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OZET

SILOSTAZOLUN VE PiIOGLITAZON SPINAL KORD HASARI YAPILAN
TAVSANLARDA ADAMTS/AGREKANAZ GEN EKSPRESYONU UZERINE
ETKIiSi

Yudum YARAL

ADAM (A Disintegrin And Metalloprotease) proteinazlar1 ilk olarak 1997'de
kesfedilmislerdir. Kesiflerinden bu yana 6zellikle ekstraseliiler matriks iliskili proteolizde
gorev aldiklar1 tespit edilmisti. ADAMTS (A Disintegrin and Metalloproteinase with
Thrombospondin motifs) ailesinde bugiine kadar kesfedilen toplam 19 adet iiye vardir. Bir
disintegrin ve metalloproteinaz (MP) olan ADAM genleri; transmembran proteinleri,
integrin baglamalari, hiicre i¢i sinyal iletimi ve adezyon aktivitesi gibi hiicrenin birgok
hayati fonksiyonuyla iligkilidir. Diger MP'lerin tersine ADAM!'larin hiicre i¢i proteinleri
kesme-baglama aktivasyonu da bulunmaktadir. ADAM genlerinin bu 6zelliginden dolay1

bir¢ok hastaligin patogenezinde de rol aldig1 diistiniilmektedir.

Silostazol antiagregan, antitrombotik ve vazodilatasyon etkileri nedeniyle inoperabl
periferik arter hastaliklarinda klinikte rutin kullanilan bir ajandir. Bu ajanin noéroprotektif
0zelligi son yapilan klinik ve deneysel calismalarla gosterilmistir. Vaskuler cerrahide
medulla spinalis iskemi-reperfuzyon (I/R) modeli iizerinde heniiz klinik ve deneysel
calisma yapilmamistir. Yapilan caligmalarda silostazol'liin periferik arter hastaligi olan
hastalarda egzersizin indiikledigi (I/R) hasarini azalttig1 klinik olarak gdsterilmistir. Bunun
yaninda, silostazol'iin yapilan deneysel caligmalarda transient serebral iskemi sonrasi
noronal hasari azalttigi gosterilmistir. Diger bir deneysel ¢alismada fokal serebral iskemide
apopitotik ve oksidatif hiicre 6liimii inhibisyonu yoluyla Silostazol'lin noroprotektif etkisi

gosterilmistir. Endotelial nitrik oksit sentazi (eNOS) aktive ederek nitrik oksit (NO)



yapimint indiikledigi gosterilmistir. Ayn1 zamanda antiinflamatuar ve antioksidan

ozellikleri de vardir.

Bu c¢alismada spinal kord travma modeli olusturulan tavsanlarda ADAMTS ailesinin
roliinii ve silostazoliin bunlara etkisini arastirmay1 amagladik. Bu ¢alisma dort farkli tavsan
grubu iizerinden yiiriidii. Birinci grup tavsanlarda omurilik yaralanmasi yoktur. Bu grup
kontrol grubu olarak kullanildi. ikinci grup ise omuriliklerinde (I/R) olusturulan
tavsanlardir. Ugiincii grup tavsanlar da omuriliklerinde I/R olusturulmus ve &ncesinde
silostazol verilmis tavsanlardir. Dordiincii grupta da I/R ile birlikte dncesinde silostazol

yerine pioglitazon verilmis tavsanlar bulunmaktadir..

Calismanin ilk evresinde dokulardan elde edilen genlerde, PCR yontemi ile agrekanaz
ADAMTS gen ailesinin tiimii tarandi. ADAMTS-1, -4. -5, -9, -15, -16, -18 genlerinin

ekspresyonu diger aile tiyelerinden daha fazla oldugu saptandi (sayfa 54).

Calismanin ikinci evresinde dokulardan protein eldesi yapilip Western Blot yontemi ile
dokulardaki protein ekspresyonu tespit edildi. ADAMTS/B-ACTIN oran1 gdz oniine
almarak ADAMTS gen ailesinden ADAMTSI, ADAMTS16 ve ADAMTSI1S8 gen
ekspresyonunun (I/R) yapilan dokularda katlanarak arttig1 saptandi.

Buna ek olarak silostazol ve pioglitazon ilaci verilen (I/R) dokularda ADAMTS gen

ekspresyonunun baskilandig1 bulundu.

Buna gore (I/R) yapilan omurilikte silostazol ve pioglitazon ilacinin iyilestirme faktorii
olarak kullanilmasin yaninda farkli ilaglarinda bu etkiyi yapabilecegi diisiiniilmektedir. Bu

etkinin ve ilaglarin bulunmasi ig¢in daha kapsamli ¢alismalara ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: Silostazol, spinal kord hasari, ADAMTS/agrekanaz
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ABSTRACT

THE EFFECTS OF CILOSTAZOL AND PIOGLITAZON IN SPINAL CORD
INJURY IN RABBITS ON GENE EXPRESSION OF ADAMTS/Aggrecanase

Yudum YARAL

ADAMTS proteinases were first discovered in 1997. Since their discovery, their roles in
extracellular matrix proteolysis have been established. ADAMTS belong to the
metalloprotease superfamily and consist of 19 members distinct functions, ADAMTS1-
ADAMTS19. These transmembrane proteins play roles in numerous vital cellular events
such as integrin binding, intracellular signaling, and cell adhesion. In contrast to other
metalloproteases ADAMTS proteins can also cleave and bind to intracellular proteins.
Therefore, mutations in the gene coding for ADAMTS proteins are associated with the

risks of various diseases.

Cilostazol is a widely used drug in the treatment of arterial disorders. It inhibits platelet
aggregation and smoothens muscle contraction, therby exerting its vasodilatory effect. The
neuorprotective properties of this drug has recently been demonstrated. However, its effect
on medulla spinalis ischemia/reperfusion (I/R) damage is unknown. Other clinical studies
have shown that Cilostazol represses the excercise-induced I/R damage in patients with
peripheral arterial disorders. Cilostazol is also shown to repress the neuronal damage
following a transient cerebral ischemia. Moreover, another study has illustrated the
neuroprotective properties of Cilostazol in focal cerebral ischemia though the inhibition of

apoptosis and oxidative cell death.

In the present study, using a spinal cord injury model in rabbits, we aimed to study the
neuroprotective role of ADAMTS family and the impact Cilostazol has on these proteases.
In order to, we established four sample groups. Group 1 consisted of rabbits lacking a
spinal cord injury and were selected as controls. Rabbits in Group 2 had I/R damage
induced on them. Group 3 samples were treated with Cilostazol prior to I/R damage, and

vi



members of Group 4 were treated with Pioglitazon instead of Cilostazol.
In the first stage of the experiment, using polymerase chain reaction, the expression of
ADAMTS gene family was analysed in Groups 1 and 2. It was found that I/R upregulates
the expression of ADAMTS], 4,5, 9, 15, 16, 18 genes (page 54).

Next, protein extracts from tissues were used in Western Blot analysis to detect the protein
expression across the groups. Using ADAMTS/ B-ACTIN ratio as a reference, it is
established that I/R damage induces an upregulation of ADAMTS1, 16, and 18.
Additionally, the repsessive effects of Cilostazol and Pioglitazon on ADAMTS gene

expression was displayed.

Altogether, we present Pioglitazon and Cilostazol as effective agents for the recovery from
I/R damage in the spinal cord. They exert their functions through repression of ADAMTS
expression. In future studies, the molecular bases of the repression mechanism need to be

investigated further.

Key Words: Cilostazol, spinal cord injury, ADAMTS/Aggreganases
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1. GIRIS ve AMAC

Medulla Spinalis Yaralanmasi (MSY) diger bir adi ile spinal cord (SC) hasari, torasik ve
torakoabdominal aort cerrahisi sonrasi goriilebilen medikal bir komplikasyondur. MSY’e
bagl gelisen pleji tablosunda hastalar pek ¢ok viicut fonksiyonlarini kaybetmelerinin yani
sira fiziksel, psikososyal ve ekonomik sorunlar yasamakta ve bu sorunlar bireysel oldugu
kadar toplumsal bir boyut da tasimaktadir(l). Bu sayilanlara ek olarak anestezik-
hipoestezik bdlgeler ve diger organik yapilardan kaynaklanan kronik agri da
gelisebilmektedir. Kronik agri MSY ’nin en 6nemli komplikasyonlarindan biridir(2,3). Bu

komplikasyonlar1 6nlemek icin degisik spinal cord koruma yontemleri kullanilmaktadir.

Cerrahi tekniklerde ve spinal cord koruma yontemlerindeki ilerlemelere ragmen cerrahi
girisim sirasinda SC yaralanmalari tamamen 6nlenememistir. Cerrahi iglem sirasinda spinal
kord yaralanmalarinda baslica patogenez, yaralanma yerindeki mikroperfiizyonun santral
gri cevherden baslayarak ilerleyici bir sekilde azalmasidir. Hipoperflizyon beyaz cevhere

yayildiginda iskemiden dolay1 aksiyon potansiyeli durur ve spinal sok baslar (9).

Kardiyo vaskiiler sistem hastaliklarinin cerrahi girigimleri esnasinda aortun klemplenmesi
ile kan akimi durdurulur ve islem bittikten sonra klempin alinmasi ile tekrar aortta kan
akimi saglanir. Bu esnada arteriyel kan akimi azalmasina baglh organ ve dokunun yetersiz
perflizyonu sonucu bu doku veya organlarin oksijenden yoksun kalmasi seklinde iskemi
meydana gelir. Bu durum, hiicresel enerji depolarinin bosalmasindan, toksik metabolitlerin
birikmesi sebebi ile hiicre 6liimiine kadar gidebilen olaylara neden olabilir. iskemik
dokuya hem hiicrenin yenilenmesi, hem de toksik elementlerin temizlenmesi i¢in yeniden
kan akimi gerekir. Ancak, iskemik dokunun reperfiizyonu dokuda paradoksal olarak sadece
iskemi ile olusan hasara gore ¢ok daha ciddi bir hasara yol agar(4). Meydana gelen bu
duruma iskemi/reperfiizyon (I/R) hasari denir. Reperfiizyon déneminde gozlenen hasarda,
hiicre i¢ine molekiiler oksijen girisi ile hizla olusan serbest oksijen radikal (ROS) tiirevleri
basta olmak {iizere bir¢cok mekanizma rol oynamaktadir. Reperfiizyon hasarina en fazla
duyarli olan hiicresel yapilar, zar lipitleri, proteinler, niikleik asitler ve deoksiriboniikleik

asit molekiilleridir(5).



Cerrahi islem sirasinda olusan bu hasar1 6nlemek i¢in ¢esitli yontemler gelistirilmekte, yeni
ilag etken maddeleri kesfedilmektedir. Reaktif oksijen tiirleri ve inflamasyon, iskemi
reperfiizyon (I/R) hasar1 patofizyolojisinde onemli rol oynamaktadir. Peroksizom
proliferator aktive reseptér-y (PPAR- y) agonistlerinin anti—inflamatuar ve antioksidan
etkilerinin oldugu bilinmektedir. Pioglitazonun peroksizom proliferator aktive reseptdr-y

(PPAR- v) agonist etkisi bulunmaktadir (6).

Trombosit, fosfodiesteraz-3 inhibitorii ve vazodilator etkileri olan silostazol, periferik arter
hastaligina bagli intermitan klodikasyon tedavisinde yararli olabilmektedir(7). Ayrica
kaslara yeterli kan gitmemesine ve bu nedenle bacaklarda kramp benzeri agrilara neden
olan dolasim bozuklugunun tedavisinde kullanilir. Aynm1 zamanda agrisiz yiiriime
mesafesinin artmasina da yardime1 olur(8). Yapilan bazi calismalarda omuriliklerinde I/R
hasar1 olusturulan rat modellerinde; I/R’dan &nce verilen silostazoliin oksidatif stresi

azaltarak, norolojik yaralanmayi azalttig1 ve klinik iyilesmeyi gelistirdigi bulunmustur(9).

Bir¢ok hastaligin patolojisindeki rolii sebebiyle A Disintegrin-like and Metalloproteinase
with Trombospondin type-1 motif (ADAMTS) proteinazlarina gosterilen ilgi her gegen
giin artmaktadir. Ilk olarak 1997 yilinda Kuno ve arkadaslar1 tarafindan kolon kanserinde,
inflamasyonla iligkili olarak tanimlanmis olan ADAMTS proteinazlarin, giiniimiizde
birgok fizyolojik ve patolojik siireclerde yer aldigi bilinmektedir. ADAMTS enzimleri
birgok dokuda bulunmakla beraber embriyonik donemde de sentezlenirler. ADAMTS lerin
onemli fizyolojik fonksiyonlarindan bazilari; doku yeniden yapilanmasi, pihtilagma,
anjiyogenez ve ovulasyondur. Ayrica hiicre disi matriksin ve bazal membranin parga-
lanmasi, tiimor hiicresi invazyonu ve metastaz gibi patolojik siireglerde de rol alirlar(10).
Buna gére ADAMTS’leri alt gruplarina ayirirsak: Kollajen N-proteinazlar; ADAMTS-2, 3
ve 14. Prokollajenin N-ucundaki propeptitleri uzaklastirarak kollajene doniismesinde rol
oynarlar. Agrekanazlar; ADAMTS-1, 4, 5, 8, 9, ve 15. Matriks proteoglikani olan
agrekanin parcalanmasinda agrekanaz aktivitesine sahiptirler. Daha sonra bu grubun,
merkezi sinir sisteminde yogun sekilde ifade olan brevikan ile kan damarlarinda bulunan
versikan1 da parcaladigi bulunmustur. Anjiogenezin inhibisyonunda gorev alanlar;
ADAMTS-1 ve 8. Kan pihtilasmas1 homeostasta von Willebrand Faktoriinii Pargalayan
Proteaz olarak bilinen; ADAMTS-13 (vWFCP) dir. Bu gorevlerinin disinda ayrica

ADAMTS’ler organogenez, inflamasyon ve fertilitede gorev almaktadirlar. Ayrica son



caligmalar gostermektedir ki artritte ve pek ¢ok kanserde bazi ADAMTS genlerinin
ekspresyonlar1 degismektedir (11,12).

Maalesef énemine ragmen ADAMTS ailesiyle ilgili hala bircok bilinmeyen vardir. Iste bu
yiizden biz de bu ¢alismamizda ADAMTS'lerden; ADAMTS-1, ADAMTS-4, ADAMTS-
5, ADAMTS-8, ADAMTS-9, ADAMTS-15, ADAMTS-16, ADAMTS-18 'in 6zellikle SC
hasar1 tizerindeki roliinii molekiiler diizeyde saptamayr amacladik. Literatiirde boyle bir
calismanin bulunmamasi, su ana kadar spinal kord hasar1 modelinde sadece ADAMTS-
8 gen expresyonuna bakilmis olmasi da ¢aligmayr kiymetli kilmaktadir. Ayrica
silostazolilin reperfiizyondan sonra antiagregan etkisi sayesinde ADAMTS'ler iizerinden
spinal cord hasarin1 Onleyebilecegi diisliniilmiis, bu konuda da daha Onceden yapilan

arastirma olmamasi bizi arastirmaya sevk etmistir.

Bu calismada omurilik yaralanmasi, iskemi reperfiizyon (I/R) hasar1 modeli Yeni Zelanda
tavsanlar1 iizerinde yapilmistir. I/R sebebi ile olusan spinal cord hasarmnin silostazol ve

pioglitazonun ADAMTS’ler tizerinden etkisi ile dnleyebilecegini diisiindiik.

Yapilan 6n ¢aligsmalardan sonra elde edilen verilere gore ADAMTS-16 lizerine yogunlagstik
ve dort farkli SC hasarli tavsan modeli kiyaslamasinit Western Blot yontemiyle yaptik.
ADAMTS-16 gen ekspresyonunun protein diizeyinde incelenmesi sonucu bu genin 6nemli
Olciide I/R dokuda arttigin1 saptadik.



2. GENEL BILGILER

2.1 MEDULLA SPINALIS

Omurilik otuz bir bélgeden olusur: sekiz servikal, on iki torasik (arka), bes lumbar, bes
sakral ve bir koksiks. Bunlarin her biri viicudun 6zel bir boliimiinii etkileyen ve merkezi
sinir sistemi (MSS) ile baglantisin1 saglayan bir ¢ift sinire sahiptir. MSS beyin ve
omurilikten olugsmaktadir. Omuriligin merkezi, duyusal ve motor sinir uyarilarini ileten
myelinize sinir lifi demetlerinden olusur. Myelinize sinir lifleri yalitkan elektrik telleri
gibidir. Beyin ve omurilik, merkezi sinir sisteminin hassas yumusak dokusu olan,
kafatasinin ve omur kemiklerinin arasinda yerlesmis, {i¢ (3) tabaka halindeki bag dokudan
olusan beyin zarlari tarafindan sarilmistir. Omurilik omur (vertebra) veya omur korpusu
(vertebral bodies) adi verilen omurgayi (vertebral column) olusturan yirmi bes (26) kemik

tarafindan korunmaktadir. Omurga omuriligi destekler ve korur.(13)

2.1.1. Omurilik Yaralanmasi

Medulla Spinalis Yaralanmasi ylizyillarca hastay1 kisa surede 6liime gotiiren bir durum
olarak bilinirken, 1930’lardan sonra bu konuda organize girisimlerin baslamasiyla akut
bakim ve rehabilitatif yaklasimlarda ciddi yenilikler olmustur. Giiniimiizde MSY olan pek
cok hastanin sadece hayatta kalmasi degil, ayn1 zamanda iiretken ve toplumsal bir yasam
stirmesi saglanabilmektedir. MSY’de tedavinin amaci, hastalara bireysel ve mesleki agidan
tatmin edici, saglik problemleri o6nlerinde bir engel olmadan hayatlarinin devamini

saglamaktir. (14).

2.1.2. Omurilik Yaralanmalarinin Nedeni

En biiyiik nedenlerden biri travmadir. Travma, yaralanma sonucu olusur. Travmatik
omurilik yaralanmalarinin nedenleri, sikligina gore; otomobil kazalari, diisme, silah
yaralanmalar1 ve s1g sularda dalma (yilda en az 2000). Bir diger sebep Polio (cocuk felci)
ve Multipl Skleroz (MS) gibi enfeksiyonlardir. Bunlarla beraber Spina Bifida gibi
dogumsal deformasyonlar da omurilik yaralanmasina sebep olabilmektedir (13). Ayrica

cerrahi iglemler sirasinda da omurilik yaralanmalar1 meydana gelebilimektedir.

2.1.3. Omurilik Yaralanmalarimin Etkileri



Bas1 yaralari: MSY’nin en sik morbidite nedenlerindendir. Basi yaralar1 hem diger
komplikasyonlara zemin hazirlayabilirler hem de enfekte olduklart zaman sepsis hatta
olim nedeni olabilirler(1).

Kardiovaskiiler Komplikasyonlar: MSY’de egzersiz kapasitesi, bazal metabolizma ve
vendz doniis azalir. Torakal 6 ve tizeri MSY ’de ise ortostatik hipotansiyon gortiliir. Sistolik
ve diastolik kan basinglarinda ani diisiis ve tagikardi saptanir (1, 15).

Derin Ven Trombozu: Erken dénemde pulmoner emboliye yol agabilecegi igin 6nemli bir
morbidite ve mortalite nedenidir. Etyolojide flask donemdeki immobilitenin yani sira
kanin koagulabilitesindeki degisiklikler de rol oynar. Kesin tanisi venografi ile konur (1,
15, 16).

Otonom Disrefleksi: Siklikla torakal 6 tizerindeki yaralanmalarda goriiliir. Genellikle
yaralanmadan birka¢ ay sonra ortaya ¢ikar ve li¢ yil icerisinde geriler. Mesane, kolon,
rektum, uterus ve deriden kalkip spinal korda giden stimuluslar, supraspinal inhibitor
mekanizma bozuldugundan pek ¢ok sempatik ve parasempatik refleks cevaplara neden
olur. Lezyon seviyesinin altinda vazokonstruksiyon ve hipertansiyon, lezyon seviyesinin
tizerinde vasodilatasyona bagli flushing, soguk terleme, bradikardi, solunum sikintist
gelisir (1,15).

Anemi: MSY sonrasi akut donemde goriilen aneminin nedeni yaralanmanin kendisi veya
operasyona sekonder iken, kronik déonemde idrar yolu enfeksiyonlari, kateterizasyona bagli
mikroskopik hematuri, hemoroid kanamalari, gastrik kanamalar, basi yaralaridir. %60’a
varan oranlarda goriilebilir.

Agri: MSY olan hastalarda agr1 prevalanst %94 lere ¢ikabilmektedir ve hastalarin %5-45’1
giinliik yasam aktivitelerinde agriya bagl sorunlar yasarlar.

Psikolojik sorunlar, uyum siireci ve yasam kalitesi: MSY geciren kisi pek ¢cok dramatik

fiziksel, psikolojik ve sosyal problemle karsilasir (14).



2.2. ISKEMIi/REPERFUZYON

Spinal kord yaralanmalarinda esas problem yaralanma yerindeki mikroperfiizyonun santral
gri cevherden baglayarak ilerleyici bir sekilde azalmasidir. Hipoperfiizyon beyaz cevhere

yayildiginda iskemiden dolay1 aksiyon potansiyeli durur ve spinal sok baslar.

Dokulara kan saglayan damarlarin, bir pithtt veya mekanik etkenle tikanmasi sonucu
dokunun beslenmesinin bozulmasina iskemi denir. Doku kanlanmasinin ilaglarla veya
mekanik miidahalelerle yeniden saglanmasina reperfiizyon denir (17).

Daha genis bir tanim yapilacak olursa: Arteriyel ya da vendz kan akimi azalmasina bagh
organ ve dokunun yetersiz perflizyonu sonucu bu doku veya organlarin oksijenden yoksun
kalmasi seklinde iskemi tanimi yapilabilir. Hiicresel enerji depolarinin bosalmasi ve toksik
maddelerin birikmesi sonucunda iskemi hiicre Sliimiine yol agmaktadir (sekil 1). Hem
hiicrenin rejenerasyonu, hem de toksik madddelerin temizlenmesi i¢in iskemik dokuya
yeniden kan akimina ihtiyag vardir. Ancak, iskemik dokunun reperfiizyonu yani tekrardan
kan akiminin gitmesi dokuda paradoksal olarak sadece iskemi ile olusan hasara gore gok
daha ciddi bir hasara yol acar. Reperfiizyon doneminde gbzlenen hasarda, hiicre igine
molekiiler oksijen girisi ile hizla olusan serbest oksijen radikal (ROS) tiirevleri basta olmak
tizere birgcok mekanizma rol oynamaktadir(4, 5).

Dokularin iskemiye dayaniklilig: birbirinden farklidir. iskelet kaslar1 iskemiye uzun siire
dayanabildigi halde néronlarda dakikalar icinde geri doniisiimsiiz yikim ortaya ¢ikabilir.
Hiicresel homeostaz i¢in gerekli olan enerji kaynaklarinin 6zellikle ATP’nin tiikenmesi,
hiicre membraninda iyon dengesizliine yol acar. Nat+ ve Ca++ iyon dengesi bozulur.
Bunu asidoz ve ozmotik sok gibi klinik bulgular ile kromatin kiimelenmesi ve piknozis
gibi histolojik bulgular takip eder (18, 19, 20).

Reperfiizyon hasarina dogrudan veya dolayli olarak katilan pek ¢ok madde ve
biyokimyasal reaksiyon tanimlanmistir. Bu maddelerin birbiriyle etkilesimi sonucunda
iskemi-reperfiizyon hasarinin reperfiizyon kismimm mediatorleri olan serbest oksijen
radikalleri ortaya cikar. Hiicresel antioksidan savunma sistemleri de iskemi nedeniyle
zayiflar (21).



ISKEMI

l
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TROMBOSIT METABOLIZMA
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Sekil 1. Iskemi doneminde doku hasarin1 gelismesinde rol oynayan
mekanizmalar.(22)

2.2.1. iskemi- Reperfiizyon Hasar Mekanizmalar1 ve Serbest Radikaller

Genelde elektronlar atom veya molekiilde eslenik olarak bulunmalar1 nedeniyle molekiil
kararlhidir ve reaktif degildir. Ancak, molekiile bir elektron ilavesi ya da bir elektron kaybi
onu reaktif hale getirir (23). Serbest radikaller, dis yoriingelerinde paylasilmamis elektron
iceren kimyasal bilesiklerdir. Paylasilmamis elektrona sahip molekiiller kararsiz bir
haldedir. Baska bir molekiille etkilesime girerek, dis yorlingesindeki elektronu esleme ve
kararli duruma gelme egilimindedirler. Boylece bu molekiiller herhangi bir molekiil ile

etkilesime girerek, elektron alirlar veya verirler (24).



Oksijenin rediiksiyonu ve aerobik hiicrelerin enzimatik oksidasyonu sirasinda negatif
yiiklii bir ara iiriin olan siiperoksit radikali (O2") olusur. Siiperoksit radikalinden enzimatik
yolla veya spontan dismutasyonla ikinci bir ara iirtin olan hidrojen peroksit radikali (H,O,)
olusur. Daha sonra 6zellikle mitokondride diger bir tiriin olan hidroksil radikali (OH")
olusur. Organizmada bu serbest radikaller disinda hidrojen peroksit, hipoklorik asit gibi
radikal olmayan, bununla birlikte serbest radikal olusturma potansiyelinde olan zararli
oksijen tiirleri de olusabilmektedir. Digerleriyle karsilastirildiginda O,  radikali yiiksek
elektron aktivitesine sahiptir ve ¢ok reaktiftir. Ancak oksijen radikallerinden en aktif olani
OH" radikalidir (25). Hiicreler serbest oksijen radikallerinin hasarina bagisik degildir.
Ancak genellikle glutatyon ve katalaz ile oksijen hasarma kars1 korunmuslardir. iskemik
dokularda, serbest oksijen radikali iireten intraseliiler mekanizmalar tam aktive edilmis
durumdadir. Ancak oksijen saglanmasindaki eksiklikten dolay1 fonksiyon gormezler. Kan
akimi ve oksijen saglanmasinin restorasyonu ile biiyiik miktarlardaki serbest oksijen
radikali iiretilerek reperfiizyon hasari indiiklenir (18).

Organizmada serbest oksijen radikalleri ortaya ¢iktiktan sonra radikal reaksiyon dizileri
baslar. Eger bir serbest radikal, radikal olmayan bir molekiille reaksiyona girerse, binlerce
reaksiyondan olusan reaksiyon zincirlerini baglatir. Serbest oksijen radikalleri
paylasilmamis elektronlarindan dolay1 lipid, protein, karbonhidrat, niikleik asit gibi gesitli
makromolekiillerin oksidatif hasarma neden olurlar (26). Bu hasarlanma 06zetle su

mekanizmalarla olur:

a-Lipid Peroksidasyonu: Serbest radikallerin hiicrede baslattigi en 6nemli ve zararl etki
lipid peroksidasyonudur. Coklu doymamis yag asitlerinin serbest radikaller ile oksidasyonu
lipid peroksidasyonu olarak tanimlanir. Lipid peroksidasyonu, organizmada olusan
kuvvetli yiikseltgen bir radikalin etkisiyle membran yapisindaki ¢oklu doymamis yag asidi
zincirindeki alfa metilen gruplarindan bir hidrojen atomunun uzaklastirilmast ile
baslamaktadir. Biyolojik sistemlerde bu radikalin stiperoksit ile hidroksil radikalinin
oldugu kabul edilmektedir. Yag asidi, zincirinden bir hidrojen atomunun uzaklastiriimasi
sonucu zincir radikal niteligini kazanir. Bunun sonucunda olusan radikal alkil radikali olup
dayaniksiz bir tiirevdir ve bir dizi degisiklige ugrar. Ozellikle molekiil ici ¢ift bag
aktarilmasi ile dien konjugatlar1 ve daha sonra lipid radikalinin molekiiler oksijenle
etkilesimi sonucunda lipid peroksi radikali (LOO-) olusur. Lipid peroksi radikali zar
yapisindaki diger ¢oklu doymamis yag asitlerini etkileyerek hidroperoksit (ROOH) ve yeni



bir alkil radikali olusturur. Lipid peroksidasyonu, lipid hidroksiperoksitlerinin aldehit ve
diger karbonil bilesikleri ile etkilesmesi sonucu etan, pentan gibi ugucu gazlara doniisiir.
Lipid peroksidasyonu biyolojik membranlarda akiciligin kaybina, membran potansiyelinde
azalmaya, hidrojen ve diger iyonlara karsi Qegirgenligin artist neticesinde hiicrenin
hasarima ve igeriginin serbestlesmesine neden olur. Ek olarak lipid peroksidasyonunun son
rtinlerinden biri olan malondialdehit (MDA) membran bilesenlerinin polimerizasyonuna
ve ¢apraz bag yapmalarina yol acar. Bu da, hiicre yiizeyinin durumunu, enzim aktivitesini,

iyon transportunu etkileyebilir (26,27).

b-Protein oksidasyonu: Serbest radikaller ile olusan protein oksidasyonunun kimyasal
sonucu olarak metionin siilfokside, histidin oksihistidine veye aspargine, tirozin ditirozine
ve sistein disulfitlere doniisiir. Bu degisiklikler proteinlerin baglanma o6zelliklerinde ve
enzim aktivitelerinde farklilasmaya neden olarak hiicre fonksiyonlarinda bozulmalara yol
acabilir (28).

c-DNA: Serbest oksijen radikalleri adenin ve piridin nukleotid durumlarinin
stirdiiriilebilmesi igin gerekli yollara engel olabilirler. Serbest oksijen radikalleri DNA ile
tepkimeye girerek mutajenik olan 8-Hidroksiguanin’in ortaya g¢ikmasina neden olurlar
(28).

d-Kovalen baglanma: Serbest radikaller polisiklik hidrokarbonlar, aromatik aminler ve
nitrozaminler gibi ksenobiyotiklerin ¢esitli biyomolekiillere kovalent baglanmasina neden

olabilir. Bu da dogrudan hiicre hasarina yol agabilir (29).

e-Kalsiyum: Hiicre yaralanmasi ile ilgili oldugu disiiniilen bir elementtir. Kalsiyumun
transportunu engelleyen herhangi bir durum hiicre fonksiyonlarin1 olumsuz etkiler.
Kalsiyum ATPaz enzimleri 6nemli sulfidril gruplarina sahiptir ve serbest oksijen
radikalleri (SOR) tarafindan inaktive edilebilir. Sitokinler, hipoksi, endotoksin gibi

faktorler SOR aracili yol kullanarak, hiicre enerjisini azaltabilirler (30).

2.3 ANTIOKSIDANLAR

Viicudumuzda serbest radikallerin olusturdugu zararli etkilere karsi koruyucu

mekanizmalar bulunmaktadir. Bu mekanizmalar hem serbest radikal olusumunu hem de



olugsmus serbest radikallerin zararli etkilerini Onlemede gorev alirlar. Bu koruyucu
mekanizmalarda gorev alan yapilarin hepsine antioksidanlar denir. Antioksidanlarin
belirgin 6zellikleri okside olan substratlara oranla ¢ok daha az konsantrasyonlar da bile

substratin oksidasyonunu geciktirmeleri veya inhibe etmeleridir(31, 32).

Antioksidanlarin etki mekanizmasi (33):

1. Temizleme (scavenging) etkisi: Oksidanlar1 zayif bir molekiile ¢evirme seklinde
olur. Bu etki enzimler tarafindan yapilir.

2. Baskilama (quencher) etkisi: Oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale getirme
seklinde olur. Bu etki vitaminler ve flavonoidler tarafindan yapilir.

3. Onarma etkisi

4. Zincir koparma etkisi: Oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarin1 engelleyen agir
metaller seklinde olur. Bu etki hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini tarafindan

yapilir.
Antioksidanlarin siniflandirilmast:

1. Yapilarina gore:
Enzimler

Enzim olmayanlar

2. Yerlesimlerine gore:
Intraseliiler yerlesimli olanlar

Plazma ve diger ekstraseliiler sivilarda bulunanlar

3. Cozintrliklerine gore:
Suda ¢oziinenler

Yagda ¢6ziinenler
4. Kaynaklarina gore:

Endojen olanlar

Ekzojen olanlar
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2.3.1. Baz1 Onemli Antioksidanlar:
2.3.1.1. Enzim Olan Antioksidanlar:
Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz enzimi siiperoksit radikalinin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene

dontistiigi  reaksiyonu katalizleyen enzimdir. SOD bir siliperoksid molekiiliinii 0,

molekiiliine yilikseltgeyip, diger siiperoksid molekiiliinii H 2O 2’e indirger

0, +0,* +2H" —» H,0, + O,

Ug tiir SOD vardir. Birincisi mitokondride lokalize Mn-SOD, ikincisi sitozolde lokalize
Cu-Zn SOD ve iiciinciisii de Cu iceren ve plazmadaki siiperoksid radikallerini metabolize

eden vaskiiler endotele bagli Cu-SOD’dir.

Bu dismutasyon reaksiyonu superoksit radikalinin anyon ve katyon formlarinin esit oranda
bulundugu pH 4,8’de kendiliginden de cereyan eder. Ancak fizyolojik sartlarda yani
pH'nin 7,35- 7,45 arasinda iken bu reaksiyon ¢ok daha yavas olusacaktir. SOD enzimi
varliginda pH en az 7,4 oldugu kosullarda bu reaksiyon 4000 kat daha hizli olur.

Oksijen kullanimi fazla olan dokularda SOD aktivitesi yiiksek olup, ekstraseliiler sivilarda

SOD aktivitesi diistiktiir.
Katalaz

Katalaz enzimi hidrojen peroksidi molekiiler oksijen ve suya katalizler. Enzim dort tane
hem grubu igeren bir hemoproteindir. Daha ¢ok peroksizomlarda bulunmaktadir. Enzim
tim hiicrelerde bulunmakla birlikte kan, bobrek ve karaciger ve miik6z membranlarda
yiiksek miktarda bulunur.

Reaksiyon asagidaki gibi gergeklesir (34):

H,O, + H,O0, — 2H,0 + 0O,

Enzim bir molekiil hidrojen peroksiti elektron vericisi, diger hidrojen perksiti elektron

alicist olarak kullanir.
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Reaksiyon hidrojen peroksit konsantrasyonlar: yiikseldiginde onemlidir. Diisiik hidrojen
peroksit konsantrasyonlarinda diger peroksidazlar hidroperoksitlerin daha az reaktif olan
alkollere ve suya parcalanmasini katalizler. Graniilomat6z hiicrelerde katalaz, hiicreyi

kendi solunumsal patlamasina karsi koruma islevini de goriir.
Glutatyon Peroksidaz

Hiicrelerde olusan hidroperoksitlerin uzaklastirilmasindan sorumlu olan bir enzimdir.
Rediikte glutatyon kullanarak hidrojenperoksit ve lipid peroksitlerin parcalanmasinda rol
alir. Birbirinin ayn1 dort subunitten olusur. Her subunit bir selenyum atomu igerir. Bu
nedenle hiicreleri ¢esitli hasarlara karst koruyan bir selenoenzim oldugu diisiiniiliir.
Glutatyon peroksidaz sitoplazmada yerlesik bir enzimdir. intraselliiler mesafede lipidleri
peroksidasyondan koruyan en 6nemli enzimdir.

Rol aldig1 reaksiyonlar asagidaki sekildedir.
H,O, + 2GSH — GS-SG +2H,0
LOOH + 2GSH — GS-SG + LOH + H,0

GSH-Px in iki substrati vardir. Substratlaridan biri olan peroksitler alkole indirgenirken
diger substrat olan glutatyon (GSH) yiikseltgenir. Ortaya ¢ikan yiikseltgenmis (GSSG)
glutatyon rediiktaz enzimince katalizlenen bagka bir reaksiyon ile tekrar indirgenmis

glutatyona c¢evrilir.
Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon peroksidazin fonksiyonunun devamliligi i¢in okside glutatyon tekrar
indirgenmelidir. Reaksiyon GSH rediiktaz tarafindan katalizlenir. Enzim NADPH bagiml
bir flavoproteindir. NADPH hekzosmonofosfat yolundan elde edilir

Rol aldig1 reaksiyon asagidaki sekildedir.
GS-SG + NADPH + H® — 2GSH + NADP*

Glutatyon Transferaz

12



Selenyuma bagli olmayan glutatyon peroksidaz olarak adlandirilir. Oncelikle arasidonik asit ve
lineolat hidroperoksitleri olmak iizere lipid peroksitlerine kars1 selenyum bagimsiz GSH peroksidaz

gibi aktivite gostererek antioksidan etki gosterir

Rol aldig1 reaksiyon asagidaki sekildedir.
LOOH + 2GSH — GSSG + LOH + H,0

Sitokrom Oksidaz:

Solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom oksidaz siiperoksidi detoksifiye eden
enzimdir.

Rol aldig1 reaksiyon asagidaki sekildedir

40,* + 4H" + 4 — 2H,0

Bu reaksiyon, fizyolojik sartlarda siirekli cereyan eden normal bir reaksiyon olup, bu yolla

yakit maddelerinin oksidasyonu tamamlanir ve bol miktarda enerji liretimi saglanir.

2.3.1.2 Enzim Olmayan Antioksidanlar
Glutatyon (GSH)

Rediikte glutatyon (GSH), glutamik asit, sistein ve glisin igeren bir tripeptit olup, aktif bir
stilfidril (-SH) grubuna sahiptir. Serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek
hiicreleri oksidatif hasara karsi korur. Ayrica tiyol grubuna sahip bir¢ok enzim diisiik hizda

fakat okside olarak veya Oz’nin direkt etkisiyle hizla aktivitelerini yitirirler. GSH kendisi

okside olup tiyol gruplarini tekrar indirgeyerek bunlarin aktivasyonunu saglar (35).

E Vitamini

E vitamini “Tokoferoller” ve “Tokotrienoller” olarak iki ana grupta toplanabilen, alfa, beta,
gama, delta, eta ve zeta olmak iizere 6 tiirevi bulunmaktadir (36). Alfa tokoferol i¢lerinde
en yiksek antioksidan gilice sahip olanidir (37). Yapisinda bulunan fenolik hidroksil
grubuna ait aromatik halka, vitaminin kimyasal olarak aktif kismini olusturur ve
antioksidan ozelligi bu gruptan kaynaklanir. E vitaminini, siiperoksit ve hidroksil
radikallerini, singlet oksijeni, lipid peroksit radikallerini ve diger radikal oOrneklerini
indirger. E vitamini ve GSH-Px serbest radikallere karsi birbirlerini tamamlayict etki

gosterir.
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C Vitamini

C Vitamini pek ¢ok biyolojik fonksiyon i¢in gerekli suda ¢oziinebilen bir mikronutrienttir.
Birgok enzimin kofaktorii olarak gorev yapar. Bunlar; Kkollajenin post-translasyonal
hidroksilasyonu, karnitin biyosentezi, dopaminin norepinefrine donmesi, peptid
amidasyonu ve tirozin metabolizmasinda gorev alan enzimlerdir. Ayrica C vitamini demir
alimmnin 6nemli bir diizenleyicisidir. Ferrik demir iyonlarini ferréz demir iyonlarina
indirger boylece gastrointestinal kanaldan non-hem demir emilimini kolaylastirir. Pek ¢ok
hayvan glukozdan C vitamini sentez edebilir ancak insanda C vitamini sentezinde son
enzim olan gulonolakton oksidaz olmadigi i¢in C vitamininin diyetle alimina ihtiyag
duyulur. C vitamininin uzun siireli  eksikligi ~ kollajenin  post-translasyonel
modifikasyonunda soruna yol agarak skorbiite ve sonugta 6liime yol agar (38,39,40).
Anti-skorbiitik fonksiyonu yaninda C vitamini potent bir indirgeyici ajan ve biyolojik
sistemlerde serbest radikal toplayicisidir (41,42,43). Biyolojik sivilarda en ¢ok bulunan ve
suda ¢ozlinen bir anti-oksidandir. Siiperoksit, hidroperoksit radikalleri ve singlet oksijen ile
peroksinitrit, nitrojen dioksit ve nitroksit radikallerini toplayabilme &zelligine sahiptir.
Fizyolojik rolii ¢ok gii¢clii redoks potansiyeli ve glutatyon, NAD ve NADP gibi hiicre i¢i
antioksidanlarca rejenere edilebilmesi sebebiyle onemlidir. Ek olarak C vitamini alfa
tokoferol ve glutatyon gibi diger 6nemli antioksidan molekiilleri doniistiirebilir (44,45,46)
Demir yiikiiyle seyreden talasemi, hemakromatozis gibi durumlarda C vitamini destegi
onerilmemektedir. Bununla birlikte C vitamininin tiim bu istenmeyen etkileri gegis
metallerine bagli olmayabilir. C vitamininin in vitro kosullarda serbest geg¢is metal
iyonlarina ihtiya¢ duymaksizin lipid hidroperoksitleri genotoksik elektrofillere
doniistiirdiigii baska bir mekanizma varhigr disiiniilmektedir(44,47,48). Ancak halen bu
mekanizmanin in vivo gegerliligi kanitlanamamistir. Ayrica insan plazmasinin in vitro
inkiibasyonu yontemiyle yapilan ¢aligmalar C vitamininin aktive redoks gegis metalleri ve
hidrojen peroksit eklenmesi durumunda bile lipid peroksidasyonunu engelledigini

gostermistir (45,49).
Karotenoidler

Dogada yaygin olarak bulunan ve hiicreleri korumada énemli gorevleri olan pigmentlerdir.
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A vitamininin metabolik 6n maddesi olan B-karotenin, singlet oksijeni bastirabildigi,
stiperoksit radikalini temizledigi ve peroksi radikalleri ile direkt olarak etkileserek

antioksidan vazife gordiigii tesbit edilmistir (50).
Flavonoidler

Lipidlerde ¢6ziinen antioksidanlar sinifindan olan flavonoidler bitkilerdeki kirmizi, mavi
ve sar1 renk pigmentlerini olusturan polifenollerdir. Heterosiklik piron veya piran halkasi
yardimiyla birlesmis iki benzen halkasindan olusurlar.

Hidroksil gruplarinin say1 ve spesifik pozisyonlar1 anti oksidan aktiviteyi belirler. 3°-4°

dihidroksi konfigilirasyonuna sahip olanlar antioksidan aktiviteye sahiptir.
Melatonin

En zararlh radikal olan hidroksil radikalini ortadan kaldiran en gii¢lii antioksidandir.
Lipofilik 6zellige sahiptir. Boylece hiicrenin biitiin organellerine ve hiicre ¢ekirdegine
ulagilabildigi gibi kan-beyin bariyerini de kolayca gecer. DNA hasarint da ¢ok etkili bir
sekilde inhibe ettigi gosterilmistir.

Ubikinonlar

Yapilarinda izoprenoid taki i¢eren kinon tiirevleridir. Lipidlerde ¢oziiniirler. Ubikinon 10
(Koenzim Q) insanlarda bulunan temel ubikinondur. Elektron tagima zincirinde gorev alir

ayrica E vitamininin rejenerasyonunu saglar.
Urat

Stiperoksit, hidroksil, peroksi radikallerini ve singlet oksijeni temizler. Demir ve bakir
iyonlarini baglayarak etkisizlestirir fakat lipid radikalleri tizerine etkisi yoktur. C vitamini

oksidasyonunu da engeller.
Bilirubin

Hem proteinlerinin yikim {irlinii olup ayni zamanda lipit peroksidasyonunu engelleyen
efektif bir antioksidandir. Diisiik konsantrasyonlarda bile peroksil radikalini yakaladigi ve

zincir kiran antioksidan olarak davrandigi gosterilmistir (50).
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Albumin

Plazma siilfidril gruplarmin major komponentidir. Siilfidril grubu aracilifiyla bakir

iyonlarini baglayip lipit peroksidayonunu engeller.

Seruloplazmin

Ekstraselliiler SOD gibi davranir. Ferrik demiri ferro demire yiikseltgeyerek Fenton

reaksiyonunu Onler. Ayrica demirin transferrine baglanmasini kolaylastirir.
Sistein

Stiperoksit ve hidroksil radikallerinin toplayicisidir.

2.4. SILOSTAZOL

Silostazol, bazi kan damarlarin genislemesini ve damarlar igerisinde trombosit (kan
pulcugu) olarak adlandirilan ve pihtilagmaya aracilik eden hiicrelerin aktivitesinin
azaltilmasii saglayan bir etken madde olarak tanimlanabilir. Ayrica kaslara yeterli kan
gitmemesine ve bu nedenle bacaklarda kramp benzeri agrilara neden olan dolasim
bozuklugunun tedavisinde de kullanilir. Ayni1 zamanda agrisiz yiirime mesafesinin
artmasina da yardimci olur(8). Tiirk Kardiyoloji Dernegi Ulusal Kalp Sagligi Politikasi
Ana Ilkeleri kitapgiginda da belirtildigi gibi platelet fosfodiesteraz-3 inhibitorii ve
vazodilator etkileri olan bu ilag, periferik arter hastaligina bagh intermitan klodikasyon
tedavisinde yararli olabilmektedir.

Cauda equina sendromu (CES), travmatik yaralanmalar, omurilik timori gibi Paget
hastalig1 gibi durumlarda ortaya ¢ikan nadir ve ciddi bir hastaliktir. Bu kauda equina,
omuriligin alt ucundan iner ve ilk lomber vertebra (sakral ve kuyruk sokumu sinirleri)
seviyesinin altindaki tiim spinal sinir koklerinde bir paket sikistirma icerir. Bu sikistirma
sinirler lizerinde basing sebebi ile mesane kontrolii (nérojenik mesane) ve gevsek bir rektal
sfinkter barsak kontroliiniin kaybr ile sonuglanabilir. Silostazolun Cauda equina sendromu
(CES) sebebi ile gozlenen semptomlar icin iyilestirme ajani olarak kullanilabilecegi
bulunmustur. Ciinkii sinir iletim hiz1 (NCV) ve gelistirilmis kan akimini diizenleyici rolii

vardir (51).
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Istirahat halinde agris1 olmayan ve periferik doku nekrozu olmayan hastalardaki
intermitent klodikasyonun tedavisi i¢in glinde 2 kez 100 mg a¢ karnina kullanilabilir.

Baslica yan tesirleri bas agrisi, palpitasyon ve diyaredir (52).

Silostazol igeren ilaclar kullanan insanlarda 6zellikle; soluk alma bozuklugu, gogiis agrisi,
carpinti, tansiyon diismesi ya da artmasi, durdurulamayan kanama veya dil, dudak,
bogazda sisme gibi durumlar ciddi yan etkilerdendir ve bu durmlarda acilen doktora
basvurulmasi gerekmektedir (8).

2.5. PIOGLITAZON

Pioglitazon tiazolidindion grubu antidiyabetik bir ajandir ve pankreatik insiilin
salgilanmasinda artisa neden olmadan, insiiline kars1t hedef hiicrelerin cevabini arttirarak
kan glukoz seviyesini diisliriir. Pioglitazonun etkileri insiilin direncinde azalmaya neden
olabilir. Pioglitazon, hayvanlardaki karaciger, yag ve iskelet kas hiicrelerinde insiilin
duyarliliginin artmasina neden olan niikleer reseptorleri (peroksizom proliferator-aktive
edici gamma-reseptor) aktiflestirerek etkisini gostermektedir. Pioglitazon tedavisi
karacigerden glukoz yapimini azaltir ve insiilin direncinin oldugu olgularda periferik
glukoz kullanimint arttirir. Tip 11 Diabetes Mellitus’u olan hastalarin aglik ve tokluk
glisemi kontroliinde diizelme saglanir. Glisemik kontroliin diizelmesine hem aglik hem de

tokluk plazma insiilin konsantrasyonlarindaki azalma eslik eder.

Pioglitazon viicutta su tutulumuna neden olarak, kalp yetmezligine zemin hazirlayabilir ya
da mevcut kalp yetmezligini arttirabilir. Hastalar kalp yetmezliginin belirti ve bulgular
acisindan izlenmelidir. Kalp durumu ile ilgili gostergelerde olumsuzluklar belirdiginde
ilactn kullanimi durdurulmalidir. Insiilin ile birlikte kullanildiginda kalp yetmezligi
olgulart bildirilmistir. Non steroid antiinflamatuar ilaglar viicutta su tutulumuna neden

olabildiginden, birlikte kullanilmalar1 halinde 6dem riski artabilir (53).

2.6. ADAMTS AILESI

ADAMTS’ler (A Disintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin motifs) hem
memelilerde hem de omurgasizlarda bulunan bir ekstraseliiler proteaz ailesidir.

Ekstraseliller matriks (ECM), biitin dokulardaki hiicreleri ¢evreleyen bir yapidir.
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Hiicrelere yapisal bir destegin yani sira ECM, hiicrelerin sekil, yasam, farklilasma, hareket,
cogalma ve 6liim dahil biitiin aktivitelerini ve davraniglarini diizenleyen aktif bir role de
sahiptir. Bu hiicresel aktiviteler ve davraniglar, 6rnegin yiiklii glikozaminoglikan yan
zincirlerine sahip proteoglikanlar, kollajen, elastin, laminin ve fibronektin gibi fibril ve ag
kurucu molekiiller dahil olmak {izere 6zellesmis bazi ECM proteinleri ve glikoproteinleri
tarafindan yonetilmekte ve yonlendirilmektedir. Proteoglikanlar ECM’nin anahtar
bilesikleridir ve onlarca yildir bunlar iyice tanimlanmuis ve tarif edilmistir (54).
Ekstraseliiler matriksin proteolitik yikiminda proteaz aktivitesine sahip ¢cok sayida molekiil
gorev alir. Bu molekiiller domain yapilarina gore c¢ok sayida protein ailesi olarak
gruplandirilirlar.  Bu gruplardan biri, kemik farklilasma protein 1/tolloid ailesi
metalloproteinazlaridir. ADAM ailesinde yer alan proteinler, hiicre membraninda bulunan
ve ¢ok sayida domaine sahip olan ¢inko bagimli metalloproteinazlardir. "ADAM" terimi
"bir disintegrin ve metalloproteinaz" anlamina gelmektedir. Disintegrin  ve
metalloproteinaz domainleri sayesinde ADAM’lar, hem adezyon proteinlerinin hem de
proteinazlarin 6zelliklerine sahiptirler. Bu 6zellikleri ADAM’lar1 diger hiicre yiizey
proteinlerinden ayirir ve hiicre-hiicre etkilesimleri ile hiicre-matriks etkilesimlerinde
onemli rollere sahip olmalarini saglar (55).

ADAMTS ailesinin iiyeleri, ADAM (A Disintegrin And Metalloproteinase) ailesi
tiyelerinden, ¢ok sayida kopyasi bulunan thrombospondin 1 benzeri tekrarlar ile ayrilir.
ADAM ailesi iiyelerinin aksine, hiicre membraninda yer almayip, ekstraselliiler matrikse
salgilanan ADAMTS’ler; ADAM ailesi iiyelerinin sahip olduklar1 tiim domainleri
icermelerine ragmen kendilerine 6zgii TSP1 motifleri de bulundurduklart i¢in ADAM
tiyeleri olarak kabul edilmeyip yeni bir aileyi olusturmuslardir. ADAMTS proteazlar
agrekan, versikan ve brevikam1 parcalama, prokollejenin ve von willebrand faktor
islenmesinde gorev alirlar. Bag doku organizasyonu, koagiilasyon, inflamasyon, artrit,
anjiyogenez ve hiicre gocii gibi pek ¢ok Onemli role sahip oldugu gosterilmistir.
ADAMTS’ler modular organizasyon, protein sekansi, gen sekansi ve substrat tercihinin

korunmuslugu ile gruplandirilirlar (56).
2.6.1. ADAMTS Proteazlarin Domain Yapisi (57,58)

ADAMTS kisminda en basta bir sinyal peptid sekanst vardir. Bu degisen uzunluktaki

prodomain ve katalitik metalloproteinaz domain ile takip edilir. Bu proteaz domain kismi

18



biitiin ADAMTS iiyeleri arasinda hayli korunmustur: Yedek (kuyruk) domain; disintegrin
benzeri domain, trombospondin tip I tekrarlari, sisteinden zengin domain ve bir ara

domainden olusmaktadir.

Sekil 2. ADAM, ADAMTS ve MMP’ler ve aralarindaki motif farkliliklari.

v I ]—/Qr Proteinin kalan kismi farkli aile iiyelerine gore

farklilik arz etmektedir. Degisken boliimler bir kisim

ADAMTS .::*:w. trombospondin tip I tekrarlar ve diger domainlerden

olusur (Sekil Dog¢. Dr Kadir Demircan’in Juarnal of

J_Qr Clinical and Analytical Medicine dergisinde

wvp [l T —

= yayimlanan  Artritten Kansere =~ ADAMTS
Metalloproteinazlar / ADAMTS Metalloproteinases

Sinyal peptid

From Arthritis to Cancer adli makalesinden

alimmustir).

Eu[h bolge ADAMTS’ler, ¢inko bagimli matriks enzimleridir.
i smmaan Matriks metalloproteinaz (MMP) ve disintegrin ve
metalloproteinazlar (ADAM), ADAMTS ler ile ilgili diger ¢inko bagimli proteazlardir
(Sekil 2). Bu proteazlarin hiicre dist matriksin hasar ve onarim siirecindeki rolleri
bilinmektedir (59). ADAMTS’ler kollajen, versikan ve agrekan gibi hiicre dig1 matriksin
yapisal proteinlerini pargalayarak etkilerini gosterirler ve metalloproteinazlarin doku
inhibitdrleri olarak bilinen tissue inhibitors of metalloproteinase (TIMP) tarafindan inhibe
edilirler. TIMP-3 su an igin bilinen en etkili ADAMTS inhibitoriidiir. Farkli 19 adet genin
tirlinii olan ADAMTS proteinazlar gorevlerine gore siniflandirilmaktadir (10).

ADAMTS proteazlarin ECM’e baglanma kabiliyeti, ADAMTS ailesini ADAM ve MMP
ailelerinden ayiran 6nemli bir 6zelliktir. Proteazlar ECM’de bulunan heparin ve agrekan da
dahil siilfath glikozaminoglikanlara baglanirlar. ADAMTS proteazlarin hem katalitik hem
de katalitik olmayan bolgeleri tam proteolitik aktivite ve substrat baglanma kabiliyeti
gosterirler. Bu ozellik olgun ADAMTS proteazlarin ara bodlgedeki posttranslasyonel

islemleri esnasinda (C terminal budanmasi) kazanilir ve MMP’ler tarafindan kontrol edilir.
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2.6.2. ADAMTS Ailesinin Bilinen Fonksiyonlar:

Bu gorevlerinin disinda ayrica ADAMTS’ler, organo-genez, inflamasyon ve fertilite de

gorev almaktadirlar. Ayrica son caligsmalar gostermektedir ki artritde ve pek ¢ok

kanserde bazt ADAMTS genlerinin ekspresyonlar1 degismektedir (60).

Sekil 3. ADAMTS ailesi ve smiflandirilmasi.

ADAMTS-2, 3 ve 14

proteinaz
ADAMTS-1, 4,
ADAMTS Bf i

Angiogenesin

Von
5 Willebrand
VWFCP; faktorind
ADAMTS-13 parcalayan

proteaz

inhibisyonu

ADAMT-1ve 8

A) Anti-anjiyogenetik olanlar; ADAMTS 1 ve 8

2000’11 yillarin baginda yapilan ¢aligmalarda ADAMTS-1 ve ADAMTSS8’in; Vaskiiler
Endotelyal Biiyiime Faktoriiniin (VEGF) uyardigi anjiyogenezi inhibe ettikleri ve
Fibroblast Biiyiime Faktorii 2 nin uyardigi vaskiilarizasyonu baskiladiklarin1 bulmuglardir.
ADAMTS-1 ve ADAMTS-8 anti-anjiyogenik ajanlar olarak bilinirler. Bu yiizden bu iki
proteaz tiimdr supresyonunda hedef proteinazlardir. 2009 yilinda hipoksinin, ADAMTS-1
gen ekspresyonunu hipoksi-indiiklenebilir faktor (HIF-1) yoluyla harekete gecirdigi ilk kez
gosterilmis (61). ADAMTS-1, ovulasyonda gorev almakla beraber kalp krizinde giiglii bir
sekilde eksprese edilen bir proteazdir (62). ADAMTS-1 birgok organda eksprese edilirken,
ADAMTS-8 ekspresyonunun sadece akcigerde gozlendigi de yapilan ¢alismalarda
bulunmustur (63). Kikirdak dokuda eksprese edilmeyen ADAMTS-8, aterosklerozda

makrofajdan zengin bolgelerde eksprese olmaktadir (64).
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B) Prokollajen N-proteinazlar; ADAMTS-2, -3 ve -14

ADAMTS-2, ADAMTS-3 ve ADAMTS-14, prokollajen kesim enzimleri olarak
bilinmektedir (65). Kollajeni enzimatik olarak keserek prokollajenin kollajen haline
doniistimiint saglar. Bunu prokollajenin N-ucundaki propeptitleri uzaklastirarak yaparlar.
ADAMTS-2 gen mutasyonlari tipi otozomal resesif bir hastalik olan VIIC Ehlers-Danlos
sendromuna yol acar. ilk kez biiyiikbas hayvanlarda tamimlanan bu bag dokusu hastali-
ginda, dermisteki tip I prokollajenin propeptid kismi kesilip ¢ikarilamaz ve kollajen
yapiminda bozukluk ortaya ¢ikar. Sonugta normal kollajen fibril olusumu
tamamlanamadig1 icin asirt elastik ve kirilgan deri tabakasi ile karekterize Ehlers-Danlos
sendromu meydana gelir (60). Deride meydana gelen anormalliklerin tip 1 kollajen
liflerinin anormal morfolojisiyle birlikte kollajen liflerinin ¢aplarini arttiramamalarina da
bagli oldugu diisiiniilmektedir. Sonu¢ olarak deride kolajen liflerinin olgunlagmasi i¢in

ADAMTS-2’nin fonksiyon gostermesi zorunludur (66).

C) von Willebrand Faktoriinii Parcalayan Proteaz (von Willebrand factor-Cleaving
Protease, VWFCP); ADAMTS-13

Von Willebran Faktorii (VWF) plazmada, trombositlerde ve vaskiiler endotelyal hiicrelerde
bulunan biiytlik, multimerik bir glikoproteindir. Pihtilasma faktorlerinden birisi olan faktor
VIII'in tastyici proteinidir ve trombosit agregasyonuna destek olur. Ayrica, damar hasari
olustugunda, hem trombositlerin ylizeyinde bulunan glikoproteinlere hem de ortaya cikan
ekstraseliiler matriks bilesenlerine baglanarak trombosit adezyonunu saglar (58).
ADAMTS-13 ise von Willebrand faktoriinii (VWF) kesen bir proteinazdir. ADAMTS-13,
ayni zamanda “vWF cleaving protease (VWFCP)” olarak da tanimlanmaktadir. ADAMTS-
13, vWF proteininin 1605. sirasindaki tirozin ve 1606. sirasindaki metiyonin amino asitleri
arasindaki peptid bagini koparir ve pihtilasma i¢in gerekli olan, daha kiigiik boyutlu vWF
meydana gelir. Ideal boyuta gelen vWF, faktér VIII gibi pihtilasma faktorleri ile
etkileserek pihti olusumunda rol alir. Anemi ve trombositopeni ile karekterize olan
Trombotik Trombositopenik Purpura vakalarinin ¢ogu biiyilk vWF multimerlerinin daha
kiiciik birimlere ayrilmasindan sorumlu olan ADAMTS-13 enziminin eksikliginden
kaynaklanir. Von Willebrand faktoriiniin proteolizi igin gerekli olan ADAMTS-13’lin
hepatik stellat hiicrelerde varlig1 gosterilmistir (10).
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D) Agrekanazlar; ADAMTS-1, -4, -5, -8, -9, -15, -16 ve 18

Agrekan kikirdak dokusunda bulunan ve kikirdak dokusunu basing ve sikigtirmalara karsi
koruyan en 6nemli molekiildiir. Ayrica agrekanin bir diger gorevi kikirdak dokusunda
bulunan kollajeni degrede olmaktan korumasidir (67,68). Bazt ADAMTS’ler (1, 4, 5, 8, 9,
15, 16 ve 18) kikirdagin ana bileseni olan bu agrekan proteoglikanini enzimatik kesme
ozelligine sahiptir (60). Agrekani kesip parcaladiklari i¢in bu grup agrekanazlar olarak
adlandirlir. ilk kez 1999 yilinda ADAMTS-4, agrekanaz-1 olarak isimlendirilmistir (69).
Daha sonralart ADAMTS-5, agrekanaz-2 olarak siniflandirildi. Matriks proteoglikanlarin-
dan versikan ve brevikani da kesen agrekanazlar, osteoartrit gibi kas-iskelet sistemi
hastaliklarinin patogenezinde rol alirlar (60). Osteoartritte agrekanaz diizeyleri artmaktadir.
ADAMTS-5 nakavt farelerde yapilan ¢alismalarda, bu farelerin osteoartrite karsi direng
kazandiklar1 gortilmistiir (70, 71). Bu iki calismadan sonra ADAMTS-5 (agrekanaz-2),
farelerde esas ‘agrekanaz’ olarak siniflandirilmistir. Fibroz dokularda ADAMTS-5
eksikliginin, fibroblast kok hiicrelerinin olgun fibroblastlara doniisiimiinii 6nleyen agrekan
birikimine bagli olarak sagliksiz bir onarim cevabina yol agtifi ve ADAMTS ailesi
proteinazlarin diger iiyelerinden farkli olarak ADAMTS-5’nin kritik doku tamir sinyal
olaylarini diizenleme kapasitesine sahip oldugu ileri siiriilmiistiir (72).

Kikirdak oligomerik matriks proteini (COMP) pargalayan proteazlar; ADAMTS7 ve
ADAMTSI12’dir. Bu iki ADAMTS, COMP-ADAMTS’ler olarak bilinir. COMP
(Trombospondin-5 olarak da bilinir) 524 kDa agirliginda, kalsiyum baglayan, kikirdagin
yapisal biitiinliiglinden ve diger matriks molekiilleriyle etkilesiminden sorumlu matriks

glikoproteinidir. Agresif artrit hastalarinda COMP diizeyleri yiliksek bulunmustur (73).

Tablo 1. ADAMTS ailesi ile ilgili bilgilerin 6zeti (Protein & Cell 2010; 1:33-47

makalesinden adapte edilmistir)

ADAMTS | Diger adx Bilinen substrat(larj | Hastahklardaki rolii

1 METH-1 Agrekan, versikan Antianjiojenik, renal interstisyal
fibrozis, kemik yeniden modellenmesi,
over follikiilogenezi, tirogenital
gelisim, tiimdr biiyiimesi/ yeniden

sekillenmesi

2 PCINP Kollajen I, 11, 1Il N- | Ehler-Danlos sendrom tip 7C, sigir
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propeptidleri dermatopraksis
3 KIAA0366 | Prokollajen Il N- | Bilinmemektedir
propeptidleri
4 Agrekanazl | Agrekan, brevikan, Artrit, ateroskleroz
COMP, dekorin,
fibromodulin,versikan
5 Agrekanazl | Agrekan, a2M Artrit
ADAMTS1
6 Bilinmemektedir Bilinmemektedir
7 ADAMT7B | COMP, a2M Artrit
8 METH-2 Agrekan Antianjiogenez, beyin kanserleri,
9 KIAA1312 | Agrekan, versikan Artrit
10 Bilinmemektedir Bilinmemektedir
12 Agrekan,COMP,a2M | Artrit
13 Vwfcp Von Willebrand faktér | Trombotik trombositopenik purpura
14 Prokollajen | ve Il N- | Bilinmemektedir
propeptidi
15 Agrekan Bilinmemektedir
16 Agrekan Bilinmemektedir
17 Bilinmemektedir Bilinmemektedir
18 Antitromboz/inme
19 Agrekan Bilinmemektedir
20 Bilinmemektedir Bilinmemektedir

2.6.3. ADAMTS Proteinlerinin Molekiiler Organizasyonu

ADAMTS ler, aktif enzim kismini i¢eren proteaz kisim ve trombospondin tekrarlari iceren

yardime1 yan modiillerden meydana gelirler (Sekil 4).
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Proteaz kisim sinyal peptid, propeptid, Kkatalitik domain ve disintegrin benzeri
modiillerden; yardimer yan modiiller ise trombospondin tekrarlari iceren kisim, sisteince
zengin modiil ve ‘spacer’ adi verilen baglant1 bolgesinden olusur (56).

Propeptid kisim, enzimi inaktif halde tutan kisimdir (74) . Propeptid sayesinde enzim
substrat ile etkilesim igine giremez.

Cinko baglama bolgesi iceren katalitik kisim, enzim aktivitesinden sorumludur. Tim
ADAMTS proteinazlari, katalitik bolgelerinde aktif motif dizisine sahiptir. Aktif motif,
HEXXHXXGXXHD dizisinden olusur. Burada X herhangi bir amino asidi simgeler. Bu
motifte mutasyon olursa katalitik aktivite tamamen kaybolur (59).

Bir diger kisim, disintegrin benzeri bolge, amino asit dizilisi, yilan zehiri proteazlarinda
(snake venom metalloprotease) bulunan disintegrin motifi ile benzerlik gésterdigi igin bu
ad1 almustir. Disintegrin benzeri bolge ADAMTS aktivitesi i¢in gereklidir (65).
ADAMTS’lere ismini veren trombospondin (TSP), 1971 yilinda kesfedilen ilk anjiyogenez
inhibitoridiir (74). TSP, trombositlerden salinan ekstraseliiler matriks adezyon
glikoproteinidir. Sisteince zengin bolge ve baglanti bdlgesi, substrat spesifikligi ve
matrikse yerlesme mekanizmalarinda rol alir. Bu modiillere ilave olarak bazit ADAMTS ler

kendilerine 6zgii, GON, PLAC ve CUB gibi 6zel motifler igerir (65).

Sekil 4. ADAMT Sproteinazlarin

domain organizasyonu (10).
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ADAMTS-11 aymi enzimdir. ADAMTS-4, ilk bulunan agrekanaz olup agrekanaz-1;
ADAMTSS ise agrekanaz-2 olarak adlandirilir. Inaktif ADAMTS, propeptid kismimin furin
enzimleri ile uzaklastirilmasiyla aktif hale gelir. Cinko, metalloproteinaz kismindaki aktif
motif dizisi (HEXXH) ile bag yapar. ADAMTS’ler furin enzimi ile arjinin ve lizin
yoniinden zengin (RX(K/R)R) tanima bolgesinden Kesilerek aktif hale gelir. Bu olaya

zimojen aktivasyonu denmektedir.

2.6.4. ADAMTS Proteinlerinin Ekspresyonu

ADAMTS proteinlerinin mRNA ekspresyonu ¢ok genis normal erigskin dokusu dagilimi
gostermektedir. Farkli ADAMTS iyelerine farkli eriskin ve fetal dokularda
rastlanabilmektedir. Fetal dokulardaki ekspresyonu ise erigskin dokuya kiyasla daha

sinirlidir.

Tablo 2. ADAMTS iiyelerinin doku dagilimlari (58).

Genin ismi Fetal dokular Normal eriskin dokusu Malignant eriskin
dokusu
ADAMTS1 Bobrekler, Kalp, plasenta, karaciger, iskelet Sadece hiicre hatlar
Akcigerler kasi, bobrek, tiroid bezi, adrenal

medulla, adrenal korteks, mide,
uterus, mesane, serviks, aorta,
kolon, 6zefagus, overler, prostat,

medulla spinalis, kikirdak

ADAMTS2 Calisilmamis Aort, kemik, deri, tendon, mesane, | Test edilmemis
retina, bobrekler, akcigerler,

bagirsaklar, karaciger, iskelet kasi

ADAMTS3 Calisilmamis Plasenta, akcigerler, beyin, kalp, Test edilmemis
deri

ADAMTS4 Calisilmamig Mesane, beyin, over, kalp, iskelet Test edilmemis
kast, uterus, mide, medulla spinalis,
kikirdak

ADAMTS5 Calisilmamis Mesane, serviks, 6zefagus, Test edilmemis
plasenta, uterus, kikirdak

ADAMTS6 Calisilmamis Plasenta Test edilmemis

ADAMTS7 Calisilmamis Kalp, iskelet kasi, bobrek, Test edilmemis
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pankreas, beyin, karaciger
ADAMTSS8 Beyin, akciger, Akciger, kalp, plasenta, beyin Sadece hiicre hatlari
bobrek
ADAMTS9 Beyin, kalp, Kalp, plasenta, akciger, iskelet kasi, | Test edilmemis
bobrek, karaciger, bobrek, pankreas, over, kolon,
akciger, iskelet kikirdak
kasi, dalak, timus
ADAMTS10 Calisilmamis Pankreas, kalp, beyin, akciger, Sadece hiicre hatlar
plasenta, karaciger, bobrek
ADAMTS12 Akcigerler Belirlenememis Mide kanseri
ADAMTS13 Karaciger Prostat, beyin, karaciger, plasenta, | Incelenmis dokularda
kalp, iskelet kas1 tespit edilememis
ADAMTS14 Akciger Prostat, beyin, karaciger, retina, Bobrek ve goglis
akciger, plasenta, uterus kanseri
ADAMTS15 Karaciger, bobrek Belirlenememis Incelenmis dokularda
tespit edilememis
ADAMTS16 Akciger, bobrek Beyin, over, prostat, uterus Incelenmis dokularda
tespit edilememis
ADAMTS17 Akciger Over, prostat, beyin, karaciger Incelenmis dokularda
tespit edilememis
ADAMTS18 | Akciger, bobrek Prostat, beyin, endotel, Incelenmis dokularda
submaksiller bez tespit edilememis
ADAMTS19 | Akciger Belirlenememis Osteosarkom
ADAMTS20 | Calisilmamus Testis, prostat, over, kalp, plasenta, | Beyin, kolon ve
akciger, pankreas, beyin gdgiis kanseri

2.6.5. ADAMTS Proteinlerinin inhibisyonu

Metalloproteinazlarin

doku

inhibitorleri

olarak  bilinen

tissue

inhibitors  of

metalloproteinase (TIMP) tarafindan inhibe edilirler. TIMP’ler diger matriks proteazlarda
oldugu gibi ADAMTS’lerin aktivitesinin kontroliinde de anahtar rol oynarlar. TIMP’ler
hem ADAM proteinlerine hem de ADAMTS proteinlerine kars1 ¢ok daha fazla segici
davranirlar. TIMP-3 su an igin bilinen en etkili ADAMTS inhibitoriidiir (75). Ornegin,
agrekanazlardan ADAMTS-4 ve ADAMTS-5 ,TIMP-3 tarafindan giiglii bir sekilde inhibe

26



edilirken; TIMP-1, -2 ve -4’¢ kars1 duyarsizdirlar (76). Yine, TIMP-2 ve TIMP-3’iin
ADAMTS-1’1 500 nM’lik konsantrasyonlarda kismi olarak inhibe ettigi gozlenirken ayni
konsantrasyonlardaki TIMP-1 ve TIPM-4’iin ADAMTS-1 iizerinde inhibitor etkisinin
bulunmadig1 goriilmektedir (77). Ozellikle artritlerde aktivitelerinin arttig1  bilinen
ADAMTS-1, -4 ve -5’in agrekanolitik aktivitesi yesil ¢ayda bulunan katekin galat esterleri
tarafindan da etkin bir bigimde inhibe edilmektedir (78).

2.6.6. ADAMTS Proteinlerinin Hastaliklarla iliskisi

Osteoartrit ve romatoid artrit gibi hastaliklarda kikirdak matriks pargalanmasindan sorumlu
enzimler olarak bilinen ADAMTS enzimleri, bag dokusunun yeniden yapilandirilmasi,
pihtilasma, morfogenez, ovulasyon, anjiyogenez ve merkezi sinir sistemi hastaliklarinda
kritik gorevler iistlenen bir proteinaz ailesidir. Kritik 6neme sahip ADAMTS’ lerin
eksikliginde ve kusurunda ciddi hastaliklar ortaya cikar (79). Ornegin, ADAMTS-13
proteinazin tam eksikligi oliimciildir. ADAMTS-9 geni olmayan fareler embriyonik
hayatta oliirken, diger ADAMTS genlerindeki mutasyonlar ciddi hastaliklara yol agar (11,
54).

Bazi ADAMTS iiyelerinin hastaliklarla olan iliskisine bakilacak olursa ADAMTS-1 ve
ADAMTS-15 mRNA diizeylerinin, astimla iligkili oldugu ve hasta balgam orneklerinde
mRNA diizeylerinin azaldigi gézlenmistir. ADAMTS inhibitorii olan TIPM-3’tin mRNA
diizeyleri astim vakalarinda arttigindan, ADAMTS-1"in bronsiyal dokunun yenilenmesinde
rol alabilecegi belirtilmektedir (80). Benzer sekildle ADAMTS-4, ADAMTS-9 ve
ADAMTS-15’in kronik astim hastalarinda indiiklendigi de rapor edilmistir (81).

Kronik karaciger hastaliginda ADAMTS-1 artis1 ile fibrogenez arasinda bir iliski
bulunmustur. Saglikli karacigerler ile karsilastirildiginda fibrotik ve sirotik dokularda
ADAMTS-1 mRNA diizeylerinde anlamli olarak artislar gosterilmistir. Hepatik stellat
hiicrelerde ADAMTS-1’in TGF- ile etkileserek, TGF-f bagimli transkripsiyonel aktivite-
yi artirdig1 rapor edilen bu ¢calismada, ADAMTS-1’in beklenenin aksine katalitik olmayan
bir aktivite gosterdigi sonucuna varilmigtir (81).

Diger bir ¢aligma ile ADAMTS-5, ADAMTS-9 ve ADAMTS-20 proteazlarinin yeni bir
gorevi daha kesfedilmistir. Bu {i¢ proteazin, apoptozis ile hiicrelerin ortadan kaldirilmasi
ve hiicre dig1 matriksinin temizlenmesinde rol oynadigi bulunmustur. Bu siirecin sekteye

ugramasi ‘sindaktili’ ile sonuglanir (82).
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Deri, goz ve kalp gelisiminde kritik roller iistlenen ADAMTS-10"un eksikligi nadir
goriilen bir bag dokusu hastaligi olan, brakidaktili, kisa boy, goz ve kalp anomalileri ile
karekterize “Weill- Marchesani”” sendromuna sebep olur (83).

ADAMTS-16, avug i¢inde deri altindaki palmar faysa dokusunun fibrotik bir hastalig1 olan
ve kollajen birikimi ile karekterize Dupuytren hastaliginda fazla eksprese olur. Ozefagial
skuamdz hiicreli karsinomada potansiyel bir gen olan ADAMTS-16 ile yapilan bir
calismada yirmi hastanin sekizinde (%40) ADAMTS-16 gen ekspresyonu yliksek
bulunmustur. 2009 yilinda Joe ve ark. ADAMTS-16’nin kan basinc1 diizenlenmesinde
anahtar rol oynayan yeni bir gen oldugunu rapor etti. Gergekten de ADAMTS-16, kan
basinci diizenlenmesinde rol alan bobreklerde daha fazla exsprese olmaktadir (10).
ADAMTS-18 proteazinin cesitli kanserlerle siki bir iligki icinde oldugu bilinmektedir.
Endotel hiicrelerin ADAMTS-18 salgiladiklari, trombinin bu salgilamay1 indiikledigi ve
ADAMTS-18’1 enzimatik olarak keserek 45 kDa’luk C-terminal bir fragment olusturdugu,
olusan bu fragmentin ADAMTS-18 C-terminal fragmentinin in vivo kanama zamanini
diizenleyerek karotid arter trombus olusumunu 6nledigi gosterilmistir (84, 85).
Ekstraseliiler matrikste yer alan proteoglikanlar1 parcalayan ADAMTS’lerin yakin
gelecekte hastaliklarla olan iliskisinin aydinlatilmasi sonucu gerek tani koyma gerekse
tedavi agisindan 6nemli katkilar yapabilecegi diisiiniilmektedir.

ADAMTS’leri inhibe eden faktorlerin belirlenmesi ve bu enzimlerin sinyal iletim
yollarinin belirlenmesi ile klinikte ADAMTS’lerin kullanim alanlarmin artacag:
beklenmekte, ayrica ADAMTS’lerin proteolitik aktivitesiyle ortaya ¢ikan bazi
proteoglikan parcalarin yeni ilaglarin gelistirilmesinde kullanilabilecegi tahmin edil-

mektedir (86).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. DENEY HAYVANLARI PROSEDURU

Calismamiz tavsanlar iizerinde yapildigi icin oncelikle T.C. Saglik Bakanligi Ankara
Egitim Ve Arastirma Hastanesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan etik kurul
izinleri alinmistir ve hayvanlara etik kurallara uygun sekilde muamele edilmistir.
Calismada 32 erigkin 3-3,5 kg agirliginda erkek veya disi Yeni Zelanda tipi beyaz tavsanlar
kullanildi. Toplam 32 tavsan 4 esit gruba ayrildi. Anestezi Ketamin HCI (KETALAR
amp.) 35 mg/kg ve xylasine 5 mg/kg (ROMPUN amp.) intramiiskiiler yolla uygulanarak
saglandi. Pedal reflekslerin kayb1 anestezi indiiksiyonunda degerlendiridi. 5 dakikada bir
kontrol edilip ihtiya¢ halinde ilk dozun yaris1 oraninda ek olarak Ketamine/xylazine IM
olarak tekrarlandi. Sag kulak veni kanule edilen islem siiresince 3 ml/kg serum fizyolojik
infiizyonu yapildi. Proksimal ve distal aorta basinglar1 aorta ve femoral arterlere
yerlestirilen iki kanulle monitorize edildi. Spontan solunum devam ederken ve pediatrik
nazal maske ile 200 ml/dk oraninda oksijen inhalasyonu uygulandi. Rektal 1s1 probu

konularak viicut 1s1s1 monitorize edildi.

Cerrahi sterilizasyon sonrasinda median laparotomi ile batina girilip, renal arterlerin
altindan ve iliak arterlerin lizerinden abdominal aorta eksplore edildi ve vaskiiler klemple
okliizyonu kolaylastirmak amaciyla ipekle doniildii. Posterior mesenterik arter retrograd
akimi engellemek ic¢in ipekle doniildii. Deneklerin 1sis1 pad yardimiyla normotermide
tutuldu (38°C). Aortik kros klemp oOncesinde 100 U/kg heparin ile sistemik
antikoagulasyon yapildi. Aorta renal arterlerin distalinden ve iliak arterlerin
proksimalinden vaskuler klemp ile oklude edildi. 30 dakika aort klemplendikten sonra
klemp kaldirildi. Aortik kros klemp kaldirildiktan sonra batin kapatildi. Postoperatif
analjezi 5 mg/kg S.C. Morfin HCL (MORFIN amp.) ile ve sedasyon 25 mg/kg IM
klorpromazine (LARGACTIL amp.) ile saglandu.

Silostazol, 30 dakika renal arterlerin distalinden ve iliak bifurkasyonun proksimalinden
aortik okluzyon yapildi. Bu gruptaki deneklere aortik okluzyon giiniinden 3 giin 6nceden
silostazol 30 mg/kg/giin giinde 2 kez gastrik lavaj ile verildi.
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Tavsanlar 4 ayr1 grupta es sayilarda tasarlanmisti. Birinci grup tavsanlar kontrol grubudur.
Sham olarak adlandirilan ve sadece SC’indan doku 6rnegi alinan gruptur. Grupta bulunan
tavsan sayist bes tanedir. lkinci grup tavsanlar ise SC’larinda prosediire uygun
iskemi/reperfiizton yapilan tavsan grubudur ve adlandirmasi I/R seklindedir. Bu grup ise
toplamda sekiz tavsandan olusmaktadir. Ugiincii grup tavsanlar iskemi/reperfiizyon
yapilmadan once silostazol verilmis ve daha sonra SC’larda I/R yapilip dokular bu
islemlerden sonra ¢ikarilmistir. Grup isimlendirilmesi D harfi ile yapilip toplamda 9 farkli
tavsan iizerinde calisilmistir. Son grup ise I/R’dan once siloztazol yerine piaglitazon
verilen ve daha sonra SC’larindan 6rnek alinan tavsan gribudur. P harfi ile gruplandirma

ismi yapilmistir ve grupta 9 farkli tavsan ile calisilmistir.

Deneyin laboratuar kisminda sham grubundan bir doku 6rnegi PCR kismina kadar yeterli
miktarda kullanildi fakat Western Blot kismina deneyi tamamlayacak kadar yetmedigi igin

bu kisimda 4 farkli sham 6rnegi ile ¢aligma tamamlanmastir.
3.2. DOKUDAN RNA iZOLASYON PROTOKOLU

Deneyde SC dokusundan RNA izolasyonu yapilirken asagida belirtilen prosediir basamak

basamak uygulanmistir.

1. Dokular bistiiri ile kii¢iik parcalara ayrilip, 2 ml’lik ependorf tiipe konur.

2. Ceker ocakta sterilazyona dikkat ederek parcalanan her bir dokuya 1000 pl Trizol
eklenir.

Dokularin homojenize olmasi i¢in yaklasik 2 dk sallanir.

Oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilir.

Her bir ependorfa 200 pl kloroform eklenir ve renk degisene kadar 2-3 dk sallanir.
12.000 rpm 15 dk 4°C de santrifiij yapilir.

Ustteki seffaf kisim yeni 1,5 ml’lik ependorf tiipe aktartlir.

© N o g B~ W

Bu kismin tizerine 500 ul 2-propanol eklenir. Sallanarak karigtirilir ve oda

sicakliginda 10 dk inkiibe edilir.

9. 12.000 rpm 10 dk 4°C de santrifiij yapilir.

10. Siipernatant RNA ya zarar vermeden dikkatlice atilir. %75 lik etanolden 1000 pl
eklenir ve hafifce sallanir.

11. 12.000 rpm 5 dk 4°C de santrifiij yapilir.
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12. Siipernatant atilir ve alkoliin uzaklasmasi i¢in 10-15 dk oda sicakliginda kapaklari

agik olarak bekletilir.

13. 40 ul DEPC water eklenerek RNA pipetejla ¢oziiliir.
14. RNA -85 °C dolaba konuluncaya kadar mutlaka buzun i¢inde tutulmalidir.

Nano drop’da 6l¢iim yapildiktan sonra RNA etiketlenir ve -85 °C’de saklanur.

3.3. cDNA SENTEZ PROTOKOLU

Tim RNA’lar sabit bir sayiya esitlenir. (0,5-1-2 ug gibi)

Hesaplama islemi soyle yapilir;

Ornegin;

RNA degeri X=274.2 ng/uLL
274.2/1000= 0.274 pg/uL. =» Bunu 1 pg’ma esitlemek istiyorsaniz;
1/0.274= 3.65 pL =» Alinacak RNA miktar1 olmus oluyor.

Bu hacimde RNA alinip deneye devam edilir. Kullanilacak malzeme ve soliisyonlar

¢oOziildiikkten sonra disarida bekletilmez, bundan sonraki her basamak buzun iginde

yapilmalidir 6zellikle RNA ve primerler ¢cabuk bozulabileceginden bu basamaga dikkat

edilmelidir.
1. Ornek sayisi kadar 1,5 mI’lik ependorf tiip ¢ikartilir.
2. Her tiipe ayr1 ayri 1pul oligo(dT)1g primer konulur.
3. Her bir 6rnek i¢in hesaplanan miktarda RNA sirasiyla ependorf tiiplere konulur.
4. Her bir ornek i¢in hesaplanan miktarda su sirasiyla ependorf tiiplere konulur
(6rnegin RNA 2pul ise 11pul’ye tamamlayacak sekilde yani 9ul su tiiplere konur).
5. Ay bir temiz ependorf tiipiin i¢inde asagidaki oranlarda mix hazirlanir.

» Bir 6rnek i¢in hazirlanacak miktarlar (6rnek sayisiyla carpilarak mix hazirlanir).

e 5X Reaction Buffer 4ul
e Ribolock™ RNase Inhibitor(20 u/pl) 1ul
e 10mM DNTP Mix 2ul

e RevertAid™ M-MuLV Reverse Transcriptase(200 u/pl) Tl
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6. Hazirlanan mix Ornek tiiplerinin {istiine 8ul olacak sekilde dagitilir.

Toplam hacim 20 ul olmalidir (12 6nceden vardi. 8 pl mix ekledik toplam 20 ul
oldu).

7. 42 °C 60 dk inkiibasyona birakilir. Sonra 70°C de 5 dk bekletilir. Spin attirilir.
8. Elde edilen cDNA 1 hafta bekleme siiresi i¢in -20 °C’de, daha uzun siire
bekleyecekse -70 °C’de saklanir.
3.4. PRIMERLERIN HAZIRLANMASI

ALPHA DNA kullanma talimatinda belirtilen miktarda gelen (100 pmol/mL’lik) stok
cozeltiler PCR isleminde kullanilmak iizere stoktan 10 pL alinarak 90 uL 1xTE ((Tris-
EDTA) tamponu eklenerek 10 pmol/ml’lik ¢alisma ¢ozeltisi (working solution) olarak

hazirlanir ve boylece PCR’da kullanilacak primerler elde edilmis olunur.

3.5. GRADYENT PCR

Deneyler boyunca kullanilacak olan gradyent PCR islemi igin belirlenen master mix

soliisyonu asagidaki gibi belirlendi. Ornek sayisi ise 10:

. 10 6rnek igin topl

Soliisyon Miktar 0 drnek icin toplam
hazirlanan

Taq PCR Master Mix X10= 125 L
(Tampon+Mg+2+dNTP'lar+Taq 12.5 uL
polimeraz) (QIAGEN, Cat No: 201445)
PCR grade distile su (nuclease-free) 9.5uL X10=95 uL
Primer (reverse) 0.5 uL X10=5 uL
Primer (forward) 0.5 pL X10=5 uL
Total Master Mix 23 uL 230 uL
cDNA 2 uL
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PCR eppendorfuna konulan toplam
. 25 uL
hacim

Gradyent PCR yapmak {lizere B-aktin ve tim ADAMTS ailesi i¢in belirlenen program
kosullar1 su sekildedir:

On denatiirasyon 95 °C 5 dk
Denatilirasyon 95 °C 30 sn
Primer baglanma 52-58 °C 30 sn 36 Dongii
Uzama 72 °C 1dk
Son Uzama 72 °C 5dk
Genel PCR dongiisii;
94C .A%X 72°C 72°C
5 dk 30s 60 °C
4 52 °C 1dk 5 dk
54 °C
58 °C &t -
30s
35 cycle 4°C

Sekil 5. Genel PCR dongiisii

Deneyler boyunca ADAMTS ailesi i¢in PCR baglanma sicakliklar1 asagida belirtildigi

gibidir optimize edilmistir.
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ADAMTS-3,-5,-6,-9’nin ¢alisma sicaklig1 52°C
ADAMTS-12 ve 16’nin ¢alisma sicakligi 54°C
ADAMTS-1,-10,-15,-18,-19,-20’nin ¢alisma sicakligi 56°C

ADAMTS-2,-4,-13,-14, -17, -7 ve -8’in ¢alisma sicaklig1 58°C

3.6 AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI

Aragtirdigimiz gen bolgelerinin PCR iiriinlerinin amplifiye olup olmadigini kontrol etmek
icin % 2’liik agaroz jelde PCR firiinleri yiiriitildii. 100 mL 1XTAE (Tris/ Asetik Asit /
EDTA) tamponunun igine 2 gr agaroz (Invitrogen kat no: 16500-100 g) konulur.
Mikrodalga firinda agaroz iyice eriyinceye kadar tutulur (400°C de 5dk gibi). Cikarilinca
karistiricinin esliginde 2.5 pL etidyum bromiir ilave edildikten sonra katilagsmadan jel
kaliba dokiiliir. Jel dokiildiikten sonra taraklar dikkatlice takilir daha sonra 30 dk
katilasmaya birakilir.

PCR iirtinlerinden 5 pL alinarak 1 pL 6XLoading dye ile karistirilip kuyucuklara yiiklenir.
Jel, 110 V’de 15 dk ya da 100 V’de 20-30 dk yiiriitiildiikten sonra UV transliminatorde

goriintiilenir.

3.7.WESTERN BLOT

Spesifik bir proteini goriintiilememizi saglayan molekiiler biyoloji tekniginin adina western
blot denir. Bu ismi almasimin sebebi Edwin Southern adli bir aragtirmacinin Southern blot
teknigini bulmasi ile bagslamistir. Southern blot tekniginin amaci DNA molekiiliini
goriintiilemektir. Daha sonra gelen arastirmacilar da Edwin’e saygi amaciyla protein
goriintiileme yontemine western blot, RNA goriintiileme yontemine de northern blot ismi

verilmislerdir.

Jelden membrana (nitroselilloz veya PVDF) gecirme/emdirme islemine ise blotlama

diyoruz. Bu teknik asagidaki basamaklardan olugsmaktadir.

1. Yiikleme (Loading)
2. Elektroforez (Running)
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3. Transfer
4. Antikorla muamele

5. Goriintiileme
Daha genis bir siralama yapilacak olursa;

Total protein eldesi (Protein extraction)

Protein miktar tayini

Proteinlerin kaynatilmasi

SDS-PAGE hazirlama

Proteinlerin jele yiiklenmesi

Jel elektroforezi (Running)

Jelden membrana aktarim (transfer), jelin membrana emdirilmesi (Blotting)

Bloklama (Blocking)

© 0o N o g b~ w D P

Birinci antikor ile muamele

[EEN
o

. Yikama

. Ikinci antikor ile muamele

B
N

. Yikama

[EEN
w

. Goriintiileme (ECL, enhanced chemiluminescence)

[EEN
IS

. Kontrol proteini (Internal control) ¢alismasi

15. Analiz ve yayin i¢in sekil hazirlanmasi
siralamasi karsimiza ¢ikmaktadir.
3.7.1. Protein izolasyonu (Protein Extraction)

Ister in vitro (hiicre disi, hiicre kiiltiirii, vb) ister in vivo (hiicre ici, deney hayvani
caligmalar1) deneyler yapildiktan sonra doku igerisindeki hiicreler veya kiiltiir hiicreleri

parcalanarak proteinleri igeren kisim diger kisimlardan ayristirilir.

Hiicre zarin1 ve ¢ekirdek zarini pargalarsak sitoplazma ve ¢ekirdekte bulunan proteinleri
elde edilir. Cekirdek proteinlerini elde etmek daha zordur. Bu hiicre ekstraktinda hiicredeki

binlerce protein bulunur ve total hiicre ekstrakti (total cell lysate) denir.

Lizis soliisyonu (deterjan, lipidleri aynistirir) hiicre zarlarim1 pargalar. Hiicre

parcalaninca hiicredeki protein pargalayici proteaz enzimleri de ortaya cikacagindan
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proteinleri bundan korumak gerektigi icin proteaz inhibitor kokteylleri kullanilir. Bu

inhibitorler proteazlarin aktivitesini engeller, proteinler parcalanmaktan korunur.

izolasyon Protokolii

-80 °C den ¢ikarilan dokuyu temizlemek igin soguk PBS ile 2 kez yikama yapilir, ardindan

dokular bistrii ile kiy1lir, ¢ok kiiciik parcalara ayrilir veya sonikasyonla pargalanir.

Resim 1. A) Sonikasyon cihazi B) Sonikatorde pargalama

Pargalanan doku 2 m!’lik tiiplere alinip 10.000 rpm 4 °C’ de 5 dk santrifiij edilir.

Bundan sonraki tiim kisimlar buz lzerinde ger¢eklesmelidir ki proteinler 1s1 etkisiyle
denatiire olmasin. Santriflijden alinan tiiplerin i¢indeki siv1 kisim atilir ve kat1 kisim olan
dipteki pellet artik protein eldesi i¢in kullanilir.

Pargalanmis ve ¢oktiiriilmiis dokulara (pellet), 240 pl lizis soliisyonu ve 10 pl proteaz
inhibitorii (1/100) pipetlenir.
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Resim 2. A) Liysis buffer ve proteaz B) Santrifiij 14,000 rpm, 20 dk, +4 °C

15 dakika shakerda sallanir. Lizis soliisyonunun gérevi biyolojik membranlari pargalamak,

proteaz inhibitdriinlin gorevi ise proteinleri proteaz enzimlerinin saldirisindan korumaktir.

Dokular tekrar santrifiij edilir. (14.000 rpm 20 dk ) Protein igeren kisim olan siipernatant

bagka bir tlipe aktarilir. Kat1 kisim olan pellet atilir veya saklanir.
3.7.2. Protein Miktar Tayini

Bu yontemde jele ortalama 10-30 pg arasi protein yiiklenmesi gerekir. Bunu hesaplamak
icin elimizdeki protein miktarmin bilinmesi gerekmektedir. Bunun i¢in spektrofotometrik

6lctim yapip Bradford protein tayin metodunu kullanilir.
Protokol (Bradford)

1. Elimizde bulunan siipernatantlardan 25ul (230-240 pl Ornegim vardi. 25pl
harcadik. Ornekten kalan 200 pl civaridir) alimir ve temiz eppendorflara aktarilir

2. Uzerine 1,5 ml Bradford soliisyonu eklenir ve karistirilir.
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Resim 3. Coomassie boyasi eklenmis proteinler

Spektrofotometreyi 595 nm dalga boyuna ayarlayip once 2 tane mikro kiivete sadece
Bradford koyulur. 595 nm dalga boyunun secilmesinin sebebi proteinlerin bu dalga
boyunda en iyi absorbans vermesidir. Burada ilk basamak oto-zero yapmaktir. Iginde
sadece Bradford soliisyonu olan 2 adet mikro kiivetten birini kor kuyucuguna digerini ise
birinci 6rnek kuyucuguna koyup oto-zero tusuna basilir. Gosterge de absorbans 0.00’1
gosterdikten sonra birinci 6rnek kuyucugundaki mikro kiiveti ¢ikarip yerine 6rneklerimizi

tek tek koyarak absorbans degerlerini tespit edilir.

Resim 4. Spektrofotometre

y=0,6146x + 0,1751
(Bu denklem daha 6nce konsantrasyonlari bilinen ¢ozeltilere karsi elde edilen

absorbans degerleri baz alinarak hocalarimiz tarafindan ¢izilmistir.)
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Ornegin:

Ornek Absorbance (y) OD | Miktar (x) pg/ul
1 1,142 1,57
2 1,093 1,49
3 1,146 1,60

Burada absorbans 6l¢iiliip denklemde y yerine yazilip protein miktar (x) hesaplanir.

Birinci 6rnek miktar 1,57 pg/ul ise => 15ug yiiklemek i¢in kag pl alacagiz.

3.7.3. Kaynatma (Boil)

X=15/1,57 =9,53ul

Protein miktar1 bu sekilde hesaplanir. Bundan sonraki basamak jel elektroforezdir. Fakat

bundan once proteinler 95°C’de 5 dk kaynatilmalidir. Kaynatma isleminin amaci

proteinlerin ti¢ boyutlu yapilarini tek boyuta indirgemektir. Bunu i¢in Sample buffer ve

betamerkaptoetanol (BME) kullanilir. Once %35 betamerkaptoetanollii sample buffer

hazirlanir.

Resim 5. Heat Block

Protein oérnekleri %5’lik BME ile 1:1 dilusyon edilir. Bu karisim 95°C°de 5-10 dk

kaynatilir. Proteinler arasindaki baglar kirilir. Kaynatma ile proteini lineer hale getirilir.

39



Yiiriitmenin gerceklesecegi SDS ile proteinler negatif yiikle yiiklenir. Bu islem yapilmazsa

proteinin jelde hareketi giiglesir.

Resim 6. Sample buffer

3.7.4. SDS-PAGE

Yiikli molekiillerin elektrik alanda ayrilmalarini saglayan teknik elektroforezdir. Agaroz
gibi ¢esitli jel hazirlama materyali olmasina ragmen en iyi ayrisim poliakrilamid jel
elektroforezi ile saglanmaktadir. Burada mekanizma kimyasal bir reaksiyona dayanir.
Akrilamid monomerleri, TEMED ve APS gibi katalizorler ve polimerizasyon baglaticilar
ile akrilamid polimerine doniisiir. Proteinlerin yiirliyecegi ortam matriksi olusur. Etrafi eksi
yiiklerle sarilan proteinler elektrik akim verilince pozitif kutba dogru kosarlar. Binlerce
protein bu sekilde molekiiler agirlik ve elektrik yiikii gibi faktorler nedeniyle birbirinden

ayrilir.

SDS; sodyum dodesil siilfat, SDS bir deterjandir ve kopiiriir. Hiicre zarindaki lipid
tabakay1 parcalar ayn1 zamanda proteinleri etrafinda negatif yiik katmani olusturur.

Boylece tiim protein ayni hizda jelde hareket etmesini saglar.

PAGE; poliakrilamid jel elektroforezidir. Jel veya matriks ortam proteinleri ayristirmaya
yarar. Agar veya akrilamid kullanilir. Akrilamid, cross linker ile katilagir ve poliakrilamidli
porlu matriksi olusturur. Akrilamid ndrotoksin oldugu i¢in kullanirken eldiven

kullanilmalidir.
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Bundan sonraki islem hazirlanan proteinleri jelde yiiriitmektir. Bunun i¢in iki yontem
mevcuttur; biri hazir jel digeri ise gerekli kimyasallar1 kullanarak hazirlanan jeldir. Kendi

hazirladigimiz jel prosediirii asagida belirtilmistir.

APS; amonyum persiilfat. Suda ¢6zliniir, amonyum persiilfat bir¢ok uygulamada kullanilan
giiclii bir okside edici ajandir. Poliakrilamid jel yapiminda akrilamid polimerizasyonunu
katalize etmek i¢in tetrametilendiamin ile birlikte kullanilir. G6z, burun, bogaz, akciger ve

temas halinde deriyi tahrig edebilir. % APS taze olarak hazirlanir. (0,1 gr/ 1 ml dH,0)

TEMED:; tetrametilendiamin. TEMED hizli donmay1 saglar.

Bisakrilamid; protein analizinde kullanilir. Por ¢ap1 kiigiiktiir. Porlarinin kiigiik olmasi

proteinlerin daha iyi bir sekilde yiiriimesini saglar.

Akrilamid; ortam matriksini olusturan kimyasaldir. Monomer haldedir. Capraz baglayici

bis molekiilii ile akrilamid kovalent baglanir ve poliakrilamid olusur. Porlu jel elde edilir.
Proteinler bu araliklarda gecerek ilerler. Polimerizasyon baglatici olarak APS kullanilir.

Katalizor ise TEMED dir.

Tris; tampondur ayrica iki farkli molarite ve pH’da hazirlanir. Bunu sebebi jelin iki

kisimdan olusmasidir.

%10’luk 1 jel icin gerekli malzemeler:

Running - resolving jel i¢in Stacking jel icin
MiliQ 3ml 1,125 ml
%30 Acrylamide Bis 2,25 mi 262 ul
Tris HCI 1,875 ml 475 ul

15M pH=8.8 0,5M pH=6.8

%10 SDS 75 pl 19 ul
%10 APS 37,5 ul 19 ul
TEMED 20 ul 5ul
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Resim 7. Jel dokme aparati

Yukaridaki resimde gorildiigi gibi jel dokme aparati hazirlandiktan sonra; yukaridaki
kimyasal siray1 takip ederek hazirladigimiz running jelimizi TEMED hizlica polimerize
etmeden camlar arasina pipetliyoruz. Camlar iki kisimdan olugmaktadir; biri kalin cam
digeri ise ince camdir. Bunlarmm arast1 1 mm’dir. Bu sayede bantlarin keskin ve
¢ozlinlirliigliniin fazla olmasi saglanmis olur. Bu kisim polimerize olmadan izopropanol ile
hava temasi kesilir. Hava temasinin kesilmesinin sebebi de polimerizasyonun en iyi sekilde
olmasidir. Bununla birlikte alkol dokiilen jelde olusan dalgalanmalar1 da yok eder ve diiz
bir hat halinde jelin polimerlesmesine vesile olur. Bu sayede proteinler ayni seviyeden
yiirlimeye bagalar ve ayn1 kDa’ sahip bantlarin, ayn1 hizada olmasi saglanir. Polimerlesme
tamamlandiktan sonra izopropanol dokiiliir ve stacing jel kismi hazirlanir. Kimyasallar
ayn1 sekilde belirtilen siraya gore pipetlenir ve running jelin lizerine stacing jel aktarilir.
Aktarim tamamlanir tamamlanmaz tarak dikkatlice iki cam arasma yerlestirilir ve

polimerlesme bitince yiikleme islemine gegilebilir.

Running ve stacking jellerin farki tris tamponundan kaynaklanir. Burada hem molariteleri
hem de pH’larmin farkli olmasinin sebebi sctaking kisminda yiiklemenin yapilmasi sebebi
ile proteinlerin sadece agirliklar1 sebebi ile running kisma kadar gelmeleridir. Bundan
sonra stacking kismindan running kismina gegis olur ve burada proteinlerin ayrilmast hem

yiiklerine gére hem agirliklarina gore olacaktir.
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3.7.5. Yiikleme (Loading)

[k once elektroforez tankinin igine running buffer
= (Tris Glisin SDS) yar1ya gelecek sekilde doldurulur.
SDS, deterjan oldugu i¢in ¢ok kopiiriir. Cok fazla
sallamamaya 0zen goOsterilmesi gerekir. Jel tanka
yerlestirilir fakat burada dikkat edilmesi gereken
nokta hazir jel kullaniliyorsa alt kisimdaki yesil

bandin ¢ikarilmasidir.

Resim 8. Jel Yiikleme Tanki

Yoksa yiiklenen 6rnekler oldugu yerde kogmaya g¢alisir buda zaman kaybi dogurur. Jelde
bulunan tarak dikkatli cikarilmalidir ki kuyucuklar kopmasm, yirtilmasin. Ornekleri
yikklemeden Onceki son asamada kuyucuklarin icinde olusabilen kristalleri ve hava
kabarciklarin1 ortadan kaldirmak i¢in pipetaj yapilmasi gerekir ki ornekler kuyucuga
rahatca yerlessin ve kolayca kosmaya baslasin. OD 6l¢iimiinde belirlenen miktarlarda
proteinler kuyucuklara yiiklenir. Yiiriitilen proteinlerin ka¢ kDa oldugunu anlamak i¢in

marker yliklemesi bizim yaptigimiz deneylerde 3 pl yapilmistir.

Jelin 120 V 5 dakika, 100 v 45 dakika yiiriitilmesi yeterli olmustur bizim yaptigimiz

deneylerde. Bu yiiriitme kosullar1 kazanilan tecriibe ile degisiklik gosterebilir.

Jel yiirtidiikten sonra dikkat edilmesi gereken bazi noktalar bulunmaktadir. Bunlardan biri
jelin mutlaka kurutulmamasi gerektigidir. Digeri SDS solisyonunun safligidir. Jel
aparatinin i¢ine hi¢ kullanilmamis SDS konulmasi 6nerilir. Tankin i¢indeki SDS ise 2 yada
3 kez kullanilabilinir. SDS 10x oraninda hazir alinabilecegi gibi asagida belirtildigi gibi

kimyasallarla arastirmaci kendi de hazirlayabilir.

10X Running soliisyonu (1 litre dw)

Tris 30,3 gr
Glisin 1441 gr
SDS 10 gr
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3.7.6. Transfer islemi

Transfer cihazi — yiikten + kutba dogru elektrik akimi
=D o e i vererek proteinlerin jelden membrana gegmesini
| saglar. Yani jeldeki proteinlerin daha saglam ve

deneyin diger asamalarinda rahat¢a kullanilabilen

membrana emdirilmesidir. Bu yiizden blotlama tabiri

kullanilir. Transferimiz bittikte sonra membranin On

yiiziine isaret atilir. Sonra membran {izerindeki

— gozliken marker’in 50, 75 ve 100 kDa bantlarina
Resim 9. Turbo Transfer Cihazi

karsilik gelen bantlarin yerleri isaretlenir. Bunun sebebi bloklamadan sonra markerlar
gozilkmediginden goériintiileme sonunda proteinin kag kDa oldugunu Kolayca
saptayabilmektir. Transferin basarili oldugunu 6grenmek i¢in membranin western cihazi ile

goriintiilemesinin yapilmasi gerekir Ki deneyin saglikli yiliridiigiinden emin olunsun.
3.7.7. Bloklama

Membran iizerindeki nonspesifik baglanma bdlgelerinin bloke edilmesi gerekmektedir. Bu
amagla siit tozu bovin serum albiimin (BSA) kullanilabilir Hangi bloklama ajaninin
kullanilacag1 antijen ve enzim konjugata baghdir. Alkalen fosfataz kullanildiginda buffer
olarak tris-buffered salin segilmelidir. Ayrica membranda bulunan proteinlerin
sabitlenmesi ve membranin arka yiiziiniin beyaz veya temiz olmasi i¢in de mutlaka

yapilmasi gereken bir basamaktir.

Bunun i¢in bu deneylerde % 5°’lik siit tozu ile 1.5 saat bloklama yapilmistir. Shaker

tizerinde membranin iyice sallandigindan emin olunmasi gerekir.

%05 lik siit tozu ¢ozeltisi hazirlamak i¢in TBS-T ¢ozeltisi kullanilir:

44



TBS-T hazirlama %5°lik siit tozu

(Taze hazirla, kullan at)

8,8 gr Tris Base 2.5 gr siit tozu tartiniz.
1,2 gr NaCl 50 ml’lik falkona koyunuz.
500 pl Tween 20 50 ml TBS-T icinde
750 ml water ¢ozliniz.

%S5 lik siit tozu +4 derece
En son pH ayar1 yapilir saklanir.
Hacim 1 litreye tamamlanir Buna dikkat ediniz.

3.7.8. Birinci Antikor (Primary antibody, 1. Ab)

Birinci antikor pipetlenirken dikkat edilmesi gereken bazi noktalar vardir. Bunlarin ilki
prosediir gore dilusyon yapmaktir. Bizim antikorumuz internal bir kontrol olan [-actin

(Thermo, Ac-15, monoclonal antibody, host: mouse). Burada 1/10.000 ila 1/20.000

oraninda f-actin %5°lik siit tozunda hazirlanabilir.

[B-actin

15 ml %5 lik siit tozuna 1 pl B-actin antikoru pipetlenir. 1/15.000

Kiiciik membran i¢in: 3 ml’lik total ¢ozelti yeterli olmakta bunun igin;
1/15.000 B-actin yapmaliyiz, bunun i¢in ise;

3ml %5 lik siit tozuna 0.2 pl B actin pipetlenir.

Bu soliisyon memranin 6n yiizii ile temas edilecek sekilde pipetlenir ve naylon arasina

koydugumuz membrana bu sekilde + 4 ° C de bir gece shaker iizerinde beklemeye birakilir.
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NOT!! Antikor bilgi notuna gore (data sheet) bu oranlar degisebilir. Bir gece yerine 1-2

saat de olabilir.

Bir gece sonra antikor mutlaka alinir kesinlikle atilmaz. Tekrar kullanilabilir. Bunlarin

saklanma kosullar1 +4 ° C dir.
3.7.9. ikinci Antikor (Secondary antibody, 2. Ab)

Birinci antikorlar iizerine iyice baglanmis bu membrani 3 kez 5 er dk (3x5) TBS-T ile
yikadiktan sonra artik ikinci antikoru pipetleyebiliriz. Yine %S5 lik siit tozunda 1/2000-
4000 oraninda 2.Ab ve 1/10.000 oraninda streptactin (Streptaktin markerin 2. Ab’dir)
hazirlanir. Birinci Ab hangi kaynaktan ise ikinci ondan segilir. Mouse-mouse, rabbit-rabbit,

goat-goat, human-human.

Bizim Ornegimiz olan B-actin antikoru mouse kaynaklidir. Dolayisi ile 2. Ab’si de Mouse

olacaktir.

2. Ab oda sicakliginda shakerda 1 saat inkiibe edilir.

Resim 10. A) Streptactin ve 2. Ab B) Membranin naylon posete presleme
1 saat sonra membran TBS-T ile 3x5 yikanur.

Bu yikamalarin sebebi baska zayif baglanmalar1 temizlemektir. Ortamdaki gereksiz seyler

temizlenir.

Son olarak ECL soliisyonu eklenir.
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2.7 ml distile su, 150pul Lumi A ve 150 pl Lumi B (Cell Signaling, ECL). ECL soliisyonu

farkli firmalardan farkli isimler altinda temin edilebilir.

Stre¢ film gergince serilir. Damlalar halinde ECL soliisyonu eklenir. Membranin 6n yiizii
ile temas edecek sekilde ECL’nin iizerine konur. 5-10 dakika beklenir. Sonra goriintiileme

islemine gecilir.

Resim 11. Membranlarin ECL soliisyonu ile inkiibasyona birakilmasi
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3.8. DENEYDE KULLANILAN CiHAZLAR

Hettich Rotina 380R santrifiij (Germany),

Niive Bench Topsantrifiij (Turkey),

Himac Microcentrifuge CT 15RE (Japan),

Shimadzu AUW?220D Hassas terazi (Japan),

Herolab UV transluminator (Germany),

VWR International Vortex (Germany),

Sanyo -80 deepfreezer (MDF-U7386S,U5386S)(Japan),
Scotsman AF80 Buz makinesi (IL, USA),

VWR Galaxy Ministar spin arttirict (Korea),

Thermo Scientific OWL EASYCASTTM B2 Jel elektroforez sistemi (USA),
Techne TC-3000X PCR cihazi (normal PCR)(USA),
Techne TC-5000 PCR cihazi (Gradient PCR)(USA),
Schimadzu UV-Pharmaspec 1700 spektrofotometre (Japan),
Schimadzu Biotech Biospec-nano spektrofotometre (Japan),
Qiagen Rotor-Gene Q RT-PCR cihazi (Germany),

Thermo Scientific Barnstead Easypure II ultra saf su cihazi (USA),
Techne Dri-Block DB-2D heatblock (UK),

Heidolph Promax 1020 shaker (Germany),

Consort EV265 elektroforez gii¢c kaynag: (Belgium),
Cleaver Scientific MSCHOICE elektroforez tanki,
Mikrodalgafirint SAMSUNG MV71E (Korea),

VWR advanced VMS-C7 manyetik karistirict (Korea),
Westen Blot

Turbo Taransfer
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3.9. ISTATISTIKSEL ANALIZ

ADAMTS genlerinin ekspresyonlarina ait veriler, sonuglar kisminda grafik olarak yer aldi.
Grafiklerdeki veriler bar ve bar gubuklar1 seklinde ortalama + standart sapma olarak ifade
edildi. Gruplarda yer alan deney sayisinin az olmasi nedeniyle istatistiksel analizlerde
nonparametrik test kullanildi. Degiskenler arasi iliski Mann-Whitney U testi ile
degerlendirildi. Istatistiksel olarak anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi. Tiim

verilerin istatistiksel analizi SPSS 16.0 programi kullanilarak yapildi.

49



4. BULGULAR

4.1. AGAROZ JEL ELEKTROFOREZ

Bu deneyler kapsaminda, PCR ile yiiriitiilen tim ADAMTS genlerinin cDNA’dan uygun
primerler kullanilarak elde edilen {irlinlerinin agaroz jelde yapilan standart bir yiirlitme

sonucunda UV altinda cekilen resimler agsagida goriilmektedir.

Primer : ADAMTS 1

F: AAACCGACAAGAAGCATTTT
R: CATTGTGTACTGAACTCCTC
Tm forward: 54 °C

Tm reverse: 58.00 °C

Kullanilan: 56 °C

Date: 05 Subat 2013 Sali

9:D2  10: 83 11: IR2 12: PS5

Resim 12. ADAMTS-1’in gradyent PCR sonucunda elde edilen agaroz jel elektroforez

goruntust.

Bu goriintiiyii baz alarak SC- I/R modelinde (11 nolu érnek) 1s1manin fazla olmasi ve ayni
zamanda ilag verilen P ve D gruplarinda (9 ve 12 nolu ornekler) 1simanm azalmasi
ADAMTSI’in expresyonunun gruplar arasi farkli oldugunun bir 6n gostergesi oldu. Bu

sonucu esas alarak ADAMTS-1’in Western Blot agsamasinda kullanilmasina karar verildi.

Asagida sira ile calisilan tim ADAMTS ailesi iiyelerinin PCR sonuglar1 vardir. Bu
sonuglara gore Western Blot yontemi ile ¢alisilacak ADAMTS {iyeleri secilmistir.
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Primer : ADAMTS-4

F: GTGCTATCGTGGAAGATGAT
R: TCATGCAGCATGTTGAAGAC
Tm forward: 58 °C

Tm reverse: 58.00 °C

Date: 01 Subat 2013 Cuma Kullanilan: 58 °C

9:D2 10:$3 11:1IR2 12: PS5

Resim 13. Deney sonucuna gore ve yapilan literatiir ¢alismasina gore ADAMTS-4’lin

Western ¢alismasi yapilmamustir.

Primer : ADAMTS -9
Mioobp K9
F: AAATACATCACGGAGTTTTT
R: CAAAAATCAATTCACATTGC
Tm forward: 52 °C

Tm reverse: 52.00 °C

Kullanilan: 52 °C

9:D2  10: 83 11: IR2 12: P5

Date: 05 Subat 2013 Sali

Resim 14. Deney sonucuna gore ve yapilan literatiir ¢alismasina gére ADAMTS-9’{in
Western calismast yapilmistir. ADAMTS-9 Western Blot c¢alismasi sonucu ileride

gosterilmistir.
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Primer: ADAMTS-12

F: TACCACTGGTATCCAGTT
R: GGCAACAGCAGAAATGTCT
Tm forward: 52 °C

Tm reverse: 56.00 °C

Kullanilan: 54 °C

9:D2  10:S3 11:1R2 12: PS5

Date: 04 Subat 2013 Pazartesi

Resim 15. Deney sonucuna gore ve yapilan literatiir ¢alismasina gore ADAMTS-4’{in

Western ¢alismasi yapilmamustir.

Primer: ADAMTS-15

F: ATAAGTGCAAACTCATCTGC
R: GTCAAACTTCTTCTTGGAGC
Tm forward: 56 °C

Tm reverse: 58.00 °C

Kullanilan: 56 °C

Date: 05 Subat 2013 Sall 9:D2 10:$3 11:IR2 12:P5

Resim 16. Deney sonucuna goére ve yapilan literatiir ¢alismasina gére ADAMTS-15’in
Western c¢aligmasi yapilmistir. ADAMTS-15’in - Western Blot ¢alismasi sonucu ileride

gosterilmistir.
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Primer : ADAMTS-16

F: TCAAAAGCAGCATTTCTGTG
R: TTTTGCATCATCGTTTTGTC

Tm forward: 56 °C

=
—
—
Aad
pm—
—_—
—

—

Tm reverse: 54.00 °C
Kullanilan: 54 °C

9:D2 10:$3 11:IR2 12:P5
Date: 04 Subat 2013 Pazartesi

Resim 17. Deney sonucuna gore ve yapilan literatiir ¢aligmasina gére ADAMTS-16’in
Western calismasi yapilmistir. ADAMTS-16’in - Western Blot calismasi sonucu ileride

gosterilmistir.

Primer: ADAMTS-17

F: TGTACAACATGTTTCAGCAC

R: TTTGCCAGTGACAGAAGCTC

L

Tm forward: 56 °C

. [o]
” od !’ e Tm reverse: 60.00 °C
Kullanilan: 58 °C

9:D2 10:$3 11:IR2 12:P5

Date: 01 Subat 2013 Cuma

Resim 18. Deney sonucuna gore ve yapilan literatiir ¢alismasina gére ADAMTS-17’nin

Western ¢alismas1 yapilmamustir.
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m50bp -k 18 Primer : ADAMTS-18

F: TATCTGAGGTTCGACGAATA

N
——

R: TTGTTCCAAAAGAATGAGGC
Tm forward: 56 °C

Tm reverse: 56.00 °C

Kullanilan: 56 °C

9:D2 10:S3 11:IR2 12:P5

Date: 05 Subat 2013 Sali

Resim 19. Deney sonucuna gére ve yapilan literatiir ¢aligmasina gére ADAMTS-18’in
Western calismasi yapilmistir. ADAMTS-18’in Western Blot ¢alismasi sonucu ileride

gosterilmistir.
4.2. WESTERN BLOT GORUNTULEME SONUCLARI

4.2.1 ADAMTS-1

ADAMTS1
¥ & SO
ST IR PR P VDX, T SN
: T P W @t
50 kDa— e WP W M e B G R S e e (active)
37 kDa— w
ACTIN
P
IR RN Q> oD
S PP PP CPE PP PSR
50 kDa— '
37 kD - - - - 7 kD2
A —

Sekil 6. ADAMTS-1" in ACTIN ile birlikte western blot yontemi ile elde edilmis bant

goriintiileri.
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4.2.2 ADAMTS-15
ADAMTS15

T > » 0
PRSI S S Y
Y TSP PSR

250kDa _ : 150 kDa
150kDa __ — (active)
100 kDa __

ACTIN

2 2 N 06
& & DN D oD
N\ c,‘<‘° t;<‘° <§‘° f-}"b \\Q“ \\Q“ \\Q~ \\q“ Q¥ O v >
' 47 kDa

50 kDa —
- Ees e

- - .-
37 kDa—

Sekil 7. ADAMTS-15" in ACTIN ile birlikte western blot ydntemi ile elde edilmis bant
goriintiileri.

4.2.3. ADAMTS-18

P1 P2
85 kDa
— ADAMTS18
active form
P1 P2
— 43 kDa

Sekil 8. ADAMTS-18’ in ACTIN ile birlikte western blot yontemi ile elde edilmis bant

goriintiileri.
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4.2.4. ADAMTS-5

D O
S & & O o A
S S S SN\ S\ A
. : ' :
75 kDa " ! 75 kDa
—_ v o Dt e e e B o
-~ 3 ) 4P 2& % (Active )
50 kDa __ s
37kDa ___ . R
ACTIN 5.
& D
> B O 0 A
M - S S S R\ A\
75kDa ___
50 kDa ___
v - i — 43 kDa
37 kDa -y .-

Sekil 9. ADAMTS-5" in ACTIN ile birlikte western blot yontemi ile elde edilmis bant

goriintileri.

4.2.5. ADAMTS-16

En anlamli sonuglarin alindigi, western blot yontemi ile birka¢ ¢alisma daha yapilan
ADAMTS gen ailesinin 16. iiyesidir. ADAMTS-16’nin western blot yontemi ile elde
edilen ve ekspresyonu veren bantlarin goriintiisii, bantlarin hacimlerini baz alarak cihazin

kantitatif analiz sonuglar1 ve istatistiksel veriler asagida belirtilmistir.
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3 D> D ‘o
& & & Y D>
& o ® f§‘°s‘°° FPEPE> POt

SR . ADAMTS16
75 kDa— . . . . ‘ m {97 kDa)

1
43 kDa— - D e S actin
T D "> O
R SR PR PR SN -
& o fPe® W \\Q~ \\qh Mt P o™ P
100 kDa— .
75 kDam— . . . ' . — ADAMTS16
4 {97 kDa)

43 kDA — . — - — ----‘-.-—A(lin

Sekil 10. ADAMTS-16 proteininin SC iskemi reperfiizyon tavsan modeli: D:silostazol, P:
piatiasilastazol. Western Blot Protein tayini ile ADAMTS-16 genine ve ACTIN’e ait

bantlarin goriintiisii.

Tablo 3. ACTIN ve ADAMTS-16 geninin expresyon diizeylerinin WESTERN BLOT

analizi sonucu sayisal verileri

actin ts16 tsl6/actin actin ts16 tsl6/actin

$2 1718748 6209874 3,613022 d1l | 1224017 8890722 7,263561
$3 1397808 4201020 3,005434 d2 2996640 1033394 3,448509
s4 1086640 7808076 7,185522 d3 3136940 6986106 2,227045
$5 521936 7249536 13,8897 d4 2298672 200005 0,08700893
S2a 1747928 7008250 4,009461488 ds 2099792 79050 0,03764658
S3a 2529820 829838 0,328022547 dé 2834155 116025 0,04093812
S4a 2181720 8565865 3,926198137 pl 2169504 5894658 2,717053
S5a 852124 6050955 7,101026376 p2 1349280 6757974 5,008578
vrl 673489 5805360 8,619829 p3 | 619883 2819676 4,548723
/r2 521276 5228910 10,03098 p4 | 1681878 116603 0,06932904
Vr3 495630 8338281 16,8236 p5 | 2274752 32759 0,01440113
1r4 592432 9134028 15,41785 p6 2715100 38080 0,01402526
s 1135890 5911801 5,204554138

1r6 721916 6669406 9,238479269

1r7 1124567 11236728 9,992048495

1r8 2054875 | 6630578 3,226754912
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4.3. SONUCLARIN SPSS’DE DEGERLENDIRILMESI

Tablo 4. SPSS’de veri tabani olusturulmasi

File  Edit “iew Data Transform  Analyze  Graphs  Ulties  Add-ons Window  Help

zHA E 00 6k # Ad EaF HO®

| MName Type | Width | Decimals | Label | “alues ‘ Missing Colurnns Align | Measure
1 isim String a i MNaone Mone g = Left & Maminal
2 grup Mumeric g 1] {1, sham}..  Mone 9 = Right & Scale
3 TSactinorani  Mumeric g G Maone Maone g = Right & Scale

4
5
5]
7

Tablo 5. Verilerin SPSS’ e girilmesi

File Edit “iew Data Transform  Analyze Graphs  UWilties  Add-ons  Window

FHA T o0 =55 A B2 ZSZam B

10 |
isim grup TSactinaran war var
1 shamza sham 4 009461
2 sham3a sham 0328023
3 sharmda sharm 3926198
4 shamba sham 7101026
o] shamzhb sham 3 B13022
B sham3hb sham 3005434
7 sharmdh sharm 7185522
a shamSh sham 13,889703
5 /R iskerni 8,6195828
10 /R iskerni 10030980
11 IYR3 iskerni  16,823600
12 /R4 iskerni 15 417350
13 YRS iskerni 5 204554
14 I/RE iskerni J 238479
15 IFR7 iskerni 8 092048
16 YRS iskerni 3226754
17 01 silazotrlm 7, 2B3560
18 02 silazotrlm 3 448508
19 03 silazotrlm 2227044
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20 04 silazotrlm 0,087003
21 D5 silazottlm 0,037646
22 DB silazottlm 0,040933
23 F1 piasilosortim 2717053
24 Pz piasilosartim 5008577
25 F3 piasilosortim 4 8457
25 P4 piasilosortim 0059524
27 Ps piasilosartim 0,014401
20 P& piasilosortim 0014025
2

a0

Tablo 6. Grup ortalamalarinin SPSS’de hesaplanmasi

Statistics
TSactinorani
sham N Valid 8
Missing ol
Mean 5,38229873
iskemi N Valid 8
Missing 0] |
Mean 9,81926162
silazotrim N Valid 6
Missing 0] |
Mean 2,18411733
piasilosortim N Valid 6
Missing 0] |
Mean 2,06201783
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4.3.1. Mann-Whitney Testi ile Sham ve Iskemi/Reperfiizyon Gruplarinda ADAMTS-

16 Expresyonunun Karsilastirilmasi

Ranks
grup N Mean Rank | Sum of Ranks
TSactinorani  sham 8 6,12 49,00
iskemi 8 10,88 87,00
Total 16

Test Statistics®

TSactinorani

Mann-Whitney U 13,000

Wilcoxon W 49,000

P < 0,05
z -1,995 /

Asymp. Sig. (2-tailed) < ,046
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] |,050%

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: grup

P<0,05 Degerine gore; I/R yapilan dokularda ADAMTS-16 gen expresyonunun,
SHAM(kontrol) dokularindaki expresyonuna goére fazla olmasi istatistiksel olarak

anlamlidir.

4.3.2. Mann-Whitney Testi ile Iskemi/Reperfiizyon ve ila¢c Uygulanmus Tavsan
Dokularinda ADAMTS-16 Gen Expresyonunun Karsilastirilmasi.

Ranks
grup N Mean Rank | Sum of Ranks
TSactinorani  iskemi 8 10,12 81,00
silazotrim 6 4,00 24,00
Total 14
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Test Statistics®

TSactinorani

Mann-Whitney U 3,000

Wilcoxon W 24,000

P <0,05
z 2,711 /

Asymp. Sig. (2-tailed) < ,007 —
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] |,005%

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: grup

P<0,05 Degerine gore; I/R yapilan dokularda ADAMTS-16 gen expresyonunun, silostazol

sonrast dokularindaki expresyonuna gore az olmasi istatistiksel olarak anlamlidir.

Ranks
grup N Mean Rank | Sum of Ranks
TSactinorani  iskemi 8 10,25 82,00
piasilosortim 6 3,83 23,00
Total 14

Test Statistics”

TSactinorani

Mann-Whitney U 2,000

Wilcoxon W 23,000

P <0,05
Z -2,840 /

Asymp. Sig. (2-tailed) < ,005 -

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] |,003%

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: grup

P<0,05 Degerine gore; I/R yapilan dokularda ADAMTS-16 gen expresyonunun,
piyosilostazol sonrasi dokularindaki expresyonuna goére az olmasi istatistiksel olarak

anlamlidir.
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4.3.3. Sonuclarin Grafige Dokiilmesi

2 -

1,8243

1,8 -
1,6 -

ADMATS16/ACTIN

1,4 -
1,2 -

1 .
0,8 -
0,6 -
0,4057 0,3823
0,4 -

0,2 -

0

SHAM

Grafik 1. /R yapilan SC’da ADAMTS-16 expresyonu ve bu expresyona silostazol ile
piasilostazol etkisi yukarida verilmistir. Kontrol grubu ADAMTS-16 gen expresyonuna
gore I/R dokuda gen expresyonunun 1.824 kat arttig1 ve bu artisin SPSS sonucu anlaml
oldugu bulunmustur. Ayrica ilag verilen dokularda ADAMTS16 gen expresyonunun

anlaml sekilde azaldig1 saptanmistir.

1,160584885

Z 1
= 1
&)
<
~~
i
m 0,564342604
I_ 0,5 -
E ’ 0,41539051
<L
()
<

~ SAHAM I/R P
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Grafik 2. I/R yapilan SC’da ADAMTS-1 expresyonu ve bu expresyona silostazol ile
piasilostazol etkisi yukarida verilmistir. Kontrol grubu ADAMTS-1 gen expresyonuna gore
I/R dokuda gen expresyonunun 1.16 kat arttig1 saptanmustir. Ayrica ilag verilen dokularda
ADAMTS-1 gen expresyonunun azaldigi da bulunmustur. Ozellikle silostazoliin
ADAMTS-1’in expresyonunu piasilostazolden daha ¢ok baskiladigi sonucuna ulasilmigtir.

Fakat sonuglar anlamli bulunmadigi i¢in 6zellikle ADAMTS-16 iizerinden deneye devam

1,
16 -
1,2 -
1
08 -
04 -
0 .

Sham I/R

edilmistir.

ADAMTS15/ACTIN

0,578455387
P

Grafik 3. I/R yapilan SC’da ADAMTS-15 expresyonu ve bu expresyona silostazol ile

13
1,277347659
D

piasilostazol etkisi yukarida verilmistir. Kontrol grubu ADAMTS-15 gen expresyonuna
gore I/R dokuda gen expresyonunun 1.67 kat artti§1 saptanmistir. Ayrica ilag verilen
dokularda ADAMTS-15 gen expresyonunun azaldigi da bulunmustur. Ozellikle
piasilostazolin ADAMTS-15’in expresyonunu silostazolden daha c¢ok baskiladig:
sonucuna ulasilmistir. Fakat sonuglar anlamli bulunmadigi icin 6zellikle ADAMTS-16

tizerinden deneye devam edilmistir.
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5 1 4,622658139

4,5 -

4 .
35 -

3 | 2,793818492
2,5 -

2 - 1,754350919
1,5 - .

1 .
0'5 .

0

D P

SHAM I/R

ADAMTS18/ACTIN

Grafik 4. I/R yapilan SC’da ADAMTS-18 expresyonu ve bu expresyona silostazol ile
piasilostazol etkisi yukarida verilmistir. Kontrol grubu ADAMTS-18 gen expresyonuna
gore I/R dokuda gen expresyonunun 1,7 kat arttifi saptanmustir. Ayrica ilag verilen
dokularda ADAMTS-18 gen expresyonunun arttig1 bulunmustur. Ozellikle piasilostazoliin
ADAMTS-18’in expresyonunu silostazolden daha ¢ok arttirdign sonucuna ulasilmistir.

Fakat sonuglar anlamli bulunmadigi i¢in 6zellikle ADAMTS-16 iizerinden deneye devam

edilmistir.
1,2 -
1
P 1
[
O 08 - 0,711287545
<
B 0,6 -
& 0,4 -
<§E 0,2 -
(] 0 .
<
SHAM I/R

Grafik 5. I/R yapilan SC’da ADAMTS-5 expresyonu yukarida verilmistir. Kontrol grubu
ADAMTS-5 gen expresyonuna gére I/R dokuda gen expresyonunun 0,7 kat azaldig
saptanmigtir. Fakat sonuclar anlamli bulunmadig: i¢in 6zellikle ADAMTS-16 {izerinden

deneye devam edilmistir
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5. TARTISMA

SC hasar1 ya da omurilik yaralanmalar1 ve parapleji, torasik ve torakoabdominal aort
cerrahisi sonras1 goriilebilen medikal bir komplikasyondur. SCY’e bagl gelisen pleji
tablosunda hastalar, pek c¢ok viicut fonksiyonlarim1 kaybedebilirler. Bu kayiplar
beraberinde getirdigi fiziksel, psikososyal, ekonomik sorunlar ile bireysel oldugu kadar
toplumsal bir boyut da tagimaktadir(1). MSY sonrast ¢esitli fonksiyon kayiplarinin yant
sira, anestezik-hipoestezik bolgeler ve diger organik yapilardan kaynaklanan kronik agr1 da
gelisebilmektedir. Kronik agri MSY’nin majér komplikasyonlarindan biridir(2,3). Bu
komplikasyonlar1 6nlemek i¢in degisik spinal kord koruma yontemleri kullanilmistir fakat
cerrahi tekniklerde ve spinal cord koruma yontemlerindeki ilerlemelere ragmen cerrahi
girisim sirasinda SC yaralanmalar1 tamamen dnlenememistir.

Kardiyo vaskiiler sistem hastaliklarinin cerrahi girigimleri esnasinda aortun klemplenmesi
ve islem bittikten sonra klempin alinmasi ile tekrar aortta kan akimi saglanir. Bunun
dokularda ilk 6nce iskemi sonrasinda reperfiizyona sebebiyet verdiginden daha Once
bahsedilmisti(4). Reperfiizyon doneminde gozlenen hasarda, hiicre igine molekiiler oksijen
girisi ile hizla olusan serbest oksijen radikal (ROS) tiirevleri basta olmak iizere bircok

mekanizmanin rol oynadigi bilinmektedir.

Spinal kord enfarktiisii, serabral enfarktiise gore daha nadir goriiliir ve tiim felclerin
%]1’inden sorumludur. Arastirmalar genellikle aortik cerrahi miidahale sonucu olusan
spinal kord iskemisi lizerine yogunlasmistir. Bu sebeblerden dolay1 spontan veya cerrahi
olmayan spinal kord enfarktiisiiniin patogenezi ve ilerlemesi hakkinda bilinmeyen ¢ok sey
vardir. Spinal kord iskemisindeki bir problem hasar bolgesindeki mikroperfiizyonun santral
gri cevherden baglayarak ilerleyici bir sekilde azalmasidir. Hipoperfiizyon beyaz cevhere
yayildiginda iskemiden dolay1 aksiyon potansiyeli durur ve spinal sok baslar. Dolayisiyla
bu proseslerdeki molekiiler oyuncularin ve genetik mekanizmalarinin kesfedilmesi biiyiik
oneme sahiptir. Biz de spinal kord iskemi modelinde ilk kez bir aday genin roliinii
arastirmaya karar verdik. Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda ADAMTS’lerin bir takim
tiyelerinin ¢esitli hastaliklarda ekspresyonunun arttigi gézlemlenmistir. Demircan ve
arkadaglarinin yaptig1 son ¢alismalarda ADAMTS’lerin spinal kord hasarlarinda énemli

oyuncular olabilecegi ilk kez gosterildi.
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Buradan yola ¢ikarak ADAMTS genleri ve spinal kord iskemisi arasinda bir iligski olup
olmadigini arastirmak amaciyla bu c¢alisma planlandi. Ayrica Kardiyo vaskiiler sistem
hastaliklarinin cerrahi girisimleri esnasinda aortun klemplenmesinden once silostazol ve
piasilostazol adindaki etken maddeleri igeren ilaslarin verilmesi dikkatimizi ¢ekti. Bunu
baz alarak kullanilan etken maddelerin ADAMTS’ler iizerinden mekanizmay1 nasil

etkiledigi hi¢ arastirilmamis olmasi arastirmamizi degerli kilmaktadir.

Bu tezde bilinen 19 adet ADAMTS genlerinin 6ncelikle PCR sonuglarina bakarak ve daha
once yapilan bazi ¢alismalar1 da baz alarak bu genlerden ADAMTS-1, -5, -9, -15, -16 ve -
18’in {izerinde yogunlasildi. Tablo 1’de de goriildiigii gibi bu genlerin iriinii olan
proteinlerin proteaz aktivitesi ile agrekani parcalayabilme kabiliyetleri bu genler {izerinde
yogunlagmamiza diger bir sebebidir. Bunlarin disinda agrekan molekiiliini
parcalayabilecek diger bazi ADAMTS enzimleri olsa da, ADAMTS tiirlerinden agrekanaz
aktivitesi en ¢ok arastirilan ve hakkinda en iyi veriler elde edilen ADAMTS genleri 1, 5 ve
9 tipleridir. Yapilan bu ¢alismada yukarida belirtilen genlerin disinda ADAMTS-16’nin
SCl ile baglantist oldugunu saptanmustir.

ADAMTS-16 ile ilgili yapilan bazi ¢aligmalarda, avug iginde deri altindaki palmar faysa
dokusunun fibrotik bir hastaligi olan ve kollajen birikimi ile karekterize Dupuytren
hastaliginda fazla eksprese oldugu saptanmis(87). Ozefagial skuaméz hiicreli karsinomada
potansiyel bir gen olan ADAMTS-16 ile yapilan bir ¢alismada yirmi hastanin sekizinde
(%40) ADAMTS-16 gen ekspresyonu yiiksek bulunmustur(88). ADAMTS-16’nin kan
basinct diizenlenmesinde anahtar rol oynayan yeni bir gen oldugunu da kayitlarda
mevcuttur(89). Bu ve buna benzer ¢alismalarda daha 6nce SCI hi¢ arastirilmamis. Bu
calismada SC ile ADAMTS-16 arasinda bir oldugu grafik 1’de gosterilmistir. Ayrica elde
edilen western blot goriintiileri sekil 10°da bunu bize gostermektedir.

Bunun yaninda grafik 1’de SC-I/R grubunda, SHAM grubuna oranla ADAMTS-16"nin 1,8
kat fazla arttigi gdsterilmistir. Bunun sebebi I/R dan dolay1 ECM’te bir kaos yasanmasidir.
ECM’teki bu deformasyon sonucunda sinyal iletim mekanizmasinda aksakliklar meydana
gelmekte ve hem hiicre hem doku gérevini yerine getirememektedir. Ozellikle ROS’larin
saldirisina ugrayan SC ECM’ini tekrardan islev gorecek hale getirebilmek igin burada yer
alan proteoglikanlar1 parcalamak ve sinyal iletim yolaklarin1 agmak amact ile ADAMTS-
16 exprese olur. Normal doku ile I/R’lu doku arasindaki ADAMTS-16nin eskpresyon
farki buna dayanmaktadir. ADAMTS-16 hasarli olan bolgede fazla eksprese olur c¢iinkii
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agrekan proteoglikanini enzimatik kesme 6zelligine sahiptir. Bu kesme islemini yaparak
sinyal yolagini acar ve iyilesmeye vesile olur.

Bunlara ek olarak iki etken maddenin g¢alisildigi D ve P gruplarinda ADAMTS-16"nin
expresyonun azaldig1 bulunmustur. Bunu sebebinin ise bu etken maddelerinin I/R’den énce
verilip kanin pihtilasmasim engelleyerek I/R’nin verecegi hasari engellemesidir. Hasar
engellenince ADAMTS-16’nin salgilanmasina gerek kalmamistir. Bu ylizden ADAMTS-
16’nin ekspresyonu bu gruplarda baskilanmistir. Fakar bu etken maddelerin hangi yolaklari
kullanarak I/R hasarii dnledikleri arastirilmaya acik bir konudur.

Boylece yapilan galismada ADAMTS-16’nm SC ile baglantis1 saptanmus, I/R’dan dolay:
olusan hasar1 agreganaz oldugu icin tamir etme amaci ile eksprese oldugu bulunmustur.
Son olarak da silostazol ve pioglitazon damarlar klemplenmeden &nce verilince I/R’yi en
aza indirgeyen islevsel birer etken madde oldugu bilgisine kavusulmustur. Iki ila¢ arasinda
bir karsilastirlma yapilacak olursa, pioglitazonun silostazolden biraz daha etkili oldugu

sOylense de arada anlamli bir fark saptanmamustir.
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