Microsoft Excel programinda hazirlanmistir. Verilerin normal dagilima uygun
olup olmadigi, orneklem biiyiikliigline bagli olarak Shapiro-Wilk veya Kolmogorov-
Smirnov testi ile degerlendirilmistir. Ug veya daha fazla deney grubu arasindaki farkliliklarin
analizi, verilerin normal dagilima uygunlugu ve varyanslarin homojenlik durumuna gore
farkli istatistiksel yontemlerle yapilmigtir. Normal dagilim gosteren ve varyanslart homojen
olan verilerde parametrik tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilirken, varyanslari
homojen olmayan veriler igin Welch ANOVA istatistigi uygulanmistir. Normal dagilima
uymayan verilerde ise parametrik olmayan Kruskal-Wallis H testi tercih edilmistir.
Varyanslarin homojenligi Levene Testi ile kontrol edilmistir. Farkliliga neden olan gruplari
belirlemek amaciyla Games-Howell post-hoc testi uygulanmis ve Bonferroni diizeltmesi
yapilmustir. Ikili grup karsilastirmalarinda, normal dagilim gésteren veriler i¢in Student T
testi, normal dagilima uymayan verilerde ise Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi

kullanilmistir. Tiim analizlerde anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Primer Kondrosit Hiicre Kiiltiiriiniin Hiicre Canlihiginin Dogrulanmasi

Hem saglikli hem de OA’li grupta hiicre canliliginin degerlendirilmesi icin ROCHE
Cell Proliferation Kit I (MTT) kiti kullanilmis ve 96 kuyucuklu ELISA okuyucuda (Biotek
Epoch Gen5 2.0) 550 nm-690 nm dalga boylarinda okunmus ve sonuglari all-in-one

microplate reader programinda analiz edilmistir. (Sekil 4.1)

Hicre Canliligi Testi
120

100
80
60

40

% Hicre Canlihg

20

Deney Gruplari

m Uygulama yapilmamis saglikli hiicreler m Uygulama yapilmamis osteoartritli hiicreler

Sekil 4.1. Primer Kondrosit Hiicre Kiiltiirii’nde hiicre canliliklarinin degerlendirilmesi

4.2. Primer Kondrosit Hiicre Kiiltiiriiniin Dogrulanmasi
Kondrosit spesifik gen ifadelenmesi, ters transkripsiyonlu kantitatif ger¢cek zamanh

PZR(RT-qPCR) ile degerlendirilmistir. Aggregan gen ifadelenmesi RT-qPCR ile
gosterilmistir. (Sekil 4.2)
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Sekil 4.2. Aggregan gen ifadelenmesinin gosterilmesi

Kolajen 2 ifadelemesi RT-qPCR ile gosterilmistir. (Sekil 4.3)
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Sekil 4.3. Kolajen 2 ifadelenmesinin gosterilmesi

Elde edilen ifadelenme profilleri, hiicrelerin kondrosit fenotipinde oldugunu

gostermektedir.
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Kollajen 2 i¢in yapilan Western Blot analizine ait elde edilen dlgiimlerin kat degisimi
cinsinden verileri sekilde gosterilmistir. (SEKIL 4.4) Osteoartritli hiicrelerde ILIB ve

metformin varliginda, kollajen sentezi kontrole gére anlamli olarak artmaktadir. (p=0,013)

Kolajen 2
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032

o
Sag ki Saghkh  Saghkh|11B Saghkh Metf Ostecartrit Ostecartrit Ostzoartrit Ostecartrit
Kontrol Metformin +1118 Kontrol Metfiormin 1B Moetf + |I1B
24 24h
Uygulamalar
- - :

IMEEee - Kolajen 2 (141kDa)

Actin (42kDa)

Sekil 4.4. Kolajen 2 ifadelenmesinin protein diizeyinde gosterilmesi

*: p=0,013

4.3. Metformin Uygulamasinin Doz ve Siirelerinin Belirlenmesi

Normal inkiibasyon kosullarinda metforminin etkisini gozlemlemek ve ileri
deneylerde kullanilacak metformin doz ve inkiibasyon siiresini belirlemek amactyla saglikli
ve OA’li konrositler 1, 1.4 ve 2 mM konsantrasyonlarinda ve 12,18 ve 24 saat inkiibasyon
siirelerinde metformine maruz birakilmistir. PBS (pH 7.2) metforminin negatif kontrolii

olarak kullanilmustir.

MTT deneylerinde 12 saat metformin uygulamasi yapildiginda, hiicre canliligi

acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir. (SEKIL4.5)
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Metformin Uygulamasi Doz ve Sireleri

Sekil 4.5. 12 Saatlik Metformin Uygulamasimin Gruplarda Hiicre Canliligi Uzerine Etkisi

MTT deneylerinde 18 saat metformin uygulamasi yapildiginda, OA fenotipindeki

kondrositlerde ImM ve 2mM uygulanan gruplar arasinda hiicre canliliginda istatistiksel

olarak anlamli fark oldugu tespit edilmistir. (p<0,001) (SEKIL 4.6)
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Sekil 4.6. 18 Saatlik Metformin Uygulamasinin Gruplarda Hiicre Canliligi Uzerine Etkisi

*: p<0,001
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MTT deneylerinde 24 saat metformin uygulamasi yapildiginda, OA fenotipindeki
kondrositlerde 1,5mM ve 2mM uygulanan gruplar arasinda hiicre canliliginda istatistiksel

olarak anlamli fark oldugu tespit edilmistir. (p=0,029) (SEKIL 4.7)

Hiicre Canlihg Testi (24 Saat Metformin Uygulamasi)
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Metformin Uygulamasi Doz ve Sdreleri
Sekil 4.7. 24 Saatlik Metformin Uygulamasinin Gruplarda Hiicre Canlilig1 Uzerine Etkisi

*: p=0,029

Elde edilen bu sonuglar dogrultusunda, deneysel uygulama kolaylig1 agisindan 24
saat ve en diisiik etkili doz olmas1 agisindan 1mM Metformin uygulamasi deneysel uygulama

i¢in secilmistir.

4.4. IL1p Uygulamasimin Doz ve Siirelerinin Belirlenmesi

Kondrosit hiicre Kkiiltiirii ¢alismalarinda IL1B’nin doz bagiml etkisi oldugu
bildirilmektedir. Literatiirde 5-10 ng/mL uygulama ile kondrositlerde siddetli katabolik
aktivitenin ve yogun enflamatuvar yanitin tetiklendigi bildirilmektedir (45). Calismamizda
literatlirde metforminin kikirdak hiicre kiiltiirii izerindeki etkilerinin degerlendirildigi diger

calismalara (26, 43) benzer olarak 10 ng/mL 4 saat IL1p uygulamasi yapilmstir.
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4.5 Uygun Doz ve Siirelerin Belirlenmesi Sonrasinda Hiicre Canlihig: Testleri

Uygun doz ve siire belirlendikten sonra c¢aligma gruplarinda uygulanan hiicre
canliligr testinin sonuglar1 sekil 4.8’de verilmigtir. Osteoartrtitli hiicrelere IL-1p
uygulandiginda, metformin ve IL-1B’nin birlikte uygulandig1 osteoartritli hiicrelere gore

hiicre canliliginda anlamli fark olusmaktadir (p<0,001).

Calisma Gruplannda Hicre Canhligimin Degerlendirilmesi
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WSzEhkl W Osteoartirit
Sekil 4.8. Calisma Gruplarinda Hiicre Canliliginin Degerlendirilmesi
*: p<0,001

4.6. ROS Analiz Bulgular
Ozellikle hidrojen peroksit tespitinde kullanilan yéntem olan DCF-DA yontemi ile

yapilan ROS ol¢iimiinden elde edilen veriler ve istatistiksel karsilagtirilmasi sekilde
verilmistir. (SEKIL) Osteoartritli hiicrelerde metformin uygulamasi, kontrole gére hiicredeki
ROS miktarini bir miktar arttirmakta fakat IL1B uygulamasi ise ROS miktarini bir miktar
azaltmaktadir. Bu degisiklikler istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir. Fakat Osteoartrit
fenotipindeki hiicrelere IL1B ile metformin uygulandiginda ROS seviyeleri anlamli gekilde

(p=0,04) azalmistir. Bu da SOD2 nin artis1 ile uyumludur.
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Ostepartritli Kondrositlerde DFCDA Analizi
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Sekil 4.9. Osteoartritli Kondrositlerde DFCDA analizi OD deger grafigi
*: p=0,048
**: p=0,022

Ozellikle siiperoksit anyonunun tespitinde kullanilan DHE y&ntemi ile yapilan ROS
Olctimiinden elde edilen veriler ve istatistiksel karsilastirilmasi sekilde verilmistir. (Sekil
4.10) Osteoartritli hiicrelere ayr1 ayri metformin ve IL1B uygulamasi kontrole gére ROS
seviyelerini bir miktar arttirmaktadir. Bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir. Fakat
IL1B ile birlikte metformin uygulanmasi, ROS seviyelerini diisiirmektedir. (p=0,002) Bu da
SOD2 artis1 ile uyumludur. Ayrica her iki sonug¢ osteoartrit fenotipindeki kondrositlerde
metformin etkisinin inflamatuar ortamda daha belirgin oldugunu, hiicre stres altindayken

metforminin daha etkili olarak galistigini gdstermektedir.
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Osteoartritli Kondrositlerde DHE Analizi
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Sekil 4.10. Osteoartritli Kondrositlerde DFCDA analizi OD deger grafigi

*: p<0,001

4.7. Western Blot Analizi Bulgular

Bu tez calismasinda, saglikli ve osteoartritli kondrositlerde metformin ©n
kosullamasimin IL1B uygulamasi ile olusturulan inflamatuar mikrogevredeki koruyucu
etkisini mitokondride hangi yolaklar1 aktive ederek sagladigini gdstermek i¢in western blot
analizleriyle protein ifadelenmesi incelenmistir. Bu amagla; olusturulan gruplarda kiiltiire
edilmis hiicrelerin kondrosit oldugunun kanitlanmasi i¢in kollajen 2; metformin uygulamasi
sonrasinda non-lethal ETZ kompleks 1 inhibisyonuna cevabin gosterilmesi i¢in FGF21,
oksidatif strese karsi olusan artmis antioksidan yanitin mitokondri spesifik olarak
gosterilmesi icin SOD2, antioksidan stres yanitinin yolaginin gosterilmesi igin Nrf2,
mitokondri katlanmamus protein yanitinin gosterilmesi i¢in ATF4, Lonp1, Trap1, ve HSP 10,
apoptozun gosterilmesi i¢in ise Caspase 3 ve Parp1 genlerinin protein ifadelenme degisimleri

incelenmistir.
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Bunun i¢in ilk olarak yapilan protein izolasyonu ardindan yiiklenecek protein
miktarlarinin standardize edildi. Bunun sonucunda deney grubu proteinlerden 50-70ug arast
yiikleme yapilmasina karar verildi. (Sekil) Sonrasinda spesifik protein analizine gegildi.
(Sekil 4.11)

1 23 4 5 6 78 9 10
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8.

9

1

Sekil 4.11. Western Blot Uygulamasinda Standardizasyonun Gosterilmesi
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Sekil 4.12. Western Blot analizinde tiim proteinlerin ifadelenmelerinin
gosterilmesi



FGF21 i¢in yapilan Western Blot analizine ait elde edilen 6l¢iimlerin kat degisimi
cinsinden verileri sekilde gosterilmistir. (SEKIL 4.11) FGF21, sagliklh ve OA’l1
kondrositlerde benzer oranda ifadelenmektedir (p=0,695543). Hem saglikli (p=0,704319)
hem de OA’Li kondrositler (p=0,89639) IL1B’ya maruz kaldiklarinda FGF diizeylerinde
anlamli bir artis olmamaktadir. Fakat her iki hiicre grubu IL1B’ya maruz kaldiklarinda,
ortama eklenen metformin hem saglikli (p=0,022) hemde OA’li (p<<0,001) hiicrelerde FGF21
ekspresyonu kontrole gére anlamli sekilde artmaktadir. Saglikli hiicre grubundan farkli
olarak osteoartrit fenotipindeki kondrositlerde metformin kontrole gére FGF21’i anlaml
olarak arttirmakta (p=0,027) ve ayrica bu artis IL1B varliginda (p=0,030) daha da kuvvetli
olmaktadir. Metforminin, IL1B varliginda osteoartritli hiicrelerde saglikli hiicrelere gore

FGF21 ekspresyonunu anlamli sekilde kuvvetli olarak arttirdig tespit edilmistir. (p=0,001)
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Sekil 4.13. Calisma Gruplarinda FGF21 ifadelenmesinin gdsterilmesi
*: p=0,027
**: p<0,001
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87



SOD2 geninin protein diizeyinde ifadelenmesi i¢in yapilan Western Blot analizine ait elde
edilen &lgiimlerin kat degisimi cinsinden verileri sekilde gdsterilmistir. (SEKIL 4.12)
Mitokondriye 6zgii olan SOD2 ise osteoartrit fenotipindeki kondrositlerde inflamatuar

mikrogevre varliginda metformin uygulamasi ile anlamli olarak (p=0,001) artmaktadir.
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Sekil 4.14. Calisma Gruplarinda SOD2 ifadelenmesinin gosterilmesi
*: p=0,001
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Nrf2 geninin protein diizeyinde ifadelenmesi i¢in yapilan Western Blot analizine ait
elde edilen dl¢iimlerin kat degisimi cinsinden verileri sekilde gosterilmistir. (Sekil 4.13) Nrf
2 ekspresyonu agisindan, tiim uygulamalarda ve kosullarda hem saglikli hem de osteoartrit

fenotipindeki hiicreler arasinda anlamli bir fark bulunmamustur.
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Sekil 4.15. Calisma Gruplarinda Nrf2 ifadelenmesinin gosterilmesi

ATF4 geninin protein diizeyinde ifadelenmesi i¢in yapilan Western Blot analizine ait
elde edilen Ol¢limlerin kat degisimi cinsinden verileri sekilde gosterilmistir. (Sekil 4.14)
OA’l1l hiicrelere metformin verilmesi (p<0.001) veya IL1B stresine maruz kalmasi1 ATF4
ekspresyonunu arttirmaktadir(p<0.001). Metformin uygulamasi, IL1B uygulamasina gore
Atf4 ifadelenmesini daha fazla arttirmaktadir. OA’li hiicreler IL1B stresine maruz
kaldirklarinda da yine ATF4 anlamli sekilde arttirmaktadir. (p=0,0005). IL1B uygulanmig
OA’ll hiicrelere metformin verildiginde de ATF4 ekspresyonu osteoartritli kontrole gore
anlamli sekilde yiiksek olmaktadir. (p=0,001) OA fenotipindeki hiicrelere uygulanan
metformin, saglikli hiicrelere oranla ATF4 ekspresyonunu daha gii¢lii arttirmaktadir. Yine
osteoartritli hiicrelerin IL1B’ya maruz kalmasi, saglikli hiicrelere gore ATF4 ekspresyonunu

anlaml sekilde arttirmaktadir.
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Lonpl geninin protein diizeyinde ifadelenmesi i¢in yapilan Western Blot analizine
ait elde edilen dl¢iimlerin kat degisimi cinsinden verileri sekilde gosterilmistir. (Sekil 4.15)
Osteoartritli hiicrelerde metformin verilmesi kontrole gore Lonpl ekspresyonunu anlaml
olarak arttirmistir. (p=0,0006) Benzer sekilde IL1B maruziyeti de osteoartritli hiicrelerde
Lonpl ekspresyonunu anlamli olarak arttirmaktadir (p=0,001). Osteoartritli hiicrelere
metformin ile birlikte IL1B uygulanmas: da yine kontrole gore Lonpl ifadelenmesini
anlamli olarak arttirmaktadir. (p<0,001) Yalnizca metformin uygulanmasi hem saglikli hem

de osteoartritli hiicrelerde Lonpl ekspresyonunu benzer sekilde arttirmaktadir. Fakat,
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yalnizca IL1B ve IL1B ile birlikte metformin uygulandiginda osteoartritli hiicrelerin Lonp1

ekspresyonu, saglikli hiicrelere goére anlamli olarak daha kuvvetli olmaktadir.

(p=0,002)(p=0,025)
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Trapl geninin protein diizeyinde ifadelenmesi i¢in yapilan Western Blot analizine ait
elde edilen Ol¢limlerin kat degisimi cinsinden verileri sekilde gosterilmistir. (Sekil 4.16)
Trapl ifadelenmesi osteoartrtili hiicrelerde, saglikli hiicreler gére anlamli olarak yiiksek

bulunmustur. (p=0,023)
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Sekil 4.18. Calisma Gruplarinda Trap! ifadelenmesinin gosterilmesi

*: p=0,023

HSP10 geninin protein diizeyinde ifadelenmesi i¢in yapilan Western Blot analizine ait elde
edilen 6l¢iimlerin kat degisimi cinsinden verileri sekilde gosterilmistir. (Sekil 4.17) Gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bir yoktur.
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Sekil 4.19. Calisma Gruplarinda HSP10 ifadelenmesinin gdsterilmesi

Caspase 3 ve Parpl geninin protein diizeyinde ifadelenmesi i¢in yapilan Western Blot
analizine ait elde edilen Ol¢iimlerin kat degisimi cinsinden verileri sekilde gosterilmistir.
(Sekil 4.18 — Sekil 4.19) Caspase 3, osteoartritli kondrositlerde saglikli kondrositlere oranla
anlamli sekilde p=0,013) daha fazla sentezlenmektedir. Gruplarda, kendi icinde

uygulamalara bagli olarak Parpl ekspresyonunun anlamli olarak degismemektedir.
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5. TARTISMA

Calismamizdan elde ettigimiz sonuclar; insandan elde edilen saglikli ve OA’li
kondrosit kiiltiirlerinde metformin ile yapilan 6n kosullamanin, IL-1p ile olusturulan
inflamatuar mikrogevreye karsi koruyucu etkiye sahip oldugunu gostermistir. Bu etki OA
fenotipi sergileyen kondrositlerde daha kuvvetli olarak ortaya c¢ikmaktadir. Bu etki
mekanizmasinin agiklanmasi i¢in mitohormetik yolaklar incelendiginde ise metforminin
kikirdak koruyucu etkisini Nrf2’nin aktif rol oynadigt AMPK bagimli yolak yerine mtROS
— PERK — elF2a — ATF4 — FGF21 yolagi tizerinden endoplazmik retikulum stres yolagi ile
koordineli sekilde entegre stres yanitini uyararak yapmaktadir. Bu yolagin aktivasyonu,
mitokondri spesifik antioksidan gen olan SOD2’nin protein diizeyinde ifadelenmesini
arttirmakta ve reaktif oksijen radikallerini azaltarak hiicreleri hayatta kalma yoniinde

desteklemekte ve apoptozdan korumaktadir.

Son yillarda yapilan ¢alismalar, yaglanma ve hastalik patolojilerinde ortaya ¢ikan
rolii nedeni ile mitokondriye odaklanmaktadir. Tip 2 diyabetin tedavisinde diinya ¢apinda
yaygin olarak kullanilan anti-hiperglisemik ajan olan metforminin faydali etkilerini hiicresel
enerji ve beslenme sensorii olan ve artmis AMP: ATP orani veya hipoksi, glukoz azlig1 gibi
cesitli streslere yanit olarak olusan ATP iiretiminin azalmasi sonucu aktive olan AMPK
tizerinden gosterdigini bildirmektedir. Diger bir ¢calismada ise metforminin hepatik glukoz
tiretimini, hepatik enerji iiretimini azaltarak diislirdigli bildirilmistir. Kim ve ark.’nin
yaptiklar1 ¢calismada ise metforminin mitokondrial kompleks-1 aktivitesini inhibe ederek
FGF21 gen ekspresyonunu ve PERK-elF2a-ATF4 yolagi flizerinden sekresyonunu

arttirdigini fare ve insan denekler {izerinde gosterilmistir (10).

Mitokondriye spesifik bir mitokin olan FGF21 farkli hiicrelerde eksprese
edilmektedir. Hepatositlerden salgilanan FGF21, glukoz ve lipid metabolizmasini diizenler.
GLUT! ekspresyonunu artirarak insiilin bagimsiz glukoz alimim tesvik ettigi ve bdylece
instilin duyarliligint arttirdigi Pedersen ve ark. insanlar iizerinde yaptigi ¢aligma ile
gosterilmistir(46). Kondrositlerde ise mitokondriyal biyogenezi ve enerji tliretimini optimize
ederek hiicresel metabolizmay1 destekledigi bilinmektedir. Bu etkisini AMPK’y1 aktive
ederek, ATP iiretimini arttirmasi ve oksidatif fosforilasyonu diizenlemesi sayesinde hiicresel
enerji seviyesini dengelemesi ile yapmaktadir(47). Diger bir ¢alismada ise insan kondrosit
kiltiirlerinde FGF21’in mitohormetik yanitta ROS seviyelerinin asir1 yiikselmesini
engelleyen antioksidan mekanizmalar1 aktive ettigi bildirilmistir. Nrf2 yolagini uyararak

SOD, katalaz gibi antioksidan enzimlerin iiretimini arttirmakta ve oksidatif hasari
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azaltmaktadir. Ayrica hasarli mitokondrilerin temizlenmesi i¢in mitofaji siirecini baslattig
ve mitokondriyal kalite kontrol mekanizmasini giiclendirmektedir (38). Torres ve ark.
calismasinda ise c.elegans ve fare kokenli kondrosit kiiltiirlerinde FGF21’in mitohormetik
siirecte UPRmit’1 aktive ederek mitokondri icindeki proteostazi sagladigi ve bdylece
kondrositlerin saglikli isleyisini silirdiirmesine yardimci oldugu gosterilmistir(48). Diger
yandan FGF21, mitokondriyal metabolizmanin yan firlinleri olan bazi metabolitlerin,
ornegin asetil-KoA, NAD+, ATP gibi molekiillerin dengede kalmasini saglar. Buna gore
enerji gereksinimi ve oksidatif stres arasinda denge kurarak mitohormetik etkinin
sirdiiriilmesine katkida bulunur (8). Tim bu etkilerinin sonucunda ise apoptozun
onlenmesine yardimci olmaktadir. Ozellikle mitokondri kaynakli apoptoz sinyalini
baskilamakta ve stres altindaki hiicrelerin sag kalmasini arttirmaktadir. Da ve ark. fare
calismalarinda elde ettikleri sonuglara gére FGF21’in bu etkisini PI3K-Akt ve MAPK
yolaklar1 araciligiyla anti-apoptotik proteinlerin ekspresyonunu artirarak gerceklestirdigi
bildirilmistir. Ayrica yine bu calismada, mitokondriyal fisyon ve flizyon siireclerini
dengeledigi ve bdylece mitohormetik siiregte kritik bir adaptif yanit saglayarak ve
mitokondri aginin stabilitesini arttirdig1 raporlanmistir (47). Tiim bu veriler, oksidatif stres
altindaki hiicrelerde, mitohormetik yanitin aktivasyonunda FGF21 o6nemli bir mitokin
oldugunu gostermektedir. Bizde bu calismada ILIB ile indiiklenmis inflamatuar
mikrogevrede bulunan saglikli ve AO’li insan kondrositlerinde metformindn kosullamasi
sonucunda FGF21 ekspresyonunu anlamli sekilde arttirmasinin, metforminin non-lethal
ETZ inhibisyonunu yaptigimin kaniti olarak gosterdik. Elde ettigimiz sonuclara gore
osteoartrit fenotipindeki kondrositlerde bu ekspresyon, saglikli kondrositlere oranla anlamli

olarak daha fazla kuvvetlenmektedir.

Metformin uygulanmasina bagli olarak mitokondriyal kompleks 1’in aktive olmasi
sonucunda ortaya ¢ikan mitokondriyal stres AMPK ve mtROS olmak {izere baslica 2 yolagi
aktive edebilir. Bu yolaklarin aktivasyonu sonucunda antioksidan yanitin
kuvvetlendirilmesine yonelik genler aktive olur ve SOD ve katalaz gibi antioksidan yanit
elemanlarinin ekspresyonu artar. Metformin uygulanmasi sonrasinda kondrositlerde
oksidatif fosforilasyonun diizenlendigi bildirilmistir (44). Pedersen ve ark. yaptiklari
calismada, metforminin mitokondriyal biyogenezi artirarak ve mitokondriyal flizyonu
destekleyerek bu siireci destekledigi bildirilmistir. Ayrica metforminin, PGC-1a, mitofuzin-
1 (MFN1) ve mitofuzin-2 (MFN2) gibi mitokondriyal fiizyon faktorlerini artirarak oksidatif

fosforilasyondaki diisiisii tersine ¢evirdigi bildirilmistir. Bu ¢calismada ayrica, metforminin,
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IL-1pB gibi inflamatuar uyaricilarla indiiklenen ROS seviyelerini diisiirerek oksidatif stresi
azaltt1ig1 ve bunu SIRT3 ve AMPK sinyal yolaklarinin etkisiyle ger¢eklesir. Nrf2 yolaginin
aktivasyonu sonucunda SOD2 ve katalaz gibi antioksidan enzimlerin ekspresyonunun arttig1
bildirilmistir (46). Biz calismamizda metformin 6n kosullama sonrasinda IL1B ile
olusturulan inflamatuar mikro ¢cevrede OA’li kondrositlerin anlamli olarak daha fazla SOD2
eksprese ettigini gosterdik. Bu durum metformin 6n kosullama ile uyarilan mitohormetik
yanitin, var olan hiicresel stres altinda (osteoartrit) ek inflamatuar strese karsi (IL1B) FGF21
tizerinden diizenlendigini diisiindiirmektedir. Stres altindaki hiicre, hayatta kalmak igin
mitohormetik yaniti daha kuvvetli aktive ederek, antioksidan SOD2’yi arttirmaktadir. Diger
caligmalardan farkli olarak bizim calismamizda Nrf2 ekspresyonu saglikli ve OA’li
kondrositlerde 6n kosullama sonrasinda artmis olsa da gruplar arasinda anlamli bir artis
tespit edilmemistir. Bunun nedeni, elde edilen antioksidan yanitin AMPK yolag: {izerinden
degil daha baskin olarak mtROS yolag: iizerinden PERK- elF2a-ATF4-FGF21 yolu ile

gerceklestigini gostermektedir.

Calismamizda, antioksidan yanitin etkili olup olmadigini1 degerlendirmek i¢cin ROS
analizi yaptigimizda ise OA fenotipindeki kondrositlere uygulanan metforminin kontrole
gore hiicredeki ROS miktarini bir miktar arttirmakta fakat IL1B uygulamasi ise ROS
miktarint bir miktar azaltmakta oldugu tespit edilmistir. Fakat 6n kosullama sonrasinda
Osteoartrit fenotipindeki hiicrelere IL1B uygulandiginda ROS seviyeleri anlamli sekilde
azalmistir ve elde edilen bu sonu¢ SOD2 seviyelerindeki artisi ile koraledir. Elde ettigimiz
sonuglar, osteoartrit fenotipindeki kondrositlerde metformin etkisinin inflamatuar ortamda
daha belirgin oldugunu, hiicre stres altindayken metforminin daha etkili olarak ¢alistigini
gostermektedir. Metformin ile 6n kosullama sonrasinda hem FGF21 artis1 hem de buna yanit
olarak SOD2’nin artmasiyla birlikte ROS miktarinin azalmasi kondrositlerin hayatta

kalmaya yonelik refleks gosterdigini kanitlamaktadir.

Metformin, mitokondriyal katlanmamis protein yanitin1 (UPRmt) aktive ederek
mitokondriyal protein homeostazini ve hiicresel kalite kontrol mekanizmalarini
desteklemektedir (48). Metforminin mitokondriyal kompleks I’i inhibe etmesiyle baglayan
stiregte ATP seviyeleri diiser ve diisiik seviyede reaktif oksijen tiirleri (mtROS) tiretilir (38).
Bu ROS iiretimi, ER-UPR elemanlart PERK-elF2a-ATF4 yolunun uyarimiyla UPRmit
aktivasyonunu tetikleyerek mitokondriyal stres yanitin1 baglatir (47). Aktive olan ATF4
transkripsiyon faktorii, mitokondriyal saperonlar (mtHSP60, mtHSP70) ve proteazlar (Lon

proteaz gibi) dahil olmak {izere katlanmamis proteinlerin temizlenmesi i¢in gerekli genlerin
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ekspresyonunu artirir  (35). Ayrica metformin, SIRT3 aracilifiyla oksidatif stresin
azaltilmasina ve Lon proteaz yoluyla mitokondri i¢inde yanlis katlanmis proteinlerin ortadan
kaldirilmasia katki saglar (38). Bu siireg, mitokondriyal fiizyon ve fizyon dengesinin
korunmasiyla birlikte mitokondriyal adaptasyonu destekler ve enerji metabolizmasini
optimize eder (Da et al., 2024). Boylece metformin, mitohormetik mekanizmalarla diistik
diizeyde kontrollii stres yaratir ve adaptif hiicresel yanitlari tetikleyerek oksidatif hasarin ve
yaslanmaya bagli mitokondriyal disfonksiyonun oOnlenmesinde rol oynar (48). Biz de
calismamizda metformin 6n kosullamanin saglikli ve OA’li kondrositlerdeki UPRmit
yanitin1 nasil degistirdigini gostermek i¢in ATF4, Lonpl, Trapl ve Hspl0 ifadelenmesi

tizerindeki etkisini degerlendirdik.

Calismamizdan elde ettigimiz sonuclar; OA’li hiicrelere metformin verilmesi veya
IL1B stresine maruz kalmast ATF4 ekspresyonunu anlamli olarak arttirdigini
gostermektedir. Metformin uygulamasi, IL1B uygulamasina gore Atf4 ifadelenmesini daha
fazla arttirmaktadir. OA’li hiicreler IL1B stresine maruz kaldirklarinda da yine ATF4 anlamli
sekilde arttirmaktadir. IL1B uygulanmig OA’li hiicrelere metformin verildiginde de ATF4
ekspresyonu osteoartritli kontrole gore anlamli sekilde yiiksek olmaktadir. OA fenotipindeki
hiicrelere uygulanan metformin, saglikli hiicrelere oranla ATF4 ekspresyonunu daha giiclii
arttirmaktadir. Yine osteoartritli hiicrelerin IL1B’ya maruz kalmasi, saglikli hiicrelere gore
ATF4 ekspresyonunu anlamli sekilde arttirmaktadir. ATF4 ifadelenmesi, FGF21 ile birlikte
yorumlandiginda, metformin uygulandiginda ortaya c¢ikan mitohormetik cevabin
osteoartritli hiicrelerde daha kuvvetli oldugu soylenebilir. Elde edilen veriler, metforminin
osteoartritli kondrositlerde mitohormetik etkilerini PERK/elF20/ATF4/FGF21 yolag
tizerinden gosterdigini diistindiirmektedir. OA’li kondrositlerde ER stresi daha dnce yapilan
caligmalarda gosterilmistir (49). Calismamizda gosterdigimiz FGF21 ve ATF4 artisi,
metformin 6n kosullamanin olusturdugu kompleks 1 inhibisyonu sonucu olusan oksidatif
strese kars1 tetiklenen mitohormetik yanitin, mitokondri-ER ¢apraz konusmasi ile koordineli
sekilde yiriitildiigiinii disiindiirmektedir. Bu nedenle OA’li kondrositlerde metformin
uygulamasinin “Entegre Stres Yaniti”’n1 uyardig1 ve hayatta kalmay1 arttirdig1 sdylenebilir.
Bu veriler, metforminin endoplazmik retikulum katlanmamis protein yanit1 iizerinden
ozellikle PERK-ATF4 yolagmi aktive ederek kondrosit fonksiyonlarini diizenliyor

olabilecegini gostermektedir.

Lonpl, mitokondriyal katlanmamis protein yanitinda (UPRmt) 6nemli bir proteaz

olarak gdrev yapar ve bu siiregte ATF4 ve ATF5 gibi transkripsiyon faktorleri tarafindan
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ekspresyonu artirilarak mitokondri i¢indeki yanlis katlanmis veya hasar gormiis proteinlerin
temizlenmesini saglar (48). Bu durum, mitokondriyal kalite kontrol mekanizmasini
giiclendirerek hiicresel homeostazin korunmasina katkida bulunur. Lonpl ayni zamanda
oksidatif stres sirasinda mitokondriyal matrikste biriken protein agregatlarinin yikilmasin
saglayarak oksidatif stresin kontrol altina alinmasinda kilit rol oynar (47). Ancak asir1 reaktif
oksijen tiirleri (ROS) birikimi, Lonpl aktivitesinin yetersiz kalmasina ve mitokondriyal
disfonksiyonun gelismesine neden olabilir (35). Bu ¢alismada OA’li hiicrelere ayr1 ayr1 hem
metformin hem de IL1 uygulanmasi kontrole gére Lonpl ekspresyonunu anlamli olarak
arttirmigtir. Fakat, yalmizca IL1p ve IL1PB ile metformin uygulandiginda osteoartritli
hiicrelerin Lonpl ekspresyonu, saglikli hiicrelere gore anlamli olarak daha kuvvetli
olmaktadir. Bu durum osteoartritli kondrositlerin saglikli kondrositlere gore, stres altinda

katlanmamis protein yanitin1 daha kuvvetli sekilde verdigini gostermektedir.

Trapl, protein birikimini onlemeye yardimci olan bir mitokondriyal saperondur.
Oksidatif stres sirasinda koruyucu bir rol oynar ve UPRmt'nin 6nemli bir bileseni olarak
mitokondriyal fonksiyonu destekler. HSP10 ise HSP60 ile birlikte calisarak mitokondri
icindeki proteinlerin dogru sekilde katlanmasimi saglar ve yanlis katlanmis proteinlerin
birikimini azaltir. UPRmt aktivasyonu sirasinda, HSP10 seviyeleri artarak mitokondriyal
saperon kapasitesini artirir ve proteostazin yeniden saglanmasina yardimci olur (48, 50).
Calismamizda Trapl ifadelenmesi, OA’li grupta artmistir ancak istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmamistir. TRAP1'in aktivasyonunun daha ¢ok oksidatif stresin asir1 oldugu
durumlarda veya metabolik yeniden yapilanmaya ihtiya¢ duyuldugunda arttig1 bildirilmistir.
Trapl, calismamizda metformin ve IL1B uygulanan OA’li grupta, sadece IL1p uygulanan
gruba gore daha az ifadelenmektedir. Bunun nedeni ROS seviyelerinin Lonpl veya SOD2
tarafindan yeterince kontrol ediliyor olmasi olabilir. Bu durum Trapl aktivasyon
seviyelerinin yiikselmemesine sebep olmus olabilir. Bu sonuglar da yine hiicrelerin hayatta
kalma yoniinde caligtiklarinin bir gostergesidir. HSP10 ifadelenmesi agisindan ise gruplar
arasinda anlamli fark yoktur. Bunun nedeni, Lonpl'in yiiksek aktivitesinin mitokondride
yanlis katlanmis proteinlerin etkili bir sekilde yikimini saglamasi ve bu nedenle HSP10'un
artisgina gerek kalmamasi olabilir.  HSP10'un artis gdstermemesi, mitokondriyal stresin
protein katlanmasi tlizerindeki etkisinin, Lonpl tarafindan yeterince diizenlendigini ve

saperon gereksinimini azaltmis olabilecegini gdsterebilir.

Metformin, osteoartrit patofizyolojisinde apoptoz, oksidatif stres ve mitokondriyal

disfonksiyon gibi temel siireclerin diizenlenmesinde dnemli bir rol oynamaktadir. AMPK
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yolunu aktive ederek pro-inflamatuvar sitokinlerin (IL-1p, TNF-a) neden oldugu katabolik
etkileri baskilar ve tip II kolajen (Col2al) gibi anabolik faktorlerin ekspresyonunu artirir
(47). Metformin ayrica, SIRT3-PINK1/Parkin yolu araciligiyla mitokondriyal disfonksiyon
ve oksidatif stresin neden oldugu apoptozu azaltir ve mitofajiyi aktive ederek hasarh
mitokondrilerin elimine edilmesini saglar (38). ER stresinin tetikledigi apoptozu baskilamak
amaciyla AMPK-SIRT1 yolunu aktive eder ve bdylece kikirdak dokusunun korunmasina
katkida bulunur (35). Metformin uygulamasi ile MMP3 ve MMP13 gibi katabolik faktorlerin
ekspresyonu azalirken, Col2al ve Sox9 gibi anabolik faktorler artirilarak kikirdak
matriksinin korunmasi saglanir (48). Biz de bu g¢alismada metformin 6n kosullamasi
sonrasinda apoptozu caspase 3 ve Parpl ekspresyonunun analizi ile degerlendirdik. Caspase
3, beklendigi lizere osteoartritli kondrositlerde saglikli kondrositlere oranla anlamli sekilde
daha fazla sentezlenmektedir. Caspase 3 ifadelenmesi, IL1B ve metformin maruziyeti
altindaki osteoartritik hiicrelerde kontrole gore anlamli bir artis gostermemektedir. Bu da
hiicrelerin kontrolden farkli bir apoptoz egilimi gostermediginin gostergesidir. Yani hiicreler

hayatta kalma yoniinde ¢aligmaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bir kere gelistikten sonra eklemin ilerleyici yikimina neden olan ve heniiz altin
standart bir tedavi yontemi bulunmayan, mevcut tedavilerin sadece agriy1 ve enflamatuvar
etkileri azalttig1, ileri donemde ihtiya¢ duyulan artroplasti gibi yiiksek maliyetli tedaviler
nedeniyle bireye ve topluma 6nemli yiik getiren osteoartritin patofizyolojisinin tam olarak
aydinlatilmasi ile hastaligi modifiye edici tedavi yontemlerinin gelistirilmesi miimkiin
olacaktir. Birgok dejeneratif hastaligin patogenezinde merkezi rol oynayan mitokondrilerin
OA patogenezindeki rolii ile iligkili bilgiler her gegen giin artmaktadir. Mitohormezis {lizerine
yapilan hem in-vivo hem de in-vitro ¢aligsmalarda, mitohormetik adaptasyonlarin canlilarin
sagligini ve yagsam siiresini uzattifinin saptanmasi, son yillarda ilginin giderek bu alana
kaymasina neden olmaktadir. Bununla birlikte mitohormetik adaptasyon mekanizmalarinin
hem saglikli kondrositlerdeki hem de osteoartritli kondrositlerde nasil etkili oldugunu
gosteren herhangi bir ¢alisma bugiinkii bilgilerimize gore literatiirde mevcut degildir. Bu
calisma ile giincel literatiirde ilk defa mitohormesis’in saglikli ve OA’li kondrositler

tizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Bu tez calismasinin sonuglarina gore

e Metformin uygulamasi, saglikli ve OA’li insan kondrosit hiicre kiiltlirlerinde
mitokondriyal ETZ kompleks 1 inhibisyonu yaparak kondrositleri dliimciil
olmayan oksidatif strese sokmaktadir.

e Metformin 6n kosullamasi, IL-1p ile indiiklenen inflamatuar mikro ¢evrede
oksidatif strese karst mitokondriye spesifik SOD2 sentezini arttirmakta ve
ROS seviyelerini diisiirmektedir.

e Metformin 6n kosullamasi sonrasinda tetiklenen mitohormetik adaptasyon
ortaya ¢ikan inflamatuar stres karsisinda, ER stres yaniti ile koordineli olarak
“Entegre Stres Yanit1” iizerinden mtROS-PERK-elF2a-ATF4-FGF21 yolunu
aktiflestirmektedir.

e Metformin 6n kosullama sonrasinda yeni olusan inflamatuar strese karsi
OA’li kondrositler daha kuvvetle cevap vermekte ve hayatta kalma yoniinde
hareket etmektedirler.

e Metformin 6n kosullamasi, OA’li kondrositlerde mitohormetik yaniti
tetikleyerek ve bu kondrositleri ortaya ¢ikacak inflamatuar streslere karsi
direngli hale getirerek hayatta kalmasini saglar. Bu nedenle metformin
eklemde baglamis olan OA’in ilerlemesini yavaslatacak potansiyel bir

terapotik ajandir. Bununla birlikte in vitro ve in vivo c¢aligmalarin sonuglari
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farklilik gosterebilir. Bu yiizden bu ¢alismada elde edilen bulgularin in vivo

calismalarla degerlendirilmesi gerekmektedir.
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