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OZET
FIBROBLAST HUCRE KULTURUNDE JAK-STAT SINYAL YOLAGI
INHIBISYONUNUN KOLLAJEN BiYOSENTEZI UZERINE ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Mehtap SAHIN
Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Hiiseyin AYDIN
2018, 69 sayfa

Fibrozisin arttig1 ¢esitli hastaliklarda (hepatik fibroz, skleroderma gibi) kontrolsiiz
kollajen sentezi ve birikimi olmaktadir. Kollajen sentezini inhibe eden ajanlar oldukga
smirlidir. Tofasitinib selektif JAK-kinaz (1/3) inhibitoriidiir. Gilinlimiizde romatoid artrit
tedavisinde kullanilmaktadir. JAK yolagi inhibisyonun kollajen sentezine etkileri net olarak
bilinmemektedir. Calismamizin amaci fibroblast hiicre kiiltiiriinde JAK-STAT yolagi
inhibisyonunun kollajen biyosentezi iizerine etkisini arastirmaktir. BJ-CRL1474® (cilt) ve
BRL3A® (hepatik) fibroblast hiicre kiiltiirlerinin uygun ortamda ¢ogalmasi saglandi. 96’lik
flasklarda ¢ogalan fibroblast hiicrelerine sirasiyla 25nM, 50nM, 100nM, 200nM, 400Nm ve
800nM  konsantrasyonlarinda tofasitinib uygulandi. Hiicre canliligi ve miktar
spektrofotometreyle okundu. Ayrica ELISA yontemi ile doku metalloproteinaz inhbitdrii
(TIMP-1), matriks metalloproteinaz 3 (MMP-3), doniistiiriicii biiylime faktori (TGF-1pB) ve
hidroksiprolin diizeyleri Olgiildii. Tofasitinib’in sitotoksik etkisi 100nM konsantrasyonda
baslad1 (p<0,05). En yiiksek etki ise 800nM’de elde edildi. Tofasitinib’in zamana bagl
sitotoksik etkisi 72. saatte, 24. ve 48. saate gore tiim konsantrasyonlarda anlamli olarak daha
yiiksek saptandi (p<0,05). Kollajen sentezinin ana uyaricist olan TFG-1B diizeyi 25nM
konsantrasyonda dahi anlamli olarak diisiik saptandi (p<0,05). En diisiik diizeye 800nM
konsantrasyonlarinda ulasildi. Konsantrasyonlar arasindaki farklar istatistiksel olarak bulundu
(p<0,05). Yine sirasiyla MMP-3, TIMP-1 ve hidroksiprolin sevilerinde kontrole gore anlamli
diisiis saptandi1 (p<<0,05). Her {i¢ biyobelirtegteki diisiis 100nM konsantrasyonunda basladi. Her
iki hiicre kiiltiirtindeki (hepatik ve deri) sonuclar benzerdi ve istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0,05). JAK-kinaz inhibitorii olan tofasitinib’in fibroblast hiicre kiiltiiriinde fibroblast hiicre
proliferasyonunu zamana ve konsantrasyona gore baskiladigi gosterdik. Ancak bu etkinin

klinik yansimalar1 i¢in daha kapsamli hayvan model ve insan ¢aligmalarma ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Kollajen biyosentezi, Fibroblast Hiicre Kiiltiirii, Tofasitinib, JAK-STAT



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF JAK-STAT SIGNAL INHIBITION
ON COLLAGEN BIOSYNTHESIS IN FIBROBLAST CELL CULTURE

Uncontrolled collagen synthesis and deposition occur in various diseases such as hepatic
fibrosis, scleroderma. The agents that inhibit collagen synthesis are very limited. Tofacitinib is
a selective JAK-kinase (1/3) inhibitor. Currently it used in the treatment of rheumatoid arthritis.
The effects of JAK pathway inhibition on collagen synthesis are not clearly known. The aim of
the study is to investigate the effect of JAK-STAT pathway inhibition on collagen biosynthesis
in fibroblast cell culture. BJ-CRL 1474® (skin) and BRL3A® (hepatic) fibroblast cell cultures
were proliferated in the appropriate medium. Tofacitinib was administered to fibroblast cells
proliferating on 96-well flasks at concentrations of 25nM, 50nM, 100nM, 200nM, 400Nm and
800nM, respectively. Cell viability and quantity were read by spectrophotometer. Tissue
metalloproteinase inhibitor (TIMP-1), matrix metalloproteinase 3 (MMP-3), transforming
growth factor (TGF-1pB) and hydroxyproline levels were measured by ELISA method. The
cytotoxic effect of tofacitinib started at 100 nM concentration (p <0.05). The highest effect was
obtained at 800nM. The time-dependent cytotoxic effect of tofacitinib was significantly higher
72th hours than at 24th and 48th hours at all concentrations (p <0.05). TFG-1p, the major
stimulus of collagen synthesis, was found to be significantly low even at 25 nM concentration
(p <0.05). The lowest concentration was reached at 800nM. The differences between the
concentrations were statistically significant (p <0.05). Again, there was a significant decrease
in MMP-3, TIMP-1 and hydroxyproline levels, respectively (p <0,05). The decline in all three
biomarkers started at a concentration of 100nM. The results in both cell cultures (hepatic and
skin) were similar and not statistically significant (p> 0.05). JAK kinase inhibitor, tofacitinib
has been shown to inhibit fibroblast cell proliferation in fibroblast cell culture by time and
concentration. However, more extensive animal model and human studies are needed for

clinical manifestations of this effect.

Keywords: Collagen biosynthesis, Tofacitinib, Fibroblast Cell Culture, JAK-STAT
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1. GIRIS VE AMAC

Fibrozis ve fibrozisle seyreden hastaliklarin (6rnegin hepatik fibrozis, skleroderma,
diyabetik nefropati, romatoid artrit, idiyopatik pulmoner fibrozis, arteriyosklerozis vb.)
patogenezinde hiicreler aras1 matriksin (ekstraseliiler) agir1 sentezi, birikimi ve normal dokunun
fonksiyonunun bozulmasi yatmaktadir (1). Doku tamiri ve yara iyilesmesi homeostazimnda en
Oonemli rolii oynayan hiicreler fibroblastlardir. Mezensimal fibroblastlarin aktive olup,
cogalmasi ilgili alana gocii ve sonrasinda farklilagmasi hiicreler arasi matriksin (HAM) sentezi
ve bu sentezin kontrol altma almip sonlandirilmast gerekmektedir. Bu asamada dengenin
saglanmasmda birgok pro-fibrotik ve anti-fibrotik sitokinin, protein ve enzimin de rolii
olmaktadir (1).

Profibrotik proteinlere 6rnek olarak transforme edici biiytime faktorii beta (TGF-p) ve
konnektif-bag doku biiyiime faktorii (connective tissue growth factor, CTGF) verilebilir (1).
Antifibrotik proteinlere ise tiimor nekroze edici faktor (TNF-a) ve interferon-y 6rnek verilebilir.
Fibrotik yanitin en 6nemli mediyatorii TGF-f dir. TGF-p 6zellikle kollajen tip-1 sentezi ve
HAM yapimi uyarir. TGF-f ailesi yaklasik 30 kadar protein icermektedir. Bunlara 6rnek olarak
aktivinler, inhibinler, miyostatin, kemik morfojenik protein, antimiillerian hormon vb verilebilir
(1). TGF-B’nin baslica 3 alt tipi mevcuttur (1). TGF-B-1, 2 ve 3 epitelyal hiicre apoptozisini
uyarir ve mezenkimal hiicre proliferasyonu sonucu HAM sentezini artirdig bildirilmistir (1).
TGF-p reseptorii hiicre igi tirozin Kinaz aktivitesine sahiptir (1). TGF-B reseptor aktivasyonu
ayni zamanda hiicre i¢i Smad yolaklarinca da regiile edilmektedir. TGF-/Smad sinyal yolag1
MAP-kinaz kaskad1 tarafindan kontrol edilmektedir.

Hiicrelerin birbiri ile iletisiminde ve hiicre i¢i iletisimde en Oonemli aktorler hiicre
yiizeyinde yer alan reseptorlerdir (2). Bir sinyal molekiilii reseptoriine baglandiginda hiicre
cogalmasi, farklilasmasi, hareketi, metabolizmasi, davranisi gibi olaylarin diizenlenmesinde
gorevli bir takim hiicre i¢i yanitlar1 baslatir (2). Bu iletisimde hiicre i¢inde bulunan tirozin
kinazlar en 6nemli rolii oynarlar (2). Tirozin kinazlar protein fosforilasyonunu saglayan ve
hiicre icinde; hiicre boliinmesi, farklilasmasi, hiicre gocli ve apoptozis gibi bircok 6nemli
biyolojik fonksiyonu kontrol eden enzimlerdir (2).

Tirozin kinazlarin iki smnift vardir: 1) reseptor tirozin kinazlar; 2) reseptdr olmayan
tirozin kinazlar. Birinci gruptakiler ligand baglayan hiicre dis1 bir domeyne ve katalitik bir hiicre
ici kinaz domeynine sahip transmembran proteinlerdir. Ikinci gruptakiler sitozolde, gekirdekte
ve plazma membraninin i¢ yiiziinde bulunur ve Src ailesini, Fps/Fes’i (Fujinami poultry
sarkoma/felin sarkoma) ve fes-ile iliskili alt aileyi (Fer) igerir. Tirozin kinazlar bilinen en potent

mitojenik ve transforme edici molekiiller arasmdadir.



Temel hiicre ici sinyal yolaklart cAMP ve cGMP yolaklari, fosfolipaz C-Ca*? yolagmni,
niikleer-faktdr kapa-beta (NF-kB) transkripsiyon yolagmi, Ca*?- kalmodiilin, MAP kinaz
yolagini ve JAK-STAT yolagini igerir (2).

Janus kinaz (JAK) - transkripsiyonun sinyal ileticileri ve aktivatorleri (STAT)
yolaginin ise tirozin kinaz proteinleri ile transkripsiyon faktorleri arasinda transkripsiyon
faktorlerini dogrudan etkileyen siki bir iliski kurdugu bildirilmistir (2). STAT proteinleri
sitoplazmada inaktif halde bulunan, SH2 domeynine sahip proteinlerdir (2). Reseptoriine bir
ligandin baglanmas1 STAT proteinlerini bir araya getirir ve reseptorle iliskili JAK protein
tirozin kinazlara SH2 domeynleri boyunca baglanmasma ve fosforillenmesine sebep olur.
Fosforillenmis STAT proteinleri dimerlesir ve ¢ekirdege transloke olarak hedef genlerin
transkripsiyonunu etkinlestirir (2).

Hiicre membraninda bulunan Janus kinaz (JAK) enziminin bilinen dort farkli tipi
tanimlanmustir: Jak1, Jak2, Jak3, Tyk2. Hiicre sitoplazmasinda yer alan ve JAK tarafindan
aktive olan STAT larin ise yedi farkl tipi tanimlanmistir: STAT1, STAT2, STAT3, STAT4,
STATS5A, STATS5B, STAT6 (3). JAK-STAT sinyal yolaginin anormal aktivasyonu birgok
hematolojik malignite ile iliskili bulunmustur (AML, MDS, vb..) (3). Jakl proteini sinif 11
sitokin reseptori ile iliskili sitokinler 1L-2, 1L-4, gp130 vb. ile interaksiyon sonucu metastaz,
timor progresyonu ve ilag¢ direncinden sorumludur (3). Jak2 proteinindeki gesitli mutasyonlar
(V617F) hematoproliferatif hastaliklarla iligkili bulunmustur (3-5). Tyk2 ise IL-6, IL-10 ve IL-
12 gibi proinflamatuvar sitokinlerle ilskili bulunmustur (3-5).

Tofasitinib (CP 690.550): son yillarda romatoid artrit tedavisinde oral olarak
kullanilan, hastalik modifiye edici, hedefe yonelik ve immiinmodiilatuvar bir ilactir (6-9).
Etkisini JAK-1 ve JAK-3 (ozellikle)’ii bloke ederek etkisini gésterir. Bunun sonucunda
yukarida bahsedilen sitokinler, 6zellikle 1L-2, -4, -7, -9, -15 ve IL-21 aracili sinyalizasyon
engellenir. Tofasitinibin inflamatuvar romatizmal hastaliklarda kullanimi ile ilgili bilgiler
heniiz yeterli degildir (8,9). Ozellikle bu hastaliklarda birlikte kullamilan non-steroidal
antiinflamatuvar ilaclarla olan in vivo etkilesimleri de net degildir.

Bu c¢alismanin amaci fibroblastlarda bir Jak inhibitéri (JAK1-JAK3) olan
Tofasitinib’in kollajen biyosentezi iizerine etkisini incelemektir. Ekstraseliiler maktriksin ana
bileseni olan ve ozellikle fibrozisle seyreden bag dokusu hastaliklarinda asir1 sentezi olan

kollajenin yapimini fibroblastlarda in vitro olarak baskilamak hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Ekstraseliiler matriks

Ekstraseliiler matriks (ESM) hiicreler arasindaki boslugu dolduran ve hiicreler arasi
iletisimde, doku dayanikliliginda 6nemli rol oynayan ana destek yapidir. ESM biiyiik yapisal
proteinlerden ve polisakkaritlerden olusmaktadir (10). Bu protein yapilara kollajenler,
proteoglikanlar, fibrillinler ve adezyon molekiilleri 6rnek verilebilir. ESM dokularda yapisal
dokuyu olusturmakla birlikte stromal hiicrelerin diferansiasyon, migrasyon, adezyon,
proliferasyon gibi aktif olaylarda rol oynar ve g¢esitli biiyiime faktorlerinin rezervuar1 olarak
da gorev yapar (10). ESM yapilarini iireten ana hiicreler fibroblastlar, kondroblastlar ve
ostoblastlar olarak sayilabilir. Fibroblastlar ¢evresel etmenler, hipoksi, hiicresel uyarimlar,
biyokimyasal sinyaller gibi ¢esitli sebeplere cevap olarak asir1 kollajen ve diger konnektif
doku proteinlerini iiretirler (11).

2.1.1. Fibroblastlar

Bag dokusunun ana hiicrelerindendir. Farklilasmamis mezenkimal hiicrelerden kdken
alirlar (12). Hemen hemen her dokuda (kornea, dermis, tendon, ligamen, kemik vb) bulunurlar.
Ancak bazi1 dokularda fibroblast benzeri hiicreler mevcuttur (12). Baslica gorevleri hiicre disi
(ekstraseliiler) matriks tiretimi, yapisal destek (doku iskeleti), bariyer olusturarak savunma
sisteminde rol oynamak, hiicreler arasinda iletisim olarak sayilabilir (12) .

Fibroblastlar dokularda aktif veya inaktif formda bulunurlar (Resim 2.1a, -b, -c).
Fibroblastlar1 tanimlamak amaciyla antikorlar gelistirilmistir. Ozgiil antikor hala
bulunmamakla birlikte FibASOl1 ve Fib AS02 antikorlar1 fibroblastlar i¢in en 6zgilin
antikorlardir (13). Yapilan ¢alismalarda bu antikorlarin yara iyilesmesi sirasinda daha yiiksek
eksprese edildigi gosterilmistir (13). Yine BF-45, BD-46 antikorlar da tanimlanmustir (14).
Aktif fibroblastlar yildiz seklinde yassilasmis hiicrelerdir ve adeta kuyruk gibi uzanan
sitoplazmik kismi mevcuttur (15). Bu sitoplazmik kismin hemotoksilen-eozin ile boyandiginda
kollajenden ayrimi oldukga giictiir. Elektron mikroskopi ile incelendigi zaman aktif yani
herhangi bir uyari ile ekstraseliiler matriks olusumlarini iireten fibroblastlarin genislemis golgi
cisimcigi ve graniillii endoplazmik retikulumlar1 (GER) dikkat ¢ekmektedir (15) (Resim 2.1c).
Bu durum aktif {iretim yaptigmi gostermektedir. Fibrosit olarak adlandirilan inaktif formda
olanlarda da aktif olanlarin tam aksine daha kii¢iik ve oval hiicrelerdir. Elektron
mikroskobisindeki goriintiisiinde aktif fibroblastlara gore daha kiiciik GER ve bol miktarda
ribozom mevcuttur (Resim 2.1c). Sitoplazmalar1 ise daha asidofilik boyanir (15). Cesitli

dokulardaki ozellikleri nedeniyle ©rnegin tendonlarin yapisinda bulunan fibroblastlarin



gerilme, diiz kas yapisinda bulunan miyofibroblastlarin kasilma gibi 6zellikleri bulundugu i¢in

bu tiir hiicrelere fibroblast benzeri hiicreler olarak da tanimlayan arastirmacilar mevcuttur (16).

Resim 2.1 b: Inaktif Fibroblast Sitoplazmasi (17) Resim 2.1c :Aktif Fibroblast(genislemis GER ve ER)(17)

2.1.2. Miyofibroblastlar

Hem diiz kas hiicresi hem de fibroblast hiicresi 6zelliklerini gdsterebilen hiicrelerdir
(12). Yani kontraktil yapidadir ve matriks tiretimi de yapabilmektedir. Fibroblastlarin
transformasyonu sonucu olustugu diisiiniilmektedir (18). Ozellikle yara iyilesmesi sirasindaki
graniilasyon dokusunda ve tiimor dokusunda yogun oldugu gosterilmistir. Herhangi bir doku
par¢alanmas1 durumunda yara iyilesmesi i¢in gerekli matriks iiretimini yapar ayni1 zamanda
kontraksiyon saglayarak doku biitlinliigiinii saglar. Asir1 matriks salimimi olursa olay skarla
sonuglanabilir (12). Elektron mikroskopi ile incelendiginde yine oldukga biiyilk GER ve
uzunlamasina gozlenen aktin filamanlar1 yer alir (19). Bu 6zelligiyle birlikte diiz kas hiicresine
benzemektedir. Etrafi daha ¢ok fibronektinlerden olusan adina fibroneksiis denilen yapiyla

sarilmigtir. Hiicre igi ve dis1 filamanlarin birlestigi yer olarak bilinir(18).

2.1.3. Diger Fibroblast Benzeri hiicreler

Bir¢ok organda farkl 6zellikler gostermeleri nedeniyle bu adla adlandirilmiglardir. Perindriyal

hiicreler, A vitamini depolayan hiicreler, salg1 yapan intersitisyel hiicreler sayilabilir (12).



2.2 KOLLAJEN

Kollajenler viicuttaki toplam protein miktarinin yaklasik %30 unu olusturan, yaklasik
25’den fazla farkl tipinin tariflendigi genis bir protein ailesidir (20). Konnektif dokulardaki
ESM’ nin ana bilesenidir. Dokularin yapisinda, dayaniklilik ve mimarisinde 6nemli rol oynar.

Bulunduklar1 yapiya gore 6zellik gosterirler (20).

2.2.1. Kollajen’nin Yapisi

Kollajenler ti¢lii peptid zincirlerinin olusturdugu heliks yapida proteinlerdir (Sekil 2.1a,
-b, Resim 2.2) (21). Heliks yapiy1 olusturan her bir zincir 3’li aminoasid yapinin
tekrarlamasiyla olusur. Uglii tekrar eden aminoasidlerin iiciincii olani kesinlikle glisindir. Yani
glisin-X-Y-Glisin-X-Y olarak zincir devam eder (21). Glisin (GLY) en kii¢iik yan zincire sahip
olan olmazsa olmaz aminoasiddir. X ve Y ise herhangi bir aminoasid olabilmekle birlikte en
¢ok X prolin, Y ise hidroksiprolin olarak karsimiza c¢ikmaktadir (21). Ciinkii prolin ve
hidroksiprolinin kisitlt olan hacim ve dontisleri, peptid zincir ve heliks yapmin saglamliligini
saglamaktadir. Zincir i¢indeki ve zincirlerin birbiriyle baglanmasmi CO ve NH gruplari
arasindaki hidrojen baglar1 saglamaktadir. X ve Y aminosidinin yan zincirleri bu

baglanmalardan sorumludur (21).
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Sekil 2.1b: Kollajenin Sematik Resmi (23).

2.2.2 Kollajen Tipleri

Kollajen ailesi temelde fibriler ve fibril yapida olmayan kollajenler olarak ikiye

ayrilmaktadir.

2.2.2.1. Fibriler Kollajen

Fibriler kollajen tendon, ligamen ve cilde saglamlik veren ana yapidir (24). Tablo 2.1°de
gosterildigi gibi tip 1, 2, 3 ,5 ve 11 kollajenler fibriler yapidadir. Dokularda kollajen tipleri
karisik halde bulunabilir. Ornegin dermal yapida tip 1 ve 3, kornea yapisinda tip 1 ve 4 karigimi
mevcuttur (24). En yaygin olani tip 1 kollajendir. Dokulara esneklik ve saglamlik saglama da
ana rol oynar. Tip 1 kollajen iki adet alfa 1, bir adet alfa 2 peptidinden olugsmustur. Hemen

hemen her zincir yaklasik 1000 aminoasidden olusmustur (24).

2.2.2.2. Non-Fibriler Kollajen

Daha ¢ok bazal membranlarin yapisinda bulunur (21). Kollajen olmayan yapilarin da
arasina girdigi ¢esitli uzunluktaki ticlii heliks yapilarm birlesimi ile olugan heterojen bir gruptur.
Bu gruba Tip 4 kollajen, fibril iliskili kesintili helikal yap1 (FASIT) 6rnek verilebilir (21) . Bazal
membranlar epitelyal hiicrelerin (schwann ve adiposit hiicrelerde dahil), ekstraseliiler matriksin
ince bazal yapisidir. Kollajen olmayan sekanslar da bazal membran yapisinda bulunur (21).
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Damar duvarlarinda, bobrek gibi yapilarda segici gegirgenlik, filtrasyon gibi 6nemli gorevleri
vardir (21). Tip 4 kollajene kars1 olusan bazi antikorlar sonrasinda gelisen bazal membran hasari
ile karakterize c¢esitli hastaliklar da mevcuttur (alport sendromu, good-pasture sendromu

gibi)(24). Tablo 2.1 de kollajen tipleri ve dagildiklar1 dokular gosterilmistir.

Tablo: 2.1 Kollajen Tipleri ve Dagildiklar1 Dokular (21)

Tip Smf Dagilim

I Fibriler Deri, tendon, kemik

1 Fibriler Kikirdak, kornea

Il Fibriler Konnektif dokular (deri, akciger,
damar)

v Non-Fibriler Bazal membranlar

\ Fibriler Karaciger, kornea, mukoza

VI Non fibriler Konnektif dokular

IX Fasit Kikirdak, vitroz sivi

Xl Fibriller Kikirdak

Xl Fasit Embriyomik tendon, deri

X111 Transmembrane domain Yaygin daginik

X1V Fasit Fetal deri, tendon

2.2.3. Kollajen Sentezi

Kollajen sentezi Endoplazmik retikulumda (ER) baslar (23). ilk olusan kollajen peptidi
daha sonra birgok modifikasyona ugrar. Sirasiyla ER, golgi cisimcigi ve esktraseliiler matriks
boslugunda son halini alir (23). Basta gelen sinyal peptidi ile ribozomlarin ER’ye baglanmasi
sonucu preprokollajen sentezi baglar. Sinyal peptidinin ER’den uzaklagmasiyla post-
translasyon baglar ve prokollajen olarak sentez devam eder. 3 farkli hidroksilaz, lizin ve prolin
kalintilarina hidroksil grubu ekleyerek onlar1 hidroksiller ve 3,4-hidroksiprolin ve 9-

hidroksilizin olusturur (25). Hidroksillenme iglemi sirasinda C vitamini de kofaktor olarak
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gorev alir. Hidroksilasyon sonrasindaki basamak glikolizasyondur. -O ve -N glikalizasyon
hidroksilizine galaktozil kalintilarinin galaktozil transferaz ile baglanmasi sonucu gergeklesir.
Hidroksilasyonun kapsami kollajen tiplerine ve fibriller, non-fibriler kollajen tiirlerine goére
degisiklik gosterebilir (25). Saglamlik, uzunluk gibi 6zelliklerde bu islem 6nemli bir rol oynar.
Peptitler aras1 ve peptid i¢i disiilfid baglar1 protein disiilfid izomeraz tarafindan C-terminal
uclarmda olusturulmaktadir. Baglar sonrasinda {iglii heliks yapiya kavusur (25). Bu asamada
prokollajen ¢6zlinebilir ve ayn1 zamanda N ve C uglarma sahip bir yapidadir ve golgi aparatina
transfer edilir. Golgi aparatinda vezikiillere alinarak ekzositoz ile ekstraseliiler boslugu
gonderilir (Sekil 2.2) (21).
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Sekil 2.2: Kollajen Sentezinin ER’da Baslayip Golgi Ve Ekstraseliiler Alana Gonderilmesi (21).

Ekstraseliiler boslukta prokollajen proteinazlar1 ile N ve C terminal bolgeleri
uzaklastirilir. Aldehit tiirevi ¢apraz baglar ile tropokollajen molekiilleri stabilize edilerek
¢ozlinmez hale getirilir (25). Lizil oksidazlar lizin ve hidroksilizin kalintilarindan amino
gruplarin1 deaminasyon yaparak allisin ve hidroksiallisin olarak bilinen reaktif aldehit
gruplarmni olusturur (25). Aldehit gruplart diger aldehit gruplariyla aldol capraz baglari
olustururlar. Ayrica oksitlenmemis lizin ve hidroksilizin baglartyla schiff baglarmi olusturarak

kollajenin son olgun yapisin1 meydana getirmis olurlar (Sekil 2.3) (21).
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Sekil 2.3: Kollajenin Ekstraseliiler Alanda Son Olgun Halini Almasi (21).

2.2.3.1 Kollajen Sentezinin Regiilasyonu

Ozellikle Tip 1 kollajen sentezi birgok ekstraseliiler faktdrden etkilenmektedir. Sitokinler,

Reaktif oksijen Uriinleri (ROS), hipoksi, hiicre-hiicre iletisimi, hiicre-matriks iletisimi

sayilabilir (Tablo 2.2) (26).



Tablo 2.2: Kollajen Sentezinde Ekstraseliiler Sinyaller (26)

Sinyal Hiicresel Kaynak

TGF-B Inflamatuvar hiicreler, Plateletler, fibroblastlar,

makrofajlar

PDGF Plateletler, fibroblastlar, makrofajlar, endotelyal
hiicreler

CTGF/CCN2 Fibroblastlar

Insiilin benzeri biiyiime Faktorii-1  Fibroblastlar

IL-1la Keratositler

IL-4, IL-13 Th2 Th2 lenfosit, mast hiicreleri

IL-6 Makrofaj, B hiicreleri, T hiicre, Fibroblastlar

Kemokinler (MCP-1, MCP-3) Notrofil, Epitelyal hiicreler, endoteliyal hiicreler,
fibroblastlar

Fibroblast Biiyiime Faktorii Fibroblastlar

Endotelin 1 Endotelyal hiicreler

WNT ligand Anormal aktivasyon sonucu gelisen yolaklar
NOTCH/jagged Anormal aktivasyon sonucu gelisen yolaklar
Lizofosfoditik Asit Yaralannus dokular

Hipoksi Hipoksik dokular

Reaktif Oksijen Uriinleri Iskemi reperfiizyonu sonrasinda

Kollajen iiretiminde transkripsiyon faktorlerini kodlayan genler mevcuttur (26).
Transkripsiyonu uyaran faktorlere Ets1, Smad2/3, Egr-1, and CCAAT-baglayici faktor (CBF)
ornek verilebilirken, Sp3, C/EBP, YBI, c-Krox, and Fli-1 adli faktorlerde transkripsiyonu
baskilayanlar arasinda sayilabilir (27). Bu faktorler dis uyarilar sonucunda hiicre i¢i yolaklar,
kofaktorler, cesitli enzimler ile etkilesime girerek kollajen sentezini regiile etmektedirler (27).
Fibrozis gelisimi sadece ortamdaki fibroblastlardan olusmamaktadir. Kemik iligi kokenli
mezensimal hiicreler, endotelyal hiicreler de miyofibroblastlara doniiserek kollajen sentezi
yaparlar (26). Miyofibroblastlar ayni zamanda TGF-f’nin da ana kaynagini olusturur.
Normalde herhangi bir doku hasarinda yeterince ESM bilesenleri ve kollajen iiretimi sonrasinda
apopitozise ugrar, ancak bazi durumlarda asir1 fibrotik yanit olusturur Ki skleroderma bazi gibi
hastaliklarda normal dokunun yerini fibrozisin aldig1 bilinmektedir (26). Sebep ne olursa olsun

sonucta kontrolsiiz kollajen tiretimi mevcuttur. Diizdamar duvarinda intima ve endotel arasinda
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bulunan perisitler normalde vaskiiler hemostazis de rol oynarken uyarilar sonucunda kollajen
iiretimi yapan hiicrelere doniismektedirler (27). Patolojik durumlarda (sistemik skleroz gibi)
perisitlerde artmig PDGF reseptorlerine rastlanmistir. Asir1 kollajen ve ESM bilesenleri tiretimi
yaparak damar duvarinda hasara ve fonksiyon kaybina neden olurlar. Yine epitelyal hiicreler
cesitli uyarilar sonucunda fibroblastlara doniisebilirler (27). Embriyonel gelisimde de bu
donlisiim mevcuttur. Ancak karaciger fibrozisi, renal fibrozis gibi patolojik durumlar da bu

doniigiim kontrolden ¢ikarak asir1 kollajen birikimi ile sonug¢lanmustir (27).

2.2.3.2 Fibrozisde Hiicre Dis1 Sinyaller-Etmenler

Kollajen iiretiminde ve fibrozis olusumunda daha 6nce de bahsedildigi gibi bir¢ok faktor
rol oynar. Hiicre-hiicre etkilesim, hipoksi, ROS, interlokinler, ¢esitli biiyiime faktorleri ve TGF-
B major uyaricidir (26).

2.2.3.2.1 TGF-Beta (p) sinyalizasyonu

TGF-p plateletler, monosit makrofaj, fibroblast ve daha bir¢ok hiicreden sentezlenen 3
izotipi bulunan bir sitokindir. ESM’de fibrilline bagh olarak da latent formda bulunmaktadir
(26). Mezenkimal hiicrelerde kollajen iiretiminin giiglii bir uyaricisidir ve fibroblastlarin
miyofibroblastlara doniisiimiinii, migrasyon adezyon gibi hareketlerini diizenler. Epitelyal ve
endotelyal hiicrelerde de TGF-p hiicrelerin fibroblastlara transformasyonunu saglar (26). TGF-
B uyarimi ile hiicre ici SMAD ad1 verilen yolaklar kollajen iretimi igin aktive olurlar (28) . Bu
sentez uyarici yolaklarim SMAD7, BAMBI gibi inhibit6r etkili endojen kontrol mekanizmalar1
da mevcuttur (29). TGF-p uyarimiyla aktive olan alternatif non-SMAD yolaklar da mevcuttur.
Bu yolaklara Protein kinazlar (c-Abl, p38 ve JNK, integrin- iliskili fokal adhezyon kinaz FAK,
and TGF-p tarafindan aktive edilen kinaz TAK1), PI3 kinaz gibi lipid kinazlar ve kalsiyum

bagimli kalsindrin fosfatazlar1 6rnek verilebilir (26) .

2.2.3.2.2. Konnektif Doku Biiyiime Faktorii(CCN2-CTGF)

Konnektif doku biiyiime faktorii (CNN2) 40 kDa biiyiikligiinde sisteinden zengin bir
faktordiir. Yara iyilesmesinde ve normal anyiogenezde rol oynar (26). Yapilan ¢alismalarda
CNN2’den eksik fareler 6lii olarak dogmuslardir. Normal dokularda saptanmasi oldukga giictiir
ancak sistemik skleroz gibi fibrozisin artti§i durumlarda ekspresyonunun fazla oldugu

gosterilmistir (26). TGF-B, IL-4 ve VEGF ile fibroblastlarda sentezi indiiklenirken anti-TNF
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alfa ve iloprost ile de sentezi inhibe edildigi ¢alismalar mevcuttur (26). Transgenik farelerde
asir1t Konnektif doku biliyiime faktoriiniin deri fibrozisi ile sonuglandigi gosterilmistir (30).
Profibrotik etkisi TGF-B ile parallelik gostermektedir. Bazi yazarlar TGF-B’nin etkilerini bu

faktor tizerinden yaptigini sdylese de net olarak ispatlanmig degildir (26).

2.2.3.2.3.Platalet Kaynakh Biiyiime Faktorii (PDGF)

PDGF yara iyilesmesinde ana rol oynayan disiilfid bag iceren stromal hiicreleri
etkileyen heterodimerik yapida bir proteindir (26). Esas olarak plataletlerden salinsa da
makrofaj, endotel hiicreleri ve fibroblastlardan da salinir. PDGF alfa ve beta reseptorleri
araciligiyla fibroblastlar i¢in kuvvetli mitojen ve kemoatraktan olarak rol oynar. Kollajen,
proteoglikan, fibronektin iiretimini uyarir ayrica TGF-B, IL-6 gibi sitokinlerin de salinimini
artirir (31). PDGF alfa reseptoriiniin fazla oldugu transgenik farelerle yapilan ¢aligmalarda
artmig fibrozise rastlanmustir (32). Yine fibrozisin arttig1 skleroderma gibi hastaliklarda PDGF

miktarinin bronkoalveolar lavajda arttig1 gésterilmistir (33).

2.2.3.2.4. WNT ve NOTCH Yolaklan

Bu yolaklar 6zellikle normal hiicre-hiicre etkilesimde 6nemli rolleri olan proteoglikan
ailesidir. Kolorektal kanser, Romatoid Artrit, Osteoporoz gibi hastaliklarda bu yolaklarda
regiilasyon bozuklugunun oldugu gosterilmistir (34). WNT yolag: hiicre i¢inde Beta-katenin
iizerinden etkilemektedir. Doku remodaling ve fibrozisi etkileyen bir ¢ok genin transkripsiyonu
WNT, B-katenin tarafindan indiiklenmektedir (34). WNT 10b asir1 ekspresyonunu oldugu
transgenik farelerle yapilan galismalarda ciltte asir1 fibrozisin gelistigi, doku iyilesmesinde
normalden fazla kollajen sentezinin arttigi gosterilmistir (35). Sklerodermanin akciger
tutulumunda yapilan biyopsilerde ise WNT ligandinin, reseptorlerinin ve [-kateninin

ekspresyonun arttig1 gosterilmistir (36).

NOTCH ise 6zellikle doku iyilesmesinde rol alan transmembran reseptdriidiir. Endotel
hiicre ve fibroblastlarimn miyofibrostlara doniisiimiinde rol aldigir bilinmektedir (37).
Sklerodermal: fare modelinde yapilan ¢aligmalarda akciger ve deride NOTCH sinyal yolaginin

aktive oldugu gosterilmistir (37).
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2.2.3.2.5. interlokinler

Interlokinler birgok hiicreden salian adeta hiicreler aras1 haberlesmeyi saglayan protein
yapida molekiillerdir. Organizmada oldukca fazla sayida ve farkli etkilere sahip interlokinler
mevcuttur (38). Sklerodermali deri biyopsilerinde epidermal keratonisitlerin aktive oldugu ve
IL-1 alfa salgiladigin1 gosteren ¢caligmalar mevcuttur. Epidermal sklerodermali keratinositlerin
ve normal fibroblastlarin beraber ekildigi hiicre kiiltiiriinde IL-1 alfa aracilifiyla fibroblastlarin
miyofibroblastlara doniistiigii gosterilmistir (38). T hiicrelerinin immun yanitta 6nemli oldugu
bilinmektedir. T helper 2 (Th2) yoniine kayan immun yanitta fibrotik yanitin arttig1 yoniinde
caligmalar mevcuttur (39). Yanitin Th2 yoniine kaymasini saglayan IL-4 diir. IL-4 fibroblast
proliferasyonunu, kemotaksisi, kollajen iiretimini ayn1 zamanda TGF- ve CTGF salinimin1 da
indiiklemektedir. Yapilan ¢aligmalarda sklerodermali hastalarda serum IL-4 seviyesinin arttig1
gosterilmistir. IL-6 da monosit, makrofaj, endotel ve fibroblastlarda salinan kollajen sentezini
stimule eden bir interlokindir. IL-6 etkisini hiicre i¢i JAK-STAT yolagi iizerinden
gostermektedir. Kollajen sentezinin arttig1 skleroderma hastalarinin serumunda IL-6 diizeyinin
arttig1 bilinmektedir (39). Son zamanlarda astimli hastalarda interlokin ailesinden olan 1L-13
diizeyi ile bir¢ok ¢alisma yapilmistir. IL-13’{in fibrotik yanita katkisini ya fibroblastlar1 direk
uyararak ya da makrofajlarda TGF-B salinimini artirarak yaptigi diisiiniilmektedir. Bu

interlokinlerin hedef alinmasi hastaliklarin tedavisine katki sunmaktadir (40).

2.2.3.2.6. Kemokinler

Kemokinler onceleri sadece kemotaktik 06zellikleriyle 6n plana ¢ikarken artik
giiniimiizde hiicre aktivasyonlarinda da etkili oldugu kabul edilmektedir. Cok sayida kemokin
mevcuttur. Kollajen iiretimi ve fibrozisle alakali olan kemokinlerin basinda ise MCP-1
gelmektedir (26). MCP-1 endojen TGF-B’y1 artirarak direk kollajen iiretimini etkilemektedir.
Sklerodermali hastalarm serumlarinda MCP-1, CXCL8, CCL18 kemokinlerinin arttig1
saptanmustir (26). Mononiikleer hiicreler ve dermal fibroblastlar bu kemokinleri iireterek

kollajen miktarinda artisa neden olmaktadirlar (26).

2.2.3.2.7. Biyoaktif Lipitler

Biyoaktif lipitler fibroblast fonksiyonlar:1 iizerinde gii¢lii modiilatordiirler. Birgok
prostanoidler fibroblastlar {izerinde etki yaparak kollajen liretimini azaltirken, prostoglandin F
(PGF2) fibroblast proliferasyonu ve kollajen sentezini artirmaktadir (41). PGF2 reseptorlerinin

hasarlandirildig1 fare modellerinde fibrozis olusturulamayan ¢aligmalar mevcuttur (41). Ayni
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sekilde lizofosfoditikasitin de (LPA) fibroblast kemotaksisinde rol oynadigi gosterilmistir.
LPA’ nin olmadigi farelerde deneysel fibrozisten korunmuslardir (42). TGF-f sinyaline katkida
bulundugu diisiiniilmektedir (42).

2.2.3.2.8. Kollajen Uretiminde Dogal Immunite etkisi

Kollajen iiretiminde fibroblastlari etkileyen faktorler sadece yukarida bahsedilen madde
ve molekiillerle sinirli degildir. Dogal immun yanit innate immunite olarak da adlandirilan
bagisiklik sisteminde fibroblastlar1 ekilemektedirler (43). Toll-like reseptor (TLR4) asiri
aktivasyonunun karaciger fibrozisine sebep oldugunu gosteren c¢aligmalar mevcuttur. Ayni
zamanda karaciger satellit hiicrelerinin TGF- uyarimma hassaslagsmasi fibrozis yanitinin
artmasma neden olmaktadir (43). Hasar iligkili yapilar (DAMPs) olarak adlandirilan TLR
ligandlar1; oksidatif stres, doku hasari, otoimmiinite sonucunda TLR reseptorlerini uyararak
fibroblast aktivasyonu ve sonugta kollajen iiretimini artirmaktadir (44). Yine sklerodermali
hastalarin akciger ve deri biyopsilerinde TLR3 ve TLR4 ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir

(44).

2.2.3.2.9 Matriks Metalloproteinazlar (MMP)

Matriks metalloproteinazlar (MMP) ekstraseliiler matriks ve bazal membran
bilesenlerini pargalama yetenegine sahip enzim ailesidir. Genellikle bag dokusu elemanlar1
tarafindan salgilanmaktadirlar. Normal yara iyilesmesi, doku yapilanmasi gibi fizyolojik
durumlarda goérev alirlar ancak kanser, invazyon, anjiyogenez ve metastaz gibi patolojik

durumlarda da fonksiyona sahiplerdir. MMP enzim ailesi, 4 gruba ayrilir.

1- Kollajenazlar (MMP-1, -8, -13, -18)
2- Stromelizinler (MMP-3, -7, -10, -11, -12)
3- Jelatinazlar (MMP-2, -9)

4- Membran tip MMP’lar (MT-MMP-14, -15, -16, -17).

Kollajenazlar, kollajen tip I, 11, I, VII ve X gibi fibriler kollajenlerin yikimindan
sorumludurlar. Jelatinazlar, denatiire kollajenin ve bazal membranin yikimindan sorumludurlar.
Endoteliyal, epiteliyal, yag, kas, periferal sinir hiicrelerinin ekstraselliler matriksinin
yikimindan sorumludur. Stromelizinler, kartilaj proteoglikanlar1 dahil biitiin ekstraselliiler
matriks komponentlerini yikima ugratabilmektedirler (45).

MMP’larin  diizenlenmesinde c¢esitli faktdrler mevcuttur. Bu faktorler gen
ekspresyonu, inaktif zimojenler veya endojen inhibitorler olarak sayilabilir. Gen ekspresyonu

cesitli bliylime faktorleri, sitokinler (IL-1, TNF), timor promotdrleri, hormonlar, kimyasal
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ajanlar veya gevresel diger faktorler sonucunda MMP genleri farkli hiicrelerde eksprese
olabilirler. Diger bir MMP aktiflesmesi ise dokudan salinan inaktif MMP’lerin otokataliz, doku
veya plazma proteinazlari, firsatgi bakteriyal proteinazlar veya diger MMP’lerin etkilemesi ile
olugmaktadir. MMP’lerin inhibisyonu yada negatif yonde kontrolii ise doku inhibitor proteinleri
ile (TIMPS) yapilmaktadir. Insan viicudunda genetik olarak farkli 4 adet TIMP tanimlanmustir.
TIMP-1, -2, -3, -4. TIMPS’lar, MMP’lar ile koordineli olarak eksprese edilmektedirler.
TIMP’lar, aktif MMP enzimini inhibe etme o0zelligine sahiptir. Otoaktivasyonu inhibe
etmemektedir. Boylece enzimler inaktive olana kadar etki edebilirler. Bu 6zellik aslinda ESM
yikimini da kontrol altinda tutulmasini saglar. TIMP’larin MMP inhibisyon goérevine ek olarak
mitojenik ve hiicre biliylimesini indiikleme 6zelligi de vardir. TIMP-1 ve TIMP-2 bazi1 timor
hiicreleri i¢in biiylime faktorleridir. Baz1 tiimor cesitlerinde yiiksek oranda TIMP bildirilmis
hatta yiiksek bulunmasi kotii prognostik faktor olarak gosterilmistir. Ayrica MMP/doku
inhibit6r proteini oraninin degismesi romatoid artrit, osteoartrit, aterosklerozis, kalp yetmezligi,

pulmoner amfizem gibi hastaliklarda da gozlenmektedir (45).

2.3. HUCRE ICI SINYAL YOLAKLARI

Yukaridaki boliimde kollajen tiretimde hiicre disi1 etkili faktorlerden bahsedilmistir. Bu
bolimde de fibroblast aktivasyonunu saglayan o faktorlerin hiicre i¢i hangi yolaklar1
kullandigindan bahsedilecektir.

Hiicreleri etkileyen faktorler, sinyaller ya da hormonlar hedef hiicrede reseptor denilen
yapilar aracilifiyla etkilerini gostermektedirler. Reseptorlerin hiicredeki bulunma yerleri,
lokalizasyonlar1  etki mekanizmalarin1 da degistirmektedir. Ornegin baz1 steroid yapidaki
hormonlar direk hiicre iginde ki reseptorleri araciligiyla hedefine ulasmaktadirlar. Biiyiime
faktorleri ya da interlokinler ise daha ¢ok hiicre yiizey membraninda bulunan reseptorlerle
baglanarak hiicre i¢indeki bir takim sinyal yolaklarini aktive ederek proliferasyon,
transkripsiyon gibi sonuclara sebep olurlar. Hiicre yiizey reseptorleri temelde 3 farkl

tiirdedir(46).

1. Iyon kanal eslikli reseptorler (6rnek: asetilkolin reseptérleri)
2. G-proteinleri ile iligkili reseptorler

3. Enzimatik etkili veya sitoplazma enzim aktivitesine neden olan reseptorler
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2.2.3.1. G-proteinler ile iliskili Reseptorler

Yapisal olarak en biiyiik reseptor ailesidir. Yedi gecisli transmembran proteini olarak da
isimlendirilmektedir. 1000’den fazla g¢esidi tamimlanmistir. NOrotransmitter, ndropeptidler,
peptid hormon reseptdrleri 6rnek verilebilir. o, B ve y olarak 3 alt birimden olusmaktadir.
Istirahat halindeyken a alt birimi GDP baghdir ve ayn1 zamanda B ile y birlesik durumdadir.
Aktive olmasi halinde o alt birimine GTP baglanir ve B ile y birbirinden ayrilarak hedef protein
ile etkilesir. Bu reseptorler ikincil haberci olarak ¢cAMP, Protein Kinaz A, Kalmodulin,
Fosfolipaz C, Ca*™ ve diagilgliserol gibi yapilar1 kullanir (Sekil 2.4). Bu ikincil haberciler iyon
kanallarmnin, hiicre i¢indeki metabolik yolaklarda gorev alan enzimlerin aktivitesinin
diizenlenmesinde ayrica niikleusta DNA’ya baglanarak gen ekspresyonunun diizenlenmesinde

gorev alirlar (46).

@RS
A LT CarvadtT (Pt Fae flicnect
_— = > (4

Er<1 21 =
el &

X

QI e 1IN R

Transcnption Substrates Substrates Substrates Substrates

i 2005 Nature Pubishing Grou

N:x:lureu;evmwsl Molecutar Cell Biol«;g;
Sekil 2.4: G Protein Yapisindaki Reseptorler Ve ikincil Yolaklar1 (47)
2.3.2. Enzimatik Etkisi Olan reseptorler (Reseptor Tirozin Kinazlar)

Biiylime faktorleri reseptorleri olarak da adlandirilan bu reseptdrler isimlerini kendisine
baglanan ligandlarin yapisindan alirlar. Bunlara Epidermal Growth faktér (EGF), PDGF ve
insiilin reseptorleri 6rnek verilebilir. Genellikle tek gecisli alfa-heliks yapida, integral zar
proteinleri olup -N uglar1 zarm ekstraseliiler yiizeyinde, -C uglar1 zarin sitoplazmik yiizeyinde
yer alir. Reseptor tirozin kinazlarin (RTK) sitoplazmik bolgesi tirozin kinaz aktivitesi gosterir
(48). Ligand reseptore baglandiktan sonra iki reseptor dimerlesir ve substratlarindaki tirozin
kalintlar1 fosforillenir. Sitoplazmik kisimlarin birbirini fosforlamasma otofosforilasyon denir.
Otofosforilasyon ile hem protein kinaz aktivitesi artarken hem de diger sitoplazmik proteinlerin
baglanmasi i¢in uygun bolgeler olusturulur. Aktiflesmis RTK ile iligkiye giren 3 tip hiicre i¢i

protein tanimlanmustur.
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1.

2.

Reseptorle aktiflesmesi sonucu aktiflesen proteinler: Bu proteinler otofosforilasyon
yapamazlar. Hedef protein ya adaptor proteindir (Ornek: Grb2) ya da reseptorle
birlesince aktiflesen bir enzimdir (6rnek: PI3 kinaz, fosfolipaz C). RTK araciligiyla
aktiflesen fosfolipaz C hiicre membranindaki fosfolipitleri etkileyerek inositol 1,4,5
trifosfat’m (IP3) ve diacil gliserol’'un (DAG) meydana gelmesini saglar. IP3 hiicre i¢i
kalsiyum depolarindan Ca*™ salinimini saglar. Ca™ ve DAG, protein kinaz C’yi aktive
eder. Protein Kinaz C hiicresel yanitlara aracilik eden proteinlerin fosforilasyonunu
katalizler. Bu fosforilasyonlar sonucu aktiflesen proteinler (MAPK) nihayetinde gen
transkripsiyonunu regiile etmektedir.

Hedef protein bir enzim substrat1 olabilir. Bu substratin kendisi bizzat bir enzim
olabilir. Bazi durumlarda ise substrat bir kinazdir. Bu durumda RTK’nin hiicre i¢i
faaliyet yolu, etkilenen kinazlarin birbirini aktiflestirmesi sayesinde devam eder.

Baz1 hedef proteinler faaliyet yolundaki son noktada gorev alirlar. Ornek: hiicre iskelet
proteinleri. Bu proteinlerin fosforlanmasi, onlarin 6zelligini degistirir ve hiicre i¢inde

yeni yapilarin ortaya ¢ikmasini saglar (49) .

Biitiin bu yolaklarda gdrev alan proteinlerin birbiriyle iliski kurmalarinda gérev yapan 2

bolgeleri vardir. SH2 (Src homoloji-2) ve SH3 olarak adlandirilirlar. Her reseptoriin SH2

bolgesi kendisine 6zgiildiir (Sekil 2.5). Hedef bolge SH2 bdlgesinin fosforlanmasi tirozin

kinazin otofosforilasyonu ile meydana gelir. SH2 bélgesi tasiyan bir protein, ancak SH2-

baglanma bolgesi fosforlanmis olan reseptor proteine baglanabilir. Bazi proteinler ¢ok sayida

SH2 bolgesi tastyabilir. Bu durum, bu proteinlerin fosfoproteinlere baglanma afinitesini veya

farkli fosfoproteinlere baglanabilme yetenegini artirr. SH3 bdlgesi ise SH2 bdlgesi bulunan

proteinlerde efektor fonksiyon yapar. RTK’lar hiicre icersinde degisik faaliyet yollar

kullanarak uyarinin etkisinin giliclenmesini ve cevabm olusmasini1 saglarlar. Bu yolaklara

CAMP, Ras/raf/MEK/ERK, Map Kinaz (MAPK), yolaklar1 6rnek verilebilir.

Ligand
Ligand
—-
RTRIRIRI R R RERD AN AN [T [T TETE T IRHE T 1| [ 1 [ 1
glmjl lI—IIIlII_llIlIIJFI]IIIII 0 8 O A NN AN
< E E - o & I % e
& = = - = e sSHP2
- - e - - A=)
€~ v > ‘ év
> 3 LC >
; ’ = <
= - GCRB2 S -
- > = -
<~ - & —
¥ 1
P';I:l'\\‘:::y <‘ - AKUPKEB

Sekil 2.5 : RTK’larin Aktiflesmesi Sematik Olarak (50).
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Ras yolaginin aktivasyonundaki sorunlar bazi kanserlere yol agtigi bilinmektedir.
Reseptor Tirozin kinazlarm kullandiklar: diger bir yolak ta MAP-kinaz yolagidir (Sekil 2.6).
MAP kinazlar Serin/treonin kalintilarini fosforilleyerek etkilerini gosterirler. MAP-kinazlar
etkinlesmesi sonrasinda niikleusa giderek transkripsiyon faktorlerinin sentezini saglarlar. MAP
kinaz (mitojenle aktiflenen protein kinaz) ailesi en az 3 alt grubu vardir.

1.  ERK (ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen proten kinaz)

2. P38 (alt tipleria, B, v, d)

3. Jnk (alt tipleri 1, 2, 3) (c-Jun NH2-terminal kinaz).
ERK’i aktif hale getiren aslinda iki protein kinazdir. Bunlar Ras ve MEK’tir. Ras normalde
GDP ile bagh inaktif formda bulunmaktadir. Uyar1 ile GTP ile baglanarak aktiflesir ve Raf
proteini ile baglanir. Raf MEK’i fosforilleyerek aktif hale getirir. MEK ise serin/treonin
kalintilarin1 fosforilleyerek ERK’i aktiflestirir. ERK ise sitoplazma ve niikleustaki hedef
proteinleri fosforiller. Kanserlerde ve ndrodejeneratif bazi hastaliklarda ras/raff MEK/ERK

kinaz yolaklarin mutasyonlari tanimlanmistir (48).
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Sekil 2.6 :Reseptdr Tirozin Kinaz (RTK) Ve Ikincil Haberci Yolaklar1 (51)
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2.3.3. JAK-STAT Yolag

Janus-Kinaz (JAK)-STAT (sinyal iletici ve transkripsiyon aktivatorleri) sitokin ve
faktor aracili sinyallerin iletimini ve aktiflesmesini saglayan reseptor yapida olmayan ancak
hiicre iginde bulunan protein-kinazlardir. JAK aktivasyonu hiicrelerde proliferasyon,
migrasyon, diferansiyasyon ve apopitozis ile sonug¢lanabilir. Bu yolaklarin mutasyonlarmin
eritrositozis, gigantizm, inflamatuvar hastaliklar ve l6semi gibi hastaliklara yol agtigi
gosterilmistir. Ligand baglanmasi sonucunda reseptdr subiinitelerinin multimerizasyonu
gerceklesir ve intraseliiler JAK-STAT yolag aktiflesir. JAK-Kinaz ailesinin memelilerde 4 alt
tipi tanimlanmistir. JAK1, JAK2, JAK 3 ve Tyk2 (Tirozinkinaz 2). Sistem aktivasyonu
reseptorden uyar1 gelmesi durumunda JAK’larda meydana gelen yapisal degisiklik,
otofosforilasyon ve STAT fosforilasyonu ile devam etmektedir. STAT proteinleri sitoplazmada
inaktif sekilde bulunan transkripsiyon faktorleridir. JAK’larin STAT’lar1 C terminal
bolgesinden fosforillenmesi sonucunda aktif hale gecerler. Bugiine kadar 7 adet farkli STAT
proteini tamimlanmustir (52). Aktiflesen STAT proteinleri niikleusa gegerek uygun genlere
baglanip genin transkripsiyonunu saglarlar (Sekil 2.7). Yani hiicre dis1 uyar1 direk JAK-STAT

yolagi ile transkripsiyonu saglayabilmektedir.

Cytokine receptor
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Sekil 2.7: JAK-STAT Yolagi (53)
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2.3.3.1 JAK ve STAT Protein Yapisi

Tipik bir JAK yedi bolgeden olusmaktadwr. JH1, JH2, JH3, JH4, JHS, JH6, JH7. C

terminal bolgesindeki JH1 tirozin kinaz aktivitesine sahip bolgedir. JH2 bu aktivite de JH1 i¢in

katalizor olarak gorev almaktadir (Sekil 2.8). JH3-JH7 ise N-terminal bolgesidir ve diger

tirozinkinazlar ve JAK’ lar ile iligkisini regiile etmektedir (53).

JAK
JH7

JH2
(Pseudo-kinase JH1 _
JH5  JH4 JH3 domain)  (Kinase domain)

1 i | |

Sekil 2.8: JAK Protein Yapisi (53)

_ﬁ C

STAT proteinleri de N ve C terminal uglar1 olan gesitli yapisal domainleri igeren yedi adet

tanimlanmig bir ailedir. STAT1-4, STAT5a, STATSb ve STAT6 olarak tiplendirilmislerdir.

Tablo 2.3’de STAT protein tipleri, aktivatorleri ve hedef genleri 6zetlenmistir.

Tablo 2.3: STAT Protein Ailesi, Aktivatorleri ve Hedef Genleri (53)

STAT Protein

Aktivator

Hedef Gen

STAT 1

STAT 2

STAT 3

STAT 4

STAT 5A

STAT 5B
STAT 6

IFNy, IFNo ve IFNB

IFNa ve IFNB

IL-6, IL-10, IL-23, IL-21, IL-11

IL-12

IL-2, GM-CSF, IL-15,

IL-7, IL-3, IL-5, biiyiime hormonu

IL-4 ve IL-13

Thl tip immunsitiimulator, pro-
apopitozis

Thl tip immunsitiimulator, pro-
apopitozis

Th17, anti-apopitozis, pro-
proliferasyon, anjiogenez

Thl, IFNy

Anti-apopitozis, pro-
proliferasyon, diferansiyasyon

Th2, anti-apopitozis
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Transaktivasyon bolgesi karboksil ucundadir, SH2 bolgesi, DNA baglanma bolgesi ve
oligomerizasyon bolgeleri mevcuttur. Oligomerizasyon bolgesi, diger proteinler ile etkilesen
bolgedir. DNA’ya 6zgiin baglanmadan sorumlu olan yer DNA baglanma bolgesidir ve ligand
uyarimi sonrasindaki JAK uyarisiyla birlikte spesifik sinyal olusumunu saglar (Sekil 2.9). SH2
bolgesi; STAT-reseptor, STAT-JAK ve STAT-STAT etkilesimlerinden sorumlu bolgedir. SH2
bolgesi tirozin fosforilasyona ugrayan kisimdir. STAT aktivasyonundan sorumlu ana bolgedir

(53).

. . . Transaklivasyon
Oligomerizasyon Bolgesi y

Bolgesi
—_— T Y ]
[W—— L I sl @ |
N-terminal DNA Badglanma SH2 Bolgesi
Bdlge Bilgesi

Sekil 2.9: STAT Protein Yapis1(53)

2.3.3.2. JAK-STAT Sinyalizasyonu

Yukarda da bahsedildigi gibi JAK aktivasyonu ligand baglanmasi sonucunda iki JAK
domeyninin fosforillenerek yapisal degisiklige ugramasi ile baslar. Aktif JAK’lar reseptorlerin
sitoplazmik bdlgelerindeki tirozin kalintilarini1 fosforiller. Bu islem reseptoriin SH2 bolgesi
bulunduran diger molekiillerle etkilesebilmesini saglayan bolgelerin olugsmasimni saglar. STAT
proteinleri reseptorde birikerek adeta JAK bagimli tirozin fosforilasyonu ile aktif hale gelirler.
Aktif STAT proteinin SH2 ucu diger bir STAT proteinini baglama yetenegine sahiptir. Bunun
sonucunda homodimer ya da heterodimer halini alirlar. Aktiflesen bu STAT larmn asil hedefi
niikleustur. Nukleusa gecen aktif STAT lar DNA’ya DNA baglanma bdlgesi ile baglanarak gen
transkripsiyonunu baglatir.

STAT’larmn DNA’da farkli etkileri mevcuttur. Yani bazi STAT’lar anti-apopitotik
genleri, hiicre diingiisiinii artran genleri artirirken bazilar1 ise tam tersi etki
gosterebilmektedirler. Azalan sinyal sonrasinda ise STAT’lar dimer yapisin1 kaybederek

sitoplazmaya geri donerek inaktif hale gegerler (53).

21



JAK-STAT yolaginda ana bilesenlerin digsinda baska efektor yapilar da tanimlanmaistir.
STAMs ornek olarak verilebilir. Sinyal iletici ve adaptor molekiiller denilen bu yapilar SH3 ve
VHS domeynleri igermektedir. Diger bir adaptor molekiil StIP (STAT iliskili protein)-WD40
molekiiliidiir. StIP’ler JAK’larin STAT fosforlasyonunu kolaylastirdigi diisiiniilmektedir.
Ucgiincii  adaptdr molekiil ailesi de SH2B/Lnk/APS’dir (54). Bu aile de net olarak yolaktaki

gorevi bilinmese de adaptor rolii 6n plandadir.

2.3.3.3. JAK-STAT Inhibisyonu

JAK-STAT yolagini negatif yonde diizenleyen temelde {i¢ sinif protein ailesi mevcuttur.
SOCS (sitokin sinyal supresorleri), PIAS (Aktive STAT inhibit6r proteinleri) ve PTPs (protein
tirozin fosfataz). En basitleri tirozin fosfatazlar olarak goriilebilir. Bu grupta en iyi karakterize
edilmis olan SHP-1’dir. 2 adet SH2 domeynine sahiptir (52). Hem fosforile olan JAK hem de
fosforile edilmis reseptorlere baglanarak defosforile hale getirir.

SCOS ailesi de SH2 igeren en az 8 6geden olusan bir ailedir. SH2 normalde C terminal
bolgesindedir. SOCS 1 ve SOCS 3 de N terminal bolgesinde SH2 tespit edilmistir. SOCS’lar
aslinda basit bir inhibitér mekanizmaya sahiptir. Aktif STAT’lar aym1 zamanda SOCS
transkripsiyonunu da saglar. SOCS’lar da fosforillenme bdlgelerini kapatir. SOCS’ larin diger
bir etki sekli ise STAT lar ile fosforillenme bolgeleri i¢cin yarigmasidir. Béylece STAT larin
aktiflesmesini engellemis olurlar (52). Diger bir STAT inhibit6rii ise PIAS’lardir (Sekil 2.10).
PIAS1, PIAS3, PIASx ve PIAS olarak gesitleri mevcuttur. Bu proteinler ‘Ring finger’ denilen
domeynlere sahiplerdir (53). Bu bélgeler ile niikleusda STAT’larin DNA’ya baglanmasini
engelleyerek transkripsiyonu durdururlar. Yine de PIAS’larin negatif feed-back tizerindeki

etkileri tam olarak aciklanabilmis degildir.

Transcription

Sekil 2.10: Sematik Olarak JAK-STAT Yolagmin Inhibisyonu (53).
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2.3.3.4. JAK-STAT ve Diger Yolaklar

JAK-STAT yolag1 her ne kadar basit gibi goriilse de diger yolaklarla iligkisi oldukca
karmagiktir (55). En iyi etkilesimi Ras/M AP kinaz yolag ile gosterilmistir (56). Aktive JAK lar
baska reseptorleri fosforilleyebilir. Bu fosforillenme SH2 igeren diger adaptor proteinler igin
uygun bolgeler acar. SHP-2, GRB2 igeren adaptdr proteinler ile Ras yolagini bu sekilde aktive
edebilir (56). Ayrica MAPKinaz inhibitérii RasGAP’i baglayan SOCS’lar tizerinden JAK’lar
indirek olarak da MAPK aktivasyonu yapmis olurlar. Tam tersi Reseptor Tirozin Kinazlar’da
(RTK) JAK-STAT yolagini en az 2 mekanizma ile aktive ederler (56). Birinci mekanizma src
kinaz gibi baz1 kinazlar1 kullanarak JAK bagimsiz STAT aktivasyonu yapabilmektedirler. Buna
ornek EGFR ve PDGFR verilebilir. ikinci mekanizma ise MAPK direk STAT in C terminal
ucunda serin fosforilasyonu yaparak STAT aktivasyonu ile transkripsiyona sebep olur. TGF-
yolagmin da JAK/STAT yolag ile gesitli seviyelerde ¢akistigi bilinmektedir. PIAS yolunu
etkileyen faktorlerden bir tanesi de TGF-B’dir. Yine IFN-y ile aktive olan STAT yolagi TGF-
yolagini inhibe edebilmektedir. Bunu inhibitér etkili SMAD7’yi aktive ederek yapmaktadir.
Daha 6nce de belirtildigi gibi SMAD yolaklar1 TGF-f’nin kullandig1 yolaklardir. Lésemi
inhibitor faktér (LIF) ve kemik morfogenetik protein (BMG2) STAT ve SMAD yolaklarini
aktive ederek hatta STAT-SMAD kopriilesmesini sagladiklarini gosteren ¢alismalar mevcuttur
(57).

2.4.  TOFASITINIB

Tofasitinib oral se¢ici JAK-kinaz inhibitoriidiir. Molekiil adi: CP-690,550 dir. Uzun
acilimi ise ((3R,4R)-4-metil-3-(metil-1H-pirilo [2,3-d]pirimidin-4-yl amino)-B-oxo-1-piper-
piperidinepropanenitril, 2-hydrosi-1,2,3-propanetrikarboksilat) dir (58) ( Sekil 2.11). Enzim
izolasyonlar1 ile yapilmis ¢aligmalarda CP-690,550, dort JAK tipini de (JAK1, JAK2, JAK3,
TYK2) inhibe ettigi gosterilmistir. Ancak hiicre ¢aligmalarinda tofasitinibin JAK tiirlerini
inhibe etmesinde farkliliklar oldugu ortaya ¢ikmustir (59).

Sekil 2.11: CP-690,550 (Tofasitinib)’in Molekiiler Yapisi (58)
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Ozellikle JAK1/3 kompleksine kars1 afinitesi JAK2 ve bilesik JAK’lara gore daha kuvvetlidir

(Sekil 2.12) (59)

Cytokine / Cytokine receptor
CP-690,550

( RNA

(yo)
(cytokines)
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IFNy

b
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IL-23
IL-12

EPO
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2 28

1= - MBRNA STAT STAT STAT STAT
< W/ANV/NE 1,3,5,6 12,3 4,3 3,5

Six STAT members - regulate transcription

Sekil 2.12: Tofasitinib’in JAK-STAT Uzerine Etkisi (59)

JAK inhibisyonu ile sitokinlerin yolaklarini inhibe etmektedir. Hayvan ¢alismalarinda ratlarda
artrit izerinde oldukga etkili oldugu gosterilmistir. Hem klinik skorlarda iyilesme hem de serum
IL-6 sevilerinde anlamh diislis saptanmistir. Yine immunmodulatér, immun supresif etkisi
hayvan calismalarinda transplant yapilarak ¢alisilmistir. Bobrek, kalp gibi nakillerde nakil
dokuda olusan immun yanit1 azalttig1 ve sonugta nakil sonrasi sag kalimi artirdig1 gosterilmistir.
Giiniimiizde Romatoid Artrit tedavisinde endikasyonu mevcut olup diger immun hastaliklarda

da kullanimi agisindan ¢alismalar1 devam eden bir molekiildiir (59).

2.5. Hiicre Kiiltiiri

Bir organ veya dokudan belli bir hiicrenin izole edilerek ayristirilmasi ve izolasyondan
sonra In vitro ortamda uygun sartlar altinda yasamasinm saglanmas: hiicre kiiltiirii olarak
adlandirilir. Hiicre kiiltiirii galigmalarindaki amag izole edilen hiicrelerin canliligiin devami ve
sonrasinda ¢ogaltilmasi ile gesitli arastirmalarda kullanilmasidir. Hiicreler invitro ortamda
genellikle diger hiicreler ile olan iletisim 6zelligini doku o6zelligi gostermedikleri igin
kaybedebilirler. Bu nedenle canliliklar1 ancak cok 0zel sartlar altinda devam edebilir. Ayni
zamanda ¢ogaltilmas1 saglanarak ¢cok miktarda hiicrede ¢alisma yapilmasi olanag: da vardir.
Genetik olarak klonlama gibi tekniklerle ¢esitli fenotip ve genotiplerde hiicreler elde edilebilir.
Ayrica uygun sartlarda dondurulma iglemi ile uzun siire saklanabilme 6zelligine de sahiplerdir

(60).
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2.5.1. Kaynaklarina Gore Hiicre Kiiltiirleri

2.5.1.1 Primer Hiicre Kiiltiirii

Doku ya da organdan ilk izole edilen hiicre kiiltliriidiir. Enzimatik ya da mekanik
yollarla yapilabilir. Besiyerine sahip siselere hiicreler inokiile edilir. Genellikle sise yiizeyine
yapigarak hiicreler ¢ogalmaya baslarlar. Birbirine degen hiicrelerde ¢ogalma durabilir.
Metabolik aktivite yavastir. Bu tiir hiicre kiiltlirlerinde 8-9 pasaj hiicre iiretimi olabilir. Bu
hiicreler genellikle kaynak hiicrede ki gibi diploid kromozoma sahiplerdir. Miks hiicre
fibroblast, epitelyal hiicre gibi goriilebilir. Taze dokudan alindigi i¢in kontaminasyon riski de
mevcuttur (60).

2.5.1.2 Diploid Hiicre Kiiltiirii

Primer hiicre kiiltiirtinden elde edilen tek tip sonlu lireme gosteren hiicre kiiltiiriidiir.
Genellikle 50-100 pasaj hiicre ¢ogalabilir. Ancak belli bir zaman sonra iireme yetenegini
kaybederler. Diploid hiicre kiiltiirleri ¢ogunlukla fibroblastoid hiicre tipinden olusur (Resim
2.3) (61) . ilk pasajdaki hiicreler siv1 nitrojende saklanabilir.

Resim 2.3: fibroblast hiicre kiiltiirii mikroskobik goriintiisii (61)

2.5.1.3 Devamh Hiicre Kiiltiirleri

Boliinme yetenegini kaybetmeyen sonsuz boliinebilme 0Ozelligine sahip hiicrelerin
olusturdugu kiiltiire denir. Invitro ortamdan tiimér dokusundan alman hiicreler veya kimyasal
olarak transformasyona ugramis hiicrelerden kaynagmni almaktadir. Normal hiicre kiiltiiriiniin
en az 50 subkiiltiirii yapildiktan sonra devaml hiicre kiiltiirii olusturulabilir (60). Genellikle

mutasyona ugradiklar1 i¢in normal hiicre genotip ve fenotip 6zelliklerini gdstermezler.
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2.5.2 Besiyerleri

Besiyerleri, temelde iyon dengesi agisindan, dengeli tuz ¢oOzeltileri olarak
degerlendirilebilir. 1950'li yillarda yaymlanmis olan Earle's Balanced Salt Solution (EBSS),
Eagle's Minimum Essential Medium (EMEM), Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) ve
bunlarin zenginlestirilmis formlar;; EMEM'e Dulbecco modifikasyonu (DMEM), Ham's F12,
DMEM ve F12’nin 1:1 karisimi olan DMEM/F12, RPM1 1640, M199 en sik kullanilan
cozeltilerdir. Bunlara eklenen diger molekiiller, esansiyel aminoasitler, vitaminler (6zellikle B

vitaminleri),hormonlar (insulin, hidrokortizon) ve glikozdur (60).
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3.1 Gereg

3. GEREC ve YONTEM

3.1.1 Kullanilan Geregler

Fetal Bovine Serum-100 ml

L-Glutamine—Penicilin—Streptomicin soliisyon (5 mI’lik 10 adet vialler iceren

kutuda)

Fosfat buffered saline (PBS), Dulbecco (1x)-pH:7.4-1 L— steril (Hiicre kiiltiirti

uyumlu)
Tripsin — EDTA Soliisyonu —100 ml

RPMI — 1640 Medium, L-glutamine ,sodyum bikarbonat ile birlilkte — 1L

Dulbecco’s Minimal Essential Medium (DMEM) 1,0 g/l D-Glucose — 1L-

Glutamine (sodium bicarbonate ile birlikte)- 1 L

5 mL’lik disposable pipet (Piped aid ile uyumlu)

10 mL’lik disposable pipet (Piped aid ile uyumlu)

Steril santrifiij tiipleri (Falkon) — 15 Ml

Steril santrifiij tiipleri (Falkon)— 50 mL

0.2 mikron porlu disk filtre (siringa filtresi)- Steril,

Plastik kiiltiir kab1 —35x 10 mm — sterile

Doku kiiltiir sigesi — pirojenik olmayan — 250 mL, 75 cm2
Doku kiiltiir sigesi — pirojenik olmayan — 125 ml, 25 cm2
Nétral Red-Sivi formda-100 ml

Ficoll — 100 ml

Steril Olmayan Eldiven

XTT hiicre proliferasyon 6l¢lim kiti, 96 test

Piped aid

96 kuyucuklu diiz tabanl steril elisa plagi 100°liik paketlerde
Hiicre Kiiltiirii, BRL3 A®-hepatik fibroblast, ATCC® CRL-1442™
Hiicre Kiiltiirii, BJ-CRL1474®-skin fibroblast, ATCC® CRL-2522™
Human/ Mouse TGF-1p ELISA Kiti

Human MMP3 ELISA Kiti

Human TIMP-1 Platinum ELISA Kiti

OH-prolin ELISA
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3.2 Yontem

3.2.1 Tripan Mavisi Boyas1 Canhhk Testi

Tripan Mavisi Boyas1 sadece Olii hiicrelerin membranlarindan gecebilir. Her bir
muamele edilen grubun yasama yiizdesi 6lii hiicrelerin (mavi) ve canli hiicrelerin (boya
almamig) sayilmasiyla belirlenir. Analiz edilen parametre; hasarli, sizinti yapan plazma
membranidir. Bu testin avantajlar1 arasinda 151k mikroskobu ile canli hiicrelerin dliillerden ayirt
edilmesinde kullanilan standart bir metot olmasi, hizli ve ucuz olmasi, total hiicre

popiilasyonundan ¢ok kiigiik bir hacmin test analizi i¢in gerekli olmasi sayilabilir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Tripan Mavisi Boyas1 Canli Ve Olii Hiicrelerin Boyaﬁmas1

Sayim i¢in en sik kullanilan Neubauer hemositometresidir ve iki esdeger bolmeye
sahiptir (Sekil 3.2). Sayma odacigmmin derinligi 0. Imm’ dir. Hiicre siispansiyonu, odaciga mikro
pipetler yardimiyla aktarilir. Mevcut hiicre sayisina gore, hiicreler, karelerin ti¢lii cizgilerle
cevrelenmis oldugu merkezi bolmelerde sayilir. Sol ve iist {iglii ¢izgilerdeki hiicreler sayima
dahil edilir. Bu bdlmelerin alan1 1 mm? dir. Boylece hacmi 0,1 mm?® olur. Bu alandaki tiim
hiicreler sayilirsa (N): N=0.1mm?*’te mevcut hiicre sayis1 1 ml yani 1cm®* teki hiicre sayis1 = N

x DF x 10* olur. DF=Dilusyon Faktérii
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Sekil 3.2. Neubauer hemositometresi

3.2.2 XTT Testi

Tetrazolyum tuzlar1 prensibine dayanan bir diger kolorimetrik metot olan XTT, 1988
yilinda P.A. Scudiero tarafindan ilk kez tanimlanmistir. XTT metotunun kullanima,
proliferasyon 6l¢iimii prosediiriinii genis Ol¢iide kolaylastirmistir. Bununla birlikte, hiicrelerin
kantifikasyonu i¢in ve radyoaktif izotoplar kullanmadan canliliklarinin tespitinde kusursuz bir
¢Ozlimdiir. Bu kit, hiicre proliferasyonunun ¢esitli biiyiime faktorleri ve besin bilesenleri ile
iliskili olarak Ol¢iimii prensibine dayanmaktadir. XTT, hiicrelerden °!Cr salinimi temeline
dayanan sitotoksik testlerin yerini almaktadir. Bu kiti kullanmanm avantajlar1 soyle
siralanabilir;

a) Kolay uygulanabilir olmasi: Ek ajanlara veya hiicre yikama prosediirlerine ihtiyag
yoktur.

b) Hiz: Cok kuyucuklu plate’ler ve okuma i¢in bir ELISA okuyucuya ihtiyag vardir.

c) Duyarhhk: Diisiik hiicre konsantrasyonlarinda bile 6l¢iim yapilabilmektedir.

d) Dogruluk: Her kuyucuktaki boya absorbansi, hiicre sayisi ile orantilidir.

e) Giivenilirlik: Radyoaktif izotoplara ihtiya¢ duyulmamaktadir. Normal olarak aktive
edilmis hiicrelerin ve ¢esitli sitokinlere bagimli hiicre hatlarinin hiicre canlilig1 veya
proliferasyonunu degerlendirmede kullanilan yeni bir kromojenik bir yontem olmasi

acisindan da ayr1 bir onem tagimaktadir.
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3.3 Yontem Prensipleri

Yontem, metabolik olarak aktif olan hiicrelerin bir tetrazolyum tuzu olan XTT’ yi

turuncu formazan bilesenlerine indirgemeleri prensibine dayanmaktadir (Sekil 3).

XTT CH,

NO,
Farmazan

HgE\x\D

Sekil 3.3. XTT’ nin formazana doniistimii

Olusan boya suda c¢oOzilnebilir Ozellikte olmakla birlikte boya yogunlugu bir

spektrofotometre yardimiyla verilen dalga boylarinda okutulabilmektedir. Boya duyarliligi,

metabolik olarak aktif hiicrelerin sayisi ile orantihidir. Cok kuyucuklu plate’lerin ve bir ELISA

okuyucusunun kullanilmasi, ¢ok sayida 6rnegin ¢alisilip hizli ve kolay sonuglar alinabilmesini

saglamaktadir. Test prosediirii hiicrelerin 96’11 well plate’lerde kiiltiire edilip, XTT ajaninin

eklenip, 2-24 saat inkiibasyonda bekletilmesi prensibine dayanmaktadir. Inkiibasyon siiresi

boyunca, duyarliligi bir spektrofotometre (ELISA okuyucu) ile Olgiilebilen turuncu renk

olugsmaktadir (Sekil 3.4). Kuyucuklardaki aktif hiicrelerin sayilarinin ¢oklugu, mitokondriyal

enzimlerin aktivitesinin ¢oklugu ile orantihidir.

Calismamizda baslangigta tofasitinib tek basma 0.1, 0.5, 1, ve 2 uM konsantrasyonda

uygulandi ve inhibitor konsantrasyon 50 (IC50) degerleri hesaplandi.
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3.3.1 Hiicre Kiiltirii Teknikleri

10.

Dondurulmus hiicreler pasajlanmak i¢in ¢oziildii.

Kriyo tiip icerisindeki hiicrenin tamami 5 m1’lik steril propilen tiipe alinip, tizerine 8mL
Medium eklendi.

300 rpmde 5 dakika santriifuj edildi.

Stipernatent kisim alindiktan sonra presipitatin tizerine tekrar 3 ml medium eklendi.
Tamamu 25°lik flask igerisine alindi ve iizerine tekrar 5 ml medium eklendi. 37°C*de
COz etiiviine kaldirildi.

Ekilen hiicreler 24 saat sonra, hiicre goriintiileme cihazinda kontrol edilerek pasajlandi.
Belli bir biiyiikliige ulasan hiicreleri pasajlamak igin 6ncelikle besiyeri aspire edildi ve
25 mL’lik flaska alind1 ve tizerine 1,5 mL tripsin eklendi daha sonra belli araliklarla
kontrol edildi. Hiicreler flask igerisinde tutmadigi yiizeylerden tamamen kalktiginda
iizerine notralize etmek amaciyla 1,5 mL medium eklendi.

25’lik flasktaki 3mL hiicrenin tamami 75 mL’lik flaska alind1 ve tizerine 10mL medium
eklendi.

Hiicreler biiyiimek iizere 37°C*de COz etiiviine kaldirild1. Bu adimlar hiicre pasajlamak
icin birkag kez yapildi.

Calismamizda 96’lik plate kullamildi. Herbir kuyuda 10° hiicre olacak sekilde
hesaplama yapildi.

3.3.2. 96’lik Plate Ekimi

Belli sayida biiyiikliige ulasmi 75mL’lik flasktan hiicrelerin ilk dnce besiyeri aspire
edildi.

Sonra tizerine 3 mL tripsin eklendi. Birka¢ dakika etiivde bekletildi. Hiicrelerin tamami
flask yiizeyinden kalktiktan sonra 10pL hiicre+10uL boya eklendi. Toplam 20uL
icerisinden tekrar 10uL alind1 ve hiicre sayim slaytma pipetlendi.

Hiicre goriintiileme cihazinda hiicre sayimi yapildi. 96’lik plate’in her bir kuyucugunda
10° hiicre olacak sekilde hesaplama yapild1 ve yiiksek konsantasyondakiler medium ile
seyreltildi.

Seyreltme islemi yapildiktan sonra 96’11k plate’in herbirine 100pL hiicre ekimi yapildi.
Ekim iglemi tamamlandiktan 24 saat sonra ila¢ dozlama islemi yapildi.

Dozlama islemi yapildiktan sonra 37°C‘de CO; etiiviine kaldirildi. Daha sonra 24., 48.

ve 72. Saat i¢in herbir plate ‘mikroplate reader’ cihazinda okundu ve veriler kaydedildi.
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7. Son olarak absorbans ve derisim araligindan yararlanarak 50 (IC50) (%50 inhibisyon)

degeri belirlendi.
3 XTT-Assay
sl WST-1-Assay
L}DGJ ‘DDD‘ ‘GDD ‘ ‘ ‘ ‘DDG
l +MTT + XTT or W5T-1
1 -!IIDJ ‘DDD‘ ‘DDD GD‘ ‘DDD‘ ‘DDG
Incubation
0.5 -4h)
L ;u:‘ L m‘ L oo
+ Solubilization
Solution
" ;uﬂ 4% H F
Incubation
i1-24hj ¥
Measurzment m ﬂ m ﬂ
ELIS&-reader ELISA-reader

Sekil 3. 4. MTT ve XTT metotlar1

Tofasitinib uygulamasi sonrasi kollajen sentezi ve fibrin olusumu ile yolaklar

iizerindeki etkiyi degerlendirmek {lizere doku metalloproteinaz inhibitérii 1 (TIMP1), matriks
metallopeptidaz 3, doniistiiriicii biiylime faktorii beta-1 (TGF-f1) ve hidroksi-prolin seviyeleri
enzim aracili immiinoassay (ELISA) metodu ile degerlendirildi. Y6ntem herbir parametre igin
temin edilen kitin iireticisi tarafindan temin edilen protokole gére gerceklestirildi. Ornek olarak
TGF-B1 ELISA protokolii verilecek olursa;
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3.3.3. Elisa Testi Asamalan

Orneklerin asit aktivasyonu: Latent TGF-B1’in immiinoreaktif formuna aktive edilmesi icin

sadece Orneklerin (standartlarin degil) asidifiye edilmesi daha sonra da nétralize edilmesi

gerekmektedir.

1.

Hiicre kiiltiirti siipernatantlar1 igin; her bir 100 pL 6rnek i¢in, 20 uL 1N HCI eklendi ve
oda 1sisinda 10 dakika inkiibe edildi. Daha sonra bu karigim 20 pL 1N NaOH ile

notralize edildi.

Caligsma seyrelticisinin (assay diluent) kullaniimasi

2.

10.

11.

Standart egrisinin elde edilebilmesi i¢in en yiiksek konsantrasyonlu standart ¢ozelti 1/2
olacak sekilde seri sulandirma yapildi.

Uygun kuyucuklara 100’er pL standart soliisyonu, diger kuyucuklara da 100’er pL asit
ile aktive edilmis test 6rnekleri konuldu.

Plate’in tizeri kapatilip ve oda 1sisinda 2 saat inkiibe edildi.

Kuyucuklardaki sivilar aspire edildi ve 250 puL yikama sivisi ilave edildi. Bu islem 5
kez tekrarlandi.

Kuyucuklara 100’er puL deteksiyon antikoru konuldu. Plate’in tizeri kapatildiktan sonra
oda 1s1sinda 1 saat inkiibe edildi.

Kuyucuklardaki sivilar aspire edildi ve 250 puL yikama sivisi ilave edildi. Bu islem 5
kez tekrarlandi.

Kuyucuklara 100’er uL. Avidin-HRP konuldu. Plate’in iizeri kapatildiktan sonra oda
1s1sinda 30 dakika boyunca inkiibe edildi.

Kuyucuklardaki sivilar aspire edildi ve 250 pL yikama sivisi ilave edildi. Bu islem 7
kez tekrarlandi.

Kuyucuklara 100’er pL Substrat soliisyonu konuldu ve oda 1sisinda 15 dakika inkiibe
edildi.

Kuyucuklara 100’er pL STOP soliisyonu koyup ,450 nm dalga boyunda okuma yapildi.

33



4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Calismada yapilan biitiin 61gtimler {i¢ kez tekrar edildi. Absorbans olarak elde edilen veriler
ortalama ve standart hata (Mean+SEM) olarak ifade edildi. Istatistiksel degerlendirmeler SPSS
22 (Statistics Program for Social and Science) programi ile gergeklestirildi. Ortalamalar
arasidaki farkin 6nemliligi degerlendirilirken ANOVA testi, testi kullanildi. Parametrik test
varsayimlarinin yerine getirilemedigi durumlarda ise Kruskal-Wallis testi uygulandi. P

degerinin 0.05’den kii¢iik oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edildi.
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5. ARASTIRMANIN ETIiK YONU

Arastirmanin her asamasi etik ilkelere uygun olarak yiiriitiilmistiir. Uygulamaya

gegmeden Once etik kuruldan (25/11/2016 tarihli, 2016-11/21sayili) (EK.1) izin almmustir.
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6. BULGULAR

6.1.Tofasitinib’in Fibroblast hiicre hatlarindaki sitotoksik etkisinin konsantrasyona

bagh degerlendirilmesi

A B
BJ-CRL1474 (Cilt) Fibroblast Hiicre Hatti BRL3A (Karaciger) Fibroblast Hiicre Hatti
1004 1004
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Grafik 6.1. Tofasitinib’in 800, 400, 200, 100, 50 ve 25 nM konsantrasyonlarmin fibroblast
hiicre hatlarindaki sitotoksik etkisinin degerlendirilmesi.

A) BJ-CRL 1474® Cilt Fibroblast Hiicre Hatt1, B) BRL3A® Karaciger Fibroblast Hiicre Hatt1.

Tofasitinib’in 800, 400, 200, 100, 50 ve 25 nM konsantrasyonlarinimn fibroblast hiicre
hatlar1 tizerindeki etkileri zamana bagimli olarak degerlendirildi. Tofasitinib’in konsantrasyona
bagimli bir sitotoksik etkinlik gosterdigi gozlendi. Bu etki 100 nM konsantrasyonda baslarken
(p<0.05), en yiiksek antiproliferatif etki 800 nM konsantrasyonda goriildii. 200nM ve 200nM
arasindaki etkinlik istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05) ancak 400nM ve 800nM
konsantrasyonlarda ki etkinlik 100nM ve 200nM konsantrasyonlara gore daha fazla saptandi.
Aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0,05). Bahsedilen etki hem karaciger hem
de cilt fibroblast hiicrelerinde benzer sekilde goriildii. Aradaki fark %5 diizeyinde olup
istatistiksek olarak anlamli bulunmadi (p>0,05).
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6.2.Tofasitinib’in Fibroblast hiicre hatlarindaki sitotoksik etkisinin zamana bagh

degerlendirilmesi
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Grafik 6.2. Tofasitinib’in 800, 400, 200, 100, 50 ve 25 nM konsantrasyonlarmin fibroblast
hiicre hatlarindaki sitotoksik etkisinin degerlendirilmesi.

A) BJ-CRL 1474® Cilt Fibroblast Hiicre Hatt1, B) BRL3A® Karaciger Fibroblast Hiicre Hatt1.

Tofasitinib’in 800, 400, 200, 100, 50 ve 25 nM konsantrasyonlarmin fibroblast hiicre
hatlar1 tizerindeki etkileri zamana bagimli olarak degerlendirildi. Tofasitinib’in sitotoksik
etkinliginde zamana bagimli olarak artis gozlendi. Sitotoksik etki tofasitinib’in 50nM ve
100nM konsantrasyonlarinda 48. ve 72. Saatte, 24. saate gore istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p<0,05). 200nM, 400nM ve 800nM konsantasronlarinda ise 72. saatteki sitotoksik
etki etki, 24. ve 48. saatteki etkinlige gore belirgin olarak daha fazlaydi (p<0,05). Bahsedilen
etki hem karaciger hem de cilt fibroblast hiicrelerinde benzer sekilde goriildii. Aradaki fark %5
diizeyinde olup istatistiksek olarak anlamli bulunmadi (p<0,05).
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Tablo 6.1: Tofasitinib’in Fibroblast hiicre hatlarindaki sitotoksik etkisinin zamana

ve konsantrasyona bagli degerlendirilmesi

Tofasitinib % Canhlik (Kontroliin Yiizdesi)
24 saat 48 saat 72 saat P degeri

Kontrol 100 100 100 -

25 nM 103,0+7,6 96,0+4,5 105,0+3,2 -

50 nM 99,6+6,8" 89,7+6,1™ 124,5+5,6™ <0,05
100 nM 78,948,2" 73,1£5,6™ 98,6£7,6”  <0,05
200 nM 71,8459 47,444,8* 89,8+5,3"  <0,05
400 nM 56,8+6,4" 25,4+42" 71,0£4,17  <0,05
800 nM 39,7+7.6 14,8+4.1" 49,6448 <0,05

Tofasitinib’in ~ Fibroblast hiicre hatlarindaki sitotoksik etkisinin zamana ve
konsantrasyona bagl degerlendirilmesi sonuglar1 Tablo 6.1 de 6zetlenmistir. 50 nM ve iizeri
konsantrasyonlarda zamana bagli olarak etkinin arttig1 gozlemlendi. 50nM ve 100nM
konsantrasyonlarinda 48. ve 72. Saat etkinligi arasinda istatistiksel olarak fark bulunmazken
(p>0,05), 200nM, 400nM ve 800nM konsantrasyonlarinda tofasitinib’in sitotoksik etkinligi 72.
saatte belirgin olarak yiiksek bulundu (p<0,05).

6.3.Tofasitinib uygulamasinin TGF-1p seviyeleri iizerindeki etkisi
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Grafik 6.3. Tofasitinib’in 800, 400, 200, 100, 50 ve 25 nM konsantrasyonlarinin fibroblast

hiicre hatlarindaki sitotoksik etkisinin degerlendirilmesi.

A. BJ-CRL 1474 Cilt Fibroblast Hiicre Hatt1, B. BRL3A® Karaciger Fibroblast Hiicre Hattx.
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Tofasitinib’in 800, 400, 200, 100, 50 ve 25 nM konsantrasyonlarmin fibroblast hiicre
hatlarinda TGF-1p seviyeleri iizerindeki etkileri incelendigi zaman konsantrasyona bagimli
azaltic1 bir etkisi oldugu gozlendi. Tofasitinib 25 nM gibi diisiik konsantrasyonlardan itibaren
TGF-1p seviyesini istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiirdii (p<0,05). 100 nM ve 200 nM
konsantrasyonlarinda ki diisiis 25 nM ve 50 nM konsantrasyonlarina gore daha fazla gergeklesti
(p<0,05). 400 nM ve 800 nM konsantrasyonlarinda ki TGF-1f seviyesindeki diisiisiin ise 100
nM ve 200 nM konsantrasyondaki diisiise gore daha anlamli oldugu gézlendi (p<0,05). 100nM
ve 200nM konsantrasyonlarda ki diislis her iki doz i¢in istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(p>0,05). 400nM ve 800nM konsantrasyonlardaki TGF-1p diisiisii miktar1 kendi aralarinda

istatistiksel olarak anlamli saptanmadi (p>0,05).

6.4.Tofasitinib uygulamasinin MMP-3 seviyeleri iizerindeki etkisi
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Grafik 6.4: Tofasitinib’in 800, 400, 200, 100, 50 ve 25 nM konsantrasyonlarmnimn fibroblast

hiicre hatlarindaki sitotoksik etkisinin degerlendirilmesi.

A. BJ-CRL 1474" Cilt Fibroblast Hiicre Hatt1, B. BRL3A® Karaciger Fibroblast Hiicre Hatt1.

Tofasitinib’in 800, 400, 200, 100, 50 ve 25 nM konsantrasyonlarinin fibroblast hiicre
hatlarinda MMP-3 seviyeleri tizerindeki etkileri incelendigi zaman konsantrasyona bagimli
azaltict bir etkisi oldugu gozlendi. Tofasitinib 100 nM konsantrasyondan itibaren MMP-3
seviyesini istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiirdii (p<0,05). 100 nM, 200 nM ve 400 nM
konsantrasyonlarinda ki diisiis kendi aralarinda istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05). 800
nM konsantrasyonlarindaki MMP-3 seviyesindeki diisiisiin ise 100 nM ve 200 nM
konsantrasyonlarindaki diistise gore istatistiksel olarak daha anlamli oldugu bulundu (p<0,05).
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6.5.Tofasitinib uygulamasinin TIMP-1 diizeyi iizerindeki etkisi
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Grafik 6.5: Tofasitinib’in 800, 400, 200, 100, 50 ve 25 nM konsantrasyonlarmin fibroblast
hiicre hatlarindaki sitotoksik etkisinin degerlendirilmesi.

A. BJ-CRL 1474® Cilt Fibroblast Hiicre Hatti, B. BRL3A® Karaciger Fibroblast Hiicre Hatt1.

Tofasitinib’in 800, 400, 200, 100, 50 ve 25 nM konsantrasyonlarinin fibroblast hiicre
hatlarinda TIMP-1 seviyeleri tizerindeki etkileri incelendigi zaman konsantrasyona bagimli
azaltict bir etkisi oldugu gozlendi. Tofasitinib 100 nM konsantrasyondan itibaren TIMP-1
seviyesini istatistiksel olarak anlamli sekilde disiirdii (p<0,05). 200 nM ,400 nM ve 800 nM
konsantrasyonlarinda ki diisiis kendi aralarinda istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05)
ancak her i¢ konsantrasyondaki TIMP-1 seviyesindeki diisme miktar, 100 nM
konsantrasyonlarindaki TIMP-1 seviyesindeki diisiise gore daha fazlaydi ve bu fark istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0,05).
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6.6. Tofasitinib Uygulamasimin Hidroksiprolin Seviyesi Uzerindeki EtKisi
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Grafik 6.6: Tofasitinib’in 800, 400, 200, 100, 50 ve 25 nM konsantrasyonlarmin fibroblast
hiicre hatlarindaki sitotoksik etkisinin degerlendirilmesi.

A. BJ-CRL 1474® Cilt Fibroblast Hiicre Hatti, B. BRL3A® Karaciger Fibroblast Hiicre Hatt1.

Tofasitinib’in 800, 400, 200, 100, 50 ve 25 nM konsantrasyonlarmin fibroblast hiicre
hatlarinda hidroksiprolin seviyeleri iizerindeki etkileri incelendigi zaman konsantrasyona
bagiml azaltic1 bir etkisi oldugu gozlendi. Tofasitinib 100 nM konsantrasyondan itibaren
hidroksiprolin seviyesini istatistiksel olarak anlaml sekilde diisiirdii (p<0,05). 100 nM, 200
nM ve 400 nM konsantrasyonlarinda ki diisiis kendi aralarinda istatistiksel olarak anlamli
degildi (p>0,05). 800 nM konsantrasyonlarindaki hidroksiprolin seviyesindeki diisiis ise diger

tiim konsantrasyonlardaki diisiise gore istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05).
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7. TARTISMA VE SONUC

Skleroderma, karaciger fibrozisi gibi kollajen iiretiminin fazla oldugu hastaliklarda
giinlimiizde tedavi segenekleri olduk¢a kisithidir. Asir1 kollajen sentezini dolayisiyla fibrozisi
engelleyen ilaglar i¢in ¢aligmalar devam etmektedir. Kollajen sentezinin ana uyaricist TGF-
1B’dir. Ancak hiicre dis1 hipoksi, travma gibi etkenler ve i¢i bir¢ok sitokin ve interlokinler de
kontrolsiiz kollajen sentezini artirip fibrozise yol agmaktadir. Giiniimiizde artik hedeflenmis
tedaviler mevcuttur. Antikor baglayici, reseptor bloke edici ve interlokin ya da diger biiyiime
faktorlerinin hiicreyi uyardiktan sonra aktif hale gelen ikincil yolaklar1 hedef alan tedaviler her

gecen giin artmaktadir.

Tofasitinib segici JAK-kinaz 3 inhibit6rii olarak giinimiizde Romatoid Artrit
tedavisinde kullanilmaktadir. Fibroblast aktivasyonu sonrasinda JAK-STAT yolagi
inhibisyonunun kollajen sentezi tizerindeki net etkisi bilinmemektedir. Hastaliklarda daha ¢ok
mortalite sebebi pulmoner fibrozis, karaciger fibrozis, pankreas fibrozis ve renal oldugundan
dolayr literatiirdeki calismalarin biliyiilk kismi1 bu organlarla ve hiicreleriyle alakali
calismalardan olusmaktadir. Pulmoner fibroziste JAK/STAT yolaginin rolii oldugunu gosteren
smirlt sayida ¢aligmalar mevcuttur. Pedroza ve ark. STAT3'lin epitel hasar1 ve fibroblast-
miyofibroblast farklilasmasi yoluyla akciger fibrozisinin gelisimine katkida bulundugunu
gostermistir (62). JAK/STAT ve TGF-1B/Smad inhibisyonu yapan IL-27 ile yapilmis bir
calismada Dong Z ve ark. pulmoner fibrozisde IL-27 ile fibroblast aktivasyonunun azaldigi
sonucunda da kollajen sentezinin azaldigini gostermislerdir (63). Masamune A ve ark. fare
pankreas hiicrelerinden elde ettikleri pankreatik satellit hiicrelerinin PDGF ile uyarilmasi
sonucunda sadece Raf/MEK/ERK yolagi degil ayn1 zamanda JAK/STAT yolagmin da aktive
oldugunu ve bu yolagin pankreatik fibrozis gelisiminde rol oynadigini gostermislerdir (64).

Biz de bu calismamiz da sec¢ici JAK-Kinaz inhibitorii olan tofasitinib’in fibroblast hiicre
kiiltiirtinde hiicre ¢ogalmasina, canliligina etkisini gostermeyi amagladik. Tofasitinib’in 6 farkl
konsantrasyonda hem karaciger hem deri fibroblast hiicrelerine uyguladik. Grafik 6.1’de
gosterildigi gibi tofasitinib’in doza bagli etkisi 100 nM konsantrasyonda bagladi. En yliksek
etkiyi ise 800 nM degerinde oldugunu saptadik. Bu sonu¢ yukarda bahsedilen literatiirde ki
caligmalarla benzer olarak yani JAK/STAT yolaginmn inhibisyonu ile fibroblast canliligmin
azaldigmi gostermektedir. Yine literatiire bakildigi zaman hepatik hiicrelerde yapilmis
caligmalar mevcuttur. Gu YJ ve ark. hepatik satellit hiicrelerinde JAK inhibitorii olan SHR0302

ile hepatik fibrozisde azalma oldugunu gostermistir (65). Renal hiicrelerde renal fibroziste
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tofasitinib’in etkisini arastiran bir ¢alismada Yan J. ve ark. tofasitinib’in miyofibroblast
transformasyonunda, ekstraseliiler matriks bilesenlerinin sentezinde azalma ve fibroblast

gelisiminde azalmaya sebep olduklarini saptamiglardir (64).

Burada Onemli noktalardan bir tanesi doza bagimli olarak etkinin artmasidir.
Calismamizda degerlendirdigimiz ikinci nokta ise tofasitinib’in zamana bagli olarak etkisini
ortaya koymakt1. Grafik 6.2°de de gosterildigi gibi sitotoksik etki zamanla birlikte artmaktaydi.
En etkili oldugu saat 72. saat olarak tespit edildi. Literatiirdeki calismalarda da benzer sekilde
diger JAK inhibitorlerinin de etkisi zamanla artmaktadir. Buradan da anlasilacagi tlizere

tofasitinib’in etkisi hem yiiksek dozlarda hem de zamanla artmaktadir.

TGF-1B fibroblastlarin temel uyaricisidir. Ayni zamanda fibroblastlardan da
salinmaktadir. TGF-1B’in bu etkisi birgok ¢aligmada gosterilmistir. Fare ve insan karaciger
hiicre kiiltiiriinde yapilan bir ¢alismada Breitkopf-Heinlein ve ark. TGF-1B ve TGF-2p ‘nin
hem karaciger fibrozisinde, hem de karaciger kanser hiicrelerinde normalden fazla oldugunu
saptamiglardir. Hatta TGF-2B uyarimmin TGF-1B reseptorlerinde artisa neden oldugunu
gostermislerdir (66). Diger bir ¢calismada koklear implantasyon sonucunda gelisen fibrozisin
engellenmesi i¢in fare koklear hiicreleri iizerinde hem invitro hem in vivo antiinflamatuvar ve
antimitotik ilag uygulamasi yapilmistir. Jia H ve ark. yaptig1 bu ¢alismada 6zellikle TGF-1p ve
IL-1pB diizeyleri 6l¢tilmiistiir. Tedavi 6ncesi yiiksek olan degerlerin ilag uygulamasi sonrasinda
diistiigi saptanmustir (67). Bleomisinle olusturulan pulmoner fibrozisli bir ¢alismada ise yine
anti fibrotik etkisinin arastirildig1 fluorofenidone uygulamasi yapilmistir. Hayvan modelinde
yapilmis bu ¢alismada Yue-Han Wu ve ark. fluorofenidone uygulamasi sonrasinda kollajen
iretiminin ve TGF-1B diizeylerinin azaldigin1 goéstermislerdir (68). Literatiirde de birgok
calismada gosterildigi gibi fibrotik yanitta TGF-1B’nin rolii bliyiiktiir. Ancak TGF-1p daha
once de bahsedildigi gibi hiicre ici SMAD yolaklarmi kullanmaktadir. Biz de ¢alismamizda
diger caligmalara benzer fibroblast aktivitesini azaltici etkisi ve sonucunda TGF-1f’nin
seviyesinde diismeyi gosterdik (grafik 6.3). Ancak bu etkinin yani TGF-1B’nin inhibe edilmesi
tofasitinib’in JAK-kinaz inhibisyonu ile direk oldugunu sdylemek zordur. Ciinkii Yan J ve ark.
yaptig1 ¢caligmada renal fibroziste, renal hiicre kiiltiirlinde tofasitinib uygulamasmin fibrozisi,
kollajen sentezini TGF-1p yolagmi etkilemeden azalttigini1 gostermistir (64). TGF-1 kollajenn
sentezinde hem sebep hem sonugtur. Tofasitinib bizim ¢alismamizda gosterdigimiz gibi TGF-
1B seviyesini azaltmistir. Fibroblast proliferasyonunu azaltarak TGF-1 seviyesini azalttiZin1

diistinmekteyiz.
Matriks Metalloproteinaz’lar (MMP) kollajen yikiminda gorevli kalabalik bir enzim
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ailesidir. Bazi MMP’ler hiicre proliferasyonunu uyarabilirler. Literatiire bakildigi zaman
MMP’ler ile ilgili birgok ¢alismanimn yapildig1 goriilmektedir. W Gao ve ark. psoriatik artritli
hastalarda elde edilen sinovyal hiicrelerde tofasitinib uyguladigi bir ¢aligmada tofasitinib’in
anlamli derece STAT3 ve STATI inhibisyonu yaptig1 ayrica SOCS3 ve PIAS3 (STAT
inhibitorleri) uyarimi yaptigini gostermislerdir. O calismada ayrica IL-6, IL-8, MCP-1,
MMP9/MMP2, MMP3  diizeylerinde ve MMP3/TIMP3 oraninda azalma saptamislardir
(69).Edyta K ve ark. tarafindan 49 psoriyazis’li hastanin serumunda ELISA ile MMP-2, MMP-
3, MMP-9, MMP-12, TIMP-2 ve TIMP-3 diizeylerini 6l¢erek Roc analizi yapilmistir. Yapilan
degerlendirmeler sonucunda MMP-2, MMP-3, MMP-9, TIMP-3 diizeyini anlamli olarak
yiiksek , MMP-12 i ise diisiik saptamiglardir (70). Flisiak | ve ark. ise psoriyazisli hastalarda
yaptig1 bir ¢calismada serum MMP-1 ve TIMP-1 seviyesini kontrol gruba gore daha yiiksek
bulmustur (71). Biz de ¢alismamizda literatiirdeki ¢alismamalarla benzer MMP-3 ve TIMP-1
seviyesini tofasitinib uygulamasi sonrasinda kontrole gore diisiik saptadik (Grafik 6.4, 6.5).
Ancak bazi ¢aligmalarda da MMP-3 diizeyi diisiik saptanmustir. Ming-Wei Zhouve ark. yaptigi
bir ¢calismada normal ve keloid dokudan alinan fibroblastlar lizerine WNT/B-katenin yolagi
inhibitori olan IWR-1uygulanmistir. Sonrasinda MMP-1, MMP-3 ve MMP-13 iin seviyesinde
yiikselme oldugunu gostermislerdir. Yani kollajen yikimi yapan enzimlerde ilagla birlikte arti
olmustur (72). Daha once belirtildigi gibi MMP ailesi ¢ok sayida enzimden olusmaktadir.
Yapilan ¢alismalar da aslinda hepsinin farkli 6zelliklerinin olabilecegini ortaya koymaktadir.
Bu nedenledir ki ayni1 hastalikta bazi MMP tiirleri artarken bazilar1 ise diizeyleri diisiik
saptanabilmektedir. Celiskili sonuglar nedeniyle bu konuda daha kapsamli ¢aligmalara ihtiyag

oldugu agiktir.

Hidroksiprolin de kollajen sentezinde yer alan ve kollajen yapisinda yer alan bir
molekiildiir. Kollajen sentezinin artmasiyla paralel olarak miktar1 da artis gdéstermektedir.
Akimoto K ve ark. yapmis oldugu bir ¢alismada hepatik hiicre kiiltriinde heparin uygulamasimnin
hidroksiprolin diizeyinde diismeye neden oldugunu gostermislerdir (73). Diger bir ¢alisma da
g6z keratinositleri tlizerinde yapilmistir. Bu c¢alismada Stochon T. Ve ark. keratokonuslu
hastalarin kornealarindan ve normal insan kornealarindan hiicreler alinarak hiicre kiiltiiriinde
cesitli parametreler ve hidroksiprolin seviyelerini dlgmiisler. Keratokonuslu hiicrelerde yani
kollajen sentezinin bozuldugu bu grupta hidroksiprolin seviyesinin de normal gruba gére daha
diisiik oldugunu saptamuslardir (74). Grafik 6.6’da gosterildigi gibi biz de c¢alismamizda
hidrosiprolinin seviyesini kontrole gore diisiik bulduk. Yani tofasitinib uyguladiktan sonra
kontrol hiicre grubuna gore diisiik olmas1 aslinda tofasitinib’in kollajen sentezini azalttigini

desteklemektedir.
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Sonug¢ olarak tofasitinib’in fibroblast hiicre kiiltiirlinde (hem karaciger hem deri)
fibroblastlarin proliferasyonunu, canliligini doza ve zamana bagli olarak artan etki ile azalttigin1
gostermis olduk. Ayni sekilde fibroblast aktivasyonunu gosteren markerlerdan TGF-1, MMP-
3, TIMP-1 ve hidroksiprolin seviyeleri de tofasitinib uygulamasi sonrasinda kontrollere gore
diisiik saptadik. Ancak calismamizda gosterdigimiz tofasitinib’in bu etkisi hiicre kiiltlirii
seviyesinde oldugundan dolayr hastaliklarda klinik etkisini ortaya koyabilmek igin hayvan

model ¢alismalar1 ve klinik caligmalar1 iceren daha genis ve kapsamli ¢alismalara ihtiyag vardir.
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