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ONSOz

Bu raporda TUBITAK tarafindan desteklenen 109S344 numarali arastirma projesinden
elde edilen sonuglar o6zetlenmektedir. Proje kapsaminda ovariyektomi uygulanmis
osteoporotik sigan modelinin iskelet kaslarinin histolojik ve molekller dlzeyde
degerlendirmesi yapilmistir. Osteporoz, kemik yogunlugundaki disis ve mikroyapisindaki
bozukluga bagh olarak kemik kirllganliginda artma olarak tanimlanan, menapoz sonrasi
kadinlarin %45’ini etkileyen ve ylksek sakatlik ile 6lim oranlar bildirilen bir hastaliktir.
Hastaligin kiresel maliyeti IOF (International Osteoporosis Foundation) tahminlerine gére
2050 yih itibariyle 106 milyar Euroyu bulacaktir. Osteoporozla ilgili arastirmalarin hemen
hepsi kemik dokusu ve artan kirilganligin éntine gecgilmesine yonelik olarak gergeklestiriimis,
buna karsin hareketin en 6nemli bilesenlerinden iskelet kas dokusundaki olasi etkilenme
nadiren arastiriimistir. Osteoporoz olusturulan hayvanlarin iskelet kasi incelemelerinde kas
atrofisi tanimlanmigtir. Proje dncesi pilot galismada ovariyektomi uygulanmis sigan iskelet
kasinda kismi atrofi ve gui¢ kaybi goézlendiginden bu galismada yapisal ve molekiler biyolojik
degisikliklerin arastirilmasi amaclanmigtir. Calismada atrofi ve gug¢ kaybi gdsteren kas
Orneklerinin histolojik olarak 1sik ve elektron mikroskobu dizeyinde yapilari incelenmis,
atrofiyi belirleyen proteinlerle immun isaretlenme gergeklestiriimis ve gesitli aday genlerin
ekspresyon yolaklari arastiriimistir. Ayrica atrofi ve gug kaybini kismen geri déndiren TNF-
alfa antagonisti Infliximab’in molekiiler veya yapisal bir degisiklige yol agip agmadi§i da bu
calismada arastinlmistir. Bulgular dogrultusunda ovariyektomiye bagh postmenapozal
osteoporozda iglev kaybinin yanisira iskelet kasi dokularinda yapisal ve molekuler biyolojik
degisikliklerin oldugu, bu dedgisikliklerin kismen TNF-alfa yoladi Uzerinden gelistigi ve TNF-
alfa antagonisti infliximab’in bu bulgulari kismen dulzelttigi belirlenmigtir. TNF-alfa
antagonistleri gelistirilerek gelecekte postmenapozal osteoporoza bagli iskelet kasi atrofisinin
Onlenmesi veya tedavisinde kullanilabilecektir. Bu ¢alismadan elde edilen molekiiler biyolojik
verilerin iskelet kasi iglevi, yapisi ve genetidi disinda postmenapozal osteoporoza bagh diger

organ ve dokulardaki olasi degisiklikleri de aydinlatacak veri saglama 6zelligi bulunmaktadir.

TUBITAK’a galismamiza destegi igin tesekkir ederiz.

Prof. Dr. Feza Korkusuz
Proje Yuruticusu
Nisan 2011



ok wN -~

iICINDEKILER

Onséz
icindekiler
Tablo ve Sekillerin Listesi
Ozet
Abstract
Proje Ana Metni
Giris
Genel Bilgiler
Amaglar
Gereg ve Yontemler
Calisma tasarimi
Isik mikroskopisi
Elektron mikroskopi
immiinhistokimya
Gen ifade analizi
RNA izolasyonu
RNA konsantrasyonu ve kalite kontroll
cDNA sentezi
Gergek zamanh (Real Time) RT-PCR
Primer dizilerinin hazirlanmasi
Global transkriptom profilenmesi (Microarray Analysis)
Bulgular
Isik mikroskopisi
Elektron mikroskopi
immiinhistokimya
Gen ifade analizi
Gergek-Zamanli PZR Gen ifade Analizi
Tartisma
Sonug
Kaynaklar
Proje Ozet Bilgi Formu

DO NOPA~WN

10

15
15
20
22
22
24
24
26
28
29
29
30
31
31
36
39
44
55
58
63
65
68



Tablolar:

Tablo 1.
Tablo 2.
Tablo 3.
Tablo 4.
Tablo 5.
Tablo 6.
Tablo 7.

Tablo 8.

Tablo 9.
Tablo 10.

Tablo 11.

Sekiller:

Seckil
Sekil
Seckil
Seckil
Sekil
Seckil
Seckil
Seckil
Seckil
Sekil 10.
Sekil 11.
Sekil 12.
Sekil 13.
Sekil 14.
Sekil 15.
Sekil 16.
Sekil 17.

NGO~ WN =

Sekil 18.

Sekil 19.
Sekil 20.
Sekil 21.
Sekil 22.
Sekil 23.
Sekil 24.
Sekil 25.
Sekil 26.
Sekil 27.

Sekil 28.

Tablo ve Sekillerin Listesi

Baslik

Ovariyektomi 6ncesi ve sonrasi sol femur KMY’lari.
Calismada kullanilan primer monoklonal antikorlar.

RNA olgumleri ve safligina iligkin absorbans analizi sonuglari.
EDL kasinda farklihk gésteren molekiil.

Soleus kasinda farklihk gosteren genler.

Soleus ve Ekstensor Digitorum Longus kaslarinda farkh vurgu gosteren genler.

Soleus ve Ekstensor Digitorum Longus kaslarindan elde edilen RNA'lar bir
havuzda toplandiginda gruplar arasinda farkllik gésteren gen vurgulari.
Soleus ve Ekstensor Digitorum Longus kaslarindan elde edilen RNA'lar bir
havuzda toplandiginda gruplar arasinda farkhlik gésteren 3 belirgin genin
vurgusu.

Kontrol grubu ile ovariyektomi grubu arasinda fark goriilen genler

Hedef genler icin GZ-PZR analizinde kullaniimak (izere tasarimi
gerceklestirilen primer giftleri ve PZR rlin uzunluklari.

Hedef genler igin karsilastirmali GZ-PZR sonuglari. Sonuglar kontrol gruplara
gore % degisikligi gdostermektedir.

Baslik

Kemik kalitesi.

Osteoporozun 6nemi.

iskelet kasi atroifisi ve hipertrofisi yolaklari.

Kas yikiminda kaseksi ve kullaniimama atrofisinin yolaklari.

Calisma tasarimi.

Siganlarin tim vicut radyografisine bir 6rnek.

Siganlarin kemik mineral yogunlugunun él¢ilmesi.

Ovariyektomi ile yumurtalik tdplerinin bulunmasi ve baglanmasi.
Ovariyektomiden 12 hafta sonra atrofik uterus

Uterus agirliklari.

EDL ve SOL kaslarinin izolasyonu.

Spektrofotemetrik yontemle élgiilen RNA’nin kalite kontroli verisi.

HE ile boyall EDL kasi kesitleri.

Kontrol, OVX, OVX-TNF uygulanmis soleus kasi kesitleri.

NADH-TR boyanmis kesitler ve dl¢gim sistemi.

EDL kaslarinin her grup icin kas lifi yizdeleri.

EDL kaslarinin trikrom, NADH-TR boyamalari, tip 1 ve tip 2 liflerinin ¢ap ve
alan grafikleri.

SOL kaslarinin trikrom, NADH-TR boyamalari, tip 1 ve tip 2 liflerinin ¢ap ve
alan grafikleri

Kontrol grubunun elektronmikrografileri.

OVX grubunun elektronmikrografileri.

OVX-TNF grubunun elektronmikrografileri.

EDL ve SOL kaslarina ait 6rneklerde p65 molekilin immiin isaretlenmesi.
Myo D molekulinin immun isaretlenmesi.

p50 molekllindn immun isaretlenmesi.

C-Rel molekdilinin immiin igaretlenmesi.

Bcl3 molekdlindn immuin isaretlenmesi.

TNF-alfa reseptori 1a’nin hizli kasilan EDL (sol) ve yavas kasilan SOL (sag)
kaslarindaki ekspresyon degerleri.

C-Rel’in hizli kasilan EDL (sol) ve yavas kasilan SOL (sag) kaslarindaki
ekspresyon degerleri.

Sayfa
17
23
27
49
49
50
51

53

53
56

57

Sayfa

11
12
15
16
17
18
18
19
21
26
31
32
33
33
34

35

36
37
38
39
40
41
42
43
44

45



Sekil 29.
Sekil 30.

Sekil 31.

Bcl3'Gn hizl kasilan EDL (sol) ve yavas kasilan SOL (sag) kaslarindaki
ekspresyon degerleri.

p50’nin hizli kasilan EDL (sol) ve yavas kasilan SOL (sag) kaslarindaki
ekspresyon degerleri.

p65’in hizl kasilan EDL (sol) ve yavas kasilan SOL (sag) kaslarindaki
ekspresyon degerleri.

46

47

48



OZET

Osteoporotik Sigan Dokularinda iskelet Kasi Atrofisinin

immiinohistoloji ve Molekiiler Biyoloji Yontemleriyle Arastiriimasi

Osteoporozun etyopatogenezinde kemik dokuya ydnelik ¢ok sayida arastirma
gercgeklestiriimis olmasina karsin kas-iskelet sisteminin diger bileseni olan iskelet kasina
ybnelik az sayida galisma bulunmaktadir. Osteoporozda kemik patolojisinin yanisira kas
atrofisinin de goruldiga bilinmektedir. Yaslanmasi hizlandirilimis osteoporotik si¢anlarda
daha 6nce yapilan iskelet kasi incelemelerinde atrofi gézlenmigtir. Kas atrofisinin alt sinyal
yolaklarinin gogu hendz aydinlatiimamistir. Buna karsin kas atrofisinin Gst sinyal yolaklarinin
olus fizyolojisine bagh farkhlik gdsterdikleri bilinmektedir. Kaseksi NF-kappaB alt yolaginin
uyarmak igin TNF-alfa Ust yolagini kullanirken kullanmama atrofisinde TNF-alfa gorev disi
kalmaktadir. Osteoporozda gdézlenen kas atrofisinin ise alt ve Ust sinyal yolaklarinin
molekuler biyolojisi hentz bilinmemektedir.

Bu calismada postmenapozal osteoporozu drnekleyen ovariyektomi gerceklestiriimis
sican modelinden elde edilen iskelet kasi dokularinda yapisal dedisikliklerin ve atrofinin alt ve
Ust sinyal yolaklari immunohistokimyasal yontemler ve gen ifade analizi ¢alismalari ile
aydinlatilmaya galisiimistir.

Calismada ovariyektomize (OVX) ve ovariyektomize+TNF-alfa antagonisti infliximab
enjekte edilmis (OVX-TNF) gruplarinda lifler arasinda ayrilma ve boyut farkliliklari, merkezi
cekirdekler ve iyi korunmus ince yapiya rastlanmistir. Yavas kasilan Tip | fiber ylzdesi,
alanlari ve c¢aplart OVX ve OVX-TNF grubunun EDL kaslarinda kontrol grubuna gdére artis
gOstermistir.  Yalnizca kasektik atrofide artan p65 molekdlindn c¢ekirdege olan
lokalizasyonunda ve ekspresyon miktarinda OVX grubunda kontrol grubuna oranla artis
belirlenmigtir. Kullanilmama atrofisinde artis gdsteren Bcl3 ve C-Rel molekillerinde ise
gruplar arasi farka rastlanmamistir. Sonug olarak TNF-alfa’nin OVX siganlarin iskelet
kaslarinda gbézlemlenen islev kaybinda roll oldugu, olusan atrofinin kasektik TNF-alfa yolagi
Uzerinden olustudu ve TNF-alfa antagonisti enjeksiyonunun islevsel kaybi engelledigi
g6sterilmistir. infliximab uygulanmasi OVX sonrasi gelisen degisiklikleri azaltmada kismen

etkili olsa da bu uygulama yapisal degisiklikleri engellemede tamamen yeterli olamamistir.

Anahtar Kelimeler: Osteoporoz, iskelet kasi, atrofi, TNF-alfa, ovariyektomi



ABSTRACT

Analysis of Skeletal Muscle Atrophy in Osteoporotic Rat Tissues by

Immunohistochemistry and Molecular Biology Techniques

In the etiopathogenosis of osteoporosis, much of the research is focused on bone, and
only very few researches involved muscle, which is the other element of muscoskeletal
system. It is previously shown that muscle atrophy occures in the skeletal muscles of
senecence accelerated osteoporotic rats that may be related to osteoporotic bone loss. The
signaling pathways leading to atrophy are not all clear yet but it is known that there are some
differences in the upper part of pathways according to the factor inducing the atrophy. In
cachectic conditions NF-kB is activated via TNF-alpha pathway, yet in disuse atrophy TNF-
alpha is not involved. The pathways leading to muscle atropy during osteoporosis is not
defined yet.

In this project the skeletal muscles of ovariectomized rats as a model of postmenopausal
osteoporosis were analyzed for functional and structural alterations. After defining atrophy in
muscle immunohistochemical and gene expression analyses were carried out and pathways
leading to disease were studied.

In this study splitting and size variations of fibers, central nuclei and well-preserved
overall ultrastructure were noted in the ovariectomized (OVX) and the
ovariectomized+infliximab injected (OVX-TNF) groups. Slow-twitch Type | fiber percentage,
areas and diameters increased in EDL muscles of the OVX and the OVX-TNF group
comparing to the control group. The p65 molecule which is known to increase in cachectic
atrophy but not in disuse atrophy was shown to increase in expression and localize to
nucleus in OVX group compared to the control. Bcl3 and C-Rel molecules which are known
to increase in disuse atrophy pathway were shown to have no difference between the
groups.

To sum up, TNF-alpha has a role in skeletal muscle dysfunction in OVX rats, the
atophy occuring after OVX proceeds by TNF-alpha related cachectic pathway, and TNF-
alpha antagonist administration recovers the functional loss. But this modulation was not
sufficient for total structural recovery. Inliximab injection is somehowefficient in decreasing
the effects on skeletal muscle after ocariectomy, yet this treatment is not totally enough for

recovering the structural changes.

Keywords: Osteoporosis, skeletal muscle, atrophy, TNF-alpha, ovariectomy



GiRIiS

Diunya Saglik Orgiiti (WHO) osteoporozu bir insanda yiiksek kirik riskine yol agacak
derecede bozulan kemik gucl kaybiyla tanimlar. Bu hastalikta kemik mineral yogunlugunda
(KMY) disme ve mikro yapida bozukluk sonucu kemik kalitesi duser ve kendiliginden
(spontan) kirik olusur (Sekil 1). Osteoporoz Ulkemizde ve tim dinyada 75 milyondan fazla
kisiyi etkileyen énemli bir metabolik kemik hastaligidir. Yaslanan dinya nifusu nedeniyle
osteoporoz anlamlihgi giderek artan diinya ¢apinda bir saglik sorunudur ve genellikle sessiz
epidemik  bir hastallk olarak adlandiriir  (INTERNATIONAL OSTEOPOROSIS
FOUNDATION, 2002). Saglikli yaslanma ve osteoporoz, ulusal ve uluslararasi dncelik
gOsteren saglik konularinin basinda gelir. Osteoporoz ile birlikte kas iskelet hastaliklarina
dikkati cekmek Uizere 2000 yilinda isveg'de Kas-iskelet 10 Yili Hareketi baslatiimis olup
(http://www.boneandjointdecade.org/) konunun &nemi nedeniyle Ulkemiz dahil pek ¢ok
Ulkede kamuyu bilgilendirici bu hareketin énimuizdeki 10 yilda da surdirllmesine karar
verilmistir. Osteoporoz OECD ile WHO’nun &ncelikli arastirma konulari arasinda da yer
almaktadir (http://www.who.int/topics/ageing/en). Proje bu baglamda sistemik bir bakis agisi
getirerek genis bir cergevede osteoporozun iskelet kasi Uzerindeki yapisal etkisini molekuler
boyutta ele almistir.

Kemik Kalitesi

Osteklasta

. bagh kemikte
Ku t | e rezorpsiyon

Mikro —
Mimari _.Ketnlgmv
Yapi /Saglamllgl

icsel Malzeme

Ozellikleri
t
Mineral yapi
Kollagen yapi
Dayaniklilikta azalma Mikrokirik birikimi Normal (Osteoporos
Elastik modulde azalma f
Katilikta azalma

Sekil 1. Kemik kalitesi.



Osteoporoz genellikle 50 yas (zeri kadinlarda menapoz sonrasi &strojen
salgilanmasinin durmasiyla birlikte kendini gdsterir (RAISZ, 2005). Buna menapoz sonrasi
(postmenapozal) osteoporoz denir. Ostrojen yumurtaliklar tarafindan Uretilen bir steroid
hormondur ve normalde KMY’nu arttirarak kemik kingi riskini azaltmaktadir (LINDSAY,
2004). Elli yasin Ustindeki kadinlarin gte birinde ve erkeklerin beste birinde gbzlenen
osteoporoz 6zellikle ileri yaslarda kiglik bir disme sonrasinda el bilegi, omurga ve kalga
kiriklarina neden olmaktadir. Osteoportik kirik sonrasi morbidite ve mortalite ¢cok yuksektir
(NATIONAL OSTEOPOROSIS FOUNDATION, 2010). Osteoporotik kirik nedeniyle dogru
zamanda uygun tedaviyi géren hastalarin bile yarisi eski yasam kalitelerine dénememekte ve
bagimsizliklarini yitirmektedir. Yataga bagli kalan bu hastalar ev igi islerini destekle gérmekte
ve hareket zorlugu nedeniyle gogunlukla bir bakicidan destek alma durumunda kalmaktadir.
Osteoporotik kalga kirigi nedeniyle cerrahi gegiren 4 hastadan biri ise 2 yillik izlemde
yasamini yitirmektedir (UCAN, 2006) (Sekil 2). Bu baglamda osteoporoz nedenli kalga
kiriklari uterus, over ve serviks kanserlerinin hepsinin toplaminin neden oldugu 6lim
oranindan daha c¢ok 6lime neden olmaktadir (PARVEZ, 2004). Hastaligin kiresel olarak
maliyeti Uluslararasi Osteoporoz Vakfi (IOF) tahminlerine gére 2050 yilinda 106 milyar

Euro’yu bulacaktir.

Osteoporozun Onemi Q/
(www.osteofound.org)
* 50+ kadinlarin %40’inda osteoporoza bagli en
az bir kirik gorilecektir.

— 1990 yilinda osteoporoza bagl 1.7 milyon kalca
ameliyat gergeklestirilmistir.

— Bu sayinin 2050 yilinda 6 milyon’a gikmasi
beklenmektedir.

» Sakat kalma olasiligl %50. k& Osteklasta

bagh kemikte
~ rezorpsiyon

* Oliim olasihgr %25.

Sekil 2. Osteoporozun 6nemi.



GENEL BILGILER

Kemirgenlere ovariyektomi (cerrahi ydntemle yumurtaliklarin c¢ikariimasi) (OVX)
uygulanarak arastirmalarda kullanilmak Uzere postmenapozal osteoporozu 6&rnekleyen
hayvan modeli elde edilir. Ovariyektomi gergeklestiriimis sican modeli bu arastirmalar igin
siklikla kullanilir (TURNER, 2001). Osteoporoz tanisi, WHO’nun da &énerdigi tani yéntemi
olan c¢ift enerjili X-1sin1 absoprtiometresiyle (DXA) KMY &6lcim0 yapilarak gerceklestirilir.
Ovariyektomi sonrasi siganlarin stiingerimsi kemiklerinde bdlgesel olarak kemik kutlesi ve
glclh kaybi gézlenmistir (WRONSKI, 1986). Bu degisiklikler insanda menapoz sonrasi
degisimleri 6rnekler. Ayrica farelerde uygulanamayan osteoporoz olusumunu kanitlayan
KMY &lgimu sistemi olan DXA siganlarda kullanilir (JEE, 2001). Osteoporoz olugsumunu
g6zlemlemek icin yasi 6 ay ve Gzeri olan siganlarin kullaniimasi énerilir (COMPSTON, 2009).
Kemik mineral yogunlugu 6lgimi femur ve omurgada bilgisayar ortaminda yapilir.

Osteoporoz yaygin bir kemik hastaligidir ve gincel klinik goérise goére kemik
hastaliklarinin degerlendirimesinde kas dokusu da mutlaka ele alinmalidir (SCHONAU,
2006). Wolff kanunu (WOLFF, 1982) kemiklerin mekanik yike yapim yénutnde yanit verdigini
belirtir. Frost bu teoriyi daha da gelistirerek bir mekanostat sistemi teorisi gelistirmistir
(FROST, 1998; SCHONAU, 2006). Bu teoriye gore kemik osteoklast ve osteoblastlar
Uzerinden fiziksel ve mekanik kuvvetlere yeniden sekillenerek yanit verir. Gergeklestirilen bir
arastirma (TAKATA, 2001) kemikteki mekanik uyari azliginin kemik yapimini azalttiyi ve
kemik yikimini arttirdigini géstermistir. Osteoporoz c¢alismalarinda genellikle kemik yapisina
ve iglevine odaklanirken kas-iskelet sisteminin bir pargasi olan ve kemidi mekanik olarak
uyaran kaslara dair ¢ok az sayida calisma gergeklestiriimistir. Bu projede iskelet kasinda
OVX sonrasi yapisal ve molekuler degisiklikler incelenmisgtir.

insanda ve deneysel calismalarda osteoporoza bagh kas atrofisi tanimlanmigtir
(HEIKKINEN, 1997; FISCHER, 1998; MORAN, 2006). Kas yikimi olarak kendini gdsteren
kas atrofisi kas gliclinde azalmaya neden olur. Cogu kas atrofisinde protein sentezi azalmig
ve genel olarak protein yikim orani artmistir. Bu protein metabolizmasi osteoporozda gérilen
hizli kas kaybini agiklar (LECKER, 1999).

Postmenapozal kadinlarda kas guclinde azalma daha &nce go6sterilmistir
(HEIKKINEN, 1997). Digaridan o0strojen verilmesi bu etkileri OVX siganlarda azaltir
(SCALLON, 1995). Atrofinin dlzelmesini takiben kas lifi blylUmesi, yeniden olusmasi ve
hicredisi matriksinde yenilenme gorilmustir (MCCLUNG, 2006). Yapilan g¢alismalarda OVX
sicanlarda ekstensor kas atrofisinin daha belirgin oldugu ve kasilma zamanlarinda azalma

oldugu bildirilmistir (FISHER, 1998). Ovariyektomi ayrica siganlarin ekstensor digitorum
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longus (EDL) ve soleus (SOL) kaslarinda kuvvetin azalmasina ve aktin-miyozin etkilesiminde
bozulmaya neden olmustur (MORAN, 2006). Ayrica kullaniimama atrofisini takiben verilen
dstrojenin myofibril olusumunu ve hicre digi matriks yenilenmesini arttirdigi gdsterilmistir
(MCCLUNG, 2006). Ovariyektomili siganlarda go6zlenen iglev kaybinin kalsiyum
metabolizmasina bagl olmadidi, SOL kaslarinda %20 islev kaybi olmasina kargin izometrik
kasilmada kalsiyum duyarhginda bir degisim olmadigi vurgulanmigtir
(WATTANAPERMPOOL, 1999). Atrofi ayrica yaslanmasi hizlandiriimis osteoporotik sican
modelinde de gbézlenmistir (CHEN, 2006). Ancak bu kas yikiminin molekuler yolaklarina dair
bir calisma yuruttlmemigtir.

Kas atrofisinin molekuler alt yolaklari kabaca bilinmekle birlikte atrofinin asil olarak iki
ayri ust yolakla tetiklendigi varsayilmaktadir (Sekil 3). Bunlardan biri "kullanilmama atrofisi",
digeri de "kasektik atrofi"dir. Atrofi kullanilmama veya hareketsizlik nedeniyle yashliga bagh
olarak duraan yasam tarzindan kaynaklanabildigi gibi hastalilk nedeniyle ortaya cikan
bagisiklik sistemi uyaranlariyla da kasektik atrofi gelisir. Her iki durumda nedenler ve Ust
yolaklar farkllik gdsterse de iskelet kasi ortak bir ubikitin-proteozom yolagiyla yikima gider
(HUNTER, 2002).

__________________________________________________________________________________________________________________________________________

Kas dejenerasyonu Ust yolaklari farklilik gdsteren ortak bir mekanizma
izler

Hipertrofi

PI3K lipid kinaz
TRADD- TRAFFS Ras-Raf-Erk
Yolagi PIP3
(kas fiber tipi
tanimlanmasi)  PDK1
RIP p38/MAPK yolagi L P (PKB) -
l e \ TSC 1/2
NIK " GsK3p FRAP/mTOR kinases
l Oxidatif stres, ROS, kullanmama .- ’ b
& _PP2A
IKK . P
l L EIF2B p70S6Kinase 4EBP1--~

IKBa / FOXO TFs l l
l FOX03I FOXO1 RPSG EIF4E

NFkB : l /
l v :
Atr1/MAFbx Tip | Fiber Proteinleri Myostatin

MURF1 - .
(titin dongiisi) (PGC-1,MEF2c,CaMKll) Protein sentezi

~

Ubiquitin-proteozom protein yikimi

Sekil 3: iskelet kasi atroifisi ve hipertrofisi yolaklar!.
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Kasektin adiyla da anilan TNF-alfa, iskelet kasi yikiminda goérev alan nukleer faktor
kappa-beta (NF-kB) yikim yolagini uyaran bir sitokindir. TNF-alfanin sadece kasektik atrofi
yolaginda rol aldigi disinilir (HUNTER, 2002; HUNTER, 2004; ZHANG, 2007; FRENETTE,
2000). Buna karsin kullanmama atrofisinde TNF-alfanin roli henliz g&sterilememistir. TNF-
alfa NFkB yolagini uyararak iskelet kasi atrofisine ve apopitoza yol agcan dnemli bir etmendir
(GHOSH, 1998; GUTTRIDGE, 2000). Remicade (infliximab), ginimizde ila¢ olarak
kullanilan bir TNF-alfa antagonistidir (KNIGHT, 1993; SCALLON, 1995).

Kasektik ve kullanilmama atrofi yolaklarinda farkl proteinlerin ekpresyonu 6n plandadir
(Sekil 4). Yapilan bir calismada (HUNTER, 2004) kullanmama atrofisi NFKB yolagini p50,
cRel, BclI3 gibi proteinlerin ekspresyonundaki artisla uyarirken p65 proteini ekspresyonunda

farkhlik gérilmemis, kaseksideyse sadece p65 ve p50 proteinlerinde artis izlenmisgtir.

Kaseksi Yolagi Kullanilmama Yolagi

LA ICASNE

TNF-alfa

TNF-alfa
reseptord

P50/p105

\\\\\\\ 1 t C-Rel
P38IJNK Bcl-3
p65/p50 psélpso

Sitoplazma

NF-kB

Cekirdek Gen Yazilimi

Kas yikimi

Sekil 4: Kas yikiminda kaseksi ve kullanilmama atrofisinin yolaklari.

Daha onceki c¢alismalarda (CARSON, 2002; STEVENSON, 2003) kullaniimama
atrofisinin ve kas hipertorfisinin gen ¢ipi analizi gergeklestiriimistir. Bu galismalarda enerji,
yikim ve yag depolanmasini ilgilendiren cgesitli genlerin ekspresyonunda 2 katina varan
artislar go6zlenmistir. Ubikitin-proteozom yolagindaki genlerin etkinlesmesi bize bu
kosullardaki kaslarda gerceklesen degisiklikler hakkinda énemli bilgiler verir.

Yavas kasilan SOL ve hizli kasilan EDL kaslarinda yapilan karsilastirmali bir ¢alisma

(MORAN, 2006) menapoza giren farelerde EDL kaslarinin yavas kasilan Tip 1 lif oranini
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arttirdidini SOL kaslarininsa atrofiye daha ¢ok ugradigini géstermistir. Bu sonug kas lifi tipi
degisiminin hizli kaslarda daha belirgin oldugunu ancak yavas kaslarin daha fazla atrofiye
ugradigini gosterir. Bagka bir galisma (FISHER, 1998) OVX’in bitlin organlarda kitle artisina
sebep oldugunu ancak bunun lipid metabolizmasindaki degisimle ilgili oldugunu, butln
organlari etkiledigini ve 6zellikle kas hipertrofisine isaret etmedigini vurgulamistir.

Yetiskin osteoporotik siganlarda iskelet kasi atrofisinin kasektik veya kullaniimama
atrofisi yolaklarindan birinin (zerinden gelismesi beklenir. Kullanilmama atrofisinde
inflamatuvar kasektik molekdller rol oynar. Eder OVX sicanlarda gelisen iskelet kasi
atrofisinin TNF-alfa yolagi Uzerinden inflamatuar molekillerle ilerledigi varsayilirsa
osteoporotik hastalarda atrofinin sadece kullanilmamaya ve fiziksel etkinlik azhdina bagh
olarak olugsmadigdi ve bir inflamatuar hastalik yolagini izledigi disinulebilir.

Bu calismada inflamatuar kagektik yolagi engellemek amaciyla kaseksiyi etkinlestiren
molekil olan TNF-alfa antagonisti sicanlara uygulanmistir. TNF-alfa, NF-KB yolagini
uyararak bu yolaktaki molekilleri gekirdege dogru ydnlendirmektedir (GUTTRIDGE, 2000).
TNF-alfa’nin iskelet kasi olusumunu engelledigi ve iskelet kasi apopitozunu tetikledigi
gosterilmistir (GUTTRIDGE, 2000; LANGEN, 2001; GROUNDS 2004). Romatid artirit gibi
otoimmin hastaliklarin tedavisinde kullanilan TNF-alfa antagonisti igerikli cesitli ilaglar
bulunmaktadir. infliximab TNF-alfa antagonisti olarak kullanilan bir monoklonal antikordur.
Remicade (Schering-Plough) aktif madde olarak infliximab icermektedir (KNIGHT, 1993;
SCALLON, 1995). Remicade serumdaki serbest ve hiicre Ustliindeki TNF-alfa’yr ayni anda
bloke eder. Infliximab'\n distrofik kastaki olumlu etkisi daha 6nce de goésterilmistir
(GROUNDS, 2004).

Bu projenin 6n calismasi olarak gerceklestirdigimiz deneylerde OVX uyguladigimiz
siganlarda kas glici kaybina rastladik (DAGDEVIREN, 2011). Bu kas giicii kaybinin
molekiler dizeyde etmenlerini incelemek ve daha once tanimlanan kas atrofisinin hangi 2
yolaktan birinde gelistigini anlamak igin TNF-alfa molekill antagonisti olan infliximab'dan
yararlandik. On calismamizda TNF-alfa antagonisti infliximab enjeksiyonunun kas gucii

azalmasini 6nemlede etkili oldugunu goérduk.

13



Bu projenin amaglari bu bilgilerin 1s1ginda séyle belirlendi:

1. Gulg kaybi gdsteren OVX siganlarin iskelet kaslarinda olusan yapisal degisiklikleri
Isik ve elektron mikroskopi yontemleri ile géstermek,

2. OVX sicanlarin iskelet kaslarinda TNF-alfa yolaginda farklilik gdsteren atrofik
proteinlerin  hicresel yerlesimini ve ekspresyonunu immunohistokimyasal
yontemlerle belirlemek,

3. TNF-alfa antagonisti infliximab uygulanmig OVX sicanlarin iskelet kasinda olusan
degisiklikleri 1sik ve elektron mikroskopi ydntemleriyle degerlendirmek ve

4. TNF-alfa antagonisti infliximab uygulanmis ve uygulanmamis OVX sicanlarda
olusan degisikliklerin aday genlerinin  mRNA dizeyinde ekspresyonlarini

inceleyerek iskelet kasi guclindeki dedisikligi incelemek.

Calisma kapsaminda menapoz sonrasi kas gucu kaybinin ve bu kaybin engellenmesi
amaciyla kullanilan TNF-alfa antagonisti infliximab’in etkileri yapisal ve molekuler dizeyde
arastinlmistir. Bu bilgilerin osteoporoz tedavisine daha genis ve sistemik bir bakis agisi

getirmesi ve yeni bilimsel ¢calismalara temel olusturmasi hedeflenmistir.
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GEREG VE YONTEMLER

Disiplinlerarasi, randomize Kkontrolll, ileriye yonelik ve uzunlamasina tasarlanan
"Osteoporotik Sigan Dokularinda iskelet Kasi Atrofisinin immiinohistoloji ve Molekiiler
Biyoloji Yéntemleriyle Arastiriimasi" baslikli projemizin bagimh degiskenleri Gruplar (n=3) ve
Zaman (n=1) olarak belirlenmistir. Calismanin baglangicinda kontrol grubunun disindaki iki
grupta KMY, DXA cihazi ile élgilmis ve OVX gergeklestiriimistir. DlUsUk kalsiyumlu diyetle
beslenen sicanlarin 4 haftanin sonunda KMY’u bir kez daha DXA ile dlg¢llerek sonuglar
uzunlamasina incelenmis ve bir gruba infliximab verilmistir. OVX sonrasi 12. haftada deney
sonlandirilirken bagdimli degiskenler olan (a) DXA ile KMY, (b) islevsel analiz, (c) yapisal
degisiklikler ve (d) molekller degisiklikler iskelet kasi drnekleri alinarak incelenmistir (Sekil
5).

DXA, sonlandirma,
islevsel, molekiiler,
yapisal analizler

8‘&';[’;” OVX DXA __ DXA DXA ' R
D_ii§iik Ca Infliximab enjeksiyonlan
Diyet
DXA, sonlandirma,
islevsel, molekiiler,
ovX QVX DXA DXA DXA yapisal analizler R
GRUBU  Disik Ca ' ' ' .
Diyet
DXA, sonlandirma,
islevsel, molekiiler,
KONTROL .
yapisal analizler
GRUBU DXA DXIA DIXA | ~
Hafta 0 4 8 12

Sekil 5: Caligma tasarimi.
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Her grupta 10 sican bulunmaktadir. Siganlarin deneye dahil edilme 6l¢itl radyolojide
kemik deformitesinin olmamasi ve OVX sonrasi uterus agirliginda azalma ile KMY’da disme
olarak belirlenmigtir. Bu o6lgutler dogrultusunda siganlarin tim vicut radyografileri ¢ekilmis,
KMY’luklari ve uterus agirliklar 6lgllmistur. Radyografi igin, ODTU Saglik ve Rehberlik
Merkezi Radyodiagnostik Unitesinde bulunan Siemens, Multix-C réntgen makinesi (Minih,
Almanya) kullanilmistir.  Olgiimden 6nce anestezi igin deneklere 90mg/kg ketamin
uygulanmustir. iki yénli ekstremite grafileri 41 kV ve 2 mAs/s de elde edilmistir. Isin tiipiniin
kemik érneklere mesafesi 100 cm olarak sabitlenmistir. Deneylerde Agfa Crurix réntgen filmi
ve Agfa Crurix 60 otomatik banyo cihazi kullaniimistir. Rdntgen ile olasi kemik deformitesi
incelenmis olup siganlarin higbirisinde deneyi engelleyecek radyolojik patoloji saptanmamig

ve hepsi deneye dahil edilmistir (Sekil 6).

Sekil 6: Siganlarin tim vicut radyografisine bir 6érnek.

Kemik mineral yogunlugu odlgimlerinde ODTU Saglik ve Rehberlik Merkezi
Radyodiagnostik Unitesinde bulunan Lunar DPX (Lunar Radiation Corp., Madison, ABD)
DXA cihazi kullanilmistir. Olglimden O6nce anestezi igin deneklere 90mg/kg ketamin
uygulanmistir. Bu cihazda kiguk hayvan yazilimi bulunmakta olup 6l¢gim modu 140/70 kVp,
2.0 mA ve 60 Hz olarak belirlenmistir (Sekil 7). DXA dl¢cimleri sonucu OVX gegiren 2. ve 3.
grup hayvanlarda 8 hafta sonunda KMY kaybi gézlenmistir (Tablo 1).
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Sekil 7: Sicanlarin kemik mineral yogunlugunun DXA cihazi ile élglimesi.

Tablo 1. Ovariyektomi &ncesi ve sonrasi sol femur KMY’lari g/cm?®
(OrtalamazStandart Sapma) olarak verilmistir. Ovariyektomi ve OVX+TNF alfa gruplarinda
OVX sonrasi 12. haftada KMY’nun istatistiksel olarak (p>0.05; Tek Yo6nld Varyans Analizi-

Post Hoc testi) anlamli sekilde distigu belirlenmistir.

Kontrol OVvX OVX+TNF
OVX Oncesi 336+ 8.9 349+ 7.4 35199
OVX Sonrasi 12. Hafta 368+ 7.4 345+ 7.0* 340+ 6.7°

Deneyler 7,5 aylik yasl disi Sprague Dawley siganlarda gergeklestirildi. Her gruba
rastgele 10 sigan atandi. Grup 1 OVX gegirmemis (kontrol grubu) sicanlardan, Grup 2 ve 3
OVX ve dusuk kalsiyumlu diyetle osteoporoz olusturulmus siganlardan olusturuldu. Duslk
kalsiyumlu sican yemi Bil Yem, Ankara, Turkiye firmasina 6zel siparigle Urettirildi. Grup 3
sicanlara TNF-alfa antagonisti 8 hafta boyunca 2.5mg/hafta/hayvan (1ml si 10 mg infliximab
iceren izotonik ¢Ozelti igerisinde, Remicade, Schering-Plough (Brinniy) Co., Innishanon,

County Cork, irlanda) dozunda intraperitoneal uygulandi.

Cerrahi sonrasinda si¢anlarin serbest hareketine izin verildi. Her giin 12 saat aydinlik ve
12 saat karanlik dénemlerde izlenen sicanlar diledikleri kadar su tuketti. Deney slresinin
sonunda siganlarin yasamlari CO inhalasyonuyla sonlandirildi ve iskelet kasi dokulari
incelenmek Uzere alindi. SOL ve EDL kas 6rnekleri incelemelerde kullaniimak Gzere cerrahi
olarak gikartildi. Hayvan deneyleri ve hayvanlarin bu siiregteki bakimi Hacettepe Universitesi
Deney Hayvanlari laboratuvarinda etik kurul izni (14.05.2008-2008/7/40-8) alinarak
gercgeklestirildi. Tim uygulamalarda Veteriner Deontoloji kanununun 6343/2 maddesi ve

Helsinki Hayvan Haklar Bildirgesine bagl kalindi.
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Ovariyektomi genel anestezi (Ketamin: Alfamine %10, Alfasan International, Hollanda, 0.2
ml/denek ve Ksilazin Alfazyne %2, Alfasan International, Hollanda, 0.1 ml/denek) altinda
gercgeklestirildi. Enfeksiyon olusumunu 6nleyebilmek icin cerrahi islem sirasinda kas igine tek
doz 25 mg/kg Sefazolin (Cefozin Bilim ilag San, istanbul, Tirkiye) uygulandi. Cerrahi islem
sonrasi agrinin azaltilmasi igin islemin bitiminde kas igine tek doz 20 mg/kg Fenilbutazon
(Devaljin, Deva ila¢g Sanayi, istanbul, Tirkiye) uygulandi. Cerrahi yerinin kapatiimasi
sonrasinda bakteriyal kontaminasyonu 6nlemek igin yara yerinin Uzeri sprey-film (Opsite

Spray, Interfarma, istanbul, Tirkiye) ile értildi (Sekil 8).

Sekil 8: Ovariyektomi ile yumurtalik tiplerinin bulunmasi ve baglanmasi.

Sonlandirilan siganlarin uteruslari cerrahi yontemlerle cikarildi ve agirliklari milligram
degerinde hassas terazi kullanilarak olgclldi. Ovariyektomi sonrasi uterus agirliklarinda
kontrol grubuyla karsilastiriidiginda yaklasik 5 kat agirlik kaybi ve atrofi belirlendi (Sekil 9 ve
10).

Sekil 9: Ovariyektomiden 12 hafta sonra atrofik uterus.
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Sekil 10: Uterus agirliklari.

Calismanin hipotezleri "(1) ovariyektomi sonrasi si¢ganlarda iskelet kasi atrofisi ve yapisal
bozukluk gelisecek, (2) bu kaslarda islev bozuklugu goérilecek, (3) atrofinin TNF alfa
molekdler Gst yolagini kullanip kullanmadidi immunohistokimyasal ve molekiler biyolojik
yontemlerle arastirilacak ve (4) bu Ust yolagin NF-kappaB alt sinyal yolagini tetkileyip

tetiklemedigi betimlenecektir." seklinde proje bagvurusu asamasinda belirtilmigtir.

Bu dogrultuda galismanin bagimh degiskenleri: (1) OVX siganlarda kasta atrofi ve
yapisal bozuklugun gelisip gelismediginin 1sik ve elektronmikroskopiyle (hicrelerdeki TNF
yolaginda etkili molekdller ve yikim proteinlerine ait immunreaksiyonun siddeti iki gdzlemci
tarafindan histolojide bagimsiz olarak derecelendirildikten sonra ortak degerler esas alinarak
dijital ortamda kantitatif olarak) degerlendirilmesi, (2) islev bozuklugunun ortaya konmasi igin
IStk ve elektronmikroskopi verilerinin yanisira mRNA dlzeyinde gen ekspresyon
analizlerinden yararlanliimasi, (3) iskelet kaslarinin 151k mikroskopuyla uygun histokimyasal
yontemler kullanilarak morfolojisiinin incelenerek tip 1 ve tip 2 kas lifi baskinhdinin dijital
ortamda kantitatif olarak hesaplanmasi ve (4) gen ekspresyonu analizleri igin NfkappaB
yolagi mRNA dizeyinde (TNF-alfa-IKK-IKBalfa-NF-kappaB-MURF1, MAFbx1 yolagi genleri,
p50/CRel/Bcl3-NF-kappaB ve p50/p65-NfkappaB yoladi genlerini esas alarak) incelenmesi

olarak belirlenmistir.
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Calismada:

(1) Isik mikroskobu icin izleme alinmig SOL ve EDL kaslarinda rutin boyamalar ve
kas lifi tipine 6zglin boyamalar gerceklestirildi ve degerlendirildi,

(2) Elektron mikroskopu igin dokular izleme alindi ve ince yapi incelemeleri
gerceklestirildi,

(3) immiinohistokimyasal isaretleme gerceklestirildi, immiin boyanmalar incelendi ve
dijital ortamda kantitatif olarak degerlendirildi ve

(4) Gen ekspresyon analizi igin mRNA izolasyonu yapildi ve gen ekspresyon analizi

gergeklestirildi.

I-Isik mikroskopi: Deneye baslanmadan énce genel anestezi (Ketamin/Ksilazin: 80/8
mg/kg Alfamine %10, Alfasan International, Hollanda, 0.2 ml/denek ve Ksilazin Alfazyne %2,
Alfasan International, Hollanda, 0.1 ml/denek) altinda uygun cerrahi yéntemle EDL ve SOL
kaslari izole edildi (Sekil 11). Doku érnekleri 151k mikroskobu igin fosfat tamponu (PBS) iginde
hazirlanmis % 10’luk formalin ¢dzeltisinde tespit edildi. Formalin ¢bzeltide tespit edilen doku
ornekleri dereceli alkollerde dehidrate edildikten sonra parafine gémuldi. Dokularin izlemi
icin sabit vakumlu bir doku izlem cihazi (Leica, model 1150, Almanya) kullanildi. NADHTR

boyamasi igin dokular -196°C sivi azotta saklandi.
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Sekil 11: EDL ve SOL kaslarinin izolasyonu.

Parafin bloklardan 5 mikrometre kalinhdinda kesitler alindi. Hematoksilen eozin (HE)
ve trikrom boyamalar yapildi. Kesitler 1sik mikroskopu altinda 200x ve 400x buyutmeyle

incelendi.

NADH-TR boyasi i¢in 7-10 mikrometre kalinhdindaki donmus kesitler NADPH boya
¢ozeltisinde (10ml Gomori Tri HCI: 10mg nitroblue tetrazolium: 5mg beta-nicotinamide
adenine dinucleotide) 30 dakika 37°C de inklbe edildi. Kesitler inkiibasyondan sonra distile
su ve 90% asetonla yikandi. Hazirlanan drnekler gliserol ile kapatildi ve 4°C de sayima
kadar saklandi. Lecia DC500 dijital kamerayla (Almanya) 200x biyitmede dijital gorintiler
elde edildi. Lif tipi skorlamasi i¢in sayisal analiz Leice Qwin Plus bilgisayar gorintl analiz
sisteminde (DERAVE, 2005; STASSIJINS, 1998; GEYIKOGLU, 2007) gergeklestirildi. Koyu
boyanan Tip 1 ve acgik boyanan Tip 2 kas liflerinin ¢aplari ve kesit alanlari bilgisayarda Qwin
Leica marka goérinti analiz programinda olgildi. Olglim her kesitte en az 100 lifte

gergeklestirildi.
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lI-Elektron Mikrosopi: Elektron mikroskopi igin %2 gluteraldehitte 2 saat boyunca +4
C® de tespit edilen dokular icin ikinci fiksasyon %1’lik osmium tetroksit icinde 90 dakika
bekletilerek yapildi. Dokular Sorenson tampon solisyonu ile 3-4 defa dedistirilerek yikanarak
dehidratasyonu saglamak icin sirayla %50, %60, %70, %80, %90, %96 ve %100’luk
alkollerden gegirildi. Doku o6rnekleri propilen oksit ile iki defa 15 dakika yikanarak gesitli
Olcllerde plastik propilen oksit karisimlariyla alistirildiktan sonra doértli plastik karisimla
bloklanarak 60°C de 48 saat polmerize edildi. Piramidomda alinan yari ince kesitler %1 lik
boraks i¢indeki %1’lik metilen mavisi-Azur Il karigiminda boyandiktan sonra gimuas rengi
ince kesitler ultramikrotomda cam big¢akla alinarak bakir gridler Gzerine toplanip uranil asetat
ve Reynold soliisyonu ile boyandi. Ornekler Zeiss ve Jeol marka elektron mikroskoplarda

incelendi.

ll- immiinohistokimya: Calismada kullanilacak farkl isaretleyici antikorlarin farkli
calisma protokollerine uygun olarak kas &rneklerinin bir bdlimu immunohistokimyasal
inceleme icin sivi azotta hizla donduruldu. Donmus doku o&rnekleri sivi nitrojende kesit
alinana kadar saklandi. Bes-yedi mikrometre kalinliginda kriyomikrotom kesitleri adezif poly-
L-lysin kapli elektrostatik lamlara alindi ve bir gece nemsiz kutularda bekletilerek ertesi glin
imman isaretleme islemi uygulandi. Kesitler 4°C de asetonda 10 dakika fikse edildi ve yarim
saat kurutuldu. Anti-mouse ve anti-rabbit HRP-DAB boya kitleri (CTS002, CTS005 R&D,
Minneapolis, ABD) protokole uygun olarak kullanildi. Ozgiin olmayan boyanmalar rat serumu
blokajiyla (1:10 seyreltme 30 dk, oda sicakligi) engellendi. Kesitler nemli kivette oda

sicakliginda Tablo 2 deki monoklonal antikorlarla 1 saat inkibe edildi.
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Tablo 2: Primer monoklonal antikorlar.

Antikor Klon izotip Katalog No Kaynak Seyreltme
NFxB p50 NLS Rabbit IgG Sc-114 | Santa Cruz 1:20
NFxB p65 F-6 Mouse 1gG Sc-8008 | Santa Cruz 1:20
C-rel B-6 MouselgG1 Sc-6955 | Santa Cruz 1:20
Bcl3 H-146 | Rabbit IgG Sc-13038 | Santa Cruz 1:20
MyoD 5.8A Mouse 1gG1 Sc-32758 | Santa Cruz 1:20

Primer antikor uygulandiktan sonra kesitler 0,01 M pH 7.4 PBS ile yikanip biyotinli
anti-mouse veya anti-rabbit sekonder antikorlarla 30 dakika oda sicakliinda inkube edildi ve
tekrar PBS ile yikandi. Yikmadan sonra lamlar HSS-HRPyle 30 dakika boyunca oda
inkGibe edildi. PBS

tetrahidrokloritle (DAB) ile 2 dakika kadar énerilen protokol uyarinca inkibe edildi. Suyla

sicakliginda Tekrar ile yikandiktan sonra 3.3’-diaminobenzidin-
yikandiktan sonra kesitler Mayer hematoksilenle boyandi, derecelendirilmis alkollerle tespit
edildikten sonra ksilenden temizlendi ve Entellan (Merck, Darmstadt, Almanya) ile kapatildi.
immiinfloresan boyamalar iginse primer antikorla inkiibasyondan sonra PBS ile 3 kere 5 dk
yikama yapildi. Anti-mouse veya anti-rabbit FITC konjuge sekonder antikorlarla (Alexa flour
488, 546 Moleculer Probes, ABD) oda sicakliginda 30 dk inkiibasyon uygulandi. Bu kesitler
PBS ile 3 kere 5 dakika tekrar yikandi, DAPI ¢ekirdek boyasiyla (D9542, Sigma,Almanya)
boynadi ve floresan kapama sollsyonuyla (#53025, Dako, Danimarka) kapatildi. Butln
antikorlar 0.05 M % 0.1 Tween 20 igceren TrisHCI den olusan arka plan boyanmasini azaltici
sollsyonla seyreltildi. Negatif kontrol boyamalari igin primer antikor koyulmadi ve bir kontrol
fare 1gG si kullanildi. Pozitif kontrol igin Uretici tarafindan &énerilen uygun kontrol dokusu
kullanildi. Bitlin kesitler Leica DM6000B (Wetzlar, Almanya) cihaziyla incelendi ve DC490
dijital kamera (Leica, Wetzlar, Almanya) ile fotograflandi. Sayisal analiz Lecia Application
Suite ve Qwin Plus Quantitative (Wetzlar, Almanya) goérintl analiz sistemiyle literatirden
uyarlanarak (UGUR, 2003; DOGRU, 2010) gergeklestirildi. Maksimum boyanma siddeti
pozitif kontrol dokularina gdére gorintl analiz sistemi kullanarak hesaplandi. Her EDL ve SOL
kasi buna goére hicresel immin reaksiyon icin DAB yardimiyla 0 dan 3’e kadar skorlandi. O
hi¢ immUn reaksiyon olmamasini, 1 az ama devamli bir reaksiyonu, 2 ortalama ama devamli
bir reaksiyonu 3 de siddetli ama devamli bir immiin reaksiyonu ifade etmektedir. immiin
pozitif hticrelerin sayisi pozitif hiicre/toplam hlcre orani olarak 200x buyitmede hesaplandi.

Her kesitte ortalama 3 kesismeyen alan incelendi. Boyanma siddeti boyanmis hcrelerin
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siddetiyle birlestirilip asagidaki formile gére H-SKOR hesaplamasi yapildi. H SKOR
Uzerinden gruplar arasi istatistiksel farklilikar belirlendi.

H SKOR = Zp (i+1), i = 0 dan 3 e kadar boyanma siddeti skoru, p 1-100 arasi pozitif

hlcre orani,. =: Farkl siddetlerde boyanmis hiicrelerin toplami.
IV- Gen ifade analizi (RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi):

Calismada Kullanilan Malzeme ve Cdzeltiler
RNA izolasyonu

Trizol (Invitrogen)

Kloroform (Applichem)

izopropanol (Applichem)

Dietil pirokarbonat (DEPC, Applichem)

Etanol (Riedel)

cDNA Sentezi

ImProm-1I™ tamponu (Promega) Tris-HCL 250 mM

(5X) (Promega) KCL 250 mM
DTT 50 mM

ImProm-II™ RT (Promega) 1 ul/ reaksiyon

MgCl2 (Promega) 25 mM

Oligo(dT)15 primeri (Promega) 0.5 pg/ ul

dNTP karigsimi (Promega) 10 mM

IV.a. RNA izolasyonu
Dokulardan TRIzol igerisinde dondurularak -80°C’de saklanan hiicreler oda

sicakligina getirildikten sonra standart TRIzol izolasyon protokoli uygulanarak RNA izole
edildi.
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Bu sulrecte izlenen basmaklar ekte verilmektedir.

10.

11.

Homojenize haldeki doku lizati 5 dk oda sicakliginda bekletildi.

200 ul kloroform eklendikten sonra vorteks yapildi ve 2-3 dk oda sicakliginda
bekletildi.

12.000 rpm de 15 dk 4°C’ de santrifij edildi.

Santrifij sonrasi olusan Ust fazda bulunan RNA toplandi ve 500 pl izopropanol
iceren yeni tipe alindi.

RNA ve izopropanol igceren tip alt Ust edilerek karnistirildi ve 10 dk oda
sicakliginda bekletildi.

12,000 rpm de 10 dk 4°C’de santrifiij edildi.

Santrifij sonrasi stpernatan dikkatli bir sekilde dékuldi. Pellet Gzerine 1 ml DEPC
iceren %70 etanol eklendi ve vorteks yapildi.

RNA’nin degrede olmasini ve kirllmasini énlemek i¢in disik hizda (7500 rpm) 10
dk 4°C’de santrifuj edildi.

Santrifij sonrasi %70 etanol dokuldi ve tlplerin kapaklari agik birakilarak RNA
pelleti kurutuldu.

Pellet miktarina bagli olarak 15 yl RNaz igermeyen su eklendi ve ¢oézilmesi
saglandi.

60°C’ de 10 dk bekletildi ve analize kadar -20°C’ de, analiz sonrasi -80°C’de

saklandi.
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IV.a.1. RNA konsantrasyonu ve kalite kontrolii

RNA’'nin miktari ve safligi spektrofotometrik olarak 230, 260 nm ve 280 nm dalga
boyunda optik dansite dlgllerek hesaplandi. %1 Formaldehid iceren denatiire agaroz jel

elektroforezi ile izole edilen RNA kalite kontrolG yapildi (Sekil 12).

T26 SOL
017 SOL
T23 SOL
K01 EDL
K06 EDL
K05 SOL
K04 SOL
013 EDL

K00 EDL
013 SOL
015 SOL
017 EDL

K09 SOL
K09 EDL
T25 SOL
T24 SOL
ADSIZ 2

014 EDL

K04 EDL
T20 EDL
T29 SOL
T21 EDL
012 SOL
T20 SOL
K07 EDL
T26 EDL
011 SOL
T25 EDL
K05 EDL
K07 SOL
014 SOL
015 EDL
K01 SOL
T202 EDL
K02 EDL
T23 EDL
018 SOL
011 EDL
010 SOL
T202 SOL

j‘!EI
M
(o
|

(R MR

PE0 978 FRARCR BRRR 4" mE-See.

Sekil 12. Spektrofotemetrik yontemle élgtilen RNA’nin kalite kontrolU verisi.
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Tablo 3. RNA élgtimleri ve safligina iliskin absorbans analizi sonuglari.

Sample ID Group SAMPLE Muscle| ng/ul|[A260 A280 260/280 260/230| 1.5ugr
9- KOO EDL K K00 EDL 380,48| 9.512 4.873 1,95 0,78 3,9
4- KO1 EDL K KO1 EDL 98,49| 2462 1.449 1,70 0,49 15,2
42-K02-EDL K K02 EDL 87,24 2181 1.212 1,80 0,78 17,2
21-K04-EDL K K04 EDL 175,96 | 4.399 2.389 1,84 0,82 8,5
33-K05-EDL K K05 EDL 113,77 2.844 1.463 1,94 1,04 13,2
5- K06 EDL K K06 EDL 83,93 2.098 1.261 1,66 0,54 17,9
28-K07-EDL K K07 EDL 90,52| 2.263 1.318 1,72 0,72 16,6
14- K09 EDL K K09 EDL 169,38 | 4.235 2411 1,76 0,42 8,9
43-K23-EDL K K23 EDL 81,42 2.036 1.087 1,87 1,02 18,4
45-011-EDL ) o1 EDL 154,36 | 3.859 2.112 1,83 0,70 9,7
8- 013 EDL ) 013 EDL 127,21 3.180 1.691 1,88 0,65 11,8
19-014-EDL ) 014 EDL 111,7| 2.793 1.507 1,85 0,23 13,4
37-015-EDL ) 015 EDL 124,68| 3.117 1.724 1,81 0,64 12,0
12- 017 EDL ) 017 EDL 214,71 5.368 2.911 1,84 0,80 7,0
22-T20-EDL T T20 EDL 66,87 1.672 0,937 1,78 0,69 22,4
41-T202-EDL T T202 EDL 446,27 ( 11.157 5.416 2,06 1,08 3,4
25-T21-EDL T T21 EDL 106,07 | 2.652 1.612 1,64 0,51 14,1
29-T24-EDL T T24 EDL 65,04 1.626 0,908 1,79 0,36 23,1
32-T25-EDL T T25 EDL 72,23 1.806 0,914 1,98 0,50 20,8
30-T26-EDL T T26 EDL 128,8| 3.220 1.732 1,86 0,67 11,6
20-T27-EDL T T27 EDL 54,45 1.361 0,873 1,56 0,49 27,5
39-T29-EDL T T29 EDL 51,05 1.276 0,745 1,71 0,44 29,4
38-K01-SOLEUS K KO1 SOL 117,28 | 2.932 1.637 1,79 1,02 12,8
7- KO4 SOL K K04 SOL 393,79| 9.845 5.100 1,93 1,18 3,8
6- KO5 SOL K K05 SOL 270,4| 6.760 3.600 1,88 1,21 5,5
34-K07-SOLEUS K K07 SOL 146,79 | 3.670 1.924 1,91 0,91 10,2
13- K09 SOLEUS K K09 SOL 234,12 5.853 3.023 1,94 0,75 6,4
40-06-SOLEUS ) 006 SOL 66,33 1.658 1.023 1,62 0,42 22,6
46-010-SOLEUS ) 010 SOL 138,89 | 3.472 1.975 1,76 0,56 10,8
31-011-SOLEUS ) o11 SOL 261,16 6.529 3.493 1,87 0,93 5,7
26-012-SOLEUS ) 012 SOL 75,65 1.891 0,990 1,91 0,89 19,8
36-014-SOLEUS ) 014 SOL 132,03| 3.301 1.805 1,83 0,92 11,4
11- 015 SOL ) 015 SOL 370,29 | 9.257 4.780 1,94 1,51 4,1
2-017 SOL ) 017 SOL 264,32 6.608 3.420 1,93 1,71 5,7
44-018-SOLEUS ) 018 SOL 168,23 | 4.206 2.256 1,86 0,45 8,9
27-T20-SOLEUS T T20 SOL 244,45 6.111 3.395 1,80 0,51 6,1
47-T202-SOLEUS T T202 SOL 154,95| 3.874 2.151 1,80 0,73 9,7
17-T21 SOLEUS T T21 SOL 38,02 (0.951 0,506 1,88 1,05 39,5
3-T23 SOL T T23 SOL 178,95| 4.474 2.390 1,87 1,13 8,4
3-T23 SOL T T23 SOL 185,65| 4.641 2.428 1,91 1,09 8,1
16- T24 SOLEUS T T24 SOL 191,29 | 4.782 2.636 1,81 0,69 7,8
15- T25 SOLEUS T T25 SOL 173,91 4.348 2.313 1,88 0,89 8,6
1-T26 SOL T T26 SOL 159,47 | 3.987 2.165 1,84 0,78 9,4
35-T27-SOLEUS T T27 SOL 61,77 1.544 0,825 1,87 0,58 243
23-T29-SOLEUS T T29- SOL 208,3| 5.207 2.801 1,86 0,75 7,2
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Total RNA dlgumleri ve saflidina iligkin 260 ve 280 nm absorbans analizleri Tablo

3’de verilmigtir.

IV.b. cDNA Sentezi

cDNA sentezi igin, ImProm-1I™ reverse transkriptaz enzimi (Promega) ve oligo(dT)15
primeri kullanildi. Kalip olarak 1ug RNA kullanildi ve 0.5 pg oligo(dT)15 primeri ve RNaz
icermeyen su ile 5 pl'ye tamamlanarak 70°C’de 5 dk denatiire edildi. inkiibasyon sonrasi hizli
bir sekilde buz Uzerine alinarak 10 dk bekletildi. Ayri bir tipte 15 ul reverse transkripsiyon

karisimi hazirlandi.

Reverse transkripsiyon karigimi:

Son konsantrasyon Hacim

RNaz icermeyen su 6.6 pl
Improm-II™ tampon 1X 4 pl
(5X) (Promega)

MgCl, (25mM) 3mM 2.4 ul
dNTP karisimi (10mM) 0.5 mM 1 ul
Improm-lITm Reverse Transkriptaz 1l
Toplam: 15 pl

Toplam 20 ul olacak sekilde 5 pl RNA+primer karisimi, 15 yl reverse transkripsiyon
karisimi ile birlestirilerek reverse transkripsiyon asagidaki kosullarda Applied Biosystems-
9700 PCR cihazi kullanilarak gercgeklestirildi:

25°C’ de 5 dk
42°C’ de 60 dk
70°C’ de 15 dk

Yukaridaki tepkime sonucunda 20 ul cDNA sentezlendi. cDNA 6rnekleri daha verimli
kullanilmak amaciyla 80 ul'ye sulandirildi (20 pl cDNA +60 pl distile su=80 pl). ifade
dizeylerinin analizinde incelenen her zaman noktasinda yer alan hayvanlara ait dokular bir

arada analiz edildi ve analizler her érnek icin tger kez tekrarlandi.
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IV.c. Gercek Zamanl (Real time) RT-PCR

RT-PCR Kosullarr:

2X SYBR Green karigimi 5ul
25mM MgClI2 1.2 ul
Forward primer (10pmol/ ul) 0.4 pl
Reverse primer (10pmol/ ul) 0.4 pl
cDNA 2 ul
Distile su 1l
Toplam: 10 pl

10 pl RT-PCR tepkimesi asagidaki kosullarda gergeklestirildi:

94°C’de 2 dk
94°C’de 2s ]
55-60°C'de 20s ] x35dongu

IV.d. Primer dizilerinin hazirlanmasi

SYBR Green teknigi, 6zgul gen ifadesi nicel analizinde siklikla kullanilan bir tekniktir.
PCR tiplnde polimerize olan cift zincirli PCR Grintne katillan ve interkale edici bir floresan
boya olan SYBR Green boyasinin Urlin miktari ile orantili floresans vermesi prensibine
dayanmaktadir. Hazirlanan cDNA havuzundan 6zgll gen fragmanlarinin amplifikasyonu igin
secilecek ekonomik ancak dikkat gerektiren ydnleri de bulunan bir uygulamadir. SYBR Green
teknigi ile gen ifadesinin nicel analizi igin uygun primer segimi en dnemli noktadir. Bu teknigin
basariyla uygulanabilmesi icin PCR primerlerinin sadece 6zgll cDNA’ya baglanmasi, primer-
dimer veya 6zgll olmayan amplifikasyon urinu vermemesi gereklidir. Benzer sekilde RNA
izolasyonu sirasinda siklikla gbézlenen genomik DNA kontaminasyonu SYBR Green
tekniginin basarisini tehdit eden bir diger durumdur. cDNA amplifikasyon primerlerinin farkh
eksonlardan secilmesi, amplikon uzunluklarinin kisa tutulmasi (120-250 baz) primerlerin
baglandigi eksonlarin uzak segilerek bu eksonlar arasinda yer alan intronun cDNA dizisinin
cogaltiimasi sirasinda kontamine olan DNA Uzerinden ¢ogaltiimamasi, eger mimkinse PCR
reaksiyonu kosullarinin olasi bir DNA kontaminasyonunda DNA dizisini ¢ogaltmamasi igin

optimize edilmesi gereklidir (uzama suresinin kisith tutulmasi).
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IV.e. Global transkriptom profilenmesi (Microarray Analysis)

Calismanin baslangi¢c asamasinda uygulanmasi planlanmamis olsa da calsma
orneklerinden segilenler global gen ifade analizi ¢alismasina dahil edilmistir. mMRNA gen
ekspresyonu ifadesinin bilinen en hassas analiz yéntemi olan gen cipi deneyleri, bir doku
veya hucre tipinin tim genomunun herhangi bir fizyolojik veya patolojik duruma ne sekilde
cevap verdigini ortaya koyabilen bir ¢alismadir. Proje 6nerisinde yapilmasi planlanan gen
ifade analizlerinin bu calisma ile daha da genigletimesi mimkin olmus, incelenmesi
ongorulen ve planlanan genlerin disinda kas dokusunda ifade olan 31.500 genin ifade

analizinin ¢alisiilmasi mimkin olmustur.

RNA kalite kontrolini gegcen ve asagidaki tabloda listelenen &rnekler global
transkriptom analizine alindi. En az 10 pg total RNA kullanilarak, reverse transkriptaz enzimi
aracihigi ile T7 promotoru oligodT primerlerle tek iplikli cDNA sentezi yapildi. cDNA sentezini

takiben random primerler kullanilarak c¢ift iplikli cDNA sentezi tamamlandi.

Konsantrasyon olgimi ve kalite kontroli sonrasinda cDNA kullanilarak in vitro
transkripsiyon araciligi ile cRNA sentezi uygulandi ve isaretli cRNA eldesi tamamlandi. cRNA
orneklerinin kalite kontrolu sonrasinda fragmantasyon islemi uygulanarak isaretli cRNA 6
saat boyunca Affymetrix RAE_230 v2.0 ciplerine hibridize edildi. Hibridizasyon sonrasi
gerekli yikama ve sinyal gelistirme islemleri tamamlanarak gipler Affymetrix 3000 scanner

aracihgi ile gérunttlendi.

Goéruntd dosyalar (dat) Affymetrix Microarray Expression Suite uygulamasi ile CEL
dosyalarina dénustirildi ve “R” istatistik paketi yardimi ile (2.10.0) analiz edildi. istatistiksel

analiz yaklasimi ve adimlari asagida siralanmistir.

1. Her probeset i¢in alinan gen ifade degerlerine log2 transformasyonu uygulandi.

2. Tdm gip probeset gen ifade degerleri ayri ayri ¢ip ortalamasina normalize edildi.

3. Her deney grubunda genel gen ifade orani bazal gen ifade degerinin altinda olan
probesetler “absent” kabul edilerek analiz disinda birakildi.

4. Gruplar arasinda p anlamliik degeri 0.01 olarak alinarak non-parametrik ANOVA
istatistiksel analizi uygulandi ve (+) bulunan &rnekler parametrik analiz igin
degerlendirildi.

5. Parametrik analiz sonucunda p<0,01 degerini saglayan probesetler arasinda anlamli

degisim bulundugu kabul edildi.
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BULGULAR
I-lsik mikroskopi:

HE boyamasi yapiimis kesitlerde OVX gegirmis deneklerin kaslarinda ayriima
gozlendi (Sekil 13 E, H). Yine OVX gruplarinin kas hicresi buyukliklerine bakildiginda yan
yana gézlenen hipertrofik ve atrofik hiicreler izlendi (Sekil 13 E, F, H, i). Ayrica OVX

grubunun EDL kasina ait érneklerde kas hicrelerinin bazilarinda merkezi ¢ekirdek saptandi.
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Sekil 13: HE ile boyali EDL kasi kesitleri: Cifte ok atrofik lif kimelerini, tek ok merkezi
cekirdegi, kiguk yildizlar atrofik ve blyuk yildizlar hipertrofik hiicreleri géstermektedir.

Soleus kasina ait d6rneklerde OVX ve OVX-TNF grubunda kas hucrelerinin
birbirlerinden ayrildidi, yanyana atrofik ve hipertrofik hiicrelerin bulundugu goéruldi (Sekil 14).
OVX-TNF grubunda myopatiyi isaret eden merkezi c¢ekirdek igeren kas hucreleri
gbzlemlendi. OVX ve OVX-TNF gruplarinda aralarda yag hucreleri géruld.
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Sekil 14: Kontrol, OVX, OVX-TNF uygulanmis soleus kasi kesitleri: Cifte ok infiltre olmus yag
hicrelerini, tek ok merkezi ¢ekirdedi, kalin ok dejenere kas hicrelerini, kiigik yildizlar atrofik

ve biylk yildizlar hipertrofik hiicreleri gdstermektedir.
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Sekil 15: Sekilde NADH-TR boyanmis kesitler ve 8lgiim sistemi gosterilmektedir. incelenen
alanda koyu boyanan Tip 1 ve agik boyanan Tip 2 kas lifleri (Kirmizi ile isaretliler) ayirt

edilmistir. En kigik gaplari (ince kirmizi gizgiler) ve kas lifi alanlari dlgiimustir.

80+
3 Tip 1
* * Hl Tip2
60' I I
X 404
204
0_
\
(&0 04.\' :\\g
«© 04"‘

Sekil 16: EDL kaslarinin her grup igin kas lifi ylzdeleri (Student T testi p=0.043).

EDL kasinda tip 1 ve tip 2 liflerin toplam lif sayisina orani hesaplandiginda OVX ve
OVX-TNF grubunda ylizde olarak tip 1 kas lifleri agirhktayken kontrol grubunda tip 2 kas
lifinin agirhkta oldugu gozlendi (Sekil 16). Soleus kasinda tip 2 lifleri sayica ¢ok az olugu igin

istatistik yapiimadi.
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Sekil 17: EDL kaslarinin Trikrom, NADH-TR boyamalari, tip 1 ve tip 2 liflerinin ¢ap ve

alan grafikleri. Oklar yag hiicrelerini gostermektedir.

Trikrom boyasiyla EDL kasina ait érneklerde yesil boyanmis bag dokulari izlendi. OVX
ve OVX-TNF gruplarinda kas liflerinin aralarinda yag hicrelerinin varligi saptandi. NADH-TR
boyamasiyla 6zellikle yavas kasilan tip 1 liflerinin ¢aplarinda ve alanlarinda OVX ve OVX-
TNF gruplarinda anlamli bir artis oldugunu ancak yine bir miktar yliksek gériinmekle birlikte

tip 2 liflerinin gap ve alanlarinda anlamli bir artis olmadigi belirlendi (Sekil 17).
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Sekil 18: SOL kaslarinin Trikrom, NADH-TR boyamalari, tip 1 ve tip 2 liflerinin ¢gap ve alan

grafikleri: Oklar yag hiicrelerini géstermektedir.

Soleus kasina ait 6rneklerin trikrom boyamalarinda kas liflerini gevreleyen yesil renkte
perimisyum izlendi. Yapilan incelemelerde OVX ve OVX-TNF grubunda kas lifleri arasinda
yag hicreleri saptandi. NADH-TR boyamasiyla ayirt ettigimiz tip 1 ve tip 2 liflerinin ¢ap ve

alan oélgiimlerinde anlamli bir fark saptanmadi (Sekil 18).
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lI-Elektron Mikrosopi:

Sekil 19: Kontrol grubu elektron mikrograflari: A=A bandi, I=I bandi , H=H bandi, M=M band],

Z=Z gizgisi, m=mitokondri, mavi ok=sarkoplazmik retikulum, kirmizi ok=T-Tubulus.
Kontrol grubuna ait EDL kasi kesitlerinde normal mitokondriyon sayisi ve iyi

korunmus bant yapilari goézlendi. Soleus kaslarindaysa ¢ok fazla sayida mitokondri ve yine

yapisl korunmus bantlara rastlandi (Sekil 19).
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Sekil 20: OVX grubu elektron mikrograflari. A=A bandi, I=I bandi , H=H bandi, M=M band],
Z=Z gizgisi, m=mitokondri, kirmizi ok=T-Tubulus.

OVX grubuna ait EDL kaslarininin sarkomerleri hafifce dagilmis gorilmekle birlikte
genel kas gorinimia saglikli olarak gézlendi. Mitokondrilyonlar hafifce sismis ve kontrol
grubundan daha az sayida bulundu. Ayni grubun soleus kaslarina ait érneklerinde kontrol
grubuna oranla daha az mitokondri icerdigi gozlendi. Genel olarak kas lifleri saglkh

gorinmekle birlikte liflerde papyon seklinde sisme oldugu izlendi (Sekil 20).
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Sekil 21: OVX-TNF grubu elektron mikrograflari: Z=Z ¢izgisi, m=mitokondri, mauvi

ok=sarkoplazmik retikulum, kirmizi ok=T-Tubulus, asteriks=ayrisma.

OVX-TNF grubunun EDL kaslari saghkh bir gorinti veren normal miktarda ve
dagilimda mitokondri icerdigi, fakat yer yer liflerin arasinda bosluklar goézlendi. Ayni grubun
SOL kaslarinin yiksek miktarda mitokondri ve glikojen icerdigi gézlendi. Krista ve t-tubulus

yapilarinin korundugu saptandi (Sekil 21).
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Sekil 22: EDL ve SOL kaslarina ait drneklerde p65 molekdlin immun isaretlenmesi.

Kageksi yolaginda aktif olup kullaniimama yoladinda aktif olmayan p65 antikoruyla
immin isaretlenmis EDL ve soleusa ait kesitler de p65 imminreaktivitesi hem sitoplazmada
hem cekirdekte gozlendi. Hem EDL hem soleus kasinda gruplar arasinda anlaml fark
saptandi (p<0.001). Her iki kasa ait 6érneklerde de OVX grubunda p65 immunreaktivitesi
kontrol ve tedaviye gore istatistiksel olarak anlamli artis gdsterdi (p<0,001). OVX-TNF
grubunda soleus kasinda p65 molekili OVX grubuna gére anlamli olarak daha az boyanma
gOsterirken, EDL kasinda her iki gruptan da farkl, iki grubun arasinda bir deger gosterdi. P65
molekdlinin OVX ve OVX-TNF gruplarinda kontrol grubuna goére isaretlenmesinin

sitoplazmadan ¢ekirdege dogru kaydidi gézlemlendi (Sekil 22).
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Sekil 23: Myo D molekilinin immun isaretlenmesi.

Kas rejenerasyonu ve farklilasmasinda gérev alan MyoD molekull ile g¢ekirdekte
boyanma saptandi. Soleus kasinda kontrolde az, OVX ve OVX-TNF gruplarinda anlamli
olarak daha fazla MyoD immunoreaktivitesi gdzlendi (p=0,001). Hizl kasilan EDL kasindaysa
OVX grubunun kontrol grubuna goére anlaml olarak daha yliksek immunoreaktivite gdsterdigi
saptandi (p=0,046) (Sekil 23).
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Sekil 24: p50 molekilinin immdin isaretlenmesi.
Her iki atrofi yolaginda da yer alan p50 ile 6rneklerimizde yogunlukla sitoplazmik

isaretlenme gozlendi. Soleus kasinda OVX-TNF grubunda diger gruplara goére anlamli olarak

daha az boyanma izlendi. EDL kasinda ise bir fark gézlemlendi (Sekil 24).
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Sekil 25: C-Rel molekdlindn immin isaretlenmesi.

EDL ve SOL kaslarinin her 3 gruba ait drneklerinde C-Rel ile immun isaretlemenin
cekirdekte oldugu izlendi. Soleus kasinda OVX-TNF grubunda kontrol ve OVX grubuna gére
anlaml olarak artmig isaretlenme saptandi (p=0,001). EDL kasinda ise gruplar arasi anlamli
bir fark belirlenmedi (Sekil 25).
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Sekil 26: Bel3 molekilinin immn isaretlenmesi.

Nukleer isaretlenme gdsteren ve kullaniimama atrofisinde gérev alan Bcl3'de her iki

kasta da gruplar arasi fark saptanmadi (Sekil 26).
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IV- Gen ifade analizi:

Arastirimasi 6nceden planlanan atrofi yolaklarinda farklik gosteren 6 molekilin

ekspresyonlari asagida gosterilmektedir.

TNF-alpha reseptéri 1a:

tumor necrosis factorreceptor superfamily, member 1a EDL tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1a SOL
140 250
120 T
200
100
80 T 150
80 100
40
50
20
0 T 0
Kontrol OVX OVX-TNF Kontrol ovX OVX-TNF

Sekil 27: TNF-alfa reseptéri 1a nin hizli kasilan EDL (sol) ve yavas kasilan SOL (sag)
kaslarindaki ekspresyon degerleri (ortalama + SE)

Ovariyektomi TNF-alfa reseptori ekspresyonunda kontrol grubuna oranla bir artmaya
sebep olmustur. OVX-TNF grubunda ise antagonist uygulanmasi diger gruplardan anlamli bir
farklihga yol agmamistir. Reseptor ekspresyonu EDL kaslarinda sinirda, SOL kaslarindaysa
sadece duslk seviyededir (Sekil 27).
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C-Rel:

protein kinase, cAMP dependent, catalytic, beta EDL protein kinase, cAMP dependent, catalytic, beta SOL
9 7
8 T § T
7
5
6
5 4
4 3
3
2
2
1 1
0 T 0
Kontrol OoVX QVX-TNF Kontrol ovX OVX-TNF

Sekil 28: C-Rel in hizh kasilan EDL (sol) ve yavas kasillan SOL (sad) kaslarindaki

ekspresyon degerleri (ortalama + SE).

C-Refl'in kullaniimama atrofisinde literatiirde (Hunter ve ark. 2004) artisi gosterilmistir.
Ancak C-Rel kasekside sabit ekpresyon gdsterir. Kontrol ve OVX gruplari arasinda C-Rel
molekilinde bir artis her iki kasta da gbézlemlenmemistir. Ekspresyon dizeyleri her grupta
yok kabul edilecek kadar azdir (Sekil 28).
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Bcl3:

B-cell CLL/lymphoma 3 EDL

B-cell CLLAymphoma 3 SOL
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Kontrol
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Kontrol
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Sekil 29: Bcl3 Gin hizh kasilan EDL (sol) ve yavas kasilan SOL (sag) kaslarindaki ekspresyon

degerleri (ortalama + SE).

Bcl3 de kullanilmama atrofisinde literatiirde (Hunter ve ark. 2004) artis gosterilmistir.

Ancak Bcl3 kasekside sabit ekpresyon gésteren bir molekildir. Kontrol ve OVX gruplari

arasinda C-Rel molekilinde bir artis her iki kasta da g&zlemlenmemistir. Ekspresyon

diizeyleri her grupta yok kabul edilecek kadar azdir (Sekil 29).
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P50:

B-cell CLLAymphoma 3 EDL B-cell CLL/lymphoma 3 SOL
30 18
16
25 T
14
20 12
10
15
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10 6
4
5
2
U h T 0
Kontrol ovX OVX-TNF Kontrol OVX OVX-TNF

Sekil 30: p50 nin hizli kasilan EDL (sol) ve yavas kasilan SOL (sag) kaslarindaki ekspresyon

degerleri (ortalama + SE).
P50 moleklli her iki atrofi yolaginda da islev goren bir transkripsiyon regulator

molekilidir. Ancak OVX grubunda kontrol grubuna oranla bir artis goérilmemistir.

Ekspresyon dlizeyleri birbirine yakindir ve yok kabul edilecek seviyededir (Sekil 30).
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P65:
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v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene
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H

Kontrol ovX OVX-TNF
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v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene
homolog A (avian) SOL

Kontrol ovX OVX-TNF

Sekil 31: p65 in hizli kasilan EDL (sol) ve yavas kasilan SOL (sag) kaslarindaki ekspresyon

degerleri (ortalama + SE).

ekspreyonunda artis gézlemlenen bir molekildur. P65 seviyelerindeki artis kaseksi yolagina
dair bir ipucu verebilir (Hunter ve ark. 2004). OVX grubunun kaslarinda p65 molekuli kontrol
grubuna oranla daha ylksek olarak gdzlemlenmektedir. Ekspresyon seviyeleri kontrol
grubunda marjinal olacak kadar az seviyedeyken OVX grubunda didstk de olsa kontrol

grubundan yiksek dizeyde bir ekspresyon gdstermektedir. OVX-TNF grubunda yine diger

P65 moleklli kullaniimama atrofisinde artis go&stermezken kaseksi

gruplarla karsilastirildiginda anlamli bir fark gérilmemistir (Sekil 31).
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TNF-alfa reseptorii 1a, C-Rel, Bcl3, P50 ve P65 molekiilleri disinda ¢alismanin basinda
incelenmesi hedeflenmeyen ancak global gen ifade analizi uygulamasi sonucunda anlamli

degisiklik saptanan 88 molekiil saptanmistir. EDL kasinda sadece instilinin molekiiler sinyal

yolaginda rolii olan protein fosfataz 1 geninde anlamli fark goriilmiistiir (Tablo 4).

Tablo 4: EDL kasinda farklilik gosteren molekiil.

Kontrol ovx OVX-TNF | P-degeri | FDR
Protein fosfataz 1 diizenleyicisi | 130,3818 | 92,36049 | 33,06839 | 0,000379 | 0,969486
Soleus kasinda farklilik gosteren genler Tablo 5’de verilmistir.
Tablo 5: Soleus kasinda farklilik gosteren genler.
Kontrol ovx OVX-TNF | P-degeri | FDR
Talin 1 26,13404 | 23,1334 | 54,48784 | 2,51E-05 | 0,354529
similar to homeobox-
containing transcription
factor 13,04024 | 26,93957 | 11,74316 | 0,000132 | 0,588215
chemokine (C-C motif)
ligand 2 20,37303 | 26,41061 | 51,68061 | 0,000182 | 0,708669
R-spondin 3 homolog
(Xenopus laevis) 235,0753 | 141,7232 | 138,4996 | 0,000226 | 0,727095
homeo box D9 60,60009 | 108,3822 | 58,85566 | 0,000296 | 0,744599
cytoplasmic
polyadenylation element
binding protein 2 14,77468 | 19,95045 | 28,62136 | 0,000321 | 0,744599
methionine
adenosyltransferase Il, 586,4672 | 539,7626 | 910,668 0,000451 | 0,815485
myb-like, SWIRM and
MPN domains 1 18,33254 | 19,19972 | 30,88304 | 0,000464 | 0,815485
Jun oncogene 192,1549 | 333,1331 | 217,2765 | 0,000632 | 0,845654
similar to lipid droplet 67,60481 | 107,5946 | 40,11457 | 0,000707 | 0,845654
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associated protein

CDW92 antigen 45,82802 | 52,93057 | 71,21254 | 0,000792 | 0,879769
chemokine (C-C motif)

ligand 7 8,896607 | 9,268173 | 16,12565 | 0,000879 | 0,887337
nuclear receptor

subfamily 4, group A,
member 1 195,9093 | 122,9426 | 344,6558 | 0,00097 | 0,887337

Bu molekiillerin etkiledigi siirecler DNA hasarina yanit olarak olusan apoptotik sinyal,
integrin sinyal yolagi, hiicre hareketinde mCalpain, Rho hiicre hareketi sinyal yolagi, hiicre
yayllmasinda uCalpain ve eslikgileri, yerel yapisma, Msp/Ron reseptor sinyal yolagi,
makrofajda Pertusis toksine duyarsiz CCRS sinyalizasyonu, sitokin-sitokin reseptor
etkilesimi, metiyonin metabolizmas1 gelisimi, selenoamino asit metabolizmasi, immiinoloji
agrinin postsinaptik farklanma, anjiyotensin II tarafindan Pyk2 bagilmli sinyal {izerinden
yonlendirilen JNK yolag: aktivasyonu, BCR sinyal yolagi, D4-GDI sinyal yolagi, EGF sinyal
yolagi, EPO sinyal yolagi, FAS sinyal yolagi (CD95), mast hiicrelerinde Fc epsilon reseptor [
sinyal yolagi, IGF-1 sinyal yolagi, IL 2 sinyal yolagi, IL 6 sinyal yolagi, Thl olusumunda
IL12 ve Stat4 bagimh sinyal yolagi, Gleevec tarafindan yonlendirilen hiicresel biiylimenin
inhibisyonu, insulin sinyal yolagi, keratinosit farklanmasi, MAPKinaz sinyal yolagi, makrofaj
farklanmasinda etkili METS, sinir biiylime etmeni (NGF) yolagi, Nrf2 iizerinden oksidatif
stressi tetikleyen gen vurgusu, PDGF sinyal yolagi, makrofajda pertusis toksine duyarsiz
CCRS5 sinyali ve DREAM tarafindan diizenlenen agri duyusunun baskilanmasinin

diizenlenmesi seklinde bulunmustur.

SOL ve EDL kaslarinda farkli gen vurgusu gosteren genler Tablo 6’de verilmistir.

Tablo 6: SOL ve EDL kaslarinda farkli vurgu gosteren genler.

Kontrol | OVX OVX-TNF | P-degeri | FDR
Empty spiracles homeobox 2 23,356 | 39,330 | 39,46 0,0002 | 0,983
KH-type splicing regulatory protein | 14,287 | 20,012 | 24,2142 0,0002 | 0,983
SPEG complex locus 11,524 | 13,485 | 19,022 0,0006 | 0,983
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SOL ve EDL kaslarindan elde edilen mRNA’lar bir havuzda toplanip birlikte

degerlendirildiginde 3 genin istatistiksel olarak anlamli farkli vurgusu saptanmistir. Ancak her

iic gen de kas islevi ile dogrudan ilgili olmayan siireclerin diizenleyicileri olarak karsimiza

cikmigtir (Tablo 7 ve 8).

Tablo 7: SOL ve EDL kaslarindan elde edilen mRNA’lar dan uygulanan global gen ifade

analizi caligmasinda ¢alisma gruplar arasinda farklilik gosteren gen ifade farklar1 (P=0.01).

Kontrol ovXx OvVX- P-degeri | FDR
TNF

asparaginase like 1 210,7023 | 159,5375 | 136,2911 | 0,008507 | 0,983257
Bone morphogenetic protein 1 | 27,09321 | 28,63151 | 39,84663 | 0,00924 | 0,983257
coiled-coil domain containing
95 21,01373 | 19,91443 | 15,16214 | 0,008206 | 0,983257
chemokine (C-C motif) ligand 7 | 8,365746 | 8,39244 | 15,88387 | 0,00646 | 0,983257
CD248 molecule, endosialin 14,92488 | 14,96461 | 11,69848 | 0,009805 | 0,983257
cartilage intermediate layer
protein 2 23,82064 | 37,01182 | 41,85185 | 0,001319 | 0,983257
chymase 1, mast cell 47,25928 | 28,87602 | 59,47629 | 0,00743 | 0,983257
cartilage associated protein 14,23739 | 10,92832 | 9,82736 | 0,004771 | 0,983257
dermokine 31,32141 | 25,81272 | 20,78332 | 0,002022 | 0,983257
empty spiracles homeobox 2 23,35692 | 39,33081 | 39,4609 | 0,000213 | 0,983257
GATA zinc finger domain
containing 2B 48,0691 | 51,62277 | 31,32953 | 0,004172 | 0,983257
glycolipid transfer protein
domain containing 1 60,73501 | 58,95048 | 41,86517 | 0,004524 | 0,983257
interferon (alpha, beta and
omega) receptor 1 6,582301 | 4,922467 | 5,544312 | 0,006989 | 0,983257
inner membrane protein,
mitochondrial 40,9862 | 30,83362 | 58,16915 | 0,00516 | 0,983257
KH-type splicing regulatory
protein 14,28715 | 20,01212 | 24,21427 | 0,00029 | 0,983257
hypothetical LOC290577 16,195 | 13,41628 | 10,46962 | 0,009415 | 0,983257
olfactomedin-like 1 50,53002 | 55,53484 | 81,90794 | 0,007683 | 0,983257
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protein kinase C, beta 13,84937 | 18,20299 | 25,90468 | 0,001265 | 0,983257
pyridine nucleotide-disulphide

oxidoreductase domain 2 17,00592 | 19,29449 | 28,35257 | 0,006696 | 0,983257
RNA binding motif protein 12B 34,92145 | 31,67487 | 59,20791 | 0,006104 | 0,983257
similar to 2810022L02Rik

protein 25,84913 | 39,77893 | 40,12358 | 0,008567 | 0,983257
similar to 2810022L02Rik

protein 50,07711 | 75,9368 | 77,95803 | 0,009822 | 0,983257
similar to HSPC288 12,13657 | 12,79321 | 16,96425 | 0,006897 | 0,983257
similar to UDP-

glucose:glycoprotein

glucosyltransferase 2 8,862345 | 9,499084 | 13,81018 | 0,00243 | 0,983257
similar to Docking protein 5

(Downstream of tyrosine kinase

5) (Protein dok-5) 95,90821 | 69,56233 | 46,95201 | 0,009334 | 0,983257
similar to MYST histone

acetyltransferase monocytic

leukemia 4 79,12705 | 93,44614 | 108,6217 | 0,006356 | 0,983257
Rho family GTPase 3 11,82672 | 8,604598 | 14,64583 | 0,002357 | 0,983257
ribosomal protein S6 kinase,

70kDa, polypeptide 1 72,7504 | 64,68975 | 39,60423 | 0,002775 | 0,983257
Rtf1, Paf1/RNA polymerase Il

complex component, homolog

(S. cerevisiae) 110,3286 | 152,196 | 115,4496 | 0,009686 | 0,983257
SH3 domain and

tetratricopeptide repeats 1 9,034761 | 14,05801 | 14,79662 | 0,000675 | 0,983257
SPEG complex locus 11,52415 | 13,48559 | 19,02269 | 0,007139 | 0,983257
supervillin 43,6624 | 45,54157 | 25,49094 | 0,00835 | 0,983257
Thymine-DNA glycosylase 6,805984 | 7,026786 | 9,153539 | 0,006721 | 0,983257
toll-like receptor 4 14,10538 | 9,485375 | 20,15052 | 0,008964 | 0,983257
tocopherol (alpha) transfer

protein-like 7,322259 | 7,194945 | 10,83937 | 0,003454 | 0,983257
ubiquitin-conjugating enzyme

E2, J1 171,689 | 142,2674 | 119,9715 | 0,007852 | 0,983257
WW domain binding protein 2 20,57082 | 20,57702 | 15,58811 | 0,008284 | 0,983257
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xylosyltransferase Il

25,80977

31,83981

37,34483

0,004738

0,983257

Zinc finger protein 143

59,82538

42,6255

40,21574

0,007683

0,983257

Tablo 8: SOL ve EDL kaslarindan elde edilen RNA’lar bir havuzda toplandiginda gruplar

arasinda farklilik gésteren 3 belirgin genin ifadesi (P=0.01).

Kontrol | OVX OVX-TNF | P-degeri | FDR
Empty spiracles homeobox 2 23,356 | 39,330 | 39,46 0,0002 | 0,983
KH-type splicing regulatory protein | 14,287 | 20,012 | 24,2142 0,0002 | 0,983
SPEG complex locus 11,524 | 13,485 | 19,022 0,0006 | 0,983

Kontrol grubu ile OVX grubu arasinda fark goriilen genler Tablo 9’da verilmistir.

Kontrol grubu ile OVX grubu arasinda MAPK sinyal yolagi yerel adezyon, insiilin

sinyal yolagi, natural killer hiicre giidiimlii sitotoksisite, VEGF sinyal yolagi, kalsiyum sinyal

yolagi, Gap bileskesi, GnRH sinyal yolagi, inositol fosfat metabolizmasi, uzun siireli

depresyon, uzun siireli potensiyasyon, fosfatidilinositol sinyal sistemi, tat iletimi, Wnt sinyal

yolagi, fatty acid metabolizmasi, PPAR sinyal yolagi, IFN alfa sinyal yolagi, sitokin-sitokin

reseptor etkilesimi, Jak-STAT sinyal yolagi, toll-like reseptdr sinyal yolagi, immiinoloji, piirin

metabolizmasi, pirimidin metabolizmasi, gen diizenlenmesi, farmakoloji, transkripsiyon, ATP

sentezi, oksidatif fosforilasyon, PPAR sinyal yolagi, TGF-beta sinyal yolagi, gelisme, glikan

yapisi-bioyosentezi

diizenleyicit DREAM ile diizenleyen molekiilde fark bulunmustur.

Tablo 9: Kontrol grubu ile OVX grubu arasinda fark goriilen genler.

I, heparan siilfat biyosentezi ve agr1 duyusunu transkripsiyonel

Kontrol OVX | Degisim | P degeri
similar to Docking protein 5 (Downstream
of tyrosine kinase 5) (Protein dok-5) 27,6402 | 16,33223 | 1,692371 0,005
cleavage stimulation factor, 3' pre-RNA,
subunit 1 38,41403 | 26,63225 | 1,442388 0,004
zinc finger protein 143 59,82538 | 42,6255 | 1,403512 0,003
solute carrier family 30 (zinc transporter),
member 9 17,68761 | 12,67125 | 1,395885 0,005
SHC (Src homology 2 domain containing)
transforming protein 2 43,62557 | 31,33126 | 1,392398 0,007
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phospholipase C, beta 2 24,10499 | 17,93684 | 1,343881 0,01
acyl-Coenzyme A oxidase 2, branched

chain 15,1874 | 11,34753 | 1,338388 0,01
interferon (alpha, beta and omega)

receptor 1 6,582301 | 4,922467 | 1,337196 0,004
galanin-like peptide 14,01097 | 10,69052 | 1,310597 | 0,006181
cartilage associated protein 14,23739 | 10,92832 | 1,302798 | 0,009331
Zinc finger and BTB domain containing 10 | 7,679924 | 5928977 | 1,29532 | 0,008718
leucine rich repeat containing 4B 9,920387 | 7,719256 | 1,285148 | 0,007879
uroplakin 3A 12,46507 | 9,808255 | 1,270876 | 0,007687
salvador homolog 1 (Drosophila) 10,74342 | 8,469081 | 1,268547 | 0,007318
deoxycytidine kinase 5,808773 | 4,620528 | 1,257166 | 0,009009
adaptor-related protein complex 3, mu 1

subunit 10,82279 | 8,660793 | 1,24963 | 0,009587
a disintegrin and metallopeptidase domain

1a 32,30462 | 26,52409 | 1,217935 0,0089
syntaxin 1A (brain) 7,540469 | 9,924686 | 0,759769 | 0,009996
myosin IF 11,3539 | 15,12167 | 0,750836 | 0,008111
X-linked myotubular myopathy gene 1 30,4254 | 41,72512 | 0,729187 | 0,002948
Rtf1, Paf1/RNA polymerase Il complex

component, homolog (S. Cerevisiae) 110,3286 | 152,196 | 0,724912 | 0,000997
similar to RIKEN cDNA 2310007F12 29,02819 | 40,61486 | 0,714719 | 0,005004
KH-type splicing regulatory protein 14,28715 | 20,01212 | 0,713925 | 0,004485
ATP synthase, H+ transporting,

mitochondrial F1 complex, gamma

polypeptide 1 41,73221 | 59,03632 | 0,70689 | 0,006464
melanoma antigen, family H, 1 28,78277 | 41,24327 | 0,697878 | 0,006273
AT hook, DNA binding motif, containing 1 22,38525 | 32,2544 | 0,694022 | 0,009961
ubiquitin C 3887,136 | 5631,036 | 0,690306 | 0,006689
Bone morphogenetic protein 6 36,2194 | 53,22079 | 0,68055 | 0,008626
heparan sulfate 2-O-sulfotransferase 1 84,40928 | 125,2596 | 0,673875 | 0,001267
cAMP responsive element modulator 87,98862 | 132,525 | 0,66394 | 0,003123
similar to 2810022L02Rik protein 50,07711 | 75,9368 | 0,659458 | 0,004751
similar to 2810022L02Rik protein 25,84913 | 39,77893 | 0,64982 | 0,007436
cartilage intermediate layer protein 2 23,82064 | 37,01182 | 0,643596 | 0,00405
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SH3 domain and tetratricopeptide repeats

1 9,034761 | 14,05801 | 0,642677 | 0,006975
apoptosis-inducing factor, mitochondrion-

associated 2 20,38512 | 32,87091 | 0,620157 | 0,006555
similar to homeobox-containing

transcription factor 13,98685 | 22,57044 | 0,619698 | 0,00431
Hairy/enhancer-of-split related with YRPW

motif 1 22,75402 | 37,71451 | 0,603323 | 0,001735
PHD finger protein 12 19,35256 | 32,10465 | 0,602796 | 0,002553
empty spiracles homeobox 2 27,94202 | 46,77296 | 0,597397 | 0,009548
doublesex and mab-3 related transcription

factor 2 23,35692 | 39,33081 | 0,593858 | 0,000236
similar to RIKEN cDNA 1200009022; EST

AlI316813 40,0202 | 71,37478 | 0,560705 | 0,007993
guanine nucleotide binding protein (G

protein), beta polypeptide 1 14,46831 | 27,0193 | 0,535481 | 0,008917
Bone marrow stromal cell antigen 2 23,16211 | 46,60405 | 0,496998 | 0,003407

Ayrica hizl ve yavas kas lifleri arasinda dénisme olup olmadigini tespit etme amagli sabit

olarak ekspresyon gosterdigi bilinen hizli ve yavas kas liflerine 6zgu birkag proteninin

ekspresyonlarina bakilmistir. Buna karsin MyoD molekulinde gruplar arasi degisiklik

saptanmamigtir.

Gergek-Zamanh PZR Gen ifade Analizi

Global gen ifade analizi ile alinan gen ifade profil sonuglari 6ncelikli olarak atrofi

yolaklarinda farkllik gésteren 6 hedef (p65, p50, TNFa, MyoD, Bcl3, Crel) ve array sonuglari
arasindan secilen 2 gen (R-spondin 3 homolog, jun oncogene) igin ger¢cek-zamanh PZR (GZ-

PZR) kullanilarak dogrulanmistir.

GZ-PZR igin kullanilan primer dizileri ydntem kisminda belirtildigi Uzere yaklasik 120
baz uzunlugunda olacak sekilde dizayn edilmis ve erime sicakliklari yaklagsik 57-59°C
arasina ayarlanmistir. Ayni zamanda olasi bir genomik DNA kontaminasyonuna karsi primer

ciftleri farkli ekzonlari kapsayacak sekilde segilmislerdir.
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Tablo 10°da kullanilan primer ciftleri ve elde edilen PZR Grin uzunluklari

verilmektedir:

Tablo 10. Hedef genler i¢cin GZ-PZR analizinde kullaniimak (zere tasarimi

gergeklestirilen primer giftleri ve PZR Urlin uzunluklari.

p65 122 bp
p65_fwd ACCGGTCCGCGGTGAGAG

p65_rvs CAAAGTCTTCCGATCTGACTGCG

p50 124 bp
p50_fwd AAGGCCCGTCCCACGGA

pS0_rvs CCATTTGTGACCAACTGAACGATAAC

TNFa 123 bp
TNFa_fwd CCAGCGCAGACCTCCCG

TNFa_rvs GTTTCTTCATAGGTTGGGGGTGC

Bcl3 125 bp
Bcl3_fwd CTCACTGCGTGGCCAGGC

Bcl3_rvs AATCATGGAGTAGGGGTGAGTAGGC

CRel 126 bp
CRel_fwd TGAGCACACTGCCTCATGGGAC

CRel_rvs CAAAATCCTCAAGCCCAGCATTAC

Rspo3 127 bp
Rspo3_fwd GCCAGCAACCATACCATGGAATG

Rspo3_rvs GGACCCGTGTTTCAGTCCCTCTT

Jun oncogene 121 bp

Jun_fwd

Jun_rvs

GCTCGGGGTCCCCATCCA
AGCGCGGGACGCATGC

Global gen ifade analizi i¢in kullanilan cDNA &érneklerinden yukarida belirtilen primer

dizileri kullanilarak PZR yapilmis ve karsilastirmali kantitasyon verileri elde edilmistir. Bu

veriler Tablo 11’de sunulmaktadir.
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Tablo 11. Hedef genler i¢in karsilastirmall GZ-PZR sonuglari. Sonuglar kontrol

gruplara gore % degisikligi gdstermektedir.

SOL EDL

Gen ovX OVX-TNF ovX OVX-TNF
P65 6.05 4.22 8.71 7.25
P50 -1.07 -0.15 -0.24 3.16
TNFa -3.59 0.72 -0.63 0.63
Bcl3 0.43 0.08 -0.78 -0.35
CRel -2.72 0.45 -1.89 0.14
Rspo3 -1.31 -6.01

Jun 2.40 1.79

Gergeklestirilen GZ-PZR sonuglari array ile alinan sonuglari blylk élgiide dogrular
niteliktedir. p50, Bcl3, C-Rel ve TNF-alpha genleri icin SOL ve EDL kaslarinda kontrol ve
OVX gruplarinda istatiksel olarak farkli sayilabilecek bir fark gézlenmemistir. p65 geni ise
SOL ve EDL kaslarda kontrol gruplariyla karsilastiriidiginda goéreceli bir artis gdstermigtir.
SOL kaslarinda global gen ifade analizi sonuglarina goére farkliik gdsteren iki adet gen
secilmis ve array sonugclarini dogrular nitelikte sonuglar elde edilmistir. SOL kasta Rspo3

geni OVX ve OVX-TNF gruplarinda goreceli bir azalma, Jun onkogeni ise artig géstermistir.
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TARTISMA

Bu galismada siganlarda ovariyektomi sonrasi iskelet kasi iglevinde azalma, yapisal
bozulma ve molekller degisiklikler gdzlenmistir. Bu bulgular daha 6nce vydrutilen
calismalarla értismektedir (FISHER, 1998; MORAN, 2006). Bu ¢alismaya 6n ¢alisma olarak
ylrattGgimuz deneylerde OVX sigcan modelinde EDL ve SOL kaslarinin maksimum kasiima
glclerinde disis oldugunu ve TNF-alfa antagonistinin hizli kaslarda bu distst engelledigini,
tetanik kasilma esiklerindeyse her iki tip kasta da bir disis oldugunu ve TNF-alfa
antagonistinin bu diistisii engelledigini gérmiistik (DAGDEVIREN, 2011).

Kas atrofisi Uzerine yurutilen daha 6nceki ¢calismalarda TNF-alfa Uzerinden isleyen ve
TNF-alfa’yi hi¢ kullanmayan olmak (zere 2 adet kas atrofisi ve iglev kaybi Ust yolagi
tanimlanmistir (HUNTER, 2002; HUNTER, 2004; ZHANG, 2007; GLASS, 2005; MCKINNEL,
2004). Bu c¢alismanin bulgulari OVX sonrasi si¢canlarda olusan iskelet kasi bozunumlarinda
TNF-alfa yolaginin kilit bir rol oynadigini ve TNF-alfa antagonistinin bu degisimi engellemede
onemli bir etkisinin oldugunu goéstermektedir. Bu galismada ve yine buna benzer distrofik
kaslarda infliximabin olumlu etkisini vurgulayan bir ¢calismada (GROUNDS, 2004) TNF-alfa
antagonistinin hem yavas hem de hizli kasilan kaslarda olumlu etkisi gésterilmistir. islevsel
sonuclara baktigimizda TNF-alfa antagonistinin etkisinin hizlh kasilan EDL kaslarinda daha
fazla oldugu goralir. Bu sonucun EDL ve SOL kaslari arasindaki kas lifi tipi igerigi farkindan
kaynaklanmasi mimkindir. Sprague-Dawley si¢canlarin SOL kaslarinin %83 oraninda Tip |
lif (yavag) ve %17 oraninda Tip II (hizh) lif icerdidini, EDL kaslarininsa agirlikla Tip Il (hizl)
kas liflerinden olustugu bilinir (ARMSTONG, 1984). TNF-alfa antagonistinin etkisinin ise
islevsel sonuclara gore hizli kas liflerinde daha belirgin oldugunu sdyleyebiliriz.

Ovariyektominin vicut yad agirliginda ve insulin direncinde artisa sebep oldugu
bilinmektedir (AHMED-SOROUR, 1980). Bu c¢alismada OVX sonrasi kas agirligiyla birlikte
tim vicut agirhginda da bir artis gézlendi. OVX grubunda kas agirhginin viacut agirhdina
orani artmakla birlikte bu artis TNF-alfa antagonisti uygulanmasiyla engellenmigtir. Tanim
olarak atrofik bir durumdan agirlik kaybi beklense de daha dnceki ¢alismalarla ayni gizgide
olarak OVX sonrasi iskelet kasi kltlesinde artis gérllmekle birlikte bu artis iskelet kasina
O6zgu bir artig degil, insulin ve yad dengesinin bozulmasiyla ilgili 6strojen kaybina bagh tim
organlara 6zgl bir artis olarak gorulmelidir (BOOTH, 1969; MCCLUNG, 2006; FISHER,
1998). Kas kditlesindeki artis sadece &strojenin kas Uzerindeki dogrudan etkisiyle ilgili

olmaktan ¢ok tim organ agirliklarindaki artisa paraleldir (FISHER 1998).
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TNF-alfa antagonisti sicanlarda OVX sonrasi iskelet kasi agirigindaki artigi
engellemistir. Bu da bize OVX sonrasi iskelet kaslarindaki yapisal bozukluk ve molekiler
biyolojik degisikliklerin arkasinda TNF-alfanin rolliniin olabilecegini gdstermektedir.

Kontrol grubu disindaki gruplarda femoral KMY’da dis saptanmigtir. Uterin atrofi de
OVX operasyonunun basarili oldugunu gdsteren bir ydntemdir. Ovariyektomi geciren
siganlarin hepsinin rahminde énemli oranda atrofi gézlenmis ve OVX basarisi kanitlanmistir
(Hidaka, 2006). Daha onceki calismalarda TNF alfa antagonistinin KMY’undaki disisu
etkilemede olumlu bir etkisi oldugu gdsterilmis (SERIOLO, 2006) ancak bu g¢alismada bdéyle
bir etkiye rastlanmamistir. Bunun sebebi doza bagl etki olarak disutnulebilir. Bu galismada
10pg/g haftalik doz uygulanmistir. Doz daha 6nce kasta pozitif etkisi gértlen maksimum doz
olarak hesaplanmistir (GROUNDS, 2004).

HE boyama yapilmis kesitlerin histolojik analizlerinde OVX ve OVX-TNF gruplarinin
EDL kaslarinda kas liflerinde ayrisma ve ¢esitli boyutlarda liflere rastlanmistir. Bu bozulmalar
atrofinin ilk asamalarinda gorilebilecek bir tabloyu isaret ediyor olabilir. OVX grubunun EDL
kaslarinda merkezi cekirdeklere rastlanmigtir. Merkezi c¢ekirdekler myopatilere bir isaret
olarak gorulebilir (DUBOWITZ, 2007). OVX grubu EDL kaslarinda bazi bdlgelerde yer yer
atrofik lif 6beklerine rastlanmistir.

OVX grubunun SOL kaslarinin HE boyama yapiimis kesitlerinde kas liflerinde ayrisma
ve gesitli bayukltklerdeki liflere rastlandi. OVX-TNF grubunda da degisik boyutlardaki lifler ve
merkezi ¢ekirdek bulunmaktaydi. OVX ve OVX-TNF grubunun her ikisinde de yag huicresi
infiltrasyonu go6zlemlendi. Bu bulgular infliximab uygulamasinin yapisal degisiklikleri
engellemede etkili olmadigini géstermektedir.

NADH-TR boyanmasi sonuglari kas lifi ayrimini yapmamiza olanak tanidi. Kontrol
grubunun EDL kaslarinda hizli kasilan Tip Il fiberleri agirlikta gézlemlenirken OVX ve OVX-
TNF gruplarinda yavas kasilan Tip | fiberleri sayimlarda agirlik gosterdi. Atrofi ve hipertrofi
hesaplamalari genelde kesit alan veya az c¢ap uzerinde yapilmaktadir (DUBOWITZ, 2007).
Bu calismada hem kesit alan hem de g¢ap OlgllmuUstir. Degerlendirmeler sonucu Tip |
liflerinin EDL kaslarinda OVX ve OVX-TNF gruplarinda kontrol grubuna oranla sayica arttigi
gOsterildi. Bu artis SOL kaslarinda gozlemlenmedi. SOL kasindaki Tip Il kas lifleriyse sayica
¢ok az oldugu igin istatistik uygulanmadi. Tip | liflerindeki alansal artisi organlardaki genel
artisin olmamasina veya Tip |l fiberlerindeki kompanse eden hipertrofiye bagl olarak
aciklayabiliriz. Bu da Tip Il spesifik bir atrofiyi isaret eder. Tip Il ye 6zgu atrofi osteomalazi
kasta kaseksi gibi pek ¢cok durumda gérilen 6zgin olmayan bir bulgudur (MASTAGLIA,
1992). Hipertrofi bazen iskelet kasi hacmini yag infiltrasyonuyla artmasiyla olusan ve genelde
timor olgularinda gézlemlenen inflamatuar yolagin isledigi pseudohipertrofiyle karistirilabilir
(MASTAGLIA, 1992).
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Daha 6nceki bir calismada p65 molekilld aktivasyonunun TNF-alfa yolagiyla tetiklenen
kasektik atrofide arttigi ve kullanilmama atrofisinde sabit kaldigi gdsterilmigtir (HUNTER,
2002). Ayrica p65 molekuli hem sitoplazmada hem cekirdekte bulunan bir molekdl olup,
aktivasyonu sonucu sitoplazmadan cekirdege lokalize olmaktadir. immunohistokimya
kesitlerinde p65 molekulinin artis gdsterdigi ve OVX ve OVX-TNF gruplarinda ¢ekirdege
dogru yoneldigi gosterilmistir. Bu bulgu OVX siganlarin kaslarinda goérilen bozunumun TNF-
alfa yolagiyla bagintili oldugunu desteklemektedir. Ayrica GEN IFADESI ¢alismalarinda OVX
grubunda kontrol grubuna oranla p65 molekilinin ekspresyonunda artis gézlenmistir. Bu
sonuclar OVX sonrasi iskelet kaslarinda gelisen atrofinin TNF-alfa yoladi Uzerinden gidiyor
olmasi gerektigini vurgulamaktadir. OVX-TNF grubunun SOL kaslarinda immunohistokimya
kesitlerinde OVX grubuna oranla daha az p65 isaretlenmesi gérilmustir. Bu etki infliximab
uygulanmasinin p65 Uzerinden gergeklesen kas yikimini engelliyor olabilecegini
Onermektedir. P65 ekspresyonlarina bakildiginda da SOL kasinin da EDL kasinin da her iki
grubunun arasinda degerler verdigi goérilmektedir. Bu baglamda immunuhistokimya ve GEN
IFADESI sonuglan o6rtismektedir. TNF-alfa NF-kB proteinlerinin yeniden Uretilmesini
saglamak yerine onlari gekirdege yodnelterek etkinlestirme gorevlidir (THANOS, 1995). Bu
ylzden p65’in gekirdekte daha yodun boyanmasi gen ifadesi deneylerinde asiri belirgin bir
artis olmamasina karsilik anlamh olabilir.

Sitoplazmik olarak immunohistokimyada isaretlenen p50 molekilinde EDL kaslarinda
hicbir grup arasinda bir fark tespit edilmemistir. P50 molekull her iki yolakta da gorev
alabilecek bir molekul olup aralarinda vurgulanma farki géstermemektedir (HUNTER, 2002).
OVX-TNF grubunun SOL kasinin isaretlenmesinin diger gruplardan az oldugu goértlmustar.
GEN IFADESI sonuglarinda da gruplar arasinda higbir farka rastlanmamistir. Bu baglamda
GEN IFADESI ve immiunohistokimya sonuglari 6rtismektedir. P50 moleklli de vyine
etkinlesme sonucu her iki atrofide de sitoplazmadan c¢ekirdege lokalize olan bir molekuldur
(HUNTER, 2006). P50 immun isaretlenmesinin OVX-TNF grubunun SOL kaslarinda daha az
olmasi olumlu bir yikimi engelleyici etki olarak yorumlanabilir.

MyoD molekill kas farklilagsmasinda ve myotip olusumunda énemli bir molekuldir ve
kas yikimi sirasinda ubikitin ligaz atrojin veya MAFbx tarafindan yikildigi bilinmektedir
(ZHANG, 2007). Diger bir deyisle MyoD varligi kas rejenerasyonunu isaret etmektedir.
Immunohistokimya sounclarina gére MyoD OVX ve OVX-TNF gruplarinin SOL kaslarinda
artmis EDL kaslarinda ysa sadece OVX grubunda artis goértlmustir. Bu bulgular OVX
grubunda bir rejenerasyonu isaret etmekte ve merkezi gekirdek bulgusuyla 6rtismektedir.
Ama bu bulgu kas kaseksisindeki olumsuz Nf-kB etkisi beklentimizden farkhdir
(GUTTRIDGE, 2000).
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C-Rel molekllu kullaniimama atrofisinde ekpresyonu artan bir molekildir (HUNTER,
2002). immiinohistokimya kesitlerinde C-Rel molekiiliiniin boyanma siddetininin OVX-TNF
grubunun SOL kaslarinda arttigi gérdlmagstir. EDL kaslarindaysa gruplar arasi bir fark
gbzlemlenmemistir. Gen ifadesi sounglarina baktigimizdaysa her iki kasta da gruplar arasi
bir ekspresyon farkina rastlanmamistir. Bu baglamda gen ifadesi ve imminohistokimya
sonuglari ortismektedir. C-Rel molekili kullaniimama atrofisinde artis godsteren kasektik
atrofideyse sabit kalan bir molekul oldugu icin bu sonuglar yine TNF-alfa yolaginin etikili
oldugunu 6nermektedir (HUNTER, 2002).

Bcl3 molekidll de yine ayni sekilde gruplar arasinda immuanohistokimya
isaretlenmelerinde ve gen ifadesi sounclarinda bir fark géstermemistir. Bu molekll de C-Rel
molekull gibi kullanilmama atrofisinde artis gdsteren bir molekildir (HUNTER, 2002). Bu
baglamda yine gen ifadesi ve immuanohistokimya sonuglari értismektedir ve TNF-alfa
yolaginin etkisini isaret etmektedir.

TNF-alfa molekiili daha &nceki calismamizda (DAGDEVIREN, 2011)
imminohistokimya sonuglarina gére OVX gruplarinda artis gdstermis ve OVX-TNF
gruplarinda kismi dusUs belirlenmistir. GEN IFADESI sonuglarinda goérildigi tzere OVX
TNF-alfa reseptéri ekspresyonunda OVX grubunda kontrol grubuna oranla bir artmaya
neden olmustur. Bu TNF-alfa miktarinin artmis olabilecegini isaret etmektedir. OVX-TNF
grubunda ise antagonist uygulanmasi diger gruplardan anlamli bir farkhiliga yol agmamistir.
Reseptor ekspresyonu EDL kaslarinda ancak marjinal derecede SOL kaslarindaysa sadece
dusik seviyededir. Gen ifadesi sonuglari OVX'de TNF-alfa varligindaki artis agisindan
immidnohistokimya sonuglariyla oOrtismektedir. Ancak SOL kaslarinda infliximab
uygulanmasiyla protein ekspresyonunda bir disls olma ihtimaline karsin EDL kaslarinda
antagonist uygulanmaisinin etkisi gértilmemektedir. Bu sonuglar yine bize TNF-alfa yolaginin
etkisi olabilecegini d6nermektedir.

Elektron mikroskopi bulgularina gére EDL kasinda mitokondri sayilari beklendigi Gzere
kontrol grubunda normaldir. Yavas kasilan kaslarin aerobik solunumu tamamlamasi i¢in ¢ok
saylda mitokondriye ihtiyaci vardir. Kontrol grubunun yavas kasilan SOL kaslari aerobik
solunum yapan bir kastan beklendidi Gzere sarkoplazmik retikulumun altinda ylksek oranda
mitkondri kapsamaktadir ve dizgin konumda Z bantlari vardir. Sarkomer yapisi OVX
grubunun EDL kaslarinda ¢ok az oranda yapisal bozulan gdsterse ve mitokondrileri hafif
sismis bir gorintl sunsa da genel olarak kas fiberlerinin yapisi normal olarak
degerlendirilmigtir. OVX grubunun SOL kaslari kontrol grubuna kiyasla daha az sayida
mitokondri icerdigi icin enerji kaybina bagli olarak bir fonksiyonel digus de akla gelebilir. Yine
de OVX grubunda da SOL kaslarinin genel yapisinda belirgin bir bozulma gértlmemigtir.

Ancak OVX grubunda da OVX-TNF grubunda da kas lifleri kontrol grubuna oranla biraz daha
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kalin gézlenmistir. Bu kalinlik sivi igerigindeki artisa bagl olabilecedi gibi gercek kas artisina
da bagdli olabilir. Lif iglerindeki zaman zaman gézlemlenen bosluklarsa lif bozulumuna bir
isaret olabilir. OVX-TNF grubunun hizli kasilan EDL kaslari homojen bir mitokondri dagilimi
ve sayisiyla saglikh seklini korumustur. Fakat liflerin arasinda goérilen bosluklar OVX-TNF
alfa grubunda da karsimiza ¢ikmistir. Bu sonug¢ ovariyektomi sonrasi kaslari ultra yapisal
korunumunu saglamada infliximabin da yeterli olmadigini géstermistir. OVX-TNF grubu SOL
kaslarinin yuksek miktarda glikojen ve mitokondri icerdigi ve belirgin yapida krista ve T-
tubulus yapilarinin bulundugu gézlemlenmistir. Kas fiberi atrofisinde hizli bir protein yikimi
yer alsa da morfolojik olarak bunu gérmek ve lizozom sayisindan bu sonuca varmak
mamkin degildir (MASTAGLIA, 1992). Lizozom sayisinda artis bu calismada da
gbzlenmemistir.

Literatire gdére TNF-alfa antagonisti dozu deneysel uygulamalarda intrperitonyel
uygulamalarda 10 ug/g civari olarak kullaniimistir (GROUNDS, 2004; BARBUIO, 2007;
DEMIR, 2006; MORIWAKI, 2007; CURY, 2008; BAHCECIOGLU, 2008; KURT, 2009;
REMICADE PI, US, 2006). Klinik uygulamalarda infliximab icin insan dozu c¢esitli otoimmun
hastaliklar i¢cin uygulama bagina 5.0-10.0 mg/kg olarak belirlenmistir (BARBUIO, 2007;
REMICADE PI, US, 2006). Cesitli dedisik hastaliklarin uygulamalarinda siganlar Gzerinde
farkli dozlar denenmistir (0.5ug/g x5 otoimmiin lveitis DEMIR, 2006; 1.25ug/g/hafta x12
diyebet MORIWAKI, 2007; 20 pg/gx1 IBD CURY, 2008; 2ug/g/hafta x5 Hepatik fibroz
BAHCECIOGLU, 2008; 5ug/gx1 omurga incinmesi KURT, 2009). Bu calismada biz daha
Once distrofide kaslarda olumlu etkisi gézlemlenen maksimum dozu baz alarak ve insan
dozlariyla sigan dozlarinin birbirine gevrilmesini baz alan bir galismada en etkin distk dozu
gbze alarak uygulama miktarimizi 10ug/g olarak belirledik (GROUNDS, 2004; BARBUIO,
2007). infliximabin piyasaya siriilmeden ®nceki hayvan deneylerinde yapilan bir dozaj
calismasinda da insan TNF-alfasi sentezleyen bir transgenik farede etkin terapatik dozun
10pg/g olarak belirlendigi bilinmektedir (BLACK, 1998). Bu galismanin bir kisiti henliz doza
bagl etki calismalarinin yuritilmemis olmasidir. Bu ¢alisma ileride yapilabilecek doza bagl

tedavi calismalarina bir veri tabani olusturacaktir.
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SONUG

Bu arastirmada postmenapozal bir osteoporoz modeli olan OVX siganlarin iskelet
kaslari genis bir acidan incelenmistir. islevsel yanitlar, morfolojik ve histolojik yapi, ultra
yapisal korunum, immunohistokimyasal ve ekspresyon dizeyinde farklliklar incelenmis ve
karsilastirilmistir. Bu bilgiler sonucunda OVX uygulanan siganlarin iskelet kaslarinda gerek
islevsel gerek yapisal gerek ekspresyon diizeyinde ve proteinlerin lokalizasyonlarinda gesitli
farkhliklar tespit edilmistir. Bu sonuglar daha 6nceki ¢alismalarla da értismektedir (FISHER,
1998; MORAN, 2007; CHEN, 2006). Bu bulgular osteoporoz tani ve tedavisinde kaslarin da
hesaba katilmasi gerektigini vurgulamakta ve klinige farkl bir bakis acgisi getirmektedir.
Arastirmanin sonuglarina gére TNF-alfa antagonisti uygulanmasi iskelet kasindaki OVX'e
bagl islevsel kaybi ve kitle artisini engellemektedir. Bu etki hizli kasilan kaslarda daha
belirgindir. Bu sonuglar osteoporotik hastalarda goriulen kas gucu kaybi ve istenmen kilo
artisi icin tedavi agisindan sonraki ¢alismalara 6rnek olusturacak énemli bir ilk calismadir.
Ancak bu iyilestirme vyapisal bozulmalari engellemede etkili dedildir. Yapisal etkileri
engelleme amaciyla c¢esitli ek arastiramalara gerek vardir, bunlarin nedeni sonraki
arastirilmalarda aydinlatiimahdir. Yapilan immunohistokimya ve gen ekspresyonu
galismalarinin sonuglari kaslardaki OVX sonrasi bu bozunmanin kullanilmama atrofisi degil
kasektik atrofi yoladi Uzerinden gittigini Onermektedir. Bu veriler yerlegik bir yasam
biciminden kaynaklandigini dusinerek gdérmezden geldigimiz bir sonucun potansiyel
nedenleri ve hedef tedavilerine yeni bir yaklasim getirmektedir. Ozetlemek gerekirse OVX
sonrasl iskelet kaslarinda bir islev kaybi ve yapisal cgesitli farkliliklar gézlenmektedir. TNF-
alfa antagonisti infliximab bunlari engellemede kismen etkilidir. Osteoporotik deneklerde
daha dnce de gdzlemlendigi sdylenen bu atrofi/lbozunma kullaniimama atrofisine bagh olarak
degil TNF-alfa yolagiyla tetiklenen ve Nf-kB yolagi Gzerinden ilerleyen kasektik kas atrofisi
yoluyla olusmaktadir. Menapoz sonrasi kadinlarda gérulen kas kalitesinde bozulma, sadece
duragan bir yasam bicimine bagh degil kemik erimesiyle birlikte gelisen bir kas kaybina
baghdir. Bu arastirma daha 6nce aydinlatiimamais olan postmenapozal hastalardaki kas
bozulumuna nedensel ve molekuler olarak bir 1sik tutmus, tedavi yollarinin gelistiriimesi icin
bir kap1 agmistir. Bu ¢alismada ayrica suanda piyasada otoimmuin ve romatizmal hastaliklara
karg! kullanilmakta olan ve daha 6nce kemik kaybini engellemede etkili oldugu ve distrofik
kaslara da iyi geldigi onerilmis olan TNF-alfa antagonisti infliximabin postmenapozal

osteoprotoik hastalarin iskelet kaslarinda ek bir olumlu etkisi de kanitanmistir. Bu ¢alismanin
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devaminda infliximabin kaslar Uzerindeki olumlu etkisi doz etkileri, ¢esitli yas gruplarinda

etkileri, yan etkileri karsilastirilarak ve denek gruplari genisletilerek ¢aligiimalidir.
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