T.C.
DICLE UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

HiSTOLOJI VE EMBRIYOLOJi ANABILIM DALI

ADAMTS (-1,-4,-5) GENLERININ PSORIATIK ARTRIT
PATOGENEZINDEKI ROLLERININ VE MOLEKULER
MEKANIZMALARININ ARASTIRILMASI

YUKSEK LiSANS TEZi
Giilsiim PEKTANC

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. Yusuf NERGIZ

Diyarbakar 2017



T.C.
DICLE UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

HiSTOLOJI VE EMBRIYOLOJi ANABILIM DALI

ADAMTS (-1,-4,-5) GENLERININ PSORIATIK ARTRIT
PATOGENEZINDEKI ROLLERININ VE MOLEKULER
MEKANIZMALARININ ARASTIRILMASI

YUKSEK LIiSANS TEZi
Giilsiim PEKTANC

I1. Danisman

Yrd. Doc. Dr. Sevgi IRTEGUN KANDEMIR

Diyarbakar 2017

* TUBITAK’ 1n 2145024 nolu projesiyle desteklenmistir.
** DUBAP’ mn Tip.16.010 nolu projesiyle desteklenmistir.



TiC
DiCLE UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERIi ENSTITUSU MUDURLUGU

“ADAMTS  (-1,-4,-5)  GENLERININ ~ PSORIATIK  ARTRIT
PATOGENEZINDEKI ROLLERININ VE MOLEKULER MEKANIZMALARININ
ARASTIRILMASI” baglikli  Yiiksek Lisans tezi ...03.07.2017...... tarihinde

tarafimizdan degerlendirilerek basarili bulunmustur.

Tez Damismam  : Prof. Dr. Yusuf NERGIZ

Tezi Teslim Eden : Giilsim PEKTANC

Jiiri Uyesinin Unvam  Adi Soyadi Universitesi imza
Baskan: Prof. Dr. Yusuf NERGIZ Dicle Universitesi i
Uye: Prof. Dr. Murat AKKUS Dicle Universitesi .\,L:Auutﬂﬁ
d
Uye: Prof. Dr. Nigar VARDI inonii Universitesi M 1
-
Uye : Prof. Dr. Mehmet GUL [nénii Universitesi 74

Uye: Yrd. Dog. Dr. Sevgi IRTEGUN KANDEMIR  Dicle Universitesi

A

Yukaridaki im?Zalar tasdik olunur.
O/ . 190
Dog. Dr. Hakki Murat BILGIN -4
Dicle Universitesi

Saghk Bilimleri Enstitiisii Miidiirii



TESEKKUR

Ogrencisi olmaktan onur duydugum ve egitimimin ilk giiniinden son giiniine
kadar destegini hep hissettigim sevgili ve saygi deger danisman hocam Prof. Dr.

Yusuf NERGIZ’ e,

Caligmalarimin her asamasinda bana biiyilkk destek veren ve deneysel
calismalarim sirasinda yardim, sicaklik ve destegini gordiigiim, derin bilgi ve
deneyimlerini siirekli benimle paylasan, tez yazim asamasinda yardimlarinmi hi¢ bir
zaman esirgemeyen cok degerli ikinci danigsman hocam saym Yrd. Dog. Dr. Sevgi

IRTEGUN KANDEMIR’ e,

Iyi bir akademisyen olma yolunda beni hep motive eden, yogun bilgi birikimi

ile siirekli beni destekleyen saygi deger hocam Prof. Dr. Engin DEVECI’ ye

Degerli hocam Prof. Dr. Murat AKKUS basta olmak iizere Histoloji ve

Embriyoloji Anabilim Dali’ndaki tiim hocalarima,

Tezimin her agsamasinda desteklerini aldigim ve onlarla ¢aligmaktan mutluluk
duydugum degerli arkadaslarim Ars. Gor. Irmak ICEN TASKIN ve Mehmet Ali
TEKIN’ e, master egitimime basladigimda tanistigim ve her kosulda yanimda olan,

giiler yiizlii, samimi, i¢ten olusuyla bilinen nadide insan Giinsel KIRMAN" a,

Materyal temininde yardimlarini esirgemeyen sayin Prof. Dr. Kemal NAS,
Uzm. Dr. Abdullah Ziibeyir DAGLI ve Uzm. Dr. Sule NERGIZ BAYKARA'’ ya,

2145024 nolu projeyi destekledigi icin TUBITAK’ a ve Tip.16.010 nolu
projeyi destekledikleri icin DUBAP”’ a,

Hayatimin her aninda sabir, sevgi ve desteklerini esirgemeyen, maddi ve
manevi her kosulda yanimda olan, her zorlugu asabilecegime dair bana gii¢ veren
sevgili babam Yasar PEKTANC, biricik annem Necla PEKTANC, degerli abim
Mehmet PEKTANC, canim ablam Canan PEKTANC ve kardeslerim Ugur
PEKTANC, Yusuf PEKTANC’ a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Giilsiim PEKTANC
DIYARBAKIR- 2017



ICINDEKILER

TEZ ONAY L oottt sttt iii
TESEKKUR ....eouivreeeeenerererresesesesesssesesessssssssessssssssssesssessssssssesssssssnsssssssesssssesssssens iv
ICINDEKILER..........c.cooviiiieieeeee ettt v
SEKTLLER ..ottt ettt ettt sttt viii
B =] I Y = OO X
SIMGELER VE KISALTMALAR........ccceoiitiieieeesieeesese e ssessssessiesesessssnans Xi
TURKCE OZET......cooueueeuerrrernsressesssesssssssessssessessssssssssssessesssssssssessessnsssonsssssssnsesess Xil
ABSTRACT ..ottt sttt sttt n e an et enaees XV

1. GIRIS VE AMAC ....uoecriirirreencsesessssesesesssssssesssssssssssssssssssssnssssssssesesisisssnnn
2. GENEL BILGILER ... eeveeveetereeseesessensessssessenssssssessssessersesssessesssrsssssssssressssenesnnd

2.1 PSOTTASIS. . evesete ettt skttt ettt b e b bbbt bt e e b bbbt e Rt n ettt b nenne s 3
2.2 PSOTTALTK ATTITE. ...ttt bt st 4
B T I 1 o 1 U PP PRPUPRPP 4
2.2.2 EPIAEMIYOIOJI. ...t et 4
2.2.3 PALOGENEZ. ...ttt 5
2.2.3.1 Genetik FaKtOrler........coviiiiiiiiiiciiie e 5
2.2.3.2 ImmUNOI0jiK FaKLOTIET .. ....vviveieieiveisceeiicreieeies e 5
2.2.3.2.1 Selliiler IMMBNOPALOLOJi.....cvveiviviriveiiriiiiceeiisere et 5
2.2.3.2.2 VasKUIEr ROL.......ccuiiiiiiiiii ettt e e 6
2.2.3.2.3 Pro-inflamatuvar SItOKINIEr............ccoiiiiiieiiie e 6
2.2.3.3 Cevresel FaKtOrIer.......cuiiiiiiiiiii i 6
2.2.3.3. 1 ENTEKSIYONIAL ....oociiiiie e 6
2.2.3.3.2 TTAVIMIA. ...ttt ettt s ettt e bt e ae e e nbeesbeeennee e 6
B Rl 1 1 D PP PUPRPOPPRP 7
2.2.5 PsA Klinigi ve Eklem Tutulum Tipleri......cccocoevviiiiiniiniicieeceecee e 7
2.2.5.1 Eklem tutulum SeKillert ......c..ooviiiiiiiiiiiiii e 8
2.2.5.1.1 Distal interfalangeal eklem tutulumu ...........ccccoooiviiiic i, 8
2.2.5.1.2 SIMELriK POHAITIIT ..oveeiiieeciee e 8



2.2.5.1.3 SPONAIIOANIOPALE ......ecvvevieiecieieecie e re e 8

2.2.5.1.4 Asimetrik oligoartikiiler eklem tutulumu ............ccooviiiiiiiiiici, 8
2.2.5.1.5 ArtritiS MULTIANS. ......coviiiiiiiee s 8
2.2.6 AYITICT TANL ittt 8
A (= (01 [0 2 SO TP R TPR 9
2.2.8 TUAVI. c...eiteei ettt bbbt 9
2.2.8.1 Non-Steroid Antiinflamatuar Ilaglar (NSAII) .c.cooveveveviveicieeeeeee e, 9
2.2.8.2 SUIFaSAlazZin (SSZ) ..eccueiiieiie ettt 10
2.2.8.3 KOITIKOSIEIOIAIET . ..o 10
2.2.8.4 Antimalaryal TIaglar .........ccccoveueveeviiiieiiecee e 10
W B AV 11 0] o] | USSR 10
2.2.8.6 MEtotreKSat (IMTX) ..cviiieiiciiecie et 10
2.2.8.7 SIKIOSPOIIN.....uiiieiie ettt et esre e reenne e 10
2.2.8.8 LEFIUNOMIA (LEF) .ooviiiiieiiee e 11
2.2.9 ADAMTS ATLESIL ..ot 11
2.2.9.1 Anti-anjiyogenikler: ADAMTS ... 12
2.2.9.2 Prokollajen kesimi :ADAMTS 2/3/14 ......ccoveiveieeeeieee et 12
2.2.9.3 Major agrekanazlar :ADAMTS 4/5.......ccviiiiiiieeie e 12
2.2.9.4 ADAMTS B ..ot 13
2.2.9.5 COMP-ADAMTS :ADAMTS 7/12 ..ottt 13
2.2.9.6 GON-ADAMTS :ADAMTS 9/20.....cccouieiieiieeeiesie e 13
2.2.9.7 Pihtilagsma :ADAMTS 13 13
2.2.9.8 Agrekanazlar :ADAMTS 15/16........cccuiiiiiiieiii e 13
2.2.9.9 ADAMTS 10/17/L18I19...cceiiieiiee e s 13
2.2.00 SHOKINIET......eeieiiiiie e 14
2.2.10.1 I0terlSKIn- 1B (IL=1B) vvveevereeereeeereeeeeeeeesseeeseeeeseeeee s eese e 14
2.2.10.2 Interl8Kin-6 (IL-6) ......ccccvririreririririrereiiiieeee ettt 15
2.2.10.3 Timor Nekrozis Faktor-alfa (TNF-0 ) ...coooiiiiiiiiiiie e, 16
3. GEREC VE YONTEM.........cciiitiiiieeeeeeeee ettt st n s 17

3.1 Periferik kandan Ficoll-Paque yontemi ile PBMC’ lerin
40 F= TSy o OSSPSR 18

vi



3.2 PBMC lerin primer KUIUIIeTi .. .cviiiiiiiiiiccicccic e 21
3.3 PBMC’lerin MAPK (ERK1/2, p38 ve JNK), STAT3 ve NF«B aktivitesinin

inhibitorler ile bask1lanmast.........c.cocoviiiiiiiiiii 22
3.3.1 Inhibitdrlerin ¢dziilmesi ve hesaplanmast...........cccooveveveveveeeeesessseeeesienen, 22
3.3.2 Pro-inflamatuar sitokinlerin ¢6ziilmesi ve hesaplanmasi...........ccccooevveeiiveennnen. 23
3.3.3 InhibitSrlerin UyguIAnMASL..........cc.ccuevieeverieeriicre et 23
3.4 RNA izolasyonu, kantitasyonu ve CDNA SENtEZI.........ccovvvererieiiriineseeie e 25
341 CDNA SEBNTEZI.....cueiiiieiieiitieteee e 26
3.5 Kantitatif Real-Time PCR (QPCR) ....c.coiveiiieceece e 26
3.6 WESEEIN B0 28
3.6.1 Western Blot i¢cin PBMC hiicrelerinin ekimi ve TNF-a, L- 6, IL-1B,ERK1/2,

P38, INK, STAT3 ve NFKB uygulamasi..........cccverieiieiiiiiiniiiisieseeeeseesieesie e 28

3.6.2 Western Blot i¢in PBMC hiicre lizatlarinin
RAZITIANMAST......eviiic e 29

3.6.3 Western Blot i¢in protein 6rneklerinin jelde ayrimi ve membrana

EFANSTEIT. ... 31
4. BULGULAR. ..ot 35
4.1 ERK1/2, p38, INK STAT3 VE NFKB spesifik inhibitorlerin PBMC

hiicrelerindeki baskilayici etkisinin Western Blot ile analizi...........ccoccoveviiiiiiiinnnne 35
4.2 ADAMTS], -4 ve -5 mRNA diizeylerinin qPCR ile analizi.............cccoovvviiinnnnne 38

5. TARTISM A.....covuereererrerssessesessessesesssssssessessssessesssessassssessassssssssessnssssessnsssnsssnssnss D 1
6. SONUC VE ONERILER......uucuierereeererirerneseseseseseisesesseenesessssssnosessssssens 0D
7 KAYNAKLAR. ....ooveeteeeeeee ettt anes st enenean 66
8. EK-1 ETiK KURUL KARAR FORMU

9. Orjinallik Raporu

vii



SEKILLER

Sayfa No
Sekil 3.1.1 : Kanlarin heparinli tiiplere alimi 19
Sekil 3.1.2 : Kanlarin 50 ml falkon tiipe aktarimi 20
Sekil 3.1.3 : Calismanin Class II tip laminar kabinde gerceklestirilmesi 20
Sekil 3.1.4 : Santrifiij sonrast goriilen tabakalanma 20
Sekil 3.1.5 : Elde edilen PBMC hiicreleri 21
Sekil 3.2.1 : PBMC hiicrelerinin 24 kuyucuklu plakalara ekimi 21
Sekil 3.3.3.2 :PBMC hiicrelerinin ERK1/2 , p38 , INK , STAT3 ve NF«B ile
stimiilasyonu 24
Sekil 3.3.3.3 :PBMC hiicrelerinin TNF-a , IL-6 ve IL-1p ile uyarilmasi 24
Sekil 3.6.1.1 :PBMC hiicrelerinin 6 kuyucuklu plakalara ekimi 30
Sekil 3.6.2.1 :PBMC hiicreleri kuyucuklardan alimi 30
Sekil 3.6.2.2 :Liziz eklenen PBMC hiicrelerinin buzda bekletilmesi 30
Sekil 3.6.2.3 :Protein miktarlarinin 6lgtimii 31
Sekil 3.6.3.1 : Hazirlanan jel 32
Sekil 3.6.3.2 :Orneklerin yiiklenmesi 32
Sekil 3.6.3.3 :Orneklerin yiiriirtiilmesi 33
Sekil 3.6.3.4 : Proteinlerin ayristigi jel 33
Sekil 3.6.3.5 :Orneklerin membrana aktarimi 33
Sekil 3.6.3.6 :Membranlara antikor uygulamasi 34
Sekil 4.1.1 : ERK1/2 inhibitorii uygulanmis ve TNF-a ile uyarilmis PBMC
hiicrelerinin Western Blot yontemiyle analizi 35
Sekil 4.1.2 : p38 inhibitdrii uygulanmis ve TNF-a ile uyarilmig PBMC
hiicrelerinin Western Blot yontemiyle analizi 36
Sekil 4.1.3 : INK inhibitorii uygulanmis ve TNF-a ile uyarilmis
PBMC hiicrelerinin Western Blot yontemiyle analizi 36
Sekil 4.1.4 : STAT3 inhibitorii uygulanmis ve IL-6 ile uyarilmis
PBMC hiicrelerinin Western Blot yontemiyle analizi 37
Sekil 4.1.5 : NF«B inhibitorii uygulanmig ve IL-1p ile uyarilmis
PBMC hiicrelerinin Western Blot yontemiyle analizi 37

viii



Sekil 4.2 : PBMC hiicrelerinde ADAMTS genlerinin (-1, -4, -5)
mRNA ekspresyon diizeyleri ve istatistiksel verileri (n:15)

Sekil 4.2.1 : Inhibitor (ERK1/2 i, p38 i ve JNK i) ve TNF-a uygulamasi
yapilmis olan PBMC hiicrelerinde ADAMTS1’ in mRNA ekspresyon
diizeyi ve istatistiksel verileri (n:15)

Sekil 4.2.2 : Inhibitor (ERK1/2 1, p38 i ve JNK i) ve TNF-o uygulamasi
yapilmis olan PBMC hiicrelerinde ADAMTS4’ iin mRNA ekspresyon
diizeyi ve istatistiksel verileri (n:15)

Sekil 4.2.3 : Inhibitor (ERK1/2 i, p38 i ve JNK i) ve TNF-a uygulamasi
yapilmis olan PBMC hiicrelerinde ADAMTSS’ in mRNA ekspresyon
diizeyi ve istatistiksel verileri (n:15)

Sekil 4.2.4 : Inhibitér (STAT3 i) ve IL-6 uygulamasi yapilmis olan PBMC
hiicrelerinde ADAMTS1’ in mRNA ekspresyon diizeyi ve istatistiksel

analizi (n:15)

Sekil 4.2.5 : Inhibitér (STAT3 i) ve IL-6 uygulamasi yapilmis olan PBMC
hiicrelerinde ADAMTS4’ iin mRNA ekspresyon diizeyi ve istatistiksel

analizi (n:15)

Sekil 4.2.6 : Inhibitér (STAT3 i) ve IL-6 uygulamasi yapilmis olan PBMC
hiicrelerinde ADAMTSS’ in mRNA ekspresyon diizeyi ve istatistiksel

analizi (n:15)

Sekil 4.2.7 : Inhibitér (NFkB i) ve IL-1B uygulamasi yapilmis olan PBMC
hiicrelerinde ADAMTS1’ in mRNA ekspresyon diizeyi ve istatistiksel

verileri (n:15)

Sekil 4.2.8 : Inhibitér (NFkB i) ve IL-1B uygulamasi yapilmis olan PBMC
hiicrelerinde ADAMTS4’ iin mRNA ekspresyon diizeyi ve istatistiksel

verileri (n:15)

Sekil 4.2.9 : Inhibitér (NFxB i) ve IL-1B uygulamasi yapilmis olan PBMC
hiicrelerinde ADAMTSS’ in mRNA ekspresyon diizeyi ve istatistiksel

verileri (n:15)

Sekil 5.1 : MAPK (ERK1/2, JNK1/2,3, p38) yolagi

38

40

42

44

46

48

50

52

54

56
58



TABLOLAR

Sayfa No
Tablo 1 : PsA klasifikasyon kriterleri. 7
Tablo 2 : PsA’ da eklem tutulum sekilleri 7
Tablo 3 : PsA-Romatoid artrit 6zelliklerinin karsilagtiriimasi 9
Tablo 4 : Kontrol, Ps ve PsA ve gruplarinin cinsiyet, yas ve kag yillik hasta
olduklarina dair bilgiler 17
Tablo : 3.3.3.1: Kuyucuklara yerlestirilen PBMC hiicrelerinin uygulama
sekillerine gore 9 gruba ayrilimi 23
Tablo-5 : ADAMTS ve GAPDH primer dizileri 27
Tablo-6 : PCR kimyasal miktarlari 27
Tablo -7 : Real time PCR protokolii 27
Tablo : 3.6.1.1 : Kuyucuklara yerlestirilen PBMC hiicreleri uygulama
sekillerine gore 9 gruba ayrilimi 28
Tablo-8 : Primer antikorlarin listesi 34
Tablo-9 : Sekonder antikorlarin listesi 34



SIMGELER VE KISALTMALAR
ACR : Amerikan Romatizma Birligi (American Collage of Rheumatology)
ADAM : Disintegrin ve metalloproteinazlar
ADAMTS : A Disintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin motifs
AS : Ankilozan spondilit
BSA : Bovine Serum Albumine
CASPAR : The Classification of Psoriatic Artritis
COMP : Kikirdak oligomerik matriks proteinini
CRP : C-reaktif protein
DIF : Distal interfalangial eklem
DMARD : Hastalik modifiye edici ilaglar
ECM : Ekstraseliiler matriks
ERK1/2 : Extracellular signal-regulated kinaz
ESH : Eritrosit sedimentasyon hizi
HIV : Insan immiin yetmezlik viriisii
HLA : Human l6kosit antijen
ICAM : Hiicre i¢i adhezyon molekiilii
IgA : Immiinglobulin A
IgG : Immiinglobulin G
IgM : Immiinglobulin M
IL : Interlokin
JNK : c-Jun N-terminal kinaz
MAPK : Mitogen activated protein kinase
MHC : Major histokompatibilite kompleks
MKEF : Metakarpofalangial eklem
MM : Multipl myelom
MMP : Matriks metalloproteinaz
MTF : Metatarsofalangial
NFxB : Niikleer faktor kappa B
NSAII : Nonsteroid antiinflamatuar

OA : Osteoartrit

Xi



PDGF : Plateletten koken alan biiyiime faktorleri
PIF : Proksimal interfalangial eklem

Ps : Psoriasis

PsA : Psoriatik artrit

PBS : Phosphate Buffered Saline

PBMC : Periferik kan mononiikleer hiicre

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RF : Romatoid faktor

RA : Romatoid artrit

STAT3 : Signal transducer and activator of transcription 3
TIMP : Tissue inhibitors of metalloproteinase
TNF-a : Timor nekrozis faktor alfa

TTP : Trombotik trombositopenik purpura
VCAM : Vaskiiler hiicre adhezyon molekiilii
VEGTF : Vaskiiler endotel biiyiime faktorii

Xii



OZET

Amac¢: Amacimiz, eklem yikiminda Onemli rolleri olan ADAMTS
proteazlarindan ADAMTSI, -4, -5 in kronik inflamatuar bir hastalik olan Psoriatik
artritis (PsA) patogenezindeki rollerini ve bu proteazlarin inflamatuar sinyal

yolaklarinda hangi mediyatorler tarafindan regiile edildiklerinin arastirilmasidir.

Yontem: 15 PsA hastasi, 15 Ps hastas1 ve 15 saglikli bireyden alinan total
kandan periferik kan mononiiklear hiicreleri (PBMC) izole edildi ve primer kiiltiirleri
yapildi. PBMC hiicrelerinde ADAMTSI, -4, ve -5 genlerinin mRNA ifadeleri gPCR
yontemi kullanilarak belirlendi. Primer kiiltlirleri yapilan PBMC hiicreleri TNF-a,
IL-1B ve IL-6 ile uyarildiktan sonra, pro-inflamatur sitokinlere yanit olarak
ADAMTS genlerinin mRNA ekspresyon diizeylerinde bir faklilik olup olmadigi
belirlendi. Ayrica PBMC hiicreleri TNF-a, IL-18 ve IL-6 ile uyarilmadan Once
mitogen-activated protein kinases (MAPK), transkripsiyon faktorii nuclear faktor
kappa B (NFxkB) ve signal transducer and activator of transcription 3 (STATS3)
inhibitorleri ile muamele edildi ve  ADAMTS genlerinin ekspresyonunun pro-
inflamatuar sinyal yolaklarindaki MAPK (ERK1/2, p38, JNK), NFxB, ve STAT3
mediyatorleri tarafindan regiile edilip edilmedigi qPCR yontemi kullanilarak
arastirildi. Buna ek olarak inhibitérlerin MAPK (ERK1/2, p38, JNK), NF«B, ve
STAT3 aktiviteleri lizerindeki etkileri Western Blot yontemi kullanilarak tespit
edildi.

Bulgular: PsA grubunun PBMC hiicrelerinde ADAMTS1 ve -4
ekspresyonlarinda artis oldugu, ancak ADAMTTSS ekspresyonunda anlamli bir
degisim olmadig1 bulundu. TNF-a ve IL-6 stimiilasyonlarinin ADAMTSI, -4 ve -5
ekspresyonlarinda, IL-1f uyarilmasinin ise sadece ADAMTSI ve -4
ekspresyonlarinda azalisa neden oldugu goriildi. Ancak, IL-1p uyarilmasiyla
ADMTSS ekspresyonunun degisim gostermedigi gozlendi. p38, JNK ve STAT3
inhibisyonlarinin ADAMTS1 ekspresyonunda azalmaya neden oldugu belirlendi. Ote
yandan, ADAMTSS ekspresyon diizeyinin NFkB, ERK1/2 ve JNK inhibisyonlariyla
azaldig1 ve STAT3 inhibisyonu sonucunda ise ADAMTSS ekspresyonunun degisime
ugramadig tespit edildi. Ayrica, STAT3 ve NFkB inhibisyonlarinin ise ADAMTS4

ekspresyonununda azalisa neden oldugu goriildii. Bununla birlikte, kontrol grubunda
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JNK inhibisyonuyla ADAMTSL1 ve -5 ekspresyonlarinin, Ps grubunda ise ERK1/2,
p38 ve JNK inhibisyonlarinin ii¢liniin de ADAMTSI gen ekspresyonunda dnemli bir
artis gosterdigi bulundu. Ayrica, STAT3 ve NF«B inhibisyonlarinin kontrol ve Ps
gruplarinin ikisinde de ADAMTSI ekspresyon diizeyinde artis sagladig gézlendi.

Tartisma: Diger artrit tiirlerine ait literatiirlerde gozlendigi gibi PsA
hastalarinin PBMC hiicrelerinde de ADAMTS1 ve -4 ekspresyonlarinin Ps ve
kontrol gruplarina kiyasla artis gosterdigi, ancak ADAMTSS ekspresyonunun
degismedigi bulundu. Bu sonug, ADAMTSI ve -4 genlerinin PsA hastaliginda ekstra
selliler matriks (ECM) yikilminda etkin agrekanazlar olabilecegini ortaya
koymaktadir. PsA’ 1 bireylerin PBMC hiicrelerinde TNF-a , IL-6 ve IL-1B
uyarilmasiyla ADAMTSI1 ve -4 gen ekspresyonlarinin, TNF-a ve IL-6 uyarilmasiyla
ise ADAMTSS gen ekspresyonunda azalma oldugu tespit edildi. Bu bulgular, TNF-
a, IL-6 yada IL-1B uyarilmalarinin ADAMTS1 -4 ve -5 agrekanaz aktivitesine
baskilayici etkileri olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica, PSA patogenezinde,
MAPK, STAT3 ve NF«xB sinyal yolaklarinin ADAMTSI, -4 ve -5 iizerinde

modiilator etkileri olabilecegi goriildii.

Anahtar Kelimeler : PsA, ADAMTS, PBMC, qPCR, biyobelirteg.
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ABSTRACT

Investigation of The Roles and Molecular Mechanisms with
ADAMTS (-1,-4,-5) genes in The Pathogenesis of Psoriatic Arthritis

Aim: Our aim is to investigate the roles of ADAMTS proteases (ADAMTS-
1, -4 and -5), which have important roles in articular destruction in the pathogenesis
of Psoriatic Arthritis (PsA), which is a chronic inflamatuar disease and which

mediators involved in inflammatory signaling pathways regulate these proteases.

Method: Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated from
total blood obtained from 15 PsA patients, 15 Psoriasis (Ps) patients and 15 healthy
individuals and their primary culture have been done. The mMRNA expression levels
of ADAMTSS, -9 and -15 genes in PBMCs were measured by gPCR. After the
stimulation of the cultured PBMC by TNF-a, IL-1p and IL-6, the mRNA expression
levels of ADAMTS genes in the stimulated PBMC were determined by gPCR.
Furthermore, PBMCs have been treated by mitogen-activated protein kinases
(MAPK), transcription factor nuclear factor kappa B (NFkB) and signal transducer
and activator of transcription 3 (STATS3) inhibitors before the stimulation with TNF-
a, IL-1p and IL-6 and the expression of ADAMTS genes whether are regulated by
MAPK (ERK1/2, p38, JNK), NFkB and STAT3 mediators in pro-inflammatory
signaling pathways were examined by gPCR. Moreover, the effects of the inhibitors
on the activities of MAPK (ERK1/2, p38, JNK), NFkB and STAT3 were determined
by Western Blot.

Results: It was found that the expression of ADAMTS1 and -4 in the PBMCs
of PsA group were increased, but there was no any significant change in the
expression levels of ADAMTS5. While stimulations by TNF-a and IL-6 caused a
decreaase in the expression of ADAMTSL, -4 and -5, stimulation by IL-1f caused a
reduction only in the expression of ADAMTS1 and -4. However, it was observed
that the expression of ADAMTS5 was not changed by IL-1p stimulation. Morover, it
was determined that inhibition of the p38, JNK and STAT3 resulted in a decline in

the expression level of ADAMTSL. On the other hand, while the expression levels of
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ADAMTSS was decreased by inhibition of NFkB, ERK1/2 and JNK, the expression
of the ADAMTS5 was not influenced by inhibition of STAT3. Moreover, it was seen
that STAT3 and NFKB inhibitors led to a reduction in the expression of ADAMTSA4.
However, JNK inhibition in the control group, and ERK1/2, p38 and JNK inhibition
in the Ps group led to a significant increase in the expression of ADAMTS1
expression. It was also observed that STAT3 and NF-kB inhibition resulted in an

increase in the expression level of ADAMTSLI in both control and Ps groups.

Conclusion: As observed in the literature of other arthritis types, the
expression of ADAMTSL1 and -4 in PBMC cells of PsA patients were increased
compared to Ps and control groups, but ADAMTSS5 expression did not change. These
results suggest that ADAMTS1 and -4 genes may be effective aggrecanases in the
degradation of extra cellular matrix (ECM) in PsA disease. It was determined that the
expression of ADAMTSL1 and -4 in PBMCs of the patients with PSA were decreased
by TNF-a , IL-6 ve IL-1p stimulation. The expression of ADAMTS5 was also
decreased by TNF-a ve IL-6 stimulation. These findings imply that TNF-o and IL-6
stimulations may have suppressive effects on the activity of ADAMTSL, -4 and -5
aggrecaneses. Furthermore, it was observed that MAPK and NFkB signaling
pathways may have modulator effects on ADAMTSL1, -4 ve -5 in the pathogenesis of
PsA.

Keywords : PsA, ADAMTS, PBMC, qPCR, biomarkers.
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1. GIRIS VE AMAC

Psoriatik artrit (PsA), psoriasis (Ps) ile iliskili olarak gelisen, eklem
inflamasyonu ile seyreden, romatoid faktoriin (RF) genellikle negatif oldugu,
romatoid nodiiliin bulunmadig1 ve seronegatif spondilartritler icinde degerlendirilen

kronik inflamatuvar bir hastaliktir (1).

Ps iligkili olarak gelisen hem deri hemde eklemleri etkileyen kronik
inflamatuar bir artrit olan PsA (2), herhangi bir sinovial ekleme etki edebilir ve PsA’
nin en yaygin formlari el ve ayak eklemlerini igermektedir. PsA eklemlerin sisme ve
agrisiyla, daktilitis (bir parmagin tiimiiniin inflamasyonu, sosis parmak), entezit
(tendon ve ligamentlerin kemige yapisma yerindeki inflamasyon) ve aksiyal
tutulumla (sakroiliak eklemler veya omurgada inflamasyon) karakterize edilmektedir
(3). PsA’ nin patogenezinde inflamatuar elementler ve sitokin yolaklari énemli rol
almaktadir. Entezitlerde PSA’ nin baslamasina sebep olan prosesin, romatoid artrit
(RA) de oldugu gibi eklemlerin sinoviumuna T hiicreleri, dentritik hiicreler, mast
hiicreleri, notrofiller ve makrofajlarin infiltrasyonunun oldugu diisiintilmektedir (4).
PsA’ 11 hastalarin sinoviumunda TNF-o diizeyleri artis gostermektedir ve
plazmalarinda da goriilmektedir. PsA’ I1 hastalarin sinovial sivilarinda IL-1, IL6, IL-
8 gibi pro-inflamatuar sitokinlerin sistemik inflamasyon markirlari ile (eritrosit
sedimentasyon orant ve C-reaktif protein(CRP)) orantili olarak upregiile oldugu
gosterilmistir (5). Bunun yanisira, PsA’ 1 hastalarda serum IL-6 diizeyi Ps’ ye oranla
daha yiiksek oldugu ve hastaligin siddetiyle orantili oldugu kaydedilmistir (6). PsA’
nin patogenezinden sorumlu olan molekiiler mekanizmalar heniiz tamamen
bilinmemesine ragmen, otoimmiin artritislerde TNF-a, 1L-17 ve diger inflamatuar
sitokinlerin fazladan iretiminin osteoklastogenesiz, kemik rezorbsiyonu ve kemik
yikiminda degisikliklere neden oldugu ve bu degisikliklerin PsA’ da da olustugu
bilinmektedir (7).

Artritisde, ekstraseliiler matriks (ECM) parcalanmasi sonucu meydana gelen
artikular kikirdak kaybi hastaligin patogenezinde ayirici bir 6zelliktir. ECM’ nin
proteazlar tarafindan degredasyonunda meydana gelen degisiklikler RA, osteoartrit

(OA) ve ateroskleroz gibi birgok patolojik inflamatuar durumlar ile iligkilidir (8).



ADAMTS proteazlar1 inflamatuar prosesle iligkilidir. IL-13, TNFa ve IL-6
gibi pro-inflamatuar sitokinler immiin yanitta ve inflamasyonda onemli roller

oynamaktadirlar. ADAMTS genlerinin ekspresyonunun sitokinler tarafindan

indiiklendigi bilinmektedir (9).

Inflamatuar yamtta MAPK ailesiden olan extracellular signal-regulated kinaz
(ERK1/2), c-Jun N-terminal kinaz (JNK) ve p38’ in aktivitesinin arttig1 bilinmektedir
(10). NFxB (Niikleer faktor kappa B) ve STAT3 (Signal transducer and activator of
transcription 3) inflamasyon ve immiiniteyle ilgili pek¢ok genin ekspresyonunu
konrol eden transkripsiyon faktorleridir. Pro-inflamatuar sitokinler MAPK, NF«kB ve
STAT3 molekiiler sinyal yolaklarini kullanip biyolojik aktivitelerini gerceklestirirler
(112).

Glinlimiizde PsA’ nin kesin bir tedavisi yoktur ve hastalik progresyonunu ve
terapotik yaniti tam olarak tahmin edebilen spesifik biyobelirtecler bulunmamaktadir.
Bu durum hastaligi yoneten hiicresel ve molekiiler mekanizmalarin daha iyi
anlagilmasinin énemini vurgulamaktadir. PSA’ nin patogenezinde rol alan hiicresel
ve molekiiler mekanizmalarin daha 1yi anlasilmasi hastalikla basedebilmek i¢in yeni

tedavi yontemlerinin gelistirilmesine yol acacaktir.

Bu calismada amacimiz; eklem yikiminda oOnemli rollere sahip olan
ADAMTS proteazlarindan ADAMTS1, ADAMTS4, ve ADAMTSS’ in kronik
inflamatuar bir hastalik olan PsA patogenezindeki rollerinin ve bu proteazlarin
inflamatuar sinyal yolaklarinda hangi mediyatorler tarafindan regiile edildiklerinin

arastirilmasidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Psoriasis

Psoriasis (Ps), genetik ve ¢evresel faktorler tarafindan baslatilan immiinolojik
mekanizmalar ile ortaya c¢iktig1 diisiiniilen ve diinya popiilasyonunun % 1-3’ {inii
etkileyen kronik bir hastaliktir (12). Keskin sinirli eritemli ve skuamli plaklar ile
karakterizedir. Skuamlarin parlak sedefi rengi nedeniyle halk arasinda sedef hastalig1

olarak bilinir.

Galen, Ps terimini ilk kez Yunanca’ da kasinti anlamim tagiyan ‘psora’
sozciigiinden tiireterek kullanmustir (13). Hipokrat (M.O. 416-377) ilk olarak Ps’ yi
tamimlamak i¢in “psora” ve “lepra” terimlerini kullanmistir (14). ‘Psora’ terimi
Yunanca’ da kasmtili ve skuamli deri hastaliklarini tanimlamak amaciyla
kullanilmistir. 1841 de Ferdinand von Hebra (1816-1880) hastaligin tek bir antite
oldugunu ayrintilartyla belirtmis ve ‘psoriasis’ sozciigiinii bu 6zel hastaliga veren ilk

kisi olmustur (15).

Ps hastadan hastaya ve aymi hastada degisik zamanlarda farkli morfolojide
lezyonlarin olugmasina neden olabilmektedir. En yaygin sekli olan kronik plak Ps’
de, siklikla ekstremitelerin ekstansor yiizlerinde ve sagli deride yerlesmekle beraber
tim govdeyi tutabilen, keskin sinirli, eritemli, skuamli ve endure plaklar

goriilmektedir (16).

Popiilasyon c¢aligmalarina gore aile Oykiisii olmayan bir ¢cocukta Ps gelisme
riski % 1-2 iken, bir ebeveyninde Ps var ise % 10, her iki ebeveyninde Ps var ise %
50’ dir. Yine aym calismada, erken baslangich Ps’ li ebeveynlerin ¢ocuklarinda Ps

gelisme riskinin ge¢ baslangi¢li olanlara gore daha fazla oldugu da goriilmiistiir (15).

Ps’ ye eslik eden hastaliklardan birkaci sunlardir: Artrit, Crohn hastaligi,
kardiovaskiiler hastaliklar, hipertansiyon ve diyabet’ tir (17).

Ps diinya popiilasyonunun % 2-4° nii etkiler ve hastalar diisiikk yasam
kalitesinin disinda fiziksel ve mental semptomlar da yasarlar. Hastaligin

etiyopatogenezi  genetik, g¢evresel ve immiinolojik faktorlerin  kompleks



interaksiyonundan kaynaklanir (18). Ps hastalarinin yaklagik % 40’ 1 psoriatik artritis

(PsA) olarak adlandirilan kronik inflamatuar artritis gelistirirler (19).
2.2 Psoriatik Artrit
2.2.1 Tarihge

PsA genelde Romatoid faktoriin (RF) negatif oldugu, Ps ile iliskili
inflamatuar bir artrittir (20). Ps’ nin artritle olan iliskisi ilk olarak 1818’ de Alibert
tarafindan tanimlanmistir. Psoriatik Artrit terimi ise ilk olarak Fransiz dermatolog

olan Pierre Bazin tarafindan 1860’ da kullanilmistir (21).

Ps ve artrit birlikteliginde distal interfalangial (DIF) eklemlerinin
karakteristik tutulumu 1888 de Bourdillon tarafindan vurgulanmistir (22). 1964
yilinda Amerikan Romatizma Birligi (American Collage of Rheumatology-ACR)
PsA’ y1 ayn bir hastalik olarak onaylamis ve RF negatifligine vurgu yapmak igin
1976’ da PsA’ nin seronegatif spondiloartritler igerisinde incelenmesi gerektigini

vurgulamiglardir (23).
2.2.2 Epidemiyoloji

Genel populasyon i¢inde Ps prevalansit % 0.1-2.8 iken, Ps’ 1i hastalardaki
artrit varligr ortalama % 7-25 arasinda degisir (24). Siddetli deri tutulumu olan
vakalarda ozellikle piistiiler Ps’ de bu oran % 30-40’ a kadar yiikselir. Karaoglan ve
ark.” nin Ps vulgarisli hastalarda yaptiklar1 bir ¢alismada PsA insidans1 % 13.7, Alper
ve ark.” nin calismasinda % 11.4, Ozel ve ark.” nin calismasindaysa % 20 olarak
bulunmustur. Juvenil PsA genel olarak 9-12 yaslar arasinda baslamaktadir. Spinal
tutulum ve distal interfalangial tutulumu erkeklerde, simetrik poliartrit ise kadinlarda

daha sik goriilmektedir (22).

PsA hastalariin ortalama % 70 inde cilt lezyonlarinin eklemde agri, sislik,
1s1 artis1 gibi eklem sikayetlerinden once gelistigi, % 14-21° inde ise eklem
sikayetlerinin daha 6nceden goriildiigii, yaklasik % 11-15 inde de eklem yakinmalari
ve cilt lezyonlarinin es zamanli ortaya ¢iktigi tespit edilmistir (25, 26). Yakin
zamanda Isveg’ te yapilan bir ¢alismada Ps’ nin genel popiilasyon igerisinde % 2-3
oraninda gorildiigii, bu hastalarin % 30’ unda artrit gelistigi ve sonug¢ olarak PsA

prevalansinin yaklagsik olarak % 1 oldugu bildirilmistir (27).



2.2.3 Patogenez

PsA’ nin nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte genetik, immiinolojik ve

cevresel faktorlerin hastalik patogenezinde rollerinin oldugu diisiiniilmektedir (28).
2.2.3.1 Genetik Faktorler

Ps ve PsA’ 11 hastalarin %30’ unda aile 6ykiisii mevcuttur (29). Moll ve
Wright’ 1n yaptg1 bir ¢aligmada PsA’ I1 hastalarin 1. derece akrabalarinda PsA
gelisme riskinin 50 kat arttigi gosterilmistir (30). Monozigot ikizlerde Ps
konkordanst % 65-72, dizigotik ikizlerde ise % 15-30° dur (31). PsA konkordansi
monozigotik ikizlerde % 30’ un iizerinde bulunmustur (32). Ailesel ve ikiz
calismalar1 genetik komponentin etkisinin oldukca giiclii oldugunu, travma ve
enfeksiyon, 6zellikle de HIV enfeksiyonu gibi presipite edici c¢evresel faktorlerin

etkili oldugunu diistindiirmektedir (33).
2.2.3.2 immiinolojik Faktorler:

PsA’ l1 olgularda gozlenmekte olan, inflamasyonlu sinoviyal dokuya ait temel
patolojik ozellikler, eklemi cevreleyen tabakada hiperplazi, inflamatuvar hiicre
birikimi ve belirgin vaskiilarite artisidir. Inflamatuvar hiicre infiltratlari, entezeal

tutulum bolgelerinde gézlenmektedir.

2.2.3.2.1 Selliiler Immiinopatoloji:

Hem PsA hem de Ps patogenezinde T hiicrelerinin ve pro-inflamatuvar
sitokinlerin rolii mevcuttur. iki hastaligin tedavisinde de, T hiicreleri veya sitokinleri
hedef alan tedaviler etkili olabilmektedir. Psoriatik deri ve sinoviyal dokuda CD4+ T
hiicreleri en sik goriilen hiicre tiirii iken, entezis ve sinovyal sivida CD8+ T hiicreleri

daha ¢ok goriilmektedir (34).

PsA’ 1 hastalarin cilt ve sinoviyasindaki fibroblastlar artmis proliferatif
aktiviteye sahiptir. Interlokin-1 (IL1), interldkin-6 (IL-6) ve plateletten koken alan
biiylime faktorlerinin [platelet derived growth factors (PDGEF’ ler)] sekresyonlarinda
da artis mevcuttur. Farkli ¢alismalarda aktive T hiicrelerinden salinan sitokinlerin ve
diger mononiikleer proinflamatuvar hiicrelerin, sinoviyal ve epidermal fibroblastlarin

proliferasyonuna ve aktivasyonuna neden olduklarini diisiindiirmektedir (35).



2.2.3.2.2 Vaskiiler Rol:

PsA’ da sinoviyal doku ve ciltteki morfolojik damar degisiklikleri RA’ ten
farkli goriilmektedir. RA’ da vaskiiler yapilarda hipertrofi ve hiperplazi goriiliirken,

PsA’ da ise perivaskiiler inflamasyon goriilmektedir (36).

Ps’ 1i hastalarda TNF-a, PDGF ve VEGF ekspresyonunun yiiksek oldugu
bulunmustur. Bu molekiiller endotelyal hiicrelerde fonksiyon ve anjiyogenez gibi bir
¢ok degisimden sorumlu tutulmustur (37). PsA’ da olusan spesifik vaskiiler
degisiklikler ve bu biiyiime faktorlerinin varligi anjiyogenezin cilt ve eklem

inflamasyonunda 6nemli rol alabilecegini diisiindiirmektedir (34).
2.2.3.2.3 Pro-inflamatuvar Sitokinler:

Ps ve PsA’ da cilt ve sinoviyal membranda 6zellikle TNF-a ve IL-1 pro-

inflamatuvar sitokinlerin arttig1 gésterilmistir (37).

Sinoviyal hiicre proliferasyonu ve eklem yikiminda rol oynayan matriks
metalloproteinazlarin salinimin1 da uyaran TNF-o ve IL-1 aktive T hiicrelerden ve
mezenkimal hiicrelerden salinir. Pro-inflamatuvar sitokinlerden TNF-a’ nin Ps ve
PsA’ da 6nemli rol oynamasi anti-TNF tedavisinin 6nemini de ortaya koymaktadir.
Ayni sekilde niikleer faktor kappa B (NFkB) seviyelerinin PsA’ 11 hastalarin cilt ve
sinoviyal dokularinda arttig1 gosterilmistir. Bu sonuglar bazi sitokinlerin PsA’ da

inflamasyonu tetikleyici rollerinin olabilecegini diisiindiirmektedir (38).
2.2.3.3 Cevresel Faktorler:

2.2.3.3.1 Enfeksiyonlar : PsA patogenezinde ¢esitli viral ve bakteriyel
enfeksiyonlarin roliinlin olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu enfeksiyonlardan bazilari,

HIV ve streptokok enfeksiyonlaridir.

2.2.3.3.2 Travma: Ps’ li olgularin yaklasik % 25’ inde bu reaksiyon
gozlenmektedir. 138 PsA’ I1 hastanin 12 ’sinde (% 9) ve 138 RA’ 11 hastanin 2’ sinde

(% 1) artritten O6nce travma oldugu yapilan bir retrospektif caligmada bildirilmistir
(39).



2.2.4 Tam

PsA i¢in bir¢ok tani kriterleri gelistirilmistir. Bu kriterlerden bazilarinin

yapilmasi zordur yada pahalidir. Bu tani1 zorlugundan dolayi, 2006 yilinda PsA i¢in

‘Classification of Psoriatic Arthritis’ (CASPAR) grubunun gerceklestirdigi calisma

sonrasinda yeni bir siniflama getirilmistir (40,41). Bu kriterlerin PsA i¢in spesifikligi

%99 ve sensivitesi %91’ dir (42). Tablo 1’ de CASPAR kriterleri goriilmektedir.

Tablo 1 : PsA klasifikasyon kriterleri (40)

Puan Kategori Aciklama
2 Ps varlig1,0ykiisii yada Hastanin birinci yada ikinci
aile oykiisii derece yakinlarinda 6ykii
bulunmalidir
1 Tirnak degisikligi Onikoliz, pitting yada
hiperkeratoz
1 Romatoid faktdr negatifligi ELISA yada nefolometrik
1 Daktilit varlig1 yada oykiisii Parmagin tamaminda sisme
1 Radyografide (el veya ayak) Osteofit formasyonu
Jukstaartikiiler yeni kemik diglanmalidir.
olusumu

2.2.5 PsA Klinigi ve Eklem Tutulum Tipleri

PsA; reaktif artrit ve ankilozan spondilit gibi hastaliklarla beraber klinik

ozelliklerinden dolayr seronegatif spondiloartritler arasinda sayilmaktadir (32).

Hastaligin baslangicta ¢ogunlukla mono veya oligoartikiiler oldugunu ve ortalama

12,1 yil takipte hastalarin % 63’ {liniin poliartikiiler seyrettikleri Jones ve arkadaslari

tarafindan bildirilmistir (43). 1973 de Moll ve Wright tarafindan PsA ile ilk

siniflama yapilmis ve halen en sik kullanilan siniflama kriterleridir (44). Bu kriterlere

gore hastada Ps tanis1 bulunmalidir (45).

Tablo 2 : PsA’ da eklem tutulum sekilleri

Psoriatik artritte eklem tutulum tipleri Sikhigi (%)
Asimetrik oligoartikiiler artrit 70
Distal interfalangial eklem tutulumunun baskin oldugu 25-60
artrit
Spondilit agirliklr artrit 40
Simetrik poliartritis (Romatoid Artrit benzeri) 25
Artritis mutilans <10




2.2.5.1 Eklem tutulum SeKilleri : En ¢ok kullanilan siniflama kriterleri Moll
ve Wright tarafindan gelistirilen, PSA’ y1 5 alt tipe ayiran kriterlerdir (46).

2.2.5.1.1 Distal interfalangeal eklem tutulumu : Eklem bulgularina ¢ogu
zaman tirnak degisiklikleri eslik etmektedir. DIF tutulumu daktilit ile
iliskilendirilmistir (47).

2.2.5.1.2 Simetrik poliartrit : Simetrik poliartrit daha g¢ok el ve ayak
parmaklarinda olmaktadir. Kadinlarda daha fazla goriilmektedir (26). Poliartikiiler
form PsA baglangicinda % 3 oraninda goriilmektedir, daha ¢ok uzun hastalik

stiresine sahip hastalarda goriilmektedir (48).

2.2.5.1.3 Spondiloartropati : Spondiloartropati %15-40 hastada goriliir.
Erken donemlerde goriilmez. Periferik eklem hastaligindan uzun bir zaman
sonrasinda olusur. izole spondiloartropati ise nadir olup %1-4 sikliktadir. Asimetrik
sakroileit ve vertebralarda atipik sindesmofitler (kaba sindesmofitler) hastalarin 1/3’
tinde goriliir. PsA’ da % 21 sakroileit , % 40 spondilit gorilmektedir.
Spondilartropati PsA’ da erkeklerde 6 kat fazla goriiliir (49).

2.2.5.1.4 Asimetrik oligoartikiiler eklem tutulumu : PsA’da cklem
tutulumunun en karakteristik tipidir. Genel olarak ilk el ve ayak parmaklar etkilenir.
Buna fleksor tendon ve sinovyum inflamasyonu eslik eder ve tipik sosis parmak
goriiniimiine (daktilite) neden olur. Diz gibi biiyiik eklemlerin yanisira DIF, MKF
(Metakarpofalangial eklem), proksimal interfarengeal (PiF) ve metatarsofalangial

(MTF) eklemleri asimetrik olarak tutmaktadir. Daktilite yol acabilmektedir (50).

2.2.5.1.5 Artritis mutilans : Genellikle, subluksasyonla giden, ciddi hasar
gormiis eklemlere ve teleskopik parmaklara yol acan bozuklugun oldugu destriiktif
eroziv artritin son donemi olarak tamimlanir (51). Artritis mutilans, uzun siiren

hastalik ve kadin hakimiyetiyle iligkilidir (48).
2.2.6 Ayiric1 Tam

PsA’ nin travma sonrasi geligebilecegi yada alevlenebilecegi bilinmektedir.
PsA, travma sonrasi artritin kalict oldugu durumlarda akla gelmesi gereken
hastaliklardandir (50). RA ile PsA ayrimi bazen olduk¢a zordur. Genel olarak RF’

nin negatif olmasi, DIF eklemlerininin tutulumu, asimetrik eklem tutulumu,



sakroiliak ve spinal tutulum, cilt ve tirnak degisikliklerinin olmasi, entezit ve daktilit

PsA’ da daha ¢ok goriiliir.

Tablo 3 : PsA-Romatoid artrit 6zelliklerinin karsilastirilmasi (48)

Ozellik Psoriatik Artrit Romatoid Artrit
Erkek:Kadin 1:1 2:1
RF Pozitifligi <%10 %80
DGF Eklem Tutulumu %30-50 Cok nadir
Eklem Tutulum Paterni Asimetrik Simetri
Sakroiliak/Spinal Tutulum %35/ Tim vertebra Servikal tutulum

Diger Kas Iskelet Bulgular

Entezit,Daktilit,

Periartikiiler Eritem

Ekstra Artikiiler Tutulum

Cilt bulgusu, Tirnak
degisikligi

Nodiil,Sikka

semptomlari, Vaskiilit

Radyoloji

Erezyon (DIF eklem),
Periostit, Kemik

proliferasyonu

Periartikiiler Erezyon (el

bilegi)

*RF: Romatoid Faktor, DIF: Distal Interfalangeal.

2.2.7 Prognoz

Bir ¢ok faktoriin PsA’ da prognoz’ la iliskili oldugu bilinmektedir. Bes yada
daha fazla sis ekleme sahip olan ve gecmiste cok sayida tedavi goren hastalar,
hastalik progresyonu bakimindan daha yiiksek risk tasirken, diisik ESH hizi
koruyucu olarak bulunmustur (52). HLA tipleri de prognozu tahmin etmede
onemlidir. HLA — B27, B19, ve DQw3 pozitif hastalarda klinik hasar riski artmustir,
bu antijenler klinik degisikliklerden daha 6nemli prognostik faktorlerdir (53).

2.2.8 Tedavi
2.2.8.1 Non-Steroid Antiinflamatuar Tlaclar (NSAIT)

Nonsteroid anti-inflamatuar ilaglar (NSAII), hastaligin baslangi¢ tedavisinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. NSAII, hem periferik hem de aksiyel tutulumu olan

hastalarda etkilidir. Nonsteroid anti-inflamatuar ilaglarin etkinligini degerlendiren



kontrollii ¢calismalarin sayis1 oldukca azdir. NSAII’ larin agrili/sis eklem sayis1 ve
agr1 skorlart1 bakimindan plaseboya karst daha {istiin olduklari; ancak hastalik

modifikasyonu {izerine (Ps ve ESH iizerine) etkisi olmadig1 gosterilmistir (54).
2.2.8.2 Siilfasalazin (SSZ)

Tedavide kullanilan etkin doz 2-3 gr/giin’ diir. Siilfasalazin, RA’ da klinik,
laboratuar ve radyolojik iyilesme saglar. Siilfasalazin diger DMARD?’ lar ile kombine
edilerek de kullanilabilir (55).

2.2.8.3 Kortikosteroidler

Diistik doz kortikosteroid tedavisi (15 mg/giin prednisolon) aktif RA’ I
hastalarda inflamasyona bagli semptom ve bulgular1 baskilamada kisa ve orta vadede
plasebo ve NSAID’ lara gore istlindiir. Aktif RA’ da doz arttirilabilir, gerektigi
zaman pulse steroid tedavisi tercih edilebilir. Ancak kronik kullanimda ¢ok fazla yan

etkisi olmasi nedeniyle hastay1 kontrol altinda tutan en diisiik doz verilmelidir (56).
2.2.8.4 Antimalaryal ilaglar

Tedavideki giinliik doz ortalama 4-6 mg/kg’ dir. Antimalaryal Ilaglarin, RA’
da klinik ve laboratuvar olarak etkili olduklar ispatlanmistir, ancak radyolojik olarak
erezyonlart Onleyemedikleri anlasilmistir. En fazla metotreksat ile kombine

edilmektedir (57).
2.2.8.5 Azatioprin
Azatioprin , RA tedavisinde diger uzun etkili ilaglar kadar etkilidir (58).
2.2.8.6 Metotreksat (MTX)

Hastalik aktivitesinde diizelme saglar, radyolojik erozyon ve yapisal hasar

gelisimini azaltir (59).
2.2.8.7 Siklosporin

Siklosporin, diger tedavilere yanit vermeyen hastalarda veya metotreksatla
kombine olarak kullanilir. Yan etkileri fazla oldugu igin ilk tercih ilaglar arasinda yer

almamaktadir (60).
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2.2.8.8 Leflunomid (LEF)

Leflunomid, 6zellikle metotreksat ile kombine edildiginde hastalar karaciger
toksisitesi bakimindan yakindan takip edilmelidir. Leflunomid tedavisinin hastanin
fonksiyonel durumunda belirgin bir diizelme sagladig1 ve radyolojik erozyonlarin

ilerlemesini 6nledigi bildirilmistir (61).
2.2.9 ADAMTS AILESI

ADAMTS’ ler (A Disintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin
motifs) bir ekstrasellular proteaz ailesidir. Insan proteomunda benzer domain yapisi
ve substrat ¢esitliligine sahip 19 tane ADAMTS proteini bulunmustur (62). Kuno ve
arkadaglan tarafindan ilk olarak 1997 yilinda kolon adenokarsinomunda bulunan
ADAMTS proteazlarin, su an bir¢ok fizyolojik ve patolojik siiregte yer aldigi
bildirilmistir (63,67).

ADAMTS’ ler, M12 Metallopeptidaz ailesinden olup, ¢inko bagimli matriks
enzimleridir. Matriks metalloproteinaz (MMP) ve disintegrin ve metalloproteinazlar
(ADAM) da, ADAMTS’ lerle ilgili diger ¢inko bagimli proteazlardir. Bu
proteazlarin hiicre dis1 matriks hasarinda ve onarim siirecinde rol aldiklar
bilinmektedir (64). ADAMTS’ ler kollajen, versikan ve agrekan gibi hiicre dis1
matriksin ~ yapisal  proteinlerini  parcalayarak  etkilerini  gosterirler  ve
metalloproteinazlarin  doku inhibitorleri olarak bilinen tissue inhibitors of
metalloproteinase (TIMP)’ la inhibe edilirler. Simdilik bilinen en etkili ADAMTS
inhibitori TIMP-3” diir (65).

OA gibi hastaliklarin  tedavisinde ilag gelistirme c¢alismalarinda
kullanilmalarindan dolayt ADAMTS genlerine ve gen iirlinlerine ilgi artmistir.
ADAMTS diizeyleri ve aktiviteleri; gen ekspresyon kontrolii, mRNA’ nin
baglanmasi, TIMP tarafindan protein yapimi ve inhibisyonu gibi pek¢ok basamakta
kontrol edilmektedir. Son donemlerde insan kikirdaginda ADAMTS aile {iyesinin
bircogunun konnektif doku hemostazinda ve patolojisinde rol aldig1 gosterilmektedir
(66).
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2.2.9.1 Anti-anjiyogenikler : ADAMTS 1/8

Biitin ADAMTS proteinlerinde oldugu gibi inaktif ADAMTSI proteini,
prodomainin argininden zengin olan kisimdan furin enzimleri ile kesilmesiyle
aktiflesmektedir. ADAMTSI1 ilk defa kolon kanserinde inflamasyon iligkili gen
olarak bulunmustur (67). ADAMTS!I’in vaskiiler endotelyal biiylime faktoriiniin
(VEGF) uyardig1 anjiyogenezi inhibe ettigi ve fibroblast biiyiime faktorii 2’ nin
uyardig1 vaskiilarizasyonu baskiladigr bulunmustur. ADAMTS 1, -4, -5, -8, -9, -15, -
16 ve -18 ECM’ nin temel bilesenlerinden biri olan agrekani pargaladiklari i¢in
agrekanazlar grubunu olustururlar (68). ECM’ de yer alan diger proteoglikanlardan
brevikan ve versikan yikimindan da sorumludur (69). ADAMTSS8 geni, ADAMTSI
ile beraber anti-anjiyojenik 6zelligi belirgindir (70). ADAMTSS substrat1 agrekandir

(8).
2.2.9.2 Prokollajen kesimi :ADAMTS 2/3/14

1211 aa’den meydana gelen ve 134 kDa agirliginda olan ADAMTS?2 proteini
ADAMTS3 ve -14 ile beraber prokollajen kesim enzimleri olarak bilinir ve kollajen
sentezinde Onemli fonksiyonlar geceklestirirler (71). ADAMTS3 geni 4.
kromozomun uzun kolunda yer alip, 23 ekzondan meydana gelmektedir. 1205 aa’
den meydana gelen proteini sentezler. ADAMTSI14 geni 1226 aa biiyiikliiglinde

protein iiretmektedir.
2.2.9.3 Major agrekanazlar :ADAMTS 4/5

837 aa’ den meydana gelen ADAMTS4 proteini, OA, noral plastisite ve
ovulasyonda 6nemli rol almaktadir (72-74). ADAMTS4’ iin substratlar1 agrekan,
versikan, matrilin, brevikan, reelin ve hevindir (75-79). ADAMTS5 genine
ADAMTSI1 adi da verilir. ADAMTSS, 8 ekzondan meydana gelir ve 830 aa’ lik
100 kDa agirliginda protein sentezler. OA ve inflamatuar olaylarda dnemli rol aldig:
disiiniiliir (80). ADAMTS4’ le birlikte beyin tiimdrlerinde sekresyonu artis
gostermistir (81). ADAMTS9 ve ADAMTS20 ile birlikte apoptozis ile hiicrelerin
ortadan kaldirilmast ve hiicre dist matriksinin temizlenmesinde rol aldigi

bulunmustur (82).
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2.2.9.4 ADAMTS 6

Hipofiz tlimérlerinin prognozunda ADAMTS6 nin roli ile ilgili ¢calismalar
vardir (83).

2.2.9.5 COMP-ADAMTS : ADAMTS 7/12

1686 aa’ den meydana gelen ADAMTS7 proteini OA ve RA gibi kikirdak
inflamasyonu ile giden hastaliklarla alakali olabilecegi gosterilmistir (84). Kikirdak
yapisinda bulunan kikirdak oligomerik matriks proteinini (COMP) pargaladiklar1 i¢in
COMP-ADAMTS’ ler olarak bilinir (85). ADAMTSI12 geni 1594 aa biiytikliigiinde
protein sentezlemektedir. ADAMTS?7 ile beraber kikirdak yapiminda onemli bir
glikoprotein olan COMP bilesigini pargalar (86).

2.2.9.6 GON-ADAMTS : ADAMTS 9/20

ADAMTS9, ADAMTS20 ile beraber GON-ADAMTS grubunu
olusturmaktadirlar (87). ADAMTSY’ un o6zafagial ve nazofaringeal kanserlerde
tiimdr supresor gen olarak rol oynadigi fonksiyonel ¢alismalarda belirtilmistir (88).
ADAMTS20 geni 1910 aa biiyiikliiglinde bir protein sentezler. Fonksiyonu tam
olarak bilinmemektedir (89).

2.2.9.7 Pihtilasma : ADAMTS 13

1450 aa’ den meydana gelen 150 kDa’ luk ADAMTSI13 proteini trombotik
trombositopenik purpura (TTP) ile iligkili bulunmustur (90).

2.2.9.8 Agrekanazlar : ADAMTS 15/16

ADAMTSIS5 geni 950 aa biiyiikliigiinde bir protein sentezler. Agrekanazlar
grubunda yer almaktadir. ADAMTSIS’ 1n substrati agrekan ve versikandir.
ADAMTSI16 geni 1224 aa biiyiikliigiinde bir protein sentezler. Dupuytren hastaligi

ve 0zefagus skuamdz hiicreli kanserinde rolleri olabilecegi diisiiniilmektedir (91).
2.2.9.9 ADAMTS 10/17/18/19

ADAMTSI0 geni 1103 aa biiyiikliiglinde bir protein sentezler (92).
ADAMTS17 geni 1095 aa biiyiikliigiinde bir protein sentezler. ADAMTSI10 gibi
ADAMTS-17’ nin de Weil Marchesani Sendromu’ yla iligkili oldugu diisiintiliir (93).
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Bu hastalikta kisa boy ve ekstremiteler, lens dislokasyonu, zayif cilt ve eklem
hareket kisitlilig1 goriiliit. ADAMTSI18 geni otozomal resesif erken baslangicli agir
retinal distrofiyle iligkili bulunmustur. ADAMTSI19 geninin fonksiyonu tamamen

bilinmemektedir (94).
2.2.10 Sitokinler

Sitokinler, canlida immiin sistemin reglasyonunda ve inflamatuar olaylarda
onemli rol alan molekiillerdir. Yabanci antijen ve ajanlara karst organizmanin
reaksiyonlarinin kontrol ve diizenlenmesinde 6nemli rol alirken bunun yani sira
hiicreler aras1 iliskileri de diizenleyerek lokal ve sistemik inflamatuar cevapta dnemli
rol oynarlar. Sitokinler hormona benzemek ile birlikte 6zellesmis bir dokudan degil
de ¢esitli hiicreler tarafindan yapildiklarindan dolayr hormon kabul edilmezler ve
etkilerini otokrin veya parakrin seklinde gosterirler. Cesitli sitokinlerin genleri
bulunup klonlanmigtir, bu klonlama sayesinde sitokinlerin daha fazla miktarda
{iretimi miimkiin olmustur. Immiin sistem tarafindan salgilanan sitokinlerin 6nemli

bir kismu1 interlokinler olup baslica gorevleri immiin sistem hiicrelerini uyarmaktir.
2.2.10.1 interlokin- 1§ (IL-1p)

IL-1 gen ailesinde ii¢ iiye mevcuttur. Bunlar IL-1a (Interlokin- 1a), IL-1B
(Interldkin- 1B) ve IL-1 (Interlokin- 1) reseptdr antagonistleridir (95). IL-1 iki farkl
proteinden meydana gelmektedir; bunlar IL-1 a ve IL-1B> dir. Ikinci kromozom
tizerinde iki ayr1 genden meydana getirilen IL-1a ve IL-1B’ nin antijenik yapilari
farkli olmasina ragmen biyolojik aktivite ve etkinlikleri aynidir. Monositler IL-1a ve
IL-1B’ nin her ikisini de olusturmalarina ragmen IL- 1B’ y1 daha ¢ok yaparlar. Buna

karsin keratinositler IL-1 o’ y1 daha ¢ok olustururlar (96).
IL -1a ve IL - 1P’ nin RA ile iligkili biyolojik islevleri arasinda :

1) Hiicre adezyon molekiillerinin ekspresyonunda artis ve vaskiiler endotelyal

hiicrelerin aktivasyonu

2) Prostaglandin sentezinin bag dokusu hiicreleri ve polimorfoniikleer

l6kositlerden uyarilmasi
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3) Kondrosit ve osteoklastlarin uyarilmasini, kemik ve kikirdak rezorpsiyonu
ile proteoglikan yikimini, proteoglikan sentezinin inhibisyonunu, kollajenaz sentezi

ve kemikten kalsiyum salintmini siralayabiliriz (97).

IL-18; ICAM-1, VCAM-1 gibi farkli adezyon molekiillerinin selliiler
sistemdeki ekspresyonunu artirir. IL-18, MM hiicrelerinin kemik iligine yerlesmesine
yon verir, MM hiicrelerinde IL-6 salinimini uyarir, hiicre biiylimesini, osteoklastlari
ve kemik yikimini aktive eder (98). IL-1P upregiilasyonu hastaligin patogenezinde

Oonemli bir goreve sahiptir (95, 99,100).
2.2.10.2 interlokin-6 (1L-6)

IL-6, insanda 26 kd molekiil agirliginda bir protein olup, aralarinda monosit,
fibroblast ve endotelyal hiicrelerin de bulundugu bir¢ok hiicrenin uyarilmasi
sonucunda sentezlenerek ortama birakilmaktadir (101). IL-6, immiinglobiilin
tiretiminin artmasini saglar, T-hiicre aktivasyonunda ve biiyiimesinde gorev alir, ayni
zamanda megakaryositlerin son donem gelisiminde de rol oynar (102). B
lenfositlerin antikor iiretimi igin gerekli faktorlerden biri olan IL-6, lenfositlerin 1gG,

IgM, IgA yapan plazma hiicrelerine doniistimiinii de arttirir (103).

RA’ 11 eklemlerden alinan inflamatuvar sivilarda IL-6 seviyesi, serumda
bulunan seviyelerinin 1000 katina ulasan degerlere kadar bulunurken, OA’ I
hastalarin eklem sivilarinda rastlanmamustir. Calismalarda RA’ I hastalarin
serumunda IL-6 diizeyleri ile CRP, fibrinojen ve haptoglobiilin arasinda iligki
bulundugu gosterilmistir. Bundan dolayr RA’ da akut faz cevabinin major aracisi
olarak IL-6 diisiiniilmektedir (104). Taze olarak izole edilen RA’ I1 sinovyal
hiicrelerden IL-6 spontan sekilde salinmaktadir. Bu hiicrelerden salinan IL-6

kuvvetlice immiinglobiilin ve akut faz protein sentezine neden olmaktadir (97).

Monosit/makrofaj kaynakli IL-1, TNF-o ve IL-6 gibi sitokinler sinovyal
stvida kolay bir sekilde olgiilebilmektedir. Sinoviyal sividaki sitokinlere bakilarak
TNF-a’ nin, IL-1 diizeylerini arttirdigi, bununla birlikte IL-6 seviyelerinde artis
meydana geldigi ve boylelikle eklemdeki akut inflamasyonun aracist oldugu 6ne

siiriilmiistiir (101).
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2.2.10.3 Tiimor Nekrozis Faktor-alfa (TNF-a )

Kagektin olarak da bilinen TNF-a, endotoksinle karsilasmis makrofajlar
tarafindan olusturulan ve salinan potent bir biyolojik maddedir (104). TNF-a i¢in
monositler ve makrofajlar ana kaynak olusturmaktadir. Fakat makrofaja benzer
hiicrelerden izole edilse de sonradan anlasilmistir ki monositler, T, B ve NK hiicreler,
astrositler, fibroblastlar, bazofiller ve mast hiicreleri gibi farkli hiicre tiplerinden de

iretilmektedir (105).

TNF- a ve IL-1, inflamatuvar eklem hastaliginin patofizyolojisinde rol aldig:
diistiniilen birgok biyolojik aktiviteyi paylasmaktadirlar (106). IL-I gibi TNF-o da in
vitro olarak immiin sistemde kuvvetli etkilere sahiptir. Bu etkilere T-hiicre
proliferasyonunda, MHC klas 1 ve 2 ekspresyonunda artig ve diger sitokinlerden IL-
1, IL-2, IL-6 ve IL-8 sentezinin uyarilmasi 6rnek verilebilir (107). RA' It eklemlerde
TNF-o’ nin asirn retiminin, IL-1 sentezine neden oldugu One siiriilmektedir.
Gergeklestirilen bircok c¢alismada RA’ I1 hastalarin sinoviyal sivilarinda yiiksek
miktarda TNF-a bulundugu bildirilmistir (108). TNF-o da IL-1p gibi kondrositlerde
matriks yikimini indiikleyen proteinazlarin liretimi ve kartilaj matriks sentezinin

inhibisyonu gibi etkiler géstermektedir (109).
TNF-o’ nin RA’ daki etkilerini kisaca yazarsak :
1) PGE2 ve kollajenaz tiretimini arttirarak kikirdak harabiyetine neden olmak,
2) Osteoklastlari aktive ederek kemikte rezorpsiyona sebep olmak,
3) IL-1 sentezini uyarmak,
4) HLA klas-1 ve 2 ekspresyonunu uyamak,
5) Adezyon molekiilii ICAM-1" i uyarmak,

6) T ve B-hiicre aktivasyonunda rol amaktir (110).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamizda yer alan biitiin deneyler Dicle Universitesi Bilim ve Teknoloji
Uygulama ve Arastirma Merkezinde (DUBTAM) gergeklestirildi. Calismamiz Dicle
Universitesi T1p Fakiiltesi, Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon Anabilim dali, Romatoloji
poliklinigine basvuran hastalardan CASPAR (Classification for Psoriatic Arthritis
Criteria) kriterlerine gore PsA tanist konulmus 15 PsA hastast (cinsiyet farki
gozetilmeden) ile gerceklestirildi. Kontrol grubu olarak ise Dermatoloji Anabilim
dali poliklinigine bagvuran hastalardan klinik ve gerekli durumlarda biyopsi ile tanisi
konulmus 15 Ps hastas1 ve 15 saglikli bireyden (cinsiyet ve yas agisindan uyumlu)

kan Ornekleri temin edildi.

Calisma protokoliiniin amaci, gere¢ ve yontemlerinin gbézden gegirilmesi
sonucunda, Helsinki Deklarasyonu Kararlarina, Hasta Haklar1 Yonetmeligi’ ne ve
etik kurallarina uygun olarak tasarlandigma iliskin Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi
Etik Kurulu tarafindan 27.11.2015 tarihinde 2015/424 kodlu etik kurul onay belgesi
alind1 (Ek 1).

Tablo 4 : Kontrol, Ps ve PSA gruplarinin cinsiyet, yas ve kag yillik hasta olduklarina
dair bilgiler.

Sira | Grup | Cinsiyet | Yas | Hastalik Gecmisi
1 | Kontrol | Kadin | 40 yok
2 | Kontrol | Kadin | 48 yok
3 | Kontrol | Kadin | 19 yok
4 | Kontrol | Erkek | 36 yok
5 | Kontrol | Erkek | 47 yok
6 | Kontrol | Kadin | 22 yok
7 | Kontrol | Erkek | 39 yok
8 | Kontrol | Erkek | 50 yok
9 | Kontrol | Kadin | 37 yok
10 | Kontrol | Erkek | 37 yok
11 | Kontrol | Kadin | 48 yok
12 | Kontrol | Kadin | 27 yok
13 | Kontrol | Kadin | 51 yok
14 | Kontrol | Erkek | 49 yok
15 | Kontrol | Erkek | 25 yok
16 Ps Kadin | 42 14 yil
17 Ps Kadin | 23 2 yil
18 Ps Kadin | 18 6 yil
19 Ps Erkek | 18 12 y1l
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20 Ps Erkek | 27 20 yil
21 Ps Kadin | 30 S5yl
22 Ps Erkek | 50 15 yil
23 Ps Erkek | 35 8 yil
24 Ps Kadin | 53 S5yl
25 Ps Erkek | 77 50 yil
26 Ps Kadin | 20 7 yil
27 Ps Kadin | 23 14 y1l
28 Ps Kadin | 27 10 y1l
29 Ps Erkek | 61 10 y1l
30 Ps Erkek | 35 25 yil
31 PsA Kadin | 32 9 yil
32 PsA Kadin | 46 6 yil
33 PsA Kadin | 23 3yl
34 PsA Erkek | 46 15 yil
35 PsA Erkek | 45 2 yil
36 PsA Kadin | 37 15 y1l
37 PsA Erkek | 65 2yl
38 PsA Erkek | 65 34 yil
39 PsA Kadin | 29 Syl
40 PsA Erkek | 55 2 yil
41 PsA Kadin | 57 10 y1l
42 PsA Kadin | 60 20 yil
43 PsA Kadin | 68 35 yil
44 PsA Erkek | 36 13 yil
45 PsA Erkek | 30 yok

3.1 Periferik kandan Ficoll-Paque yontemi ile PBMC’ lerin izolasyonu

PsA hastalari, Ps hastalar1 ve saglikli bireylerden elde edilen 20 ml ven6z kan
heparinize tlip i¢ine alindi (Sekil 3.1.1). Tiim hiicre izolasyon basamaklar1 steril
kosullar1 saglamak amaciyla Class II tip laminar kabinde (Thermo safe 1.2 class II)
yuritildi  (Sekil 3.1.3). Total kandan PBMC izolasyonu standart protokol
kullanilarak asagidaki sekilde gerceklestirildi.

1) 50 ml’ lik falkon tiip igine heparinize kan bosaltilarak {izerinelS ml Phosphate
Buffered Saline (PBS) [Gibco®] eklendi (Sekil 3.1.2).

2) PBS ile sulandirilan kan pipet ile tig-dort kez (pipetaj) karistirildi. Sulandirilan
kan, i¢cinde 15 ml FicollPaque PLUS (GE Healthcare Life Sciences) bulunan tiipiin

yan duvarindan ¢ok yavasca sizdirilarak birakildi.
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3) Tipler 400 g’ de 30 dk 18 °C’ de acc ayar1 4 declarationa ayar1 0 olacak sekilde
santrifiij edildi (Thermo SL16R).

4) Santrifiij sonrasinda en altta eritrositler, eritrositlerin {izerinde yogunlugu yiiksek
olan ficoll ve en yukarida PBS ve plazma yer aldi. Ficoll ve PBS birlesim yerinde bir
halka seklinde PBMC’ ler goriildii (Sekil 3.1.4).

5) 25 ml steril pipet kullanilip PBS ve plazma uzaklastirildi.

6) Yeni 5 ml steril pipet kullanilarak PBMC’ ler toplandi. Toplanan PBMC” ler yeni
bir 50 ml’ lik falkon tiipe aktarilip, lizerine toplam voliim 40 ml olacak sekilde PBS
ilave edildi.

7) Tiipler 200 g’ de 10 dk 18 °C’ de acc ayar1 9 declarationa ayar1 9 olacak sekilde
ayarlanip santrifiij edildi (Sekil 3.1.5).

8) Falkon tiipiiniin dibine ¢oken PBMC’ lerin iizerindeki PBS dokiilerek, falkon
tiipliniin dibindeki hiicreler tiipe hafif¢e vurularak kaldirildi. Hiicrelerin {izerine
tekrar total miktar 40 ml olacak sekilde PBS eklenip, 10 dk 200 g’ del18 °C’ de acc
ayar1 9 declarationa ayar1 9 olacak sekilde santrifiij edildi.

9) Santrifiij sonrasinda PBS dokiiliip, dibe ¢oken PBMC’ ler 10 ml serum-free
medium RPMI 1640 (Gibco®) ile sulandirildi. Serum-free medium RPMI 1640
2mM L-Glutamine [Gibco®] ve 100 units/ml penicillin/streptomycin [Gibco®])

icermektedir.

Sekil 3.1.1 : Kanlarin heparinli tiiplere alim1
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- LI |
Sekil 3.1.3 : Calismanin Class II tip laminar kabinde gergeklestirilmesi.

i

Sekil 3.1.4 : Santrifiij sonras1 goriilen tabakalanma
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Sekil 3.1.5 : Elde edilen PBMC hiicreleri

3.2 PBMC’ lerin primer Kkiiltiirleri

Izolasyon sonunda ortalama 30.000 PBMC hiicresi elde edildi. Serum-free
medium ile sulandirilan PBMC” ler 24 kuyucuklu plate (plakaya), her kuyucuga 1 ml
olacak sekilde toplam 9 kuyucuga aktarild: (Sekil 3.2.1). Her kuyucuga ortalama 4
milyon hiicre birakilmistir. Plaka 37 °C %5’ lik CO2’ 1i nemli ortamda (Thermo
Steri-Cycle 371) bir giin inkiibe edildi.

Sekil 3.2.1 : PBMC hiicrelerinin 24 kuyucuklu plakalara ekimi
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3.3 PBMC’lerin MAPK (ERK1/2, p38 ve JNK), STAT3 ve NFkB

aktivitesinin inhibitorler ile baskilanmasi
3.3.1 Inhibitérlerin ¢oziilmesi ve hesaplanmasi
Inhibitdrlerin stok konsantrasyonlar1 hesaplandi.

a) ERK1/2 inhibitorii PD98059 : Stok konsantrasyon 18.7 mM olacak sekilde
5 mg ERKI1/2 inhibitérii 1 ml DMSO i¢inde ¢oziildi (10 uM ERK1/2
inhibitori ile hiicreler muamele edildi).

b)p38 inhibitorii SB203580 : Stok konsantrasyon 10.5 mM olacak sekilde 1
mg p38 inbitorii 250 ul DMSO i¢inde ¢oziildii. (10 uM p38 inhibitori ile
hiicreler muamele edildi).

¢) JNK inhibitorii SP600125 : Stok konsantrasyon 22.7 mM olacak sekilde 10
mg JNK inhibitorii 2 ml DMSO i¢inde ¢oziildi. (10 uM JNK inhibitorii ile
hiicreler muamele edildi).

d)STAT3 inhibitorii parthenolide : Stok konsantrasyon 20.1 mM olacak
sekilde 5 mg STAT3 inhibitérii 1 ml DMSO i¢inde ¢oziildii. (10 uM STAT3
inhibitdri ile hiicreler muamele edildi).

e) NFkB inhibitorii sm-7368 : Stok konsantrasyon 15.2 mM olacak sekilde
Smg NFkB 1 ml DMSO icinde ¢oziildi. (10 uM NFxB inhibitori ile
hiicreler muamele edildi).

JNK, STAT3 ve NF«B inhibitorleri +4 °C’de , ERK1/2 ve p38 inhibitorleri -
20 °C’ de muhafaza edildi.

Daha sonra PBMC’lere muamele edilecek MAPK (ERK1/2, p38 ve JNK),
STAT3 ve NF«B inhibitorlerinin kullanilacak miktarlar: hesaplandi.

e ERK1/2 inhibitorii : 1 ml serum-free medium igine 3,2 pl inhibitor
e p38 inhibitdrii : 600 pl serum-free medium igine 3,42 pl inhibitor
e JNK inhibitorii : 1 ml serum-free medium igine 2,64 pl inhibitor

e STATS3 inhibitorii : 1 ml serum-free medium i¢ine 2,98 pl inhibitor

e NF«B inhibitori : 1 ml serum-free medium igine 3,94 pl inhibitor

22



3.3.2 Pro-inflamatuar sitokinlerin ¢oziilmesi ve hesaplanmasi
Pro-inflamatuar sitokinlerin stok konsantrasyonlar1 hesaplandi.

a)TNF-a : Stok konsantrasyon 10 ug/ml olacak sekilde 10 png TNF-o 1 ml distile su
icinde ¢6ziildii. Kuyucuklarda 100 ng/ml TNF-a olacak sekilde hiicreler uyarildi.

b)IL-6 : Stok konsantrasyon 20 ug/ml olacak sekilde 5 pg IL-6 250 pl distile su
icinde ¢oziildii. Kuyucuklarda 100 ng/ml IL-6 olacak sekilde hiicreler uyarildi.

c)IL-1p : Stok konsantrasyon 5 pg/ml olacak sekilde 5 pg IL-1p 1 ml distile su
igcinde ¢oziildii. Kuyucuklarda 20 ng/ml IL-1p olacak sekilde hiicreler uyarildi.

Pro-inflamatuar sitokinler (TNF-a , IL-6 , IL-1B ) -20°C’ de muhafaza edildi.

TNF-a (100 ng/ml), IL-6(100 ng/ml) ve IL-1p (20 ng/ml) pro-inflamatuar

sitokinlerin (Sigma-Aldrich) stimiilasyonda kullanilacak degerleri hesaplandi.

e TNF-a: 1,1 ml serum-free medium igine 66 pl uyarici
e |L-6:600 ul serum-free medium i¢ine 18 pl uyarici

e IL-1P: 600 pl serum-free medium igine 18 pl uyarici

3.3.3 Inhibitérlerin uygulanmasi

Tablo : 3.3.3.1: Kuyucuklara yerlestirilen PBMC hiicreleri uygulama
sekillerine gore 9 gruba ayrild1.

Grup 1l UT (Untreated)

Grup 2 TNF-a

Grup 3 TNF-a + ERK1/2 inhibitdrii (PD98059)
Grup 4 TNF-o + p38 inhibitorii (SB203580)
Grup 5 TNF-a + JNK inhibitori (SP600125)
Grup 6 IL-6

Grup 7 IL- 6 + STAT3 inhibitdrii (parthenolide)
Grup 8 IL-1B

Grup 9 IL-1B + NF«B inhibitorii (sm7368)
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MAPK (ERK1/2, p38 ve JNK), STAT3 ve NF«B aktivitelerini baskilamak
icin PBMC’ ler ERK1/2, p38, JNK, STAT3 ve NF«kB inhibitorleriyle muamele
edildi (Sigma-Aldrich).

ERK1/2, p38, JNK, STAT3 ve NF«kB inhibitorleri 10 uM konsantrasyonda
ilgili kuyucuklara birakildi (Grup 3, 4, 5, 7 ve 9) ve 2 saat inkiibasyona birakildi
(Sekil 3.3.3.2, Tablo : 3.3.3.1).

Sekil 3.3.3.2 : PBMC hiicrelerinin ERK, p38, JNK, STAT3 ve NF«B ile
stimiilasyonu

2 saatlik inkiibasyondan sonra hiicreler pro-inflamatuar sitokinler olan TNF-a
(100 ng/ml), IL-6 (100 ng/ml) ve IL-1B (20 ng/ml) ile uyarildi ve 24 kuyucuklu
plakalar 37 °C* de, %5’ lik CO2’ 1i nemli ortamda 24 saat inkiibasyona birakildi
(Sekil 3.3.3.3).

Sekil 3.3.3.3 : PBMC hiicrelerinin TNF-q, IL-6 ve IL-1f ile uyarilmas1
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3.4 RNA izolasyonu, kantitasyonu ve cDNA sentezi

Inkiibasyon siiresinden sonra hiicreler kuyucuklardan filtreli uclar kullanarak

ve pipetaj yapilarak kaldirildi. Serum-free medium i¢inde bulunan PBMC”’ ler 1,5

ml’ lik ependorf tiiplere aktarilip, tiipler 5000 rpm’ de 5 dk santrifiij edildi. Ependorf

tiiplin dibine ¢coken PBMC’ lere degdirilmeden pipet yardimiyla tiipteki serum-free

medium alindi. High pure RNA isolation kiti (Roche) kullanilarak izolasyon

asagidaki gibi gergeklestirildi.

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

PBMC’ ler 200 ul PBS kullanilarak pipetle yerlerinden kaldirildi.

Uzerine kitte bulunan 400 ul lisis-binding soliisyonu birakilip, pipetaj
yapild1 ve karisimin homojen bir yap1 almasi saglandi.

Tiipler 15 sn vortexlenip, filtreli tiiplere aktarildi. Tiipler 8000 fer’ da 15
sn santrifiij edildi.

Dibe ¢oken s1vi dokiildi. Tiipe 10 ul DNAaz 90 ul’ de DNAaz incubation
karigimi igeren soliisyondan birakilip oda sicakliginda 15 dk bekletildi.
DNA larin liziz olmasi saglandi.

Stire sonunda tiiplere 500 pul wash buffer I den birakilip 8000 fcr’ da 15
sn santrifiij edildi.

Santrifiij sonunda dibe ¢oken siv1 dokiiliip, tiiplere 500 pl wash buffer 11
birakildi ve 8000 fer’ da 15 sn santrifiij edildi.

Dibe ¢oken sivi dokiiliip, lizerine tekrar wash buffer II’ den 200 pl
birakildi ve 15000 fer’ da 3 dk santrifiij edildi.

Santrifiij sonunda tiiplerin filtreli kismi1 hazirlanmis yeni ependorf tiiplere
birakild1 ve tiiplere 50 pl elution buffer birakildi.

8000 fer’ da 1 dk santrifiij edilip, RNA’ larin ependorf tiiplere aktarimi

saglandi.

Elde edilen RNA’ larin konsantrasyonu ve saflig1 spektrofotometrik yontemle

(nanodrop ile) belirlendi. Ortalama 40-45 ng/ml RNA miktarlar elde edildi.
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3.4.1 cDNA sentezi

RNA’ lar transcriptor first strand cDNA sentez kiti (Roche) kullanilarak ve

firmanin kullanma talimatlarina uyularak ¢cDNA’ lara cevrildi. Asamalar sirasiyla

asagidaki gibi gergeklestirildi.

1)

2)

3)

4)

5)

Tipler hazirlanip, her tiipe 1 pl oligo 1 pl hexamer soliisyonundan olacak
sekilde toplam 2 pl karisim birakildi.

Her bir uygulama kendi tiipiine gelecek sekilde 11 pul RNA birakilip,
tiipler spin yapildi.

Tiipler Thermal Cycler kullanilarak, cDNA 1 isaretlenmis programda 65
°C’ de 10 dk birakildi.

Siire sonunda kitin talimatlariyla hazirlanmis master karisimdan her bir
tipe 7 upl birakilip, Thermal Cycler kullanilarak ¢cDNA 2 isaretlenmis
programda 55°C’ de 1 saat, 85°C’ de 5 dk ve 4°C’ de duracak sekilde
ayarlandi.

Master karisim asagidaki gibi hazirlandi:

a)Vial 2:4 x1

b) Vial 4:0,5 x 1

c) Vial 3:2x1

d) Vial 1:0,5x 1

Siire dolduktan sonra tiipler -20°C” de muhafaza edildi.

3.5 Kantitatif Real-Time PCR (qPCR)

PsA’ 1, Ps’ li ve saglikli bireylerin periferik kanlarindan izole edilen PBMC’
lerde ADAMTS (ADAMTS 1, -4, -5) genlerinin mRNA ekspresyonlarini belirlemek

ve kantite etmek amaciyla qPCR yapildi.

PBMC hiicrelerinden elde edilen cDNA ornekleri 1:6 oraninda sulandirildi.
LC 480 Probe Master (Roche) PCR mastermix olarak kullanildi. Referans gen
GAPDH ve ADAMTS 1,-4 ve -5 icin PCR primerler dizileri olarak Tablo-5" de
verilen Real Time Ready kitleri (Roche) kullanildi. Tablo-6" da belirtildigi gibi

hazirlanan miksler LC 480 well plakaya (Roche) 3 tekrarli yiiklenip, Light Cycler

480 (Roche) cihazinda Tablo-7’ de belirtilen protokole uygun olarak real time PCR
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yapildi. Elde edilen verilerin istatistiksel analizleri SigmaPlot 11.0 programi

kullanilarak yapildi ve P<0,05 olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Tablo-5 : ADAMTS ve GAPDH primer dizileri

ASSAY/ID FORWARD PRIMER REVERSE PRIMER
GAPDH/141139 ‘AGCCACATCGCTCAGACAC ‘GCCCAATACGACCAAATCC!
ADAMTS1/108591 | ‘GCTGCTCCGTCATAGAAGATG’ ‘GCATCATCATGTGGCATGTTA'
ADAMTS4/108927 | ‘ACTTCCTGGACAATGGCTATG' ‘AAAGTCACAGGCAGATGCAA'
ADAMTS5/108956 | ‘TGGCAGCACCAACACAAC ‘GAATGATGCCCACATAAATCCT'
Tablo-6 : PCR kimyasal miktarlar
Uriin Kullanilan Miktar Total Hacim
cDNA (1:6 dillisyon) 5ul 5 ul
Probe Master 10 pl 15 pl
Su 4 ul 19 ul
Primer 1ul 20 ul
Tablo -7 : Real time PCR
protokolil
Program Name pre-incubation
Cycles 1 Analysis Mode None
Target Acquisition Hold Ramp Rate = Acquisitions Sec Target Step size Step Delay
(°C) Mode (hh:mm:ss) (°Cls) (per °C) (°C) (°C) (cycles)
95 None 00:10:00 440 0 0 0
Program Name amplification
Cycles 55 Analysis Mode ' Quantification
Target Acquisition Hold Ramp Rate = Acquisitions Sec Target Step size Step Delay
(°C) Mode (hh:mm:ss) (°Cls) (per °C) (°C) (°C) (cycles)
95 None 00:00:10 440 0 0 0
60 Single 00:00:30 220 0 0 0
72 None 00:00:01 4.40 0 0 0
Program Name  cooling
Cycles 1 Analysis Mode None
Target Acquisition Hold Ramp Rate = Acquisitions @ Sec Target Step size Step Delay
(°C) Mode (hh:mm:ss) (°Cls) (per °C) (°C) (°C) (cycles)
40 None 00:00:30 220 0 0 0
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3.6 Western Blot

3.6.1 Western Blot icin PBMC hiicrelerinin ekimi ve TNF-a, IL- 6, IL-1p,
ERK1/2, p38, INK, STAT3 ve NFkB uygulamasi

Real time PCR’ da kullanilan inhibitérlerin etki derecesine Western Blot ile
bakildi. Bu amagla sadece saglikli bireylerin PBMC’ lerinde ilacin inhibitor etkisine
bakmak yeterliydi. Periferik kandan izole edilen PBMC’ ler medium free RPMI 1640
icinde ¢oziiliip, Western Blot icin 10 ul Trypan blue boyas1 + 10 ul PBMC 06rnegi
karigtirilarak Thoma laminda sayildi ve ortalama 40.000 hiicre elde edildi. Sayimdan
sonra 5x10% PBMC hiicresi 6 kuyucuklu plakalara yerlestirilip hiicreler 37 °C’ de,
%5’ lik CO2’ 1i nemli ortamda (Thermo Steri-Cycle) 24 saat inkiibe edildi. Daha
sonra kuyucuklara yerlestirilen PBMC’ ler uygulama sekillerine gore agagidaki gibi
9 gruba ayrildi (Tablo : 3.6.1.1).

Tablo : 3.6.1.1: Kuyucuklara yerlestirilen PBMC hiicreleri uygulama
sekillerine gore 9 gruba ayrilimi

Grup 1 UT (Untreated)

Grup 2 TNF-a

Grup 3 TNF-a + Erk1/2 inhibitér (PD98059)
Grup 4 TNF-o + P38 inhibitor (SB203580)
Grup 5 TNF-a + JNK inhibitor (SP600125)
Grup 6 IL-6

Grup 7 IL- 6 + STAT3 inhibitdr (parthenolide)
Grup 8 IL-1P

Grup 9 IL-1B + NF«B inhibitr (sm7368)

ERK1/2, p38, INK, STAT3 ve NF«kB inhibitorleri 10 uM konsantrasyonda
ilgili kuyucuklara birakildi (Grup 3, 4, 5, 7 ve 9) ve 2 saat inkiibasyona birakildi
(Sekil 3.6.1.1). 2 saatlik inkiibasyondan sonra hiicreler TNF-a (100 ng/ml), IL-6 (100
ng/ml) ve IL-1B (20 ng/ml) ile 15 dk 37 °C’ de, %5’ lik CO2’ 1i nemli ortamda
uyarildi (Sekil 3.6.1.1).
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3.6.2 Western Blot icin PBMC hiicre lizatlarinin hazirlanmasi
Hiicre lizatlar1 asagidaki protokol takip edilerek yapildi.

1. PBMC hiicreleri 2 saat inhibitoérler [ERK1/2, p38, JNK, STAT3 ve NF«B] ile
muamele edildikten sonra ve 15 dk [TNF-o + (ERK1/2, p38, INK) , L- 6 +( STAT3),
IL-1p + (NFxB)] ile uyarildi ve sonra stimulasyonu durdurmak i¢in 6 kuyucuklu

plakalar buz iizerine tagindi.

2. Bazi hiicreler kuyucuklara yapigsmadigi i¢in supernatantlar 15 ml falkon tiip i¢ine

toplandi.

3. Supernatantdaki hiicreler 5000 rpm’ de 5 dk santrifiij edilerek ¢oktiiriildii ve hiicre

peletine degdirilmeden pompa yardimiyla siv1 kisim uzaklagtirildi.

4. Kuyucuklara yapisik halde bulunan PBMC hiicreleri 5 ml soguk PBS ile
yikandiktan sonra hiicreler 5 ml soguk PBS icerisinde pipetlenerek kuyucuklardan
kaldirildi ve 15 ml falkon igerisindeki peletlerin {izerine eklendi (Sekil 3.6.2.1).

5. Tipler tekrar 5000 rpm’ de 5 dk santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiiriildii ve hiicre

peletine degdirilmeden pompa yardimiyla sivi kisim uzaklastirildi.

6. Icinde hiicre peleti bulunan tiipler buz iizerinde tasindi ve sonraki tiim asamalar

buz iizerinde gerceklestirildi.

7. Sivi uzaklastirildiktan sonra pelet lizerine proteaz-fosfotaz inhibitoér kokteyli
(Thermo Fischer) ve niikleaz (Thermo Fischer) igeren soguk RIPA buffer (160 pul)
(Sigma Aldrich) eklendi.

8. Once pipet ile sonra vortekslenerek karistirilan 6rnekler buzun iizerinde 1 saat

bekletilerek liziz edildi (Sekil 3.6.2.2).

9. Protein karisimi igindeki toplam protein miktart BCA protein assay kiti (Thermo
Scientific Pierce) kullamilarak olgiildii. Kitin kullanma talimatina uyularak BSA
(Bovine Serum Albumine) standartlar1 kullanildi ve 562 nm’ de 6l¢iim yapilarak

ng/ml deki total protein konsantrasyonu belirlendi (Sekil 3.6.2.3).
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Sekil 3.6.2.2 : Liziz eklenen PBMC hiicrelerinin buzda bekletilmesi.
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Sekil 3.6.2.3 : Protein miktarlariin 6l¢iimii.

3.6.3 Western Blot icin protein 6rneklerinin jelde ayrimi ve membrana

transferi

1. Biitiin protein orneklerinin ayrimi1 % 10’ luk TGX stain-free fast cast acrylamid jel
(Bio-Rad) tizerinde Mini Protean Tetra Cell apparatus sistemi (Bio-Rad) kullanilarak
yapildi (Sekil 3.6.3.1).

2. Protein ornekleri 1x SDS loading buffer [% 2 (w/v) SDS, % 5 (v/v) glycerol, %
0.01 (w/v) bromophenol blue, % 8 (w/v) DTT] i¢inde hazirlandi ve 92’ °C de 2 dk
1s1tildi.

3. llgili esit miktardaki (20 pg) ve esit hacimdeki (20 ul) proteinler % 10 luk TGX
stain-free fast cast acrylamid jel {izerine yiiklendi (Sekil 3.6.3.2) ve 300 V’ da 20 dk
SDS running buffer (2.4 mM Tris, 19.2 mM glycine, % 0.01 (w/v) SDS) icerisinde
elektroforez edildi (Sekil 3.6.3.3).

4. Ayrilmig proteinler jelden (Sekil 3.6.3.4) PVDF membrana transfer edildi (Bio-
Rad, Transfer pack) (Sekil 3.6.3.5).

5. Memranlar % 5’ lik yagsiz siit tozu (PBS-Tween igerisinde hazirlanmis) igerisinde

calkalayici lizerinde 1 saat oda sicakliginda bloke edildi.
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6. Bloke edilen membranlar % 5’ lik siit tozu PBS-Tween igerisinde 1/1000 oraninda
hazirlanan primer antikorlar ile ¢alkalayici tizerinde oda sicakliginda 2 saat inkiibe

edildi.

7. Membranlar 15 dk 25 ml PBS-Tween ve toplam 15 dk olacak sekilde 3 defa (5
dk+5 dk+5 dk) 25 ml PBS-Tween ile yikandiktan sonra sekonder antikorlar (1/10000
oraninda PBS-Tween icerinde hazirlanmis) ile 1 saat oda sicakliginda galkalayici

tizerinde inkiibe edildi (Sekil 3.6.3.6).

8.Membranlar 15 dk 25 ml PBS-Tween ve toplam 15 dk olacak sekilde 3 defa (5
dk+5 dk+5 dk) 25 ml PBS-Tween ile yikandiktan sonra, proteinler, ECL (enhanced
chemiluminiscent) (Bio-Rad) metoduna goére goriintileme cihazi (Bio-Rad
ChemiDoc MP) kullanilarak gériintiilendi.

Sekil 3.6.3.1 : Hazirlanan jel.

Sekil 3.6.3.2 : Orneklerin yiiklenmesi.
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Sekil 3.6.3.4 : Proteinlerin ayristig1 jel.

Sekil 3.6.3.5 : Orneklerin membrana aktarimu.
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Sekil 3.6.3.6 : Membranlara antikor uygulamasi.

Tablo-8 : Primer antikorlarin listesi

Primer antikor Firma
Erk 1/2 antibody Cell Signaling
Phospho Erk 1 /2 antibody Cell Signaling
P38 antibody Abcam
Phospho -P38 antibody Cell Signaling
JNK antibody Santa Cruz Biotechnology
Phospho- SAPK/INK antibody antibody Abcam
STATS3 antibody BD Biosciences
Phospho- STAT3 antibody Cell Signaling
NFkB antibody Cell Signaling
Phospho-NF-kB p65 antibody Abcam
GAPDH antibody Abcam

Tablo-9 : Sekonder antikorlarin listesi

Sekonder antikor Firma
1. HRP conjugated anti-mouse antibody Abcam
2. HRP conjugated anti-rabit antibody Abcam
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4. BULGULAR

Calismaya Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi, Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon
Anabilim dali, Romatoloji poliklinigine 2016 - 2017 yillar1 arasinda basvuran,
CASPAR (Classification for Psoriatic Arthritis Criteria) kriterlerine gore PsA tanisi
konulmus 8 bayan 7 erkek toplam 15 PsA hastas1 alindi. Kontrol grubu olarak ise
Dermatoloji Anabilim dali poliklinigine bagvuran klinik ve gerekli durumlarda
biyopsi ile tanis1 konulmus 8 bayan 7 erkek toplam 15 Ps hastast ve saglikli
bireylerden 8 bayan 7 erkek toplam 15 kisi dahil edildi. Calismaya alinan PsA’ 1
hastalarin yas ortalamasi 46,26+14,77 olarak belirlenirken Ps’li hastalarda bu deger
35,93+17,46 ve saglikli kontrol grubunda ise 39,33+10,79 olarak hesaplandi.

4.1 ERK1/2, p38, JNK, STAT3 VE NFkB spesifik inhibitorlerin PBMC

hiicrelerindeki baskilayici etkisinin Western Blot ile analizi

Calismamizda, kullandigimiz inhibitér ve sitokinlerin ilgili sinyal yolaklar
icin islevsel olup/olmadigini gostermek amaciyla total kandan izole edilen PBMC
hiicrelerinde uyarici ve inhibe edici etkileri arastirilmistir. ERK1/2, p38, JNK,
STAT3 ve NFkB total protein ekspresyonlari ve fosforilasyon diizeyleri bu proteinler
icin spesifik olan antikorlar kullanilarak Western Blot yontemiyle analiz edilmistir.

Ayrica tiim blotlarda yiikleme kontrolii olarak GAPDH kullanilmustir.

Saglikli bireylerden izole edilen PBMC hiicrelerinde ERK1/2 ekspresyon
diizeyinin gruplar arasi benzer oldugu anti-ERK1/2 antikoru ile gosterildi. TNF-a
stimiilasyonu sonucu artmis olan ERK1/2 fosforilasyonunun ERK inhibitérii ile
baskilandigi anti-phospho-ERK1/2 antikoru kullanilarak ortaya koyuldu (Sekil
4.1.1).

uT TNF-a TNF-a
-

ERK1/2 i

oz B

GAPDH | - S —

Sekil 4.1.1 : ERK1/2 inhibitorii uygulanmis ve TNF-a ile uyarilmis PBMC
hiicrelerinin Western Blot yontemiyle analizi
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p38 ekspresyon diizeyinin gruplar arasi benzer oldugu anti-p38 antikoru ile
gosterildi. TNF-o stimiilasyonu sonucu artmis olan p38 fosforilasyonunun p38
inhibitori ile baskilandig1 anti-phospho-p38 antikoru kullanilarak gézlemlendi (Sekil
4.1.2).

uT TNF-a  TNF-a
+

p38 i

p-p38 | W SR e—

GAPDH | o —

Sekil 4.1.2 : p38 inhibitorii uygulanmis ve TNF-a ile uyarilmig PBMC hiicrelerinin
Western Blot yontemiyle analizi.

Saglikli bireylerden izole edilen PBMC hiicrelerinde JNK ekspresyon
diizeyinin gruplar arasi benzer oldugu anti-JNK antikoru ile gosterildi. TNF-a
stimiilasyonu sonucu artmis olan JNK fosforilasyonunun JNK inhibitorii ile

baskilandigi anti-phospho-JNK antikoru kullanilarak tespit edildi (Sekil 4.1.3).

uT TNF-a TNF-a
+

JNK i

=
g .-

— — —
GAPDH | e S S

pPJINK

JNK

Sekil 4.1.3 : INK inhibitorii uygulanmis ve TNF-a ile uyarilmis PBMC hiicrelerinin
Western Blot yontemiyle analizi.
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STAT3 ekspresyon diizeyinin gruplar arasi benzer oldugu anti-STAT3
antikoru ile gosterildi. IL-6 stimiilasyonu sonucu artmis olan STAT3
fosforilasyonunun STAT3 inhibitorii ile baskilandigi anti-phospho-STAT3 antikoru
kullanilarak ortaya koyuldu (Sekil 4.1.4).

uT IL-6 IL-6
+

STAT3 i

pSTAT3 | ™ ‘ -

STATI | s— - -

GAPDH | G TS T

Sekil 4.1.4 : STAT3 inhibitorii uygulanmis ve IL-6 ile uyarilmis PBMC hiicrelerinin
Western Blot yontemiyle analizi.

Saglikli bireylerden izole edilen PBMC hiicrelerinde NFkB ekspresyon
diizeyinin gruplar arasi ¢ok fark olmaksizin hemen hemen benzer oldugu anti- NFxB
antikoru ile gosterildi. IL-1p stimiillasyonu sonucu artmig olan NFkB
fosforilasyonunun NFxB inhibitorii ile baskilandigi anti-phospho- NFxB antikoru

kullanilarak gézlemlendi (Sekil 4.1.5).

uT IL-1B IL-1B
+

NFkB i

pNFKB ! - —
NFkB -..

GAPDH —3 3 -—

Sekil 4.1.5 : NF«kB inhibitorii uygulanmis ve IL-1p ile uyarilmis PBMC hiicrelerinin
Western Blot yontemiyle analizi.
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4.2 ADAMTS], -4 ve -5 mRNA diizeylerinin qPCR ile analizi

Calismamizda herhangi bir inhibitér yada sitokin uygulamasi yapilmamis
(untreated, UT) PBMC hiicrelerinin ADAMTSI, -4, -5 gen ekspresyon grafikleri ve
istatistiksel analizleri Sekil-4.2° de gosterilmistir. ADAMTS-1 gen ekspresyon
diizeyinin PsA grubunda kontrol ve Ps gruplarina oranla ciddi bir artis gosterdigi ve
bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (Sekil-4.2 A).
ADAMTS4 gen ekspresyonunda PsA grubunda, kontrol ve Ps gruplarmna oranla
istatistiksel olarak anlamli bir artis meydana geldigi gozlenmistir (Sekil-4.2 B).
ADAMTSS gen ekspresyon diizeyinin Ps ve PsA gruplarinda kontrol grubuna oranla
artmis oldugu goriilmiistiir, ancak bu ekspresyon artiglar istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir (Sekil-4.2 C).

>

A) ADAMTS1 expression ADAMTS4 expression

35 4 30 4

PsA vs. Control P <0,009
PsA vs. Ps P <0,001
20 | Ps vs. Control NS \

. { ]

Control Ps PsA Control Ps PsA

PsA vs. Control P <0,001 25 1
25 | PsA vs. Ps P <0,001

Ps vs. Control NS
20 4

Relative to GAPDH Expresion
>
Relative to GAPDH Expresion
&

o

ADAMTSS expression

PsA vs. Control NS
PsA vs. Ps NS
10 | Ps vs. Control NS

Relative to GAPDH Expresion

Control Ps PsA

Sekil 4.2 : PBMC hiicrelerinde ADAMTS genlerinin (-1, -4, -5) mRNA ekspresyon
diizeyleri ve istatistiksel verileri (n:15).
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Saglikli, Ps’ i ve PsA’ 11 bireylerden elde edilen PBMC hiicreleri ERK1/2,
p38, JNK spesifik inhibitorler ile (10 uM) 2 saat muamele edildikten sonra TNF-a
(100 ng/ml) ile 24 saat stimule edildi ve ADAMSTS1 -4 ve -5 gen ekspresyon
diizeyleri qPCR ile analiz edildi.

Kontrol grubunda, TNF-a stimiilasyonunun ADAMTS1 gen ekspresyonunda
anlaml bir artisa neden oldugu gozlenmistir. ERK1/2 ve p38 inhibisyonlarinin TNF-
o’ nin indiikkledigi ADAMTSI1 gen ekspresyonunda bir degisiklige neden olmadigi,
fakat JNK inhibisyonunun TNF-a’ nin ADAMTSI i¢in indiikleyici etkisini daha da
arttirdig1 bulunmustur (Sekil-4.2.1 A).

Ps grubunda, TNF-o uyarilmast ADAMTS]1 gen ekspresyonunda anlamli bir
degisime neden olmamistir. Ancak, ERK1/2, p38 ve JNK inhibisyonlar1 sonucunda
TNF-a stimulasyonuna yanit olarak ADAMTS1 gen ekspresyon diizeyinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu gézlenmistir (Sekil-4.2.1 B).

PsA grubunda, TNF-a stimiilasyonunun ADAMTS 1 gen ekspresyonunda
istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya neden oldugu bulunmustur. ERK1/2
inhibisyonu TNF-o’ nin ADAMTSI1 gen ekspresyonu tizerindeki baskilayic etksini
ortadan kaldirmistir. Ancak TNF-o’ nin ADAMTSI1 geni iizerindeki baskilayici
etkisinin p38 ve JNK inhibisyonlarindan etkilenmedigi gézlenmistir (Sekil-4.2.1 C).
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Sekil 4.2.1 : Inhibitér (ERK1/2 i, p38 i ve INK i) ve TNF-a uygulamas yapilmis

olan PBMC hiicrelerinde ADAMTS1’ in mRNA ekspresyon diizeyi ve istatistiksel

verileri (n:15).
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Kontrol grubunda, TNF-o wuyarilmasimin ADAMTS-4 gen ekspresyonunda
istatistiksel olarak anlamli bir artisa neden oldugu belirlenmistir. ERK1/2, p38 ve
JNK inhibisyonlarinin TNF-o’ nin stimiile ettifi ADAMTS4 gen ekspresyonunda

istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya neden oldugu bulunmustur ( Sekil-4.2.2 A).

Ps grubunda, hem TNF-o stimiilasyonunun hemde ERKI1/2 inhibisyonunun
ADAMTS4 gen ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir degisime neden
olmadigi, ancak, p38 ve JNK inhibisyonlar1 sonucu TNF-a uyarimina yanit olarak
ADAMTS4 gen ekspresyon diizeyinde anlamli bir azalma oldugu gorilmistiir
(Sekil-4.2.2 B).

PSA grubunda, TNF-a stimiilasyonu ADAMTS4 gen ekspresyonunda anlamli bir
azalisa neden olmustur. Ancak, ERK1/2 inhibisyonunun TNF-a’ nin ADAMTS4
geni tizerindeki baskilayicr etkisini degistirmedigi, p38 ve JNK inhibsyonlarinin ise

baskilayici etkiyi daha da arttirdigi gézlenmistir (Sekil-4.2.2 C).
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Sekil 4.2.2 : Inhibitér (ERK1/2 i, p38 i ve INK i) ve TNF-a uygulamas yapilmis
olan PBMC hiicrelerinde ADAMTS4’ iin mRNA ekspresyon diizeyi ve istatistiksel

verileri (n:15).
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Kontrol grubunda, TNF-a uyarilmasinin ADAMTSS gen ekspresyonunda istatistiksel
olarak anlamli bir azalisa neden oldugu saptanmistir. Ancak, ERK1/2 ve p38
inhibisyonlarinin  TNF-o© nin ADAMTSS geni lizerindeki baskilayici etkisini
degistirmedigi, JNK inhibisyonunun ise TNF-a” nin ADAMTSS gen ekspresyonu
tizerindeki baskilayici etkisini ortadan kaldirdigi goriilmistiir (Sekil-4.2.3 A).

Ps grubunda, hem TNF-a stimiilasyonu hemde p38 inhibisyonu ADAMTSS5 gen
ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir degisime neden olmamustir. Ancak,
TNF-o uyarimina yanit olarak ADAMTSS gen ekspresyon diizeyinde ERK1/2 ve

JNK inhibisyonlart sonucu anlamli bir azalma oldugu goriilmiistiir (Sekil-4.2.3 B).

PsA grubunda, TNF-a stimiilasyonunun ADAMTSS5 gen ekspresyonunda 6nemli bir
azalisa neden oldugu goriilmiistiir. Fakat, TNF-a’ nin ADAMTSS geni iizerindeki
baskilayic1 etkisinin ERK1/2, p38, JNK inhibisyonlarindan etkilenmedigi
gozlenmistir (Sekil-4.2.3 C).
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Sekil 4.2.3 : Inhibitér (ERK1/2 i, p38 i ve INK i) ve TNF-a uygulamas yapilmis
olan PBMC hiicrelerinde ADAMTSS’ in mRNA ekspresyon diizeyi ve istatistiksel

verileri (n:15).
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Saglikli, Ps’ li ve PsA’ 11 bireylerden elde edilen PBMC hiicreleri STAT3 spesifik
inhibitori (10 pM) ile 2 saat muamele edildikten sonra IL-6 (100 ng/ml) ile 24 saat
stimule edildi ve ADAMTSI, -4 ve -5 gen ekspresyon diizeyleri qPCR ile analiz
edildi.

Kontrol ve Ps gruplarinda, IL-6 stimiilasyonu sonucu ADAMTSI] gen
ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artis meydana geldigi goriilmiistiir.
Ancak, STAT3 inhibisyonu sonucunda IL-6 ile indiiklenen ADAMTS1 gen
ekspresyon diizeyinde bir degisiklik olmadigi gozlenmistir (Sekil-4.2.4 A, B).

PSA grubunda, IL-6 stimiilasyonunun ADAMTS1 gen ekspresyonunda istatistiksel
olarak anlamli bir azalmaya neden oldugu bulunmustur. IL-6° nin ADAMTS1 geni
tizerindeki baskilayict etkisinin STAT3 inhibisyonundan etkilenmedigi gézlenmistir

(Sekil-4.2.4 C).
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Sekil 4.2.4 : Inhibitdr (STAT3 i) ve IL-6 uygulamasi yapilmis olan PBMC
hiicrelerinde ADAMTS1’ in mRNA ekspresyon diizeyi ve istatistiksel analizi (n:15).
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Kontrol grubunda, IL-6 stimiillasyonu ADAMTS4 gen ekspresyonunda anlamli bir
azalisa neden olmustur. Ancak, STAT3 inhibisyonu IL-6° nin ADAMTS4 gen
ekspresyonu tizerindeki baskilayici etksini ortadan kaldirmustir (Sekil-4.2.5 A).

Ps grubunda, IL-6 uyarilmasinin ADAMTS4 gen ekspresyonunda anlamli bir azalisa
neden oldugu bulunmustur. Fakat, STAT3 inhibisyonunun IL-6’ nin ADAMTS4 gen
ekspresyonu iizerindeki baskilayici etksini ortadan kaldirdigi goriilmiistiir (Sekil-

4.2.5 B).

PSA grubunda, IL-6 stimiilasyonunun ADAMTS4 gen ekspresyonunda istatistiksel
olarak anlamli bir azalisa neden oldugu tespit edilmistir. Ancak, IL-6" nin
ADAMTS4 gen ekspresyonu iizerindeki baskilayict etkisi STAT3 inhibisyonu
sonucunda ortadan kalkmistir (Sekil-4.2.5 C).
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Sekil 4.2.5 : Inhibitér (STAT3 i) ve IL-6 uygulamasi yapilmis olan PBMC
hiicrelerinde ADAMTS4’ iin mRNA ekspresyon diizeyi ve istatistiksel analizi (n:15).
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Kontrol grubunda, hem IL-6 stimiilasyonu hemde STAT3 inhibisyonu ADAMTSS5
gen ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir degisime neden olmamigtir

(Sekil-4.2.6 A).

Ps grubunda, IL-6 stimiilasyonunun ADAMTSS5 gen ekspresyonunda istatistiksel
olarak anlamli bir azalisa neden oldugu bulunmustur. Ancak, IL-6’ nin ADAMTSS
geni lzerindeki baskilayic1 etkisinin  STAT3 inhibisyonundan etkilenmedigi

gbzlenmistir (Sekil-4.2.6 B).

PsA grubunda, IL-6 uyarilmasinin ADAMTSS gen ekspresyonunda istatistiksel
olarak anlamli bir azalmaya neden oldugu tespit edilmistir. Fakat, STAT3
inhibisyonunun IL-6° nin ADAMTSS geni iizerindeki baskilayici etkisini
degistirmedigi gorilmiistiir (Sekil-4.2.6 C).
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Sekil 4.2.6 : Inhibitér (STAT3 i) ve IL-6 uygulamasi yapilmis olan PBMC
hiicrelerinde ADAMTSS’ in mRNA ekspresyon diizeyi ve istatistiksel analizi (n:15).
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Saglikli, Ps’ i ve PsA’ 11 bireylerden elde edilen PBMC hiicreleri NFxB spesifik
inhibitort (10 uM) ile 2 saat muamele edildikten sonra IL-1p (20 ng/ml) ile 24 saat
stimule edildi ve ADAMTSI1,4 ve 5 gen ekspresyon diizeyleri qPCR ile analiz edildi.

Kontrol ve Ps gruplarinda, IL-1f stimiilasyonu ADAMTSI gen ekspresyonunda
anlamli bir degisime neden olmamistir. Ancak, NFkB inhibisyonu sonucunda IL-1§
stimiilasyonuna yanit olarak ADAMTSI gen ekspresyon diizeyinde istatistiksel
olarak anlamli bir artis oldugu gozlenmistir (Sekil-4.2.7 A, B).

PSA grubunda, IL-1f stimiilasyonu ADAMTS1 gen ekspresyonunda anlamli bir
azalisa neden olmustur. Ancak, IL-18’ nin ADAMTSI gen ekspresyonu iizerindeki
baskilayici etksi NFkB inhibisyonu tarafindan ortadan kaldirtlmigtir (Sekil-4.2.7 C).
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Sekil 4.2.7 : Inhibitér (NFxB i) ve IL-1B uygulamasi yapilmis olan PBMC
hiicrelerinde ADAMTS 1’ in mRNA ekspresyon diizeyi ve istatistiksel verileri
(n:15).
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Kontrol, Ps ve PsA gruplarinda, IL-1 uyarilmasinin ADAMTS4 gen
ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir azalisa neden oldugu saptanmustir.
Ancak, NFxB inhibisyonunun IL-1f° nin ADAMTS4 geni iizerindeki baskilayici
etkisini degistirmedigi gozlenmistir (Sekil-4.2.8 A, B, C).
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Sekil 4.2.8 : Inhibitér (NFkB i) ve IL-1B uygulamasi yapilmis olan PBMC
hiicrelerinde ADAMTS4’ iin mRNA ekspresyon diizeyi ve istatistiksel verileri
(n:15).
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Kontrol ve Ps gruplarinda, IL-1B stimiilasyonu ADAMTSS gen ekspresyonunda
istatistiksel olarak anlamli bir azalisa neden olmustur. Ancak, NF«xB inhibisyonunun
IL-1° nin ADAMTSS geni {izerindeki baskilayic1 etkisini degistirmedigi
gozlenmistir (Sekil-4.2.9 A, B).

PsA grubunda, hem IL-1pB stimiilasyonu hemde NF«B inhibisyonu ADAMTSS5 gen
ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir degisime neden olmamustir (Sekil-
4.2.9 C).
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Sekil 4.2.9 : Inhibitér (NFkB i) ve IL-1B uygulamasi yapilmis olan PBMC
hiicrelerinde ADAMTSS5’ in mRNA ekspresyon diizeyi ve istatistiksel verileri (n:15).
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5. TARTISMA

Psoriasis ile iliskili olan PSA hem deri hem de omurga, periferal eklemler ve
entesitleri etkileyen kronik, inflamatuar bir hastaliktir (1). PSA genellikle 40 ile 50
yaslar1 arasinda meydana geldigi gibi gen¢ c¢ocuklarda ve yasli hastalarda da
meydana gelebilmektedir (26). PsA’ nin klinik skalas1 genistir; psoriatik hastalar
aksiyel iskelet bozukluklari, tirnak degisiklikleri, periferal eklem iltihaplanmasi,
entezis, tenosinovit yada daktilitis’ e sahip olabilirler. Enfeksiyon (6rnegin;
streptococcus, insan bagisiklik yetmezligi virlisti), ila¢ kullanimi, o&zellikle
cocuklarda goriilen eklem travmalar1 gibi ¢evresel faktorlerin PSA’ ya katki yaptigi
bilinmektedir (111,112). PsA’ nin patogenizi tam olarak bilinmedigi i¢in giiniimiizde
kesin bir tedavisi yoktur. PSA’ nin patogenezinin tam olarak anlasilabilmesi ve yeni
terapotiklerin  gelistirilmesi icin artikular kikirdak dejenerasyonuna yol acan
inflamatuar sinyal yolaklarindaki mediyatorlerin rollerinin ve izlemis olduklar

molekiiler mekanizlarin ortaya ¢ikartilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir.

ADAMTS’ ler ekstrasellular proteaz ailesini olusturmaktadirlar. ADAMTS
proteazlari membrana bagli olmadan salgilanan enzimlerdir ve prokollojen,
hiyalektan, kikirdak oligomerik matriks protein gibi ECM bilesenleri ile etkilesime
girerek bu proteinlerin degredasyonunu gerceklestirirler. ADAMTS proteazlar
gelisimsel regiilasyon, inflamasyon, hiicre adezyonu, hiicre sinyali ve angiogenesiz
gibi bir ¢ok farkli fizyolojik prosese katkida bulunmaktadirlar. Bu proteazlar astim,
artritis, kanser ve aterosklerosis gibi bir¢ok yaygin hastalifin fizyopatolojisinde
onemli gorevler iistlenmektedirler (62). Bazt ADAMTS’ ler (-1, -4, -5, -8, -9, -15, -
16 ) kikirdagin ana bileseni olan agrekan proteoglikanini enzimatik kesme 6zelligine
sahiptirler (63). Agrekan1 kesip pargaladiklarindan dolayr bu grup agrekanazlar
olarak adlandirilmaktadir. Ancak, ADAMTS 1, -8, -9, 15 ve -16’ nin agrekanaz
ekspresyonu yada sindirim aktivitesi oldukga diisiik oldugundan dolayt ADAMTS 4

ve -5 iki ana fonksiyonel agrekanaz olarak belirlenmistir (113).

Tiim Okaryotik hiicrelerde bulunan MAPK enzimleri, hiicrelerde sinyal
iletiminde gorev alan farkli reseptorler aracilifiyla olusan uyarilarin kesisme yada
birlesme noktalaridir (114). Sitoplazmada bulunan bu proteinler hiicre zarindan

cekirdege dogru bilgi aktarilmasinda ve hiicre i¢indeki diger proteinlerin, serin (Ser)/
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treonin (Thr) amino asitlerine fosfat gruplarini aktararak etkinliklerini diizenlemede
gbrev almaktadirlar. Insan genomunda 14 MAPK geni ve 7 farkli MAPK sinyal
iletimi yolagi oldugu ifade edilmistir (115-117). MAPK ailesinin; gen ekspresyonu,
hiicre boliinmesi, hiicre canliligi, apopitoz, metabolizma, farklilasma ve motiliteyle
iligkili siire¢lerin kontroliindeki sinyal iletimi yolaklarint meydana getirdikleri 6ne
striilmiistir. MAPK ailesi, klasik MAPK’ lar olarak isimlendirilen dis sinyal
diizenleyici kinaz (ERK)1/2, c-Jun N-terminal kinaz (JNK)’ lar, p38 MAPK’ lar ve
ERKS ile atipik MAPK’ lar olarak bilinen ERK3, ERK4, nemo benzeri kinaz (NLK)
ve ERK7 MAPK’ larin1 igermektedir (115). Calismamizda sinyal iletiminde gorev
alan ve klasik MAPK grubunda yer alan ERK1/2 , p38 ve JNK yolaklarna yer
verdik.

Uyaranlar Baydme Sitokinler Stres Sitokinler Stres

Faktorleri
| g § §
MEK 1/2 MKK 4/7 MKK 3/6
7 B —
) |

L

ERK 1/2

[
!

|

[

- . Apopitoz Huocre hareketi
lfuregogalm:»l Hltihap A Luoz
Gelisim Tamor i

Kromatin _bigimlenmesi

Farklilasma :
Osmotik dazenleme

Hucresel canlilik

Sekil 5.1 : MAPK (ERK1/2, INK1/2,3, p38) yolagi.

Genlerin transkripsiyonunu diizenlemek ig¢in DNA tizerinde belli dizilere
baglanan STAT (Sinyal transducer and activator of transcription) proteinleri, sitokin
bagimli gen ekspresyonunda, immiin yanit ve ¢esitli hiicre fonksiyonlarini (biiyiime,
farklilasma ve hayatta kalma) diizenlemede gorev alirlar. STAT’ lar Janus kinaz
(JAK), tarafindan aktive olup ve tirozin fosforilasyonu yaparlar (116). Bu giine kadar
belirlenmis toplam 7 tane STAT proteini mevcuttur: STAT-1, STAT-2, STAT-3,
STAT-4, STAT-5a, STAT-5b ve STAT-6 (117). Bu proteinlerden biri olan STAT3’

58



tin, hiicre biiylimesininin diizenlenmesinde, derinin yeniden sekillenmesinde,
keratinosit gdclinde, makrofaj inaktivasyonunda, IL-6" ya bagml karaciger
rejenerasyonunda, hiicresel transformasyonda, epiteliyal hiicrelerin apoptozunda ve
T-helper hiicre cevabinda olusan inflamatuvar sitokinlerin downregiilasyonunda rol

aldigr belirtilmistir (118-120).

Transkripsiyon faktorii olan NFkB apoptozis ve inflamasyon gibi patolojik
olaylarda genlerin regiilasyonuyla ilgili olan dimerik transkripsiyon faktoriidiir
(121,122). NF«B inflamasyon, immiin cevap, hiicre biiyiimesi, kanser, ateroskleroz,
diabet ve bazi viral genlerin ekspresyonunu igeren birgok fizyolojik islem ve
hastalikla iliskilendirilmistir (123,124). NFkB 150’ den fazla farkli hiicre dis1
uyaranla (bakteriler, viriisler, interlokinler, bliylime faktorleri, kemoterapétik ajanlar,
cesitli fizyolojik, fiziksel ve oksidatif uyaranlar vb.) indiiklenmektedir. NFkB ayrica
150’ den fazla hedef genin (sitokinler, kemokinler, interlokinler, immiinglobulinler,
akut faz proteinleri, hiicre adhezyon molekiilleri, hiicre proliferasyonu, anti-apoptoz,
hiicre migrasyonu ve anjiyogenezle iliskili) ekspresyonunu diizenlemektedir (125).
NFkB bes tiiyeden olusmaktadir (p65/RelA, RelB, c-Rel, NF-xB1/p50 and
NF«B/p52) (126).

Pro-inflamatuar sitokinlerin fazladan {iretimi inflamatuar hastaliklarin
patogenezinde ve progresyonunda onemli rol oynamaktadir. PsA’ da kikirdak
dejenerasyonu ile iligkili olan patofizyolojik, molekiiler ve biyokimyasal
mekanizmalar1 anlamak yeni potansiyel terapétiklerin gelismesine olanak
saglayabilecektir. Bildigimiz kadariyla, literatirde ADAMTSI1,-4 ve -5 genlerinin
PsA patogenezindeki rolii i¢in yapilmis spesifik calismalar bulunmamaktadir, bu
nedenle ¢alismamiz ADAMTS],-4 ve -5 genlerinin PsA patogenezinde bir rolii olup
olmadigint arastiran ilk c¢alismadir. Calismamizda RA ve OA’ da ECM
degredasyonunu gergeklestirerek eklem yikiminda 6nemli rolleri oldugu rapor edilen
ADAMTS proteazlardan ADAMTSI, -4, -5’ in Ps ile iliskili kronik inflamatuar bir
artrit tiirevi olan PsA patogenezindeki rollerini ve pro-inflamatuar sinyal

yolaklarindaki molekiiler mekanizmalarini aragtirmay1 amagladik.

Western Blot analizlerimizde PBMC hiicrelerinin stimiilantlara (TNF-a, IL-6,
IL-1B) ve inhibitorlere (ERK1/2, p38, JNK, STAT3, NF«B) kars1 yanit1 gosterildi.
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Western Blot sonuglarimiza goére ERK1/2, JNK, p38, STAT3 ve NFkB
fosforilasyonlarmin kullanilan spesifik inhibitorler ile baskilandigi goriildii ve bu
baskilanma RT-PCR c¢alismamizda kullandigimiz inhibisyon ve uyarilma

mekanizmalarinin islerligine kanit olusturmaktadir.

Little ve arkadaslart ADAMTSI’ in devre disi birakilmasinin hayvanlari
deneysel artritten kurtarmadigimi gostermislerdir (127). 2002 yilinda Malfait ve
arkadaslarinin  yaptiklar1 bir hayvan c¢alismasinda ADAMTS4 ve ADAMTSS
enzimlerinin agrekanaz enzim aktivitesinin oldugunu, kikirdak dokusunda bu genlere
ait mRNA ve protein o6rneklerini ve eklem sivisinda ise agrekan yikim iiriinlerini
gostererek kanitlamiglardir (128). Yine hayvan modellerinde, ex vivo ortamda
yapilan calismalarda ADAMTS4 ve ADAMTSS genlerinin silinmesinin, hayvanlarda
proteoglikan yikimini 6nledigi ve OA siddetini azalttig1 gosterilmistir. 2005 yilinda
Glasson ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir hayvan calismasinda, oncelikle genetik
olarak modifiye edilmis farelerin ADAMTSS (agrekanaz-2)’ inin katalitik kismi
silinmis ve cerrahi olarak dizlerinde instabilite olusturulmustur. Modifiye edilmis
hayvanlarda kontrol grubuna kiyasla kikirdak bozulmasinin siddetinin anlamli olarak
azaldig1 rapor edilmisitr (129,130). Calismamizda, PsA’ da ADAMTS1 ve -4
ekspresyonunun Ps ve kontrol gruplarina kiyasla anlamli bir artis gosterdigi
gdzlemlenmistir. Onceki galismalarda, ADAMTSI ve 4 ekspresyon diizeylerinin OA
ve RA’de artis gosterdigi ve kikirdak yikimindaki rolleri bildirilmistir (131).
Sonucumuz literatiirle uyumlu olup, ADAMTSI ve -4 genlerinin PsA hastaliginda
ECM yikillminda etkin agrekanazlar olabilecegini Onermektedir. ADAMTSS
ekspresyonunun arttiritlerin  genelinde artigi  bildirilmistir.  Ancak  bizim
caligmamizda anlamli degisim elde edemememizin nedeni diger ¢alismalarda
kullanilan sinovial sivi, kikirdak gibi materyallerden farkli olarak PBMC diizeyinde

calismamizdan kaynakli olabilmektedir.

Saglikli kikirdak dokusunda, OA’ I1 kikirdak dokusunda ve kiiltiire edilmis
artikiiler kondrositlerde bulunan ADAMTS]1 ekspresyon diizeyleri tizerinde IL-1p ve
insiilin benzeri biiyiime faktorii-1’ in (IGF-1) etkisinin arastirildig: bir calismada; IL-
1B uygulanan 6rneklerde ADAMTS1’ in protein ekspresyonunun azaldigi, IGF-1
uygulanan 6rneklerde ise ADAMTS1’ in ekspresyon diizeyinde anlamli degisiklikler
meydana gelmedigi ifade edilmistir (132). Yapilan diger bir ¢alismada; OUMS-27
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kondrositoma hiicrelerinden ve osteoartritik eklemlerden temin edilen insan
kondrositlerine IL-1p yada TNF-a eklendiginde, IL-13’ nin ADAMTS4, ADAMTSS
ve ADAMTS9 mRNA seviyelerini arttirdigi, ADAMTS1 ve ADAMTSS seviyelerini
degistirmedigi, IL-1p ve TNF-a’ nin beraber kullaniminda ise 6zellikle ADAMTS9
mRNA seviyelerinin sinerjistik olarak arttig1 gosterilmistir (133). Pro-inflamatuar bir
sitokin olan IL-1, hamilelik gelisimi siiresince oldukc¢a kritik bir basamak olan
ekstraselliiler matriksin proteolitik degredasyonunu ilerletirken, anti-inflamatuar bir
sitokin olan TGF-B1 ise bu etkiyi dengeleyici bir rol oynamaktadir. Bu sonug
dogrultusunda Hunt Ng ve arkadaglar1 (134), her iki sitokinin inflamasyon ile iligkili
bir protein olan ADAMTSI1’ in insan desidual stroma hiicrelerindeki ekspresyonuna
etkisini in vitro olarak aragtirmislardir. Calisma sonunda IL-1B° nin ADAMTS1’ in
mRNA ve protein seviyelerinde artis sagladigini, TGF-B1’° in ise azalisa neden
oldugunu ve bu gergeklesen degisimlerin konsantrasyon ve doza dayali olarak
meydana geldigini  belirtmislerdir. Bir¢ok ¢alismada Ps ve PsA’ nin
patofizyolojisinde inflamasyon ile IL-1, IL-2, IL-6, IFN-y, ve TNF-a gibi sitokinler
arasindaki iligki gosterilmistir. T-lenfosit ve makrofajlarda tiretilen TNF-o’ nin IL-1
ve TNF-a’ ya sinerjik etki yaptigi bildirilmistir (24). Calismalarda goriildiigii gibi
TNF-0, IL-6 ve IL-1B’ nimn artiritli hastalardaki etkinligi i¢in celiskili sonuglar
mevcuttur. Calismamizda PsA’ 11 bireylerin PBMC hiicrelerinde simdiye kadar
calisilmamis pro-inflamatuar sitokinler olan TNF-a, IL-6 ve IL-18° nin ADAMTSI1
gen ekspresyonu iizerindeki etkisi incelenmistir. TNF-a , IL-6 ve IL-1p uyarilmasi
yapilmis PBMC hiicrelerinde ADAMTS1 gen ekspresyonunun PsA grubunda
azaldig1 elde edilmistir. Bu bulgular TNF-a, IL-6 ve IL-1B  uyariimalarinin
ADAMTSI agrekanaz  aktivitesine  baskilayici  etkileri  olabilecegini

diistindiirmektedir.

Diger bir ¢alismada insan makrofajlarinda ADAMTSI,-4 ve -5 in
ekspresyonlari iizerinde IL-33’ {in etkisini inceleyen Tim G. Ashlin ve arkadaslar
ADAMTS1,-4 ve -5° in ST2 resptorii araciligiyla IL-33 tarafindan inhibe edildigini
elde etmislerdir. IL-33’ iin ADAMTSI ve -4’ {in inhibisyonu i¢in ERK1/2 ve JNK/c-
Jun’ a ihtiya¢g duyulurken, p38’ e gereksinim duyulmadigini 6ne siirmiiglerdir.
ADAMTSS inhibisyonu i¢in ise bu proteinlerin etkinligi ortaya konmamistir (135).
Calismamizda PBMC hiicrelerinde MAPK (ERK1/2, p38 ve JNK) yolaklarinin
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inhibisyonuyla TNF-o’ nin indiikledigi ADAMTSI, -4, -5 gen ekspresyonlari
tizerindeki etkinligi incelenmigtir. Bunun sonucunda PsA grubunda ADAMTSI
ekspresyonu ERKZ1/2 inhibisyonu ile artarken JNK ve p38 inhibisyonlariyla
azalmistir. ADAMTSI1 ekspresyonu i¢in JNK ve p38 proteinleri tetikleyici etki
gosterirken, ERK proteininin ise baskilayici etki gosterdigi Ongiiriilebilir.
ADAMTS4 ekspresyonu icin kontrol, Ps ve PsA gruplarinin tamaminda ERK1/2,
p38 ve JNK’ nin iicline de ihtiya¢ duyuldugu elde edilmistir. Bu durum ADAMTS4
enzim aktivitesinde MAPK yolaklarinin 6nemli olabilecegini gdstermektedir.
ADAMTSS ekspresyonu Ps ve PsA gruplarinda ERK1/2 ve JNK inhibisyonlartyla
azalmistir. ADAMTSS gen aktivitesinde ERK1/2 ve JNK o6nemli tetikleyiciler
olabilir. Ayrica saglikli bireylerin ADAMTS1 ve -5 ekspresyonlar1 JNK
inhibisyonuyla ciddi sekilde artmaktadir, bu sebeple JNK proteini saglikli bireylerde

agrekanaz etkinliginin baskilanmasinda 6nemli bir engel olabilir.

ADAMTS4 ve -5 en iyi karakterize edilmis ve en yiiksek agrekanaz aktivite
gosteren agrekanazlardir ve bu agrekanazlar OA ve RA’ da kikirdak
degredasyonunda onemli rol oynamaktadir (128,136). Farede yapilan c¢aligmalar
ADAMTSS5 delesyonunun inflamatuar artritis ve OA gelismesine karsi korudugunu
gostermistir (137). Yapilan bir diger calismada ADAMTS4 ve ADAMTSS’ in her
ikisinin de sitokin uyarilmis normal dokularda ve OA kikirdaginda gozlenen
ilerlemis yikimda agrekan kaybinin 6nemli mediatorleri oldugu One stiriilmiistiir
(138). Bunun yanisira, siRNA deneylerinde de insan kikirdak agrekan degredasyonu
icin ADAMTS4 ve -5’ in gerekli oldugu gosterilmistir. Yapilan bir ¢alismada, insan
kondrosit ve kikirdak orneklerinde ADAMTS4 ve ADAMTSS’ in inhibitor etkisini
degerlendirmek i¢in siRNA kullanilmisti. ADAMTS4 yada ADAMTSS’ in
bastirilmast TNF-a ve oncostatin M’ in kombinasyonuyla indiiklenen agrekanin
yikilmasin1 6nemli bir sekilde engellemeye neden olmustur (139). Kiiltiire edilen
sigir ve domuz kondrosit yada kikirdak 6rnek modellerinde, 1L-1, TNF-a, oncostatin
M yada transforme edici biiylime faktorii B ile stimiilasyon sonrasinda ADAMTS4’
iin indiklendigi, ancak ADAMTSS’ in indiiklenmedigi elde edilmistir (140-142).
Yapilan yeni bir calismada ya IL-1B, TNF-o yada oncostatin M tedavisiyle
ADAMTS4’ iin gen ekspresyonu upregiile edilebilirken, insan kondrositleri yada
kiiltiir edilen insan kikirdak orneklerinde ADAMTSS {izerine etkisinin olduk¢a az
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oldugu belirtilmistir. Buna karsilik, bu sistemlerde ekstra bir etki olarak oncostatin M
ile IL-1B yada TNF-a tedavisi ADAMTS4 gen ekspresyonunu hatta ADAMTSS gen
ekspresyonunu da indiikledigi 6ne siiriilmiistiir (139). Pro-inflamatuar sitokinlerden
IL-1p ve TNF-o nin ADAMTS4 ekspresyonunu upregiile ettigi gosterilmisitir
(142,143). ADAMTS4 ve -5 gen ekspresyonun PsA grubunda IL-1p, IL-6 ve TNF-a
uyarilmast yapilmis hiicrelerde azalis gosterdigi elde edilmistir. Elde ettigimiz
bulgular literatiirdekilerle ters diismektedir ve farkliligin hastaliga bagli nedenlerden
yada diger ¢alismalarda kullanilan materyallerden farkli olarak PBMC hiicreleriyle

calismamizdan kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmektedir.

Yakin bir zamanda yapilan bir ¢alismada, pro-inflamatuar sitokin TNF-a ve
IL-B> nin ADAMTS4 ekspresyonunu NFkB ve MAPK sinyal yolaklarini kullanarak
reglile ettigi rapor edilmistir (11). Bizim g¢alismamizda ise TNF-o’ nin PBMC
hiicrelerinde ADAMTS4 gen ekspresyonunu kontrol grubunda artirdigi, Ps grubunda
degistirmedigi, PsA grubunda ise istatistiksel anlamda onemli bir azalisa neden
oldugu saptanmistir. Elde ettigimiz bulgular literatiirle uyumlu olup, diger
inflamatuar hastaliklarda gozlemlendigi gibi PsA patogenezinde de ADAMTS4
enziminin artirit olusumunda rol aldig1 sOylenebilir. Diger bir sitokin olan IL-1p ile
stimiile edilen PBMC hiicrelerinde ADAMTS4 ekpresyonunun kontrol, Ps ve PsSA
gruplarinin liglinde de istatistiksel anlamda Onemli bir azalis gosterdigi elde
edilmistir. NFkB inhibisyonunun IL-1B> nin ADAMTS4 gen ekspresyonundaki
baskilayici etkisine bagli olmaksizin her ti¢ grupta da (kontrol, Ps, PsA) anlamli bir
azalisa neden oldugu tespit edilmistir. PSA patogenezinde rol alan NF«xB yolaginin
baskilanmasiyla major agrekanaz olup eklem yikimlarina neden olan ADAMTS4

proteazinin aktivitesinin diigiiriilebilecegini gostermektedir.

Yapilan bir ¢alismada diger bir pro-inflamatuar sitokin olan IL-6" nin RA’ I
hastalarin fibroblast benzeri sinoviositlerinde ADAMTS4 ekspresyonunu indiikledigi
rapor edilmistir. Ayrica pro-inflamatuar sitokin olan IL-6° nin ADAMTS4 ve
ADAMTSS’ in ekspresyonunu STAT3’ e bagiml olarak upregiile ettigi ve STAT3
inhibitorii parthenolide’ nin IL-6° nin ADAMTS4 ve ADAMTSS ekspresyonu
tizerindeki indiikleyici etkiyi inhibe ettigi gosterilmistir (144). Literatiirde bulunan bu
sonuglar dogrultusunda bizim caligmamizda da STAT3 inhibisyonunun IL-6" nin

stimiile ettigi ADAMTS4 gen ekspresyonunda kontrol, Ps ve PsA gruplarinda
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upregiile oldugu, ADAMTSS gen ekspresyonunun ise kontrol ve PsA gruplarinda
degismedigi bulunmustur. Boylece PsA’ da IL-6 varliginda STAT3’ e bagli olarak
ADAMTS4 gen ekspresyonunun diizenlenebilecegini soyleyebiliriz.

Onceki calismalarda; IL-1 yada TNF-o ile uyarilan ADAMTS4’ iin
upregiilasyonunun gii¢lii bir sekilde NFkB bagimli oldugu 6ne siiriilmiistiir. Ancak
ADAMTSS ekspresyonunun regiilasyonunun herhangi bir kisminda NFxB’ nin rol
oynayip/oynamadigi bilinmemektedir (145-147). Calismamizda PsA grubunda IL-1§
ile uyarllan ADAMTSS geninin NFkB inhibisyonundan etkilenmedigi
gozlemlenmistir. Bu bulgu ADAMTSS ekspresyonunun IL-1f varliginda NF«xB

bagimli olmadigi fikrini 6n gérmektedir.
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SONUC VE ONERILER

Calismamizda, ADAMTSI1 gen ekpresyonunun PsA’ It bireylerde oldukca
fazla oldugu RT-PCR sonucunda elde edilmistir. ADAMTSI1’ in anti-anjiogenik
Ozelligi, yara iyilesmelerinde rol alan sistemlerdeki baskilayici 6zelligi ve agrekanaz
olusu gbéz Oniine alindiginda Ps’ li yada PsA’ 11 hastalarda cilt ve eklem

inflamasyonlarina neden oldugunu ve bunun artisin1 sagladig: diisiiniilmektedir.

PsA’li hastalarda, TNF-a, IL-6 ve IL-1f uyarilmalarinin ADAMTSI
agrekanaz aktivitesine baskilayic1 etkileri olabilecegi diistiniilmektedir. MAPK
ailesinden olan p38 ve JNK yolaklar1 yada inflamasyon ve immiinite ile ilgili birgok
genin transkripsiyonunu uyaran STAT3 yolaginin baskilanmasi yoluyla ADAMTSI
gen ekspresyonunun diizenlenebilecegi  goriilmektedir. Bilgimiz  dahilinde,
calismamiz ADAMTS genlerinin (-1, -4 ve -5) PsA’ daki rollerinin arastirildig: ilk
calisma oldugu i¢cin PsA patogenezinde rol alan mediyatorler tarafindan regiile
edilebildigi gorilen ADAMTSI geninin PsA hastalarinda daha detayli arastirilan

calismalarla desteklenmesi onerilebilir.

PsA patogenezinde IL-1B, IL-6 ve TNF-o pro-inflamtuar sitokinleriyle
uyarilan hiicrelerde major agrekanazlardan olan ADAMTS4 ve -5 ekspresyonlarinin
azalis gosterdigi tespit edildi. Bu bulgular literatiir bilgileriyle ¢elismektedir, bu
sebeple elde ettigimiz bulgularin gii¢lendirilmesi i¢in yapilacak yeni ¢aligmalara

thtiyag¢ vardir.

PsA’ 11 hastalarda ERK1/2, p38, JNK, STAT3 ve NF«B inhibisyonlarinin
tamaminda ADAMTS4 gen ekspresyonu azalig gostermektedir. Bu sinyal yolaklarin
modiilator etkisi goz Oniinde bulundurularak PsA hastalarinin kartilaj hasarini
onlemek icin yeni potansiyel terapotiklerin gelismesine Onciiliik edecegi

diistiniilmektedir.

PsA, kontrol ve Ps gruplarinda, ADAMTSS5 gen ekspresyonunun IL-1f3
stimiilasyonuna bagli olmaksizin NfkB inhibisyonuyla azalis gosterdigi elde edildi.
Bu da bize eklem yikimlarinda rol alan NfkB proteininin PsA patogenezinde aktif bir
sekilde rol aldigin1 diisiindiirmektedir. NfkB yolaginin baskilanmasiyla ADAMTSS

gen ekspresyonunun diizenlenebilecegi ongoriilmektedir.
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