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SIMGE VE KISALTMALAR
ADAM : A Disintegrin And Metalloproteinase

ADAMTS : A Disintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin motifs
ANA : Antiniikleer antikor

AS : Ankilozan spondilit

BSA : Bovine Serum Albumine

CASPAR : Classification of Psriatic Arthritis
CRP : C-reaktif protein

DIF : Distal interfalangeal eklem tutulumu
ERK1/2 : Extracellular signal-regulated kinaz
ESH : Eritrosit sedimentasyon hizi

HLA : Human l6kosit antijen

HIV : Human immunodeficiency virus

IL : Interlokin

JNK : c-Jun N-terminal kinaz

MAPK : Mitogen activated protein kinase
MKF : Metakarpofalangial

MTF : Metatarsofalangial

MHC : Major histokompatibilite kompleks
NSAII : Nonsteroidal anti-inflamatuar ilaglar
NFKkB : Niikleer faktor kappa B

OA: Osteoartrit

PBMC : Periferal mononiikleer kan hiicreleri
PIF : Proksimal interfalangial

PsA : Psoriatik artrit

Ps: Psoriasis

RA : Romatoid artrit

RF : Romatoid faktor

SpA : Spondilartropati



STAT3: Signal transducer and activator of transcription 3
SLZ : Siilfasalazinin

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

gPCR: Real time PCR

TNF-0 : Timor nekrozis faktor alfa

TSR : Thrombospondin type 1 Sequence Repeat

VEGF: Vaskiiler endotel biiyiime faktorii
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OZET

Amag: Matris yikiminda rol aldiklar1 bilinen ADAMTSS, -9 ve- 15
agrekanazlarinin kronik inflamatuar bir hastalik olan Psoriatik artrit (PsA)
patogenezindeki rollerini ve ADAMTSS, -9 ve -15 gen ekspresyon diizeylerinin
inflamatuar sinyal yolaklarinda hangi mediyatorler tarafindan regiile edildiklerini

arastirmaktir.

Yontem: 15 PsA hastasindan,15 Psoriasis (Ps) hastasindan ve 15 saglikli
bireyden alinan total kandan periferik kan mononiiklear hiicreleri (PBMC) izole
edildikten sonra bu PBMC’ lerin primer kiiltiirleri yapildi. PBMC’ lerde ADAMTSS,
-9 ve -15 genlerinin mRNA ifadeleri qPCR yontemi kullanilarak 6l¢iildi. Primer
kiiltiirleri yapilan PBMC’ ler TNF-a, IL-1f ve IL-6 sitokinleriyle uyarildi ve
uyartlmis PBMC hiicrelerinin  ADAMTSS8, -9 ve -15 mRNA ekspresyon
diizeylerindeki degisimler qPCR yontemiyle tespit edildi. Ayrica PBMC’ ler TNF-a,
IL-1B ve IL-6 ile uyarilmadan 6nce mitogen-activated protein kinases (MAPK),
transkripsiyon faktorii nuclear faktor kappa B (NFkB) ve signal transducer and
activator of transcription 3 (STAT3) inhibitorleri ile muamele edildi ve ADAMTS
genlerinin ekspresyonunun pro-inflamatuar sinyal yolaklarindaki MAPK (ERK1/2,
p38, JNK), NFkB, ve STAT3 mediyatorleri tarafindan regiile edilip edilmedigi
gPCR yontemi kullanilarak arastirildi. Ayrica inhibitérlerin (ERK1/2, p38, JNK,
NFkB ve STAT3) ve sitokinlerin (TNF-a, IL-1p ve IL-6) protein diizeylerindeki

etkileri Western Blot yontemi kullanilarak gosterildi.

Bulgular: PsA grubunun PBMC hiicrelerinde ADAMTS15 ekspresyonunun
arttigl, fakat ADAMTSS ve -9 ekspresyonlarinin ise degigsmedigi tespit edildi. Ps
grubunda PBMC hiicrelerinin ADAMTSS ekspresyonunun artis gosterdigi bulundu.
Kontrol grubunda TNF- a uyarilmasiyla sadece ADAMTS1S5 ekspresyonunun arttigi,
ADAMTSS ve -9 ekspresyonlarinin ise degismedigi gosterildi. Ayrica, IL-1p ve IL-6
uyarilmalariyla ADAMTSS, -9 ve -15 mRNA ekspresyonlarinin degismedigi tespit
edildi. Ps grubunda, ADAMTSS8 ve -9 ekspresyonlarinin TNF-a, IL-1f ve IL-6
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uyarilmalar1 sonucunda azalig gosterdigi fakat, ADAMTSI15 ekspresyonunun ise
TNF-a, IL-1B ve IL-6 uyarilmalariyla degismedigi bulundu. PSA grubunda, TNF-a,
IL-1B ve IL-6 uyarilmalart sonucunda ADAMTS9 mRNA ekspresyonunun
degismedigi, ADAMTSI15 ekspresyonunun ise sadece IL-1P stimiilasyonuyla
azaldigr ortaya kondu. Ayrica, TNF-a ve IL-1f stimiilasyonlarinin ADAMTSS
ekspresyonunu arttirdigi, IL-6 stimiilasyonunun ise ADAMTS8 ekspresyonunu
degistirmedigi gozlendi. Kontrol grubunda, JNK, STAT3 ve NFkB inhibisyonlar
sonucunda ADAMTSS, -9 ve -15 mRNA ekspresyon diizeylerinin arttig1 tespit
edildi. ERK1/2 ve p38 inhibisyonlar1 sonrasi ADAMTSS ve -15 ekspresyonlarinin
azaldigt ama, ADAMTS9 ekspresyonunun degismedigi gosterildi. Ps grubunda,
ERK1/2, p38 ve JNK inhibisyonlariyla ADAMTSS ve -9 ekspresyonlarinin azaldigi,
ADAMTSI1S5 ekspresyonunun ise degismedigi tespit edildi. STAT3 inhibisyonuyla
ADAMTSS ekspresyonunun arttigi, ADAMTS9 ekspresyonunun azaldigi ve
ADAMTSI15 ekspresyonunun ise degismedigi bulundu. Ote yandan, Ps ve PsA
gruplarinda NFkB inhibisyonuyla ADAMTS9 ve -15 ekspresyonlarinin arttigi,
ADAMTSS ekspresyonunun ise azaldig1 ortaya kondu. PSA grubunda, ERK1/2, p38
ve JNK inhibisyonlartyla ADAMTS9 ekspresyonunun arttigi, ADAMTSS
ekspresyonunun azaldigt ve ADAMTSI1S5 ekspresyonunun ise degismedigi tespit
edildi. STAT3 inhibisyonu sonucunda ADAMTSS8 ve -9 ekspresyonlarinin arttigi,
ADAMTSI15 ekspresyonunun ise degismedigi bulundu.

Sonuclar: PsA’ I1 hastalarin PBMC hiicrelerinde diger artirit tiirevlerinin
literatiir bulgulartyla uyumlu olarak ADAMTS8 ve -9 gen ekspresyonlarinin
degismedigi bulundu. ADAMTSI1S ekspresyonundaki artis, ADAMTSI15 enziminin
PsA’ 11 hastalarda artirit gelisimiyle iligkili bir proteaz olabilecegini dnermektedir.
PsA patogenezinde, MAPK ve NFkB sinyal yolaklarinin ADAMTSS ve -9 mRNA
diizeyleri iizerinde diizenleyici etkileri olabilecegi tespit edildi. Ayrica, STAT3
sinyal yolaginin ADAMTS ailesi agrekanaz aktivitelerini farkli regiilasyon

mekanizmalariyla diizenleyebilecegini gosterdik..

Anahtar Sozciikler: Psoriatik artrit, ADAMTS , gPCR, biyobelirteg, PBMC
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ABSTRACT

Investigation of The Roles and Molecular Mechanisms of ADAMTS-8,
ADAMTS-9, ADAMTS-1S5 genes in The Pathogenesis of Psoriatic Arthritis
Aim of this study is to investigate the roles of ADAMTSS, -9 and- 15 aggrecanases,
which are known to play roles in matrix destruction, in the pathogenesis of Psoriatic
Arthritis (PsA), a chronic inflammatory disease, and which mediators involved in

inflammatory signaling pathways regulate the expression level of these aggrecanases.

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

Results: It was found that the expression of ADAMTS15 in PBMCs of PsA
group was increased, but the expression levels of ADAMTS 8 and -9 did not change.
The expression of ADAMTSS8in in PBMCs of Ps group was increased. The
expression of ADAMTSI5 was increased by TNF-a stimulation, while the
expression of ADAMTSS8 and -9 were not changed in PBMCs of control group.
Furthermore, it was determined that the mRNA expression levels of ADAMTSS, -9
and -15 mRNA were not changed by the IL-1p and IL-6 stimulations. The expression
of ADAMTSS and -9 in Ps group were decreased as a result of TNF-a, IL-1f3 and IL-
6 stimulations; however, ADAMTSIS5 expression was not changed by these

stimulations. It was found that there was no significant difference at the expression
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level of ADAMTSY in PsA group after the TNF-a, IL-1p and IL-6 stimulations,
whereas ADAMTSI1S5 expression was decreased only by IL-1B stimulation.
Moreover, it was observed that TNF-a and IL-1B simulations led to an increase in
ADAMTSS8 expression, while IL-6 stimulation did not alter the ADAMTSS
exipression. It was determined that the ADAMTSS, -9 and -15 mRNA expression
levels were increased as a result of INK, STAT3 and NFKB inhibitions in the control
group. Furthermore, the expression levels of ADAMTSS and -15 were decreased
after ERK1/2 and p38 inhibitions, but there was no significant difference at the
ADAMTSO9 expression level. It was determined that the expression levels of
ADAMTSS and -9 in Ps group were decreased by ERK1/2, p38 and JNK inhibition,
and ADAMTSI1S5 expression was not changed by these inhibition. Additionaly, it was
found that ADAMTSS expression was increased by STAT3 inhibition, whereas the
expression of ADAMTS9 was decreased and ADAMTSI15 expression did not
change. On the other hand, the expression of ADAMTS9 and -15 in Ps and PsA
group were increased by NFKB inhibition, while ADAMTSS8 expression was
decreased. It was determined that the expression of ADAMTSO in PsA group was
increased by ERK1/2, p38 and JNK inhibitions, while ADAMTSS expression was
decreased and there was no significant difference at the ADAMTSI1S5 expression
level. STAT3 inhibition resulted in an increase in the expression of ADAMTSS and -
9, but ADAMTSI15 expression was not changed by STAT3 inhibition.

Conclusion: We found that the expression of ADAMTSS8 and -9 were not
changed in PBMCs of the patients with PsA, which is consistent with the literature
findings about other arthritic derivatives. The increased expression of the
ADAMTSI1S5 gene suggests that this enzyme may be associated with the development
of arthritis in PsA patients. Furthermore, we found that MAPK and NFkB signaling
pathways may have regulatory effects on ADAMTSS and -9 mRNA expression in
the pathogenesis of PsA. We also showed that STAT3 signaling pathway could
regulate the ADAMTS family aggrecaneses’ activities with different regulatory

mechanisms.
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1. GIRIS VE AMAC

Psoriatik artrit (PsA), Psoriasis (Ps) ile iligkili olan hem deri hem de omurga,
periferal eklemler ve entesitleri etkileyen kronik, inflamatuar bir hastaliktir. Eklem
hastalig1 sistemik inflamasyon ve ciddi kemik ve kikirdak yikimina, fonksiyonel
bozukluga ve yasam kalitesinin azalmasina neden olan yogun sinovitis ile
karakterizedir (1,2). Giinlimiizde PsA’ nin kesin bir tedavisi yoktur ve hastalik
progresyonunu ve terapotik yaniti tam olarak tahmin edebilen spesifik biomarkirlar
bulunmamaktadir (3,4). Bu nedenle hastaligin diagnozu, prognozu ve tedaviye yaniti
icin PsA’ ya spesifik biomarkirlarin kesfedilmesi yeni terapdtiklerin gelistirilmesi

acisindan oldukga 6nemlidir.

ADAMTS’ ler (A Disintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin
motifs) onemli bir ekstrasellular proteaz ailesidir ve astim, artritis ve kanser gibi
birgok yaygin hastalifin fizyopatolojisinde Snemli gorevler iistlenirler (5,6,7).
ADAMTS genlerinin ekspresyonunun IL-1p, TNF-a ve IL-6 gibi pro-inflamatuar
sitokinler tarafindan indiiklendigi bilinmektedir (1,8).

Bu calismada ADAMTS proteazlarinin PsA’ daki ekspresyon profillerinin ve
potansiyel rollerinin arastirilmasiyla, PsA’nin gelisimi ve prosesi i¢in yeni
biomarkirlarin bulunmasini ve PsA’nin patogenezinde rol alan hiicresel ve molekiiler
mekanizmalarin  daha 1yi anlasilmasi sayesinde yeni tedavi yoOntemlerinin
gelistirilmesini  hedeflemekteyiz. Bu ama¢ dogrultusunda  c¢alismamizda, PsA
goriilme sikliginin ciddi diizeyde arttirdig: cesitli calismalarla ortaya konan Ps ( 37)
ve saglik bireylerlerden olusan ii¢ farkli grubun PBMC hiicreleri farkli biomarkirlarla

muamele edilmistir.



1. GENEL BILGILER

1.1. Psoriasis

Ps kronik, genetik ve ¢evresel faktorler tarafindan baslatilan immiin aracili
inflamatuar bir deri hastalifidir(9). Ps’ de genellikle bitisik sedefi-beyaz skuamli-
eritemli oval plaklar goriiliir, remisyon ve lezyonlarda alevlenmelerle seyreder (10).
Diinya popiilasyonunda sikliginin % 1-3 oldugu tahmin edilse de soguk iklimlerde ve
beyaz irkta daha fazladir (9).Kundak¢i ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada, bizim
tilkemizdeki Ps goriilme siklig1 %1.3 olarak belirlenmistir (11). Her yasta goriilebilen

bir hastalik olan Ps’ nin kadin ve erkekteki prevalansi hemen hemen esittir (9) .

Hastalik dogal ve edinsel immiin sistemin aktivasyonuyla ortaya cikar. Ps’
nin nedeni tam olarak bilinememekte ancak genetik yatkinlikla birlikte c¢evresel
faktorler, enfeksiyonlar, ilaglar, psikojenik faktorler ve travmanin hastali§in

baslamasina ve ilerlemesine neden oldugu diistiniilmektedir.

Genetik yatkinlik ile 1ilgili yapilan popiilasyon c¢aligmalarinda: bir
ebeveyninde Ps olan ¢ocugun, aile dykiisii olmayan bir ¢cocuga gore Ps gelisme riski
%5-10 artmaktadir ve daha erken yasta Ps’ ye yakalanan ebeveynlerin ¢ocuklarinda
hastalik gelisme riskinin ge¢ yasta hastaliga yakalananlara gore daha fazla oldugu da
belirtilmistir (12). Farkli bir calismada ise akrabasinda Ps olan kisilerde Ps gelisme
riskinin arttigr da saptanmustir (13). Genetik calismalarda Ps igin bazi spesifik
bolgeler tanimlanmistir: Ps’ ye yatkinligin ana genetik kaynagi olarak diisiiniilen
PSRS1 gen kiimesi (14,15) ve erken Ps ile iliskili MHC genleri arasindan HLA—
Cw6, Ps icin onemlidir(16, 17).

Ps’ 1i hastalarda yiiksek kan sekeri, obezite, hipertansiyon vb. metabolik
problemler (18), kalp hastaliklar1 (19), diabetes mellitus tip-2 (20) ve lenfoma (21)
gibi farkli hastaliklarda yiliksek oranlarda goriilmektedir. Ayrica hastalarda
depresyon, intihar, sigara ve alkol tiiketimi de siklikla goriilmektedir (22,23).



Dolayistyla Ps’ nin bir¢cok sistemi ayni anda etkilediginin gosterilmesi sistemik

inflamatuar bir hastalik oldugu goriisiinii giderek yayginlagtirmaktadir.

1.2. Psoriatik Artrit
1.2.1. Tanim Ve Tarihge

PsA gelisimi itibariyla Ps ile yakindan iligkili olan, eklem inflamasyonlariyla
ilerleyen, ¢cogunlukla romatoid faktoriin (RF) negatif oldugu ve romatoid nodiiliin
bulunmadig1 kronik inflamatuar bir hastaliktir (1). Ilk olarak Ps ile artrit arasindaki
iligkiyi 1818 yilinda Alibert tanimlamis; ‘‘Psoriatik artrit’” terimini ise ilk kez 1860
yilinda Fransiz Dermatolog Bazin kullanilmistir (24). 1888’de Ps ile artrit
etkinliginde distal interfalangial eklem (DIF) tutulumu Bourdillon tarafindan
vurgulanmistir (25). RF’ nin 1948 de tespiti ile RF ve romatoid artrit (RA) arasindaki
iligkinin tanimlanmis, RA i¢in ayr1 tani kriterlerinin belirlenmis ve PsA {izerinde
durulmaya baglanmistir (26). Amerikan Romatizma Birligi (American Collage of
Rheumatology-ACR), PsA’ nin ayr1 bir hastalik oldugunu ilk olarak 1964 yilinda
onaylamis ve 1976’ da ise RF negatifligini vurgulamak icin PSA’ nin seronegatif

spondiloartritler igerisinde incelenmesi gerektigini belirtmistir (26,27).
2.2.2. Epidemiyoloji

PsA’ nin gergek prevalansi, kisith dermatolojik ve romatolojik kriterler ve
kismi olarak dogru tani konulamamasindan tam bilinememektedir (28). Bircok
calisma Ps’ si olan hastalarda PsA’ nmin sik goriildiigiinii géstermektedir. Yapilan
klinik degerlendirmeler de; Ps’ nin inflamatuar artritlerde sikliginin %2,6;
osteoartritlerde ise %0,3 oldugu belirtilmistir (29). Bir baska dikkat ¢ekici ¢alisma
ise seronegatif artritli hastalarda Ps sikliginin %20,2 olarak goériilmesidir (30). Genel
popiilasyonda PsA prevalansi ise %0,04-0,1 arasinda degismektedir (31). Shbeeb ve
arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismada PsA’nin yillik insidansimi 3,6/100.000 olarak
saptamistir (32). Hastaligin cinsiyet bagl olmadigi, kadin-erkek goriilme sikliginin
esit oldugu gozlemlenmistir. Tiirkiye’de Ps vulgarisli hastalar iizerinde yapilan {i¢
farkli ¢aligmada PsA insidansi: %13.7, %11.4 ve %20 olarak tespit edilmistir (33-
35).



2.2.3. Patogenez

PsA’ nin nedeni tam olarak bilinmemektedir. Hastalik patogenezinde genetik,
immiinolojik ve c¢evresel faktorlerin rol oynadigi Ongoriilmektedir. Seronegatif
artritlerde HLA-B13,-B27 -B17 gibi bazi HLA gruplan ile hastaligin etkilesimi
hastalarda bu gruplarin normal popiilasyona gore artisinin gézlemlenmesi {lizerinden
iliskilendirilmistir ~ (36). Insan  bagisikhik  yetmezligi  viriisi  (human
immunodeficiency virus-HIV) enfeksiyonlu hastalarda yapilan calismalarda, Ps ve
PsA prevalansinin yiikseldigi bildirilmistir. Bu sebeple enfeksiyonla PsA iligkisi
diisiiniilmektedir (37). Ispatlanamamis olmasina ragmen stresin PsA ve Ps hastalar1
tizerinde tetikleyici etkileri oldugu sdylenmektedir (38). Koebner fenomeni, travma
veya cilt hasar1 papiller tabakay: etkilediginde Ps lezyonlar1 gelisme durumu, Ps’ li
hastalarda negatif etkinligi iyi bilinen bir durumdur (39). Posttravmatik baslangich
PsA’ da artmis Koebner fenomeni goriilmektedir (40).

2.2.4. Klinik

PsA baglangic1 genellikle sinsi olup en oOnemli semptomlar:t etkilenen
eklemde agr, sislik, 1s1 artis1 ve tutukluktur. Hastalarin ¢ogunda 30 dakikadan uzun
stiren sabah tutuklulugu goriiliir. Fiziki muayenede eklemde sislik, hassasiyet, agr
mevcut iken, eklem tutulumu siklikla asimetrik oligoartrit seklindedir (41, 42). PsA
Hastalarmin % 40’ inda distal interfalangeal eklem tutulumu (DIF) ve % 50’ sinde
vertebralarda tutulum goriiliir (43). eklem deformasyonlar1 siddetli agr1 olmadan da
geligebilir. Artrit hastalarin % 70 inde cilt bulgularindan sonra ortaya ¢ikmaktadir
(44). Artrit genelde hastalik bagladiktan 10-20 yi1l sonra goriilmektedir (45).

2.2.4.1. Eklem tutulum sekilleri

DIF, PsA’ da diger hastaliklardan ayirt edici 6zellik olarak bilinmektedir. Bu
tutulum, PsA’ 11 hastalarda diger inflamatuar artritlere gore daha sik goriiliir. Bir ¢ok
calismada simetrik DIF eklem tutulumunun % 56 oraninda PsA ile iliskili oldugu

gosterilmistir. Genelde tirnakta psoriatik lezyonlar ile karakterizedir(45-47).



Spondiloartropati: nadir bir predominant 6zellik olan PsA spondiloartropatisi,
dikkatli klinik ve radyolojik degerlendirmeyle, olgularin % 20-40’ inda aksiyal

omurga tutulumunu ortaya ¢ikarir (48).

Asimetrik oligoartikiiler artrit: En karakteristik PsA eklem tutulumu olan
asimetrik oligoartikiiler artritte genelde ilk olarak el ve ayak parmaklar: etkilenir ve
fleksor tendon ile sinovyum inflamasyonu eslik ederek tipik sosis parmak
gdriiniimiine (daktilite) neden olur. Diz gibi biiyiik eklemlerle birlikte DIF, proksimal
interfalangial (PIF), metakarpofalangial (MKF) ve metatarsofalangial (MTF)
eklemleri asimetrik olarak tutar (26,48,49).

Simetrik poliartrit: PsA ile RA’ arasinda ayiric1 tanisi zordur. Kadinlarda
daha sik gériiliir. DIF tutulumu, DIF ve PIF gériilen ankiloz sonrasinda gelisen penge

eli deformitesi ile RA’ dan ayrilir(26,45).

Artritis Mutilans: Ellerde falankslarda ve metakarplerda osteoliz ile ortaya
cikar ve sakroileit eslik eder. Teleskopik parmak, hokka kalem belirtisi gibi

deformiteler goriiliir (50).
2.2.4.2. Eklem dis1 bulgular

PsA igin 6zgiil ve de 6nemli bir tutulum sekli de daktilittir. Hastalarin % 30’
unda goriilen daktilit tim parmagin sismesine neden olur (sosis parmak) ve ayaklar
daha sik etkilenir (48). Seronegatif spondiloartropatilerin  karakteristik
ozelliklerinden olan Entezit ise tendon ve ligamentlerin kemige yapisma yerindeki

inflamasyondur, olgularda %30-40 oraninda entesopati gelistigi bildirilmistir (51,52).

PsA gelisen hastalarda tirnak tutulumu da bir baska 6nemli olusumdur ve
%67-90 aras1 oranlarda goriilmektedir (26). Yaygin olarak el tirnaklarinda
cukurlagsmalar (nail pitting) goriiliirken, ayak tirnaklarinda subungual hiperkeratoz
olusmaktadir. Bunlar diginda goriilen tirnak lezyonlari: onikolizis, tirnakta diga dogru
kabariklagma, diskolarasyon, ufalanma ve tirnak kaybidir (37). DIF eklem artritinin
varliginda tirnak tutulumlart hastalarin %80- 100 ’iinde siklikla bitisik tirnakta ortaya

cikar (53).



Periferik 6dem inflamatuar hastalarda daha c¢ok alt ekstremitede ve simetrik
olarak goriilmektedir. Hastaligin ilk evresinde ya da sonraki asamalarinda ortaya

cikabilir. Artiritli bélgede 6dem, tenosinovit ve lokal entezit goriilebilmektedir (54).

PsA' I1 hastalarda %30-35’ lik kisminda inflamatuar g6z hastaligi mevcuttur.
En yaygin sorun %20 oraninda goriilen konjuktivittir. Diger yandan, hastalarin
sadece %7-16" sinda anterior iiveit goriiliir. Uveit, sakroiliitli ve spondilitli hastalarda

kroniklesme egiliminedir(26).
2.2.5. Laboratuar Bulgular

Gilinlimiizde PsA igin tanisal bir laboratuar testi yoktur. Yapilan ¢aligsmalar
hastaligin aktif donemlerinde hipoalbuminemi, eritrosit sedimentasyon hizi1 (ESH),
C-reaktif protein (CRP) ve fibrinojen gibi akut faz degerlerinin yiikselebilecegini
gostermektedir(37). Bazi olgularda hipergamaglobulinemi gozlemlenmis ve 6zellikle
spondilartritli hastalarda artmis IgA diizeyleri bildirilmistir(55). RF pozitifligi
yaklasik olarak %5-10 arasindayen, Antiniikleer antikor (ANA) pozitiflik orani ise
%10-14 civarindadir (22). PsA’ It hastalarda anti-CCP diizeyi daha ¢ok poliartrikiiler
tipte ve kadinlarda artarken, oransal olarak %6-10 araligindadir (56).

2.2.6. Radyografik Degisiklikler

PsA da radyografik goriinlimler dekstriiktif degisiklikler ve proliferatif
degisiklikler olarak siiflandirilabilir.

Dekstriiktif degisiklikler; plantar fasya veya asil tendonunda kemige yapisma
yerlerinde yeni kemik olusumlar1 goriilebilecegi gibi osteoliz bir falanksin yontulmus
goriiniimii (whitting) veya kalemlesmesi (penciling) ile sonuglanabilir. Bu durum tek
basina goriilebilecegi gibi ¢ogu zaman komsu falanksda erozyonla seyreden kalem

hokka goriiniimii ile birlikte de bulunabilir(37).

Proliferatif degisiklikler: Asimetrik veya simetrik sakroiliak tutulum ile
periostit proliferatif kemik formasyonu goriilebilir. Bu durum erozyonla beraber
olunca sacaklanma (whiskering) adi verilir. Baglica diger proliferatif degisiklikler

ise; fildisi falanks, kemik ankilozu ve eklem flizyonudur(57).



2.2.7. Ayiric1 Tam

PsA tanida 6nemli ipuglar1 veren bir hastalik olmasina ragmen RA ayrimi
bazen oldukga zordur. RA’ ya gore PsA’da daha sik olarak; RF’ nin negatif olmasi,
asimetrik eklem tutulumu, sakroiliak ve spinal tutulum, cilt ve tirnak degisiklikleri,
entezit ve daktilit goriilmektedir (37). Travma sonrasi hastalarda kalic1 artritin varlig

durumunda PsA olasilig1 goz ardi edilmemelidir (26).
2.2.8. Tam

Ik olarak 1973 yilinda Moll ve Wright PsA’y1 Predominant klinik dzellige
dayanarak 5 alt grup olarak ayirmiglar: Distal interfalangeal artrit, asimetrik
oligoartrit, simetrik poliartrit, spondilit ve artritis mutilans’dir. Bu klasifikasyon
sistemi hastanin o andaki klinik prezentasyonuna dayanir, ancak zamanla hastanin
klinik prezentasyonu degisebilir. PSA’ nin alt gruplarina gore goriilme sikliklari
farklidir (58). Tanmidaki eksikligi gidermek i¢in “Classification of Psriatic Arthritis”
(CASPAR) grubunun 2006 yilinda yaptigi calisma sonrast yeni bir simiflama
gelistirmistir (Tablo- 1.1) . PsA i¢in bu kriterlerin 6zgiilliigii ve hassasiyeti oldukca
yiiksek bulunmus ve bu kriterlere gére PsA tanisi i¢in Ps varligi zorunlu degildir

(59).
2.2.9. Tedavi
2.2.9.1. Nonsteroidal anti-inflamatuvar ilaglar (NSAIl)

Genelde orta siddette PsA hastalarinda kullanilan bu ilaglar agr, sislik ve
eklemde hassasiyeti azaltarak etkisini gostermektedir (60,61). Fakat bu ilaglar
hastalik ilerlemesini engelleyememekle birlikte bazi calismalarda ibuprofen ve
indometazinin gibi tiirevlerinin cilt dokiintiilerini arttirdiklar tespit edilmistir (62).
PsA ile birlikte gastrointestinal rahatsizlig1 olan hastalarda ve 6zellikle yaslilarda yan
etki riski yliksek oldugundan, bu ilaglarin misoprostol veya proton pompa

inhibitorleri ile birlikte kullanimi 6nerilmektedir(63).



Tablo-1.1: PsA&CASPAR KRITERLERI

KRITER PUAN
Ps varligina dair mevcut bulgu 2
Gecmiste Ps Oykiisii veya aile 0ykiisii 1
Pitting ve onikolizis gibi mevcut tirnak 1
bulgulari

Negatif romatoid faktor 1
Daktilit (romatolog tarafindan saptanmali) 1
Radyografilerde tespit edilmis olan periostit 1

*Inflamatuar artikiiler hastaliga ilaveten yukaridaki kriterlerden 3 veya daha fazla puan
alinmalidir

**Aile Oykiisii olarak hastanin birinci veya ikinci derece yakinlarinda Oyki
bulunmalidir

**% Periostit formasyonu osteofit diglanarak hesaplanmalidir

2.2.9.2. Kortikosteroidler

Oral ve intraartikiiler olarak kullanilabilen bu ilaglar NSAil’lerin eklem
yakinmalarim diizeltmedigi veya NSAII’lerin yan etkilerinden dolay1 kullanilamadig1
olgularda uzun siireli kullanim tercih edilmektedirler. Fakat uzun siireli steroid

kullanimi deri lezyonlarini alevlendirebilmektedir (63).
2.2.9.3. Metotreksat

Folik asit antagonistidir ve DNA sentezini baskilayarak etkinlik gosterir.
Dihidrofolat rediiktaz enzimini inhibe eder. En sik tercih edilen ilactir 6zellikle deri
ve artrit bulgular1 lizerinde etkinlik gostermektedir. Hastaya 7,5-25 mg/hafta dozu

tek seferde veya ayni giin igerisinde boliinerek verilebilir ve uygun doza yanit 4-6



hafta arasinda olusur. Bu ilac1 kullanan hastalarin karaciger toksisitesi agisindan
takibi onemlidir. Amerikan Romatoloji Dernegi alkol bagimlilig1 olan veya kronik

hepatit B ya da C hastalarinda tedavi dncesi biyopsi onermistir (64).

2.2.9.4. Siilfasalazinin

Siilfasalazinin (SLZ) RA gibi diger periferik eklem tutulumlu seronegatif
artritlerin tedavisinde sik kullanimi, PsA’ da da kullanilmasint saglamistir.
Caligmalarda 6zellikle poliartikiiler tutulumlu hastalarda, sabah tutuklugu ve agrili
eklem sayisinda anlamli iyilesmenin 4 hafta gibi kisa bir siirede saglandigi tespit
edilmistir (65,66). Daha sonraki detayli ¢alismalarda g6zlenen iyilesmeler; agrili ve

sis eklem sayisinda azalma ve ESH’ de anlamli diismedir (66).

2.2.9.5. Anti TNF Ajanlar

TNF-a PsA’da inflamasyon ve eklem hasarina sebep oldugundan bazt TNF-a
baskilayicilarin da hastaligin tedavisinde kullanilmasina onay verilmistir (67). Bu
ajanlarin baglicalari: 6zgiil olarak solubl ve membrana bagli TNF-a’ y1 ndtralize eden
etanercept, kimerik monoklonal bir antikor olan infliksimab ve tamamen insan

kaynakl1 bir monoklonal antikor olan adalimumabtir.

2.3. ADAMTS Gen Ailesi

Ekstraseliiler proteaz ailesi olan ADAMTS protein ailesi ilk olarak 1997
yilinda Kuno ve arkadaslar1 tarafindan kesfedilmistir ve ileride bir¢ok hastaligin
bilinmeyen kisimlarina 151k tutacagi diisiiniilmektedir (68). ADAMTS enzimlerinin;
anjiogenez, timor gelisimi ve metastazi, bag dokusunun remodellingi, koagiilasyon,
ovulasyon ve artrit gibi birgok farkli olguda etkin rollerinin oldugu bilinmektedir
(69). Basta artritlerde kikirdak ekstraselliiler matriks par¢alanmasi olmak iizere insan
kikirdaginda birgok ADAMTS iyesinin konnektif doku homeostazinda ve
patolojisinde etkili oldugu gdsterilmistir (70).

Proteazlar hiicre dis1 matrisin yikiminda gorev alirlar ve farkli molekiiller

iceren bircok gruplari mevcuttur. Cinko bagimli matris enzim grubundan olan



ADAM (A Disintegrin And Metalloproteinase)’ lar, adezyon proteinleri olmalarinin
yani sira proteinaz Ozellikleri sayesinde hiicre-hiicre etkilesimleri ile hiicre-matris
etkilesimlerinde 6nemli rollere sahiptirler (71). ADAMTS’ ler ise, ADAM ailesi
tiyelerinden, thrombospondin 1 benzeri tekrarlar ile ayrilir. Kollojen, versican ve
agrekan gibi ekstraseliiler matrisinin yapisal proteinlerini parcalayan ADAMTS’ ler,
hem ekstraselliiler matrise salgilandiklar1 hem de 6zgiil thrombospondin 1 motifleri

bulundurduklar1 i¢in yeni bir aile olusturmuslardir (68,72).

Ik olarak 20 adet tanimlanan, daha sonra ADAMTSI11 ile -5’ in ayn1 oldugu
anlasilinca sayilar1 19° a diisen ADAMTS ailesi metzincin metalloendopeptidaz {ist
ailesindendir (73,74). ADAMTS enzimlerinin kompleks yapisi; sinyal sekans, pro-
domain, katalitik domain, disintegrin-like domain, zengin sistin bolgesi, baglanti
bolgesi (spacer) ve Thrombospondin type 1 Sequence Repeat (TSR) bolgelerinden
olusmaktadir (75).

Calismamizda kullandigimiz ADAMTSS,-9 ve -15 daha ¢ok agrekani kesip
parcaladiklar1 i¢in agrekanazlar olarak tanimlanirlar fakat, brevikan ve versikan gibi
bircok ekstraseliiler matris bariyer komponentini de pargalayabilirler. Bu nedenle
yapilan ¢alismalarda inflamatuar kas iskelet sistemi hastaliklarinin patogenezinde rol

aldiklar1 ve bazi hastaliklarda diizeylerinin arttig1 gosterilmistir(72, 76, 77).

ADAMTSS, ADAMTSI1 ile birlikte anjiyogenezi diizenler ve anti
anjiyogenik ajanlar olarak adlandirilirlar. Bu genler, endotelde FGF-2 bagimh
vaskiilarizasyonu ve VEGF’ 1 inhibe ederek anjiyogenezisi engellerler. Bu
ozellikleriyle bu iki proteaz tiimor supresyonunda hedef proteinazlardir (78). Yapilan
caligmalarda ADAMTSS8 proteazlarimin kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserli (non-
small-cell lung cancer) hastalarda downregiile oldugu ve bu gen susturma
durumunun  promoter  bdlgesindeki metilasyondan  kaynaklanabilecegi
belirtilmektedir (79). Farkli ¢aligmalarda, meme, beyin ve pankreas gibi bircok
kanser tiirlinde downregiile olan ADAMTSS ekspresyonunun diizeltilmesinin,
apoptozu indiikleyerek tiimor hiicresi kolonilesmesini baskiladigini gosterilmistir

(80).
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GON embriyonik gelisimde gonad distal tip hiicrelerinde eksprese edilen
ADAMTS9 ve ADAMTS20 genleri GON-ADAMTS proteazlar olarak adlandirilirlar
ve gonadlarin gelismesinde hiicre migrasyonundan sorumludurlar (70,81).
ADAMTS9 geni olmayan farelerin embiryonik hayatta éldiikleri gosterilmistir (82).
ADAMTS9 geni, 6zefagial ve nazofaringeal kanserlerde tiimor supresor gen olarak
rol oynadig1 bazi ¢alismalarla gosterilmistir (83). ADAMTSY geninin metastaz ile
iliskisinin arastirildigr ¢alismalarda, metastatik tiimorlerde bu genin downregiile
oldugu gosterilmistir (84). ADAMTS9 hiicrede endojen anjiyogenez inhibisyonu
yapar ve bu oOzelligiyle timor gelisimi ve metastazin inhibisyonunda rol
oynayabilecegi diistiniilmektedir (85). Yapilan farkli bir calisma da, ADAMTSS, -9
ve -20 proteazlarinin apoptozis ve hiicre dis1 matrisinin temizlenmesinde rol aldigi
bulunmustur. Bu siirecin sekteye ugramasi sonucu sindaktili olustugu gozlenmistir

(86).

ADAMTSI15 geninin ADAMTSI ile birlikte astimla hastalarinin balgam
orneklerinde mRNA diizeylerinin azaldig1 gézlenmis ve yine ADAMTS4 ve -9 ile
birlikte kronik astim hastalarinda indiiklendigi de rapor edilmistir (87,88).
ADAMTS-15’in prostat kanserinde de yliksek oranda eksprese oldugu ortaya
konmus fakat prostat kanserindeki rolii heniiz aydinlatilamamistir (89). Meme
kanserinin 3. asamasindaki hastalarda 1 ve 2. asamadaki hastalardan daha az
eksprese olan ADAMTSI15’ in meme kanserinde koruyucu etkisi oldugu
diistiniilmektedir (90).

2.4. SITOKINLER

2.4.1. Tiimor Nekroz Faktorii-o (TNF-a)

Pro-inflamatuvar sitokinler i¢inde en erken salgilanan ve konakc¢1 cevabin en
giiclii mediator olan TNF-o monosit ve makrofajlar tarafindan iiretilir. ndtrofillerin
aktivasyonunu, kaseksiyi, anjiogenezisi, inflamatuari, dokularin metabolik
aktivitelerinin diizenlenmesini saglar ve immun sistem {izerindeki etkisiyle bir¢ok
hastaligin patogenezinde rol oynar (91,92). Ayrica lipoprotein lipaz aktivitesini

inhibe ederek fiziksel zayiflamaya neden olur (91,92). Yapimi endotoksinler ve
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lenfokinler tarafindan diizenlenen TNF-a, enfeksiyon ve doku yaralanmalari gibi
uyaranlar ile dolasima katilan giiclii bir pirojendir. TNFa’ nin {iretimini gamma
interferon artirirken, TNF-a ise MHC Class I antijen ve IL-1 yapimim artirir(93).
Sinoviyal sivilarla yapilan bir ¢alismada PsA hasta 6rneklerinde TNF-a reseptor

miktarinin RA hastalarina gore daha fazla oldugu saptanmistir(94).
2.4.2. Interlokin-1

Interldkin-1 (IL-1) iki farkli proteinden IL-1a ve IL-1p meydana gelmektedir.
Ayrt genler tarafindan meydana getirilen IL-1a ve IL-1p’ in morfolojik yapilari farkl
olmasina ragmen biyolojik aktiviteleri ve etkinlikleri aynidir: Yangi, sepsis, diabet,
otoimmun hastaliklar ve osteoporozun olusumunda etkilidirler. Monositler daha ¢ok
IL-1B yaparken, keratinositler daha ¢ok IL-1a yaparlar (95). Kandaki monositler ve
doku makrofajlart IL-1 i¢in baslica yap1 kaynagidir ancak IL-1’ in asil kaynagi
belirsizdir (96). IL-1 noétrofilleri ve akut faz proteinlerinin iiretimini artirirken diisiik
seviyelerde farelerde ates, anoreksia ve IL-6 iiretimine sebep oldugu calismalarla
gosterilmigtir. IL-1B ve diger pro-inflamatuar sitokinler artrit tlirevi hastaliklarda
hastalarin sinoviyal sivilarinda degisken oranlarda artis gostermektedir (97). IL-1p’
nin kondrosit fonksiyonlar1 iizerinde regiilator etkisiyle kartilaj yikimina sebep
olmasi tespit edilen biyolojik 6zelliklerindendir (98). IL1- TNF-a’ ya gore daha
etkilidir ve birlikte cok kuvvetli sinerjik etki gostermektedirler (99).

2.4.3. interlokin-6

Interlokin-6 (IL-6), agirlikli olarak makrofajlar, fibroblastlar ve endotelyal
hiicrelerden sentezlenirken bunun yaninda T ve B hiicrelerince, kardiyak miksoma,
myeloma ve hipernefroma gibi tiimor hiicrelerince de olusturulabilmektedir
(100,101). IL-6 immiinglobiilin iiretiminin artmasini saglar, T-hiicre aktivasyonunda
ve biiylimesinde gorev alir ayrica megakaryositlerin son donem gelisiminde rol oynar
(102). IL-6" nin bir baska 6nemli 6zelligi hepatik akut faz yanitin olusumunu
indiikler, gosterdigi anti-inflamatuar etkinin disinda bagisik hiicre fonksiyonlarini ve
inflamasyonu da giiclendirir (103). IL-6" nin sepsiste TNF-a ile birlikte yiiksek
oranda iretildigi ortaya konmustur (104). Enfeksiyon veya doku hasar1 gibi

durumlarda IL-1 ve TNF-a direkt gene etki ederek IL-6 yapilmasimi arttirir (105).
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3. GEREC VE YONTEM

Biitiin deneyler Dicle Universitesi Bilim ve Teknoloji Uygulama ve
Arastirma Merkezinde (DUBTAM) gerceklestirilmistir. Calismamiz Dicle
Universitesi Tip Fakiiltesi, Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon Anabilim dali, Romatoloji
poliklinigine bagvuran hastalardan CASPAR kriterlerine gore PsA tanisi konulmusg
ve farkli bir kronik hastaligi bulunmayan 15 hastadan izinleri alinarak
gerceklestirildi. Kontrol grubu olarak ise Dermatoloji Anabilim dali poliklinigine
basvuran hastalardan gerekli tetkikler yapilarak tanist konulmus 15 Ps hastast ve 15

saglikli kisiden (proje ¢alisanlarinin arkadas ve yakinlari) temin edildi.

Calisma protokoliiniin amaci, gere¢ ve yontemlerinin gozden gegirilmesi
sonucunda, Helsinki Deklarasyonu Kararlarina, Hasta Haklar1 Yonetmeligi“ne ve
etik kurallarina uygun olarak tasarlandigina iliskin Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi
Etik Kurulu tarafindan 26.04.2016 tarihinde 2016/181 kodlu etik kurul onay belgesi
alind1 (Ek 1).

Calismamizda, her hastanin cinsiyeti, dogum tarihi, Ps ve PsA baslangi¢ yasi,

Ps ve PsA tutulum bolgeleri ve ailede Ps ve PsA varlig1 kaydedildi (Tablo-3.1).

Tablo-3.1: PsA, Ps ve kontrol gruplarinin yas, cinsiyet ve kag yillik hasta
olduklarina dair bilgiler verilmistir. PsA (46,26+14,77) Ps (35,93+17,46) ve
kontrol (39,33+10,79) gruplar arasinda yas ortalamalar1 agisindan istatistiksel
olarak farklilik yoktur (p=0,140).

Sira |Grup | Cinsiyet | Yas | Hastahik Ge¢cmisi
1 |PsA Kadin 32 |9yl
PsA Kadin 46 |6 yil
PsA Kadin 23 |3y
PsA Erkek 46 |15yl
PsA Erkek 45 2yl
PsA Kadin 37 |15yl
PsA Erkek 65 |2yl
PsA Erkek 65 |34 yil
PsA Kadin 29 |5yl
10 |PsA Erkek 55 |2yl
11 |PsA Kadin 57 |10yl
12 |PsA Kadin 60 |20 yil

O (0| [N | (W[

13



Sira |Grup | Cinsiyet | Yas | Hastahlk Ge¢misi
13 | PsA Kadin 68 |35 yil
14 |PsA Erkek 36 |13yl
15 |PsA Erkek 30 |yok
16 |Ps Kadin 42 |14 yil
17 |Ps Kadin 23 |2yl
18 |Ps Kadin 18 |6yl
19 |Ps Erkek 18 |12yl
20 |Ps Erkek 27 |20 yil
21 |Ps Kadin 30 |5yl
22 |Ps Erkek 50 |15yl
23 |Ps Erkek 35 |8yl
24 |Ps Kadin 53 |5yl
25 |Ps Erkek 77 |50 yil
26 |Ps Kadin 20 |7yl
27 |Ps Kadin 23 |14 yil
28 |Ps Kadin 27 |10yl
29 |Ps Erkek 61 |10yl
30 |Ps Erkek 35 |25yl
31 |Kontrol |Kadin 40 |yok
32 |Kontrol |Kadin 48 |yok
33 | Kontrol |Kadin 19 |yok
34 | Kontrol |Erkek 36 |yok
35 |Kontrol |Erkek 47 |yok
36 | Kontrol |Kadin 22 |yok
37 |Kontrol |Erkek 39 |yok
38 |Kontrol |Erkek 50 |yok
39 |Kontrol |Kadin 37 |yok
40 |Kontrol | Erkek 37 |yok
41 |Kontrol |Kadin 48 |yok
42 | Kontrol |Kadin 27 |yok
43 |Kontrol |Kadin 51 |yok
44 | Kontrol |Erkek 49 |yok
45 |Kontrol |Erkek 25 |yok

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

PsA hastalari, Ps hastalar1 ve saglikli bireylerden 20 ml venoz kan heparinize
tiiplere alindi. Hiicre izolasyon basamaklar steril kosullar1 saglamak amaciyla Class
IT tip laminar kabinde (Thermo safe 1.2 class II) yiiriitiildii. Total kandan PBMC
izolasyonu i¢in kanlar 50 ml’ lik falkon tiip icine bosaltilarak iizerine, 15 ml
Phosphate Buffered Saline (PBS) [Gibco®] eklendi. Sulandirilan kan, i¢inde 15 ml
FicollPaque PLUS (GE Healthcare Life Sciences) bulunan tiipiin yan duvarindan
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pipet en diisilk hizdayken yavasga birakildi. Tiipler sogutmali santrifiijde (Thermo
SL16R) 30 dakika, 400 g, 18 °C , 0 declarationa ayarlanarak santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasinda olusan katmanlardan PBS-ficol birlesim noktasinda yer alan
PBMC’ ler 5 ml steril pipet kullanilarak toplandi ve ilk yikama islemi i¢in farkli 50
ml’ lik falkon tlipe aktarilip, iizerine toplam voliim 40 ml olacak sekilde PBS ilave
edildi. Tipler tekrar 200 g, 18 °C da 10 dakika santrifiij edildi. Ayn1 islem 2. yikama
icin tekrarlandi. Santrifiij sonrasinda PBS dokiiliip, dibe ¢coken PBMC’ ler 10 ml
serum-free medium RPMI 1640 (2mM L-Glutamine [Gibco®] ve 100 units/ml

penicillin/streptomycin, Gibco®) ile sulandirildi.
3.2. PBMC’ lerin primer Kkiiltiirleri

Izolasyon sonunda yaklasik 30.000 PBMC hiicresi elde edildi. Serum-free
medium ile sulandirilan PBMC’ ler 24 kuyucuklu plate (plaka), her kuyucuga 1 ml
olacak sekilde toplam 9 kuyucuga aktarildi. Plate 37 °C %5’ lik CO2’ 1i nemli
ortamda (Thermo Steri-Cycle 371) bir giin inkiibe edildi (Sekil-3.1).

Sekil-3.1: PBMC hiicrelerinin 24 kuyucuklu plakalara ekimi

3.3. PBMC’lerin aktivitesinin MAPK (Erk1/2, p-38 ve JNK), STAT3 ve
NFkB inhibitorleriyle baskilanmasi

3.3.1. inhibitorlerin ¢6ziilmesi ve hesaplanmasi

Inhibitérlerin stok konsantrasyonlari hesaplandi:
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« ERKI1/2 inhibitérii PD98059 (Sigma-Aldrich): Stok konsantrasyon 18.7
mM olacak sekilde 5 mg ERK1/2 1 ml DMSO i¢inde ¢oziildi. (10 uM
ERK1/2 inhibitorii ile hiicreler muamele edildi.).

¢ p-38 inhibitori SB203580 (Sigma-Aldrich): Stok konsantrasyon 10.5 mM
olacak sekilde 1 mg p38 250 pul DMSO i¢inde ¢ozildi. (10 uM p38
inhibitorii ile hiicreler muamele edildi.).

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

% STAT3 inhibitorii parthenolide (Sigma-Aldrich):Stok konsantrasyon 20.1
mM olacak sekilde 5 mg STAT3 1 ml DMSO i¢inde ¢oziildii. (10 uM
STAT?3 inhibitori ile hiicreler muamele edildi.).

% NFkB inhibitorii sm-7368 (Sigma-Aldrich): Stok konsantrasyon 15.2
olacak sekilde 5 mg NFkB 1 ml DMSO iginde ¢oziildi. (10 pM NFkB
inhibitori ile hiicreler muamele edildi.).

Daha sonra PBMC’lere muamele edilecek MAPK (Erk1/2, p-38 ve JNK),
STAT3 ve NFkB inhibitorlerinin kullanilacak miktarlar1 hesaplandi:

ERK1/2 :1 ml serum-free medium i¢ine 3,2 pl inhibitor
p38 :600 pl serum-free medium igine 3,42 pl inhibitor

v
v
v JNK :1 ml serum-free medium igine 2,64 pl inhibitor
v' STAT3 :1 ml serum-free medium igine 2,98 pl inhibitor
v

NFkB :1 ml serum-free medium i¢ine 3,94 pl inhibitor
3.3.2. PBMC’ lerin Inhibitorlerle Muamelesi

Serum-free medium da belirtilen miktarlarda seyreltilen MAPK (ERK1/2,
p38 ve JNK), STAT3 ve NFkB inhibitorlerinden kuyucuklara 250 pl ilave edildi
(Sekil-3.2). Icinde PBMC bulunan diger kuyucuklara ise 250 pl serum-free medium
eklendi. Plate elle hafif calkalanip birakilan inhibitorlerin kuyucugun her tarafina

yayilmasi saglandi. Plate 37 °C %5’ lik CO2’ li nemli ortamda 2 saat inkiibe edildi.

16



Sekil 3.2: PBMC hiicrelerine Erk1/2 ,P38, JNK, STAT3 ve NFkB
inhibitorlerinin uygulamasi.

3.4 PBMC’ lerin Pro-inflamatuar sitokinler olan TNF-a, IL-6 ve IL-1§

ile stimiilasyonu
3.4.1 Pro-inflamatuar sitokinlerin c¢oziilmesi ve hesaplanmasi
Pro-inflamatuar sitokinlerin stok konsantrasyonlar1 hesaplandi:

% TNF-o (Sigma-Aldrich): Stok konsantrasyon 10 pg//ml olacak sekilde 10
png TNF-a 1 ml distile su i¢inde ¢oziildii. Kuyucuklarda 100 ng/ml TNF-a
olacak sekilde hiicreler uyarildi.

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

s IL-1B (Sigma-Aldrich) : Stok konsantrasyon 5 pg /ml olacak sekilde 5 pg
IL-1B 1,5 ml distile su i¢inde ¢ozildii.Kuyucuklarda 20 ng/ml IL-1B
olacak sekilde hiicreler uyarildi.

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

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

sitokinlerin stimiilasyonda kullanilacak degerleri hesaplandi:

v' TNF-a :1,1 ml serum-free medium igine 66 pl uyarici
v IL-6  :600 ul serum-free medium igine 18 pl uyarici
v IL-1f :600 pul serum-free medium i¢ine 18 pul uyarici
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3.4.2. PBMC’ lerin sitokinlerle stimiilasyonu

2 saatlik inkiibasyondan sonra hiicreler TNF-a (100 ng/ml), IL-6 (100 ng/ml)
ve IL-1B (20 ng/ml) ile uyarildi ve UT kuyucuguna 250 pl serum-free medium
eklendi (Sekil-3.3). 24 kuyucuklu plakalar 37 °C de, %5’ lik CO2’ li nemli ortamda
24 saat inkiibasyona birakildi.

Sekil 3.3: PBMC hiicrelerinin TNF-a, IL- 6 ve IL-1p ile stimiilasyonu.

3.5. RNA izolasyonu ve kantitasyonu

24 saatlik stimiilasyon siiresinden sonra hiicreler kuyucuklardan filtreli uclar
kullanilarak pipetle pipetaj yapilarak kaldirildi. Serum-free medium i¢inde bulunan
PBMC’ler 1,5 ml’ lik ependorf tiiplere aktarilip, tiipler 5000 rpm de 5 dk santrifiij
edildi. Ependorf tiiplin dibine ¢oken PBMC’ lere degdirilmeden pipet yardimiyla
tiipteki serum-free medium alindi. Daha sonra RNA izolasyonu High pure RNA
isolation kiti (Roche) ile protokoliine uygun olarak gergeklestirildi. Elde edilen RNA
miktarlar1 nanodrop (BIODROP) kullanilarak 6l¢iildii.

3.6. cDNA sentezi

RNA’ lar transcriptor first strand cDNA sentez kiti (Roche) kullanilarak ve
firmanm kullanma talimatlarina uyularak cDNA lara ¢evrildi. Asamalar sirasiyla

asagidaki gibi gergeklestirildi.

¢ Tipler hazirlanip, her tiipe 1 ul oligo 1 pl hexamer soliisyonundan olacak

sekilde toplam 2 pl karisim birakildu.
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X/
°

X/
°e

Her bir uygulama kendi tiipiine gelecek sekilde 11 pl RNA birakilip,
tiipler spin yapildu.

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

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

ayarlandi.

Master karigim agagidaki gibi hazirlanmigtir:

a) Vial 2:4 x1
b) Vial 4:0,5 x 1
c)Vial 3:2x1
d) Vial 1:0,5 x 1
3.7. Kantitatif (Real-Time) PCR (qPCR)

Flde edilen cDNA 6rnekleri 1:6 oraninda sulandirildi. PCR mastermix olarak

LC 480 Probe Master (Roche) kullanildi. Referans gen GAPDH ve ADAMTS-8,-9

ve -15 i¢in PCR primerleri olarak dizileri Tablo-3.2° de verilen Real Time Ready
kitleri (Roche) kullanildi. Tablo-3.3’ te belirtilen sekilde hazirlanan miksler LC 480
well plateye (Roche) 3 tekrarli yiiklenip, Light Cycler 480 (Roche) cihazinda Sekil-

3.4’ te belirtilen protokole uygun olarak qPCR yapildi. Elde edilen verilerin istatistiki

analizleri SigmaPlot 11.0 programi kullanilarak yapildi ve P<0,05 olmasi istatistiki

olarak anlamli kabul edildi.

Tablo-3.2: ADAMTS ve GAPDH primer dizileri

ASSAY/ID FORWARD PRIMER REVERSE PRIMER
GAPDH/141139 AGCCACATCQCTCAGAC ‘GCCCAATACQACCAAA
AC TCC
ADAMTS8/108591 CCTCACC(;SCACCAATT CCGCTGC;’IIA('JACGTCAA
ADAMTS9/108927 ACGCTGCé’I(’;}GAGTACT TTTATGCS;(ITA;I'“CGACCAC
ADAMTS15/108956 TGAGGGT?(:/A?ATACCGA CTCCTCC(;IE}PGAAGCTCT
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Tablo-3.3: PCR karisim miktarlari

Uriin Kullanilan Miktar Total Hacim
cDNA (1:6 diliisyon) 5ul 5l
Probe Master 10 pl 15 ul
Su 4 ul 19 pl
Primer 1 ul 20 ul
Program Name  pre-incubation
Cyeles | 1 Analysis Mode  None
Target Acquisition Hold Ramp Rate = Acquisitions = Sec Target Step size Step Delay
{("C) Mode {hh:mm:ss) ("Cls) {per “C) [°C) {"C} (cycles)
95 None 00:10:00 4.40 1] 1] 1]
Program Mame | amplification
Cyeles | 55 Analysis Mode | Quaniification
Target Acquisition Hoild Ramp Rate = Acquisitions = Sec Target Step size Step Delay
(°C) Mode (hh:mm:ss) (*Cls) {per °C) [°C}) {"C) (cycles)
95 None 00:00:10 4.40 i] ] i]
B0 Single 00:00:30 220 1] ] 1]
72 Naone 00:00:01 4.40 1] 1] 1]
Program Mame | cocling
Cycles | 1 Analysis Mode  None
Target Acquisition Hold Ramp Rate = Acquisiions = Sec Target Step size Step Delay
(°C) Mode (hh:mm:ss) (*Cl=) {par *C) [°C) {"C) (eyeles)
40 None 00:00:30 220 1] 1] 1]
Sekil-3.4: Real time PCR protokolii
3.8. Western Blot

3.8.1. Western Blot icin PBMC hiicrelerinin ekimi ve inhibitor ve

stimulant uygulanmasi

Periferik kandan izole edilen PBMC’ ler Western Blot i¢in 10ul Trypan blue
boyas1 + 10ul PBMC 6rnegi karistirilarak Thoma laminda sayildi ve ortalama 40.000
hiicre elde edildi. Sayimdan sonra 5x10° PBMC hiicresi 6 kuyucuklu plakalara
yerlestirilip hiicreler 37 °C de, %5’ lik CO2’ li nemli ortamda (Thermo Steri-Cycle)
24 saat inkiibe edildi. Daha sonra kuyucuklara yerlestirilen PBMC’ ler uygulama

sekillerine gore 9 gruba ayrildi (Sekil-3.5, Tablo-3.4).
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Tablo-3.4: PBMC’ lerin uygulama sekillerine gére gruplandirilmasi

Gruplar Uygulanan stimulant ve/veya Inhibitor
! UT
2 TNF-a
3 TNF-a + ERK1/2 inhibitér (PD98059)
4 TNF-a + p38 inhibitor (SB203580)
> TNF-a + JNK inhibitér (SP600125)
6 IL-6
7 IL- 6 + STATS3 inhibitdr (parthenolide)
8 IL-1B
2 IL-1P + NFkB inhibitor (sm7368)

Sekil-3.5: PBMC hiicrelerinin 6 kuyucuklu plakalara ekimi ve inhibisyon-
stimiilasyon uygulamalar1

3.8.2 PBMC hiicre lizatlarinin hazirlanmasi ve protein miktari 6l¢iimii*

PBMC hiicrelerine ERK1/2 , p38, JNK, STAT3 ve NFkB inhibitorleri
uygulanip 2 saat inhibe edildi. Daha sonra, ERK1/2 , p38 ve JNK inhibisyonlari
yapilan hiicreler TNF-a ile, STAT3 inhibisyonu yapilan hiicreler IL-6 ile ve NFkB
inhibisyonu yapilan hiicreler ise IL-1p ile 15 dk uyarildi. Stimiilasyonlart durdurmak
i¢cin 6 kuyucuklu plakalar buz {izerine tasindi. Bazi hiicreler kuyucuklara yapismadigi
icin supernatantlar 15 ml falkon tiip i¢ine toplandi. Supernatantdaki hiicreler 5000
rpm’ de 5 dk santrifiij edilerek ¢oktiiriildii ve pelete dokunmadan pompa yardimiyla
s1v1 kisim uzaklastirildi. Kuyucuklara yapisik halde bulunan PBMC hiicrelerine 5 ml
soguk PBS eklenip pipetlenerek kuyucuklardan kaldirildi ve 15 ml falkon
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icerisindeki peletlerin iizerine eklendi. Tiipler tekrar 5000 rpm’ de 5 dk santrifiij

edilerek hiicreler ¢oktiiriildii ve sivi kisim pompayla uzaklastirildi. Sonraki biitiin

asamalar buz iizerinde gerceklestirildi. Peletlerin {izerine proteaz-fosfotaz inhibitor

kokteyli (Thermo Fischer) ve niikleaz (Thermo Fischer) iceren soguk RIPA buffer

(160 pl,

Sigma Aldrich) eklendi. Once pipet ile sonra vortekslenerek karistirilan

ornekler buzun lizerinde 1 saat bekletilerek liziz edildi.

Protein karisimi ig¢indeki toplam protein miktar1 BCA protein assay Kkiti

(Thermo Scientific Pierce) kullanilarak 6l¢iildii. Kitin kullanma talimatina uyularak

BSA (Bovine Serum Albumine) standartlar1 kullanildi ve 562 nm’ de Olgiim

yapilarak pg/ml deki total protein konsantrasyonu belirlendi.

3.8.3 Protein o6rneklerinin jelde ayrimi ve membrana transferi

X/
L X4

X/
L X4

X/
°

Biitiin protein Orneklerinin ayrimi % 10 ‘luk TGX stain-free fast cast
acrylamid jel (Bio-Rad) ilizerinde Mini Protean Tetra Cell apparatus sistemi
(Bio-Rad) kullanilarak yapildi.

Protein o6rnekleri 1x SDS loading buffer [% 2 (w/v) SDS, % 5 (v/v)
glycerol, % 0.01 (w/v) bromophenol blue, % 8 (w/v) DTT] i¢inde
hazirlandi ve 92-95 °C de 5 dk 1s1tild1.

Ilgili esit miktardaki (20 pg) ve esit hacimdeki (20 pl) proteinler % 10 ‘luk
TGX stain-free fast cast acrylamid jel lizerine yiiklendi ve 300 V’ da 20 dk
SDS running buffer (2.4 mM Tris, 19.2 mM glycine, % 0.01 (w/v) SDS)
igerisinde elektroforez edildi.

Ayrilmis proteinler jelden Trans blot turbo (Bio-Rad) hizli tranfer sistemi
kullanilarak PVDF membrana transfer edildi.

Membranlar % 5° lik yagsiz siit tozu (PBS-Tween icerisinde hazirlanmais)
icerisinde c¢alkalayici lizerinde 1 saat oda sicakliginda bloke edildi.

Bloke edilen membranlar % 5 ’lik siit tozu PBS-Tween icerisinde 1/1000
oraninda hazirlanan primer antikorlar ile c¢alkalayic1 {izerinde oda
sicakliginda 2 saat inkiibe edildi (Tablo.3.5, 3.6).

Membranlar 15 dk 25 ml PBS-Tween ve 3x 5 dk 25 ml PBS-Tween ile

yikandiktan sonra sekonder antikorlar(1/10000 oraninda PBS-Tween
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X/
L X4

icerinde hazirlanmisg) ile 1 saat oda sicakliginda calkalayici {izerinde inkiibe

edildi.

PBS-Tween yikama islemi

tekrarlandi ve son olarak

enhanced

chemiluminiscent (ECL, Bio-Rad) metoduna gore goriintiileme cihazi

ChemiDoc MP (Bio-Rad) kullanilarak goriintiilenmistir.

Tablo.3.5 Primer antikorlarin listesi

Primer antikor Firma
ERK 1/2 antibody Cell Signaling
Phospho ERK 1 /2 antibody Cell Signaling
p38 antibody Abcam
Phospho -p38 antibody Cell Signaling

JNK antibody

Santa Cruz Biotechnology

Phospho- SAPK/JNK antibody antibody

Abcam

STATS3 antibody

BD Biosciences

Phospho- STAT3 antibody Cell Signaling

NFkB antibody Cell Signaling
Phospho-NFkB p65 antibody Abcam
GAPDH antibody Abcam

Tablo.3.5 Sekonder antikorlarin listesi

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

Calismaya Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi, Fizik Tedavi ve
Rehabilitasyon Anabilim dali, Romatoloji poliklinigine Mayis 2016 ile
Mayis 2017 tarihleri arasinda bagvuran, CASPAR kriterlerine gore PsA tanisi
konulmus 8 bayan 7 erkek toplam 15 PsA hastasi alindi. Kontrol grubu olarak
ise Dermatoloji Anabilim dali poliklinigine basvuran klinik ve gerekli
durumlarda biyopsi ile tanis1 konulmus 8 bayan 7 erkek toplam 15 Ps hastast
ve saglikli bireylerden 8 bayan 7 erkek toplam 15 kisi dahil edildi. Calismaya
alan PsA’ l1 hastalarin yas ortalamasi 46,26+14,77 olarak belirlenirken Ps’li
hastalarda bu deger 35,93+17,46 ve saglikli kontrol grubunda ise
39,33+10,79 olarak hesaplandi. Gruplar arasi istatistiksel olarak farklilik
yoktur (p=0,140, Tablo-3.1).

4.1 ERK1/2, P38, JNK STAT3 VE NFKB spesifik inhibitorlerin
PBMC hiicrelerindeki baskilayici etkilerinin Western Blot ile analizi

Calismamizda, kullandigimiz inhibitér ve sitokinlerin ilgili sinyal
yolaklar i¢in islevsel olup/olmadigin1 gostermek amaciyla total kandan izole
edilen PBMC hiicrelerinde uyarici ve inhibe edici etkileri arastirilmistir.
ERK1/2, p38, JNK, STAT3 ve NFkB total protein ekspresyonlari ve
fosforilasyon diizeyleri bu proteinler icin spesifik olan antikorlar kullanilarak
Western blot yontemiyle analiz edilmistir. Ayrica tiim blotlarda ylikleme
kontrolii olarak GAPDH kullanilmistir.

Saglikli bireylerden elde edilen PBMC hiicrelerinde ERKI1/2
ekspresyon diizeyinin gruplar arasi benzer oldugu anti-ERK1/2 antikoru ile
gosterilmigtir.  TNF-o  stimiilasyonu sonucu artmis olan ERKI1/2
fosforilasyonunun ERK1/2 inhibitdrii ile baskilandigi anti-phospho-ERK1/2
antikoru kullanilarak ortaya koyulmustur.(Sekil-4.1).

p38 ekspresyon diizeyinin gruplar arast benzer oldugu anti-p38
antikoru ile tespit edilmistir. Ayrica, TNF-a stimiilasyonu sonucu artmis olan
p38 fosforilasyonunun p38 inhibitorii ile baskilandigi anti-phospho-p38
antikoru kullanilarak saptanmistir (Sekil-4.2).
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Sekil-4.1: ERK1/2 inhibitorii uygulanmig ve TNF-a ile uyarilmis PBMC
hiicrelerinin Western Blot yontemiyle incelenmesi

uTt TNF-a TNF-a
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Sekil-4.2: p38 inhibitorii uygulanmis ve TNF-a ile uyarilmis PBMC
hiicrelerinin Western Blot yontemiyle incelenmesi

Saglikl1 bireylerden Elde edilen PBMC hiicrelerinde JNK ekspresyon
diizeyinin gruplar arast1 benzer oldugu anti-JNK antikoru ile ortaya
konulmustur. Fakat, TNF-o stimiilasyonu sonucu artmis olan JNK
fosforilasyonunun JNK inhibitdrii ile baskilandig1 anti-phospho-JNK antikoru
kullanilarak gozlenmistir (Sekil-4.3).
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Sekil-4.3: INK inhibitorii uygulanmis ve TNF-a ile uyarilmis PBMC
hiicrelerinin Western Blot yontemiyle incelenmesi

JNK

STAT3 ekspresyon diizeyinin gruplar aras1 benzer oldugu anti-STAT3
antikoru ile gosterilmistir. Ote yandan, IL-6 stimiilasyonu sonucu artmis olan
STAT3 fosforilasyonunun STAT3 inhibitorii ile baskilandig1 anti-phospho-
STATS3 antikoru kullanilarak tespit edilmistir (Sekil-4.4).

uT IL-6 IL-6
+

STAT3 i

oSTAT3 | ™ ‘ -
: :

77| s -

GAPDH | D 4N T

Sekil-4.4: STAT3 inhibitorii uygulanmig ve IL-6 ile uyarilmis PBMC
hiicrelerinin Western Blot yontemiyle incelenmesi

NFkB ekspresyon diizeyinin gruplar arasi benzer oldugu anti- NFkB

antikoru ile saptanmigtir. Fakat, IL-1B stimiilasyonu sonucu artmis olan

26



NFkB fosforilasyonunun NFkB inhibitorii ile baskilandigi anti-phospho-
NFkB antikoru kullanilarak ortaya konmustur (Sekil-4.5).

uT IL-1B IL-1B
+
NFKB i

NFkB --‘

e 5
GAPDH e

Sekil-4.5: NFkB inhibitorii uygulanmis ve IL-1p ile uyarilmis PBMC
hiicrelerinin Western Blot yontemiyle incelenmesi

4.2 ADAMTSS, -9 ve -15 mRNA diizeylerinin qPCR ile analizi
Calismamizin qPCR kisminda ADAMTSS, -9 ve -15 gen

ekspresyonlarinin kontrol, Ps ve PsA gruplarma ait PBMC hiicreleri i¢in
sitokin (TNF-a, IL-1p ve IL-6) ve inhibitdr (Erk1/2, p38, JINK, STAT3 ve
NFkB) varligindaki degisimleri arastirilmistir.

Herhangi bir inhibitor veya sitokinle muamele edilmeyen (untreated,
UT) PBMC hiicrelerinin ADAMTSS, -9, ve -15 gen ekspresyon diizeyleri ve
istatistiksel analizi Sekil-4.6’da gosterilmistir. ADAMTS8 ekspresyon
diizeyinin Ps grubunda kontrol ve PsA’ ya oranla ciddi bir artig gosterdigi ve
istatistiksel olarak Ps ile kontrol ve Ps ile PsA arasinda anlamli bir farkliligin
oldugu  gozlemlenmistir  (Sekil-4.6A). Ayrica ADAMTSS  gen
ekspresyonunun PsA ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik gostermedigi bulunmustur. ADAMTS9 gen ekspresyonunun her {i¢
grup icin de istatistiksel olarak anlamli bir degisim gostermedigi tespit
edilmistir (Sekil-4.6B). ADAMTS15 gen ekspresyonunun PsA grubunda
kontrol ve Ps gruplarina oranla artmis oldugunu ve istatistiksel olarak PsA ile
kontrol ve PsA ile Ps arasinda anlamli farkliiin  oldugu

gbzlemlenmistir(Sekil-4.6C).
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Sekil-4.6: PBMC hiicrelerinde ADAMTSS (A), ADAMTS9 (B) ve ADAMTSI15 (C)
genlerinin mRNA ekspresyon diizeyleri ve istatistiksel verileri (n:15)
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Kontrol, Ps ve PsA gruplarindaki PBMC hiicreleri ERK1/2, p38, JNK
spesifik inhibitorler ile (10 pM) 2 saat muamele edildikten sonra TNF-a (100
ng/ml) ile 24 saat stimule edildi. inhibisyon ve uyarilma islemi sonrasi, gPCR
yontemiyle analiz edilen ADAMSTSS, -9 ve -15 gen ekspresyon diizeyleri ve
istatistiksel verileri Sekil-4.7,8 ve 9° da verilmistir.

Kontrol grubunda, ADAMTS8 gen ekspresyonunun TNF-a
stimiilasyonu sonucu degismedigi, fakat, ERK1/2 ve p38 inhibisyonlar
sonrast TNF-a uyarimina yanit olarak ADAMTS8 ekspresyonunda,
istatistiksel olarak anlamli azalma oldugu goriilmiistiir. JNK inhibisyonu
sonucunda ADAMTSS8 gen ekspresyon diizeyi TNF-a stimiilasyonuna yanit
olarak artmistir (Sekil-4.7A). Ps grubunda, ADAMTSS gen ekspresyonunun
TNF-a stimiilasyonu sonucu degismedigi tespit edilmistir. ERK1/2, p38 ve
JNK inhibisyonlariyla TNF-a ile indiiklenmis ADAMTSS8 gen ekspresyon
diizeyi oOnemli oranda azalmistir (Sekil-4.7B). PsA grubunda, TNF-a
stimiilasyonu ADAMTS8 gen ekspresyon diizeyinde istatistiksel olarak
anlaml bir artisa neden olmustur. ERK1/2, p38 ve JNK inhibisyonlarinin ise
TNF-o’ nin ADAMTSS8 ekspresyonu iizerindeki indiikleyici etkisini ortadan
kaldirarak istatistiksel olarak anlamli azalislara sebep olduklar
gozlemlenmistir(Sekil-4.7C).

Kontrol  grubunda, ADAMTS9 gen ekspresyonun TNF-a
stimiilasyonu sonucu degismedigi, JNK inhibisyonu sonrasi ise TNF-a
uyarimina bagli olarak ADAMTSY9 ekspresyonunda bir artis oldugu
bulunmustur (Sekil-4.8A). Ps grubunda, ADAMTS9 gen ekspresyon diizeyi
TNF-a uyarilmasiyla azalis gostermis ve TNF- o’ nin baskilayict etkisi
ERK1/2 ve JNK inhibisyonlariyla daha da artmistir (Sekil-4.8B). PsA
grubunda, ADAMTS9 gen ekspresyonunun TNF-a stimiilasyonu sonucu
degismedigi, ancak ERK1/2, p38 ve JNK inhibisyonlarinin TNF-a uyarimina
yanit olarak ADAMTS9 gen ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli
artislara neden oldugu bulunmustur (Sekil-4.8C).
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Sekil-4.7: ERK1/2, p38 ve JNK inhibitorleri uygulanmis ve TNF-a ile uyarilmig olan
kontrol(A), Ps(B) ve PsA (C) PBMC hiicrelerinde ADAMTSS8 geninin mRNA
ekspresyon diizeyleri ve istatistiksel verileri (n:15).
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Sekil-4.8: ERK1/2, p38 ve JNK inhibitorleri uygulanmis ve TNF-a ile uyarilmis olan
kontrol (A), Ps (B) ve PsA (C) PBMC hiicrelerinde ADAMTS9 geninin mRNA
ekspresyon diizeyleri ve istatistiksel verileri (n:15).
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Kontrol grubunda, ADAMTSI15 gen ekspresyonunun TNF-a
stimiilasyonu sonucu upregiile oldugu ortaya konmustur. ERK1/2 ve p38
inhibisyonlarinin TNF-o> nin indiikleyici etkisini ortadan kaldirarak
ADAMTSI1S5 ekspresyon diizeyinde istatistiksel olarak anlamli azaliglara
sebep olduklar1 gozlemlenmistir (Sekil-4.9A). Ps ve PsA gruplarinda
ADAMTSIS5 gen ekspresyon diizeylerinin TNF-a stimiilasyonu ve ERK1/2,
JNK ve p38 inhibisyonlar1 sonucu degismedigi gézlemlenmistir (Sekil-4.9B,
Sekil-4.9C).

Kontrol, Ps ve PsA gruplarinin PBMC hiicreleri STAT3 inhibitoriiyle
(10 uM) 2 saat muamele edildikten sonra IL-6 (100 ng/ml) ile 24 saat
uyarildi. Inhibisyon ve uyarilma islemi sonrasi, qPCR yodntemiyle analiz
edilen ADAMSTSS, -9 ve -15 gen ekspresyon diizeyleri ve istatistiksel
verileri Sekil-4.10,.11 ve .12’de verilmistir.

Kontrol ve PsA gruplarinda ADAMTSS gen ekspresyonu IL-6
stimiilasyonu  sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir degisim
gostermemistir. Fakat, kontrol ve PsA gruplar1 i¢in STAT3 inhibisyonu
sonrast IL-6 uyarimina bagl olarak ADAMTSS8 gen ekspresyonunda anlamli
artiglar tespit edilmistir (Sekil-4.10C, Sekil-4.10A). Ps grubunda ise
ADAMTSS8 gen ekspresyonunun IL-6 stimiilasyonu sonucu downregiile
oldugu tespit edilmistir. Ayrica, ADAMTSS8 gen ekspresyonunun STAT3
inhibisyonu sonras1 IL-6 uyarilmasina yanit olarak artis gosterdigi ortaya
konmustur (Sekil-4.10B).

Kontrol ve PsA gruplarinda ADAMTS9 gen ekspresyon diizeyinde
IL-6 stiimiilasyonu sonucunda anlamli bir degisim gézlemlenmezken, STAT3
inhibisyonu sonrasi IL-6 uyarilmasma yanit olarak ADAMTS9 gen
ekspresyonun artis gosterdigi ortaya konmustur (Sekil-4.11A, Sekil-4.11C).
Ps grubunda IL-6 stimiilasyonu sonucunda azalan ADAMTS9 gen
ekspresyon diizeyi, STAT3 inhibisyonu sonrasinda IL-6 uyarilmasina baglh
olarak daha da azaldigi bulunmustur (Sekil-4.11B).

Ps grubunda ADAMTSI1S5 gen ekspresyon diizeyi IL-6 stimiilasyonu

sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir artig gostermistir (Sekil-4.12B).
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Sekil-4.9: ERK1/2, p38 ve JNK inhibitorleri uygulanmis ve TNF-a ile uyarilmis olan
kontrol (A), Ps (B) ve PsA (C) PBMC hiicrelerinde ADAMTS15 geninin mRNA
ekspresyon diizeyleri ve istatistiksel verileri (n:15).
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Sekil-4.10: STAT3 inhibitorii uygulanmis ve IL-6 ile uyarilmis olan kontrol (A), Ps
(B) ve PsA (C) PBMC hiicrelerinde ADAMTSS geninin mRNA ekspresyon
diizeyleri ve istatistiksel verileri (n:15).
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Sekil-4.11: STAT3 inhibitorii uygulanmis ve IL-6 ile uyarilmis olan kontrol (A), Ps
(B) ve PsA (C) PBMC hiicrelerinde ADAMTS9 geninin mRNA ekspresyon
diizeyleri ve istatistiksel verileri (n:15).
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Kontrol ve PsA gruplarinda ADAMTS15 gen ekspresyonun IL-6
stimiilasyonu ve STAT3 inhibisyonu sonucu degismedigi gozlemlenmistir
(Sekil-4.12).

Kontrol, Ps ve PsA gruplarinda, PBMC hiicreleri NFkB inhibitoriiyle
(10 uM) 2 saat muamele edildikten sonra IL-1B (20 ng/ml) ile 24 saat
uyarildi. Inhibisyon ve uyarilma islemi sonrasi, qPCR yontemiyle analiz
edilen ADAMSTSS, -9 ve -15 gen ekspresyon diizeyleri ve istatistiksel
verileri Sekil-4.13,.14 ve .15’da verilmistir.

Kontrol grubunda, ADAMTSS gen ekspresyonu IL-1p stimiilasyonu
sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir degisim gostermemistir. Fakat,
NFkB inhibisyonu sonrasi IL-1f uyarilmasina yanit olarak ADAMTSS8 gen
ekspresyonunun upregiile oldugu tespit edilmistir (Sekil-4.13A). Ps grubunda
IL-1B ile stimiile edilen hiicrelerde azalan ADAMTS9 gen ekspresyonun,
NFkB inhibisyonu sonrasi IL-1f uyarilmasina yanit olarak daha da azaldig:
ortaya konulmustur (Sekil-4.13B). PsA grubunda ise IL-1f stimiilasyonunun
ADAMTSS8 gen ekspresyonunda anlamli bir artisa neden oldugu
gozlenmistir. Fakat, NFkB inhibisyonunun IL-18° nin ADAMTSS8 gen
ekspresyonu iizerindeki indiikleyici etkisini ortadan kaldirdigi bulunmustur
(Sekil-4.13C).

Kontrol, Ps ve PsA gruplarinin her {ig¢li i¢inde ADAMTS9 gen
ekspresyonu IL-1f stimiilasyonu sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir
degisim gostermemistir. Ancak, her lic grup i¢inde, NFkB inhibisyonu
sonrast IL-1B uyarilmasmna yanit olarak ADAMTS9 gen ekspresyon
diizeylerinde ciddi ve anlamli artilar oldugu gézlemlenmistir (Sekil-4.14).

Kontrol ve Ps gruplarinda ADAMTS15 gen ekspresyonunun IL-13
stimiilasyonu sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir degisim gdstermedigi,
fakat PsA grubunda ADAMTS15 gen ekspresyonunun IL-1B uyarimiyla
downregiile oldugu bulunmustur. Ote yandan, kontrol ve Ps ve PsA
gruplarinin tamami i¢in NFkB inhibisyonu sonrasi IL-6 stimiilasyonuna yanit
olarak ADAMTSI15 gen ekspresyonun indiiklendigi tespit edilmistir (Sekil-
4.15).
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A ADAMTS 15 expression- Control
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Sekil-4.12: STATS3 inhibitorii uygulanmis ve IL-6 ile uyarilmis olan kontrol (A), Ps
(B) ve PsA (C) PBMC hiicrelerinde ADAMTSI15 geninin mRNA ekspresyon
diizeyleri ve istatistiksel verileri (n:15).
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A ADAMTS 8 expression- Control
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Sekil-4.13: NFkB inhibitori uygulanmis ve IL-1f ile uyarilmis olan kontrol (A), Ps
(B) ve PsA (C) PBMC hiicrelerinde ADAMTSS geninin mRNA ekspresyon
diizeyleri ve istatistiksel verileri (n:15).
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A ADAMTS 9 expression- Control
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Sekil-4.14: NFkB inhibitorii uygulanmis ve IL-1p ile uyarilmis olan kontrol (A), Ps
(B) ve PsA (C) PBMC hiicrelerinde ADAMTS9 geninin mRNA ekspresyon
diizeyleri ve istatistiksel verileri (n:15).
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ADAMTS 15 expression- Control
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Sekil-4.15: NFkB inhibitorii uygulanmis ve IL-1f ile uyarilmis olan kontrol (A), Ps
(B) ve PsA (C) PBMC hiicrelerinde ADAMTS15 geninin mRNA ekspresyon
diizeyleri ve istatistiksel verileri (n:15)
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5. TARTISMA

Ps, goriilme siklig1 toplumda %1-3 araliginda olan, deri ve tirnak tutulumu ile
seyreden kronik inflamatuar bir hastaliktir. Etiyolojisi tam olarak bilinmeyen bu
hastaligin, genetik ve c¢evresel faktorler ile immiin sistem arasindaki etkilesimler

sonucunda gelistigi ongoriilmektedir (9,10).

PsA, hem deri hem de eklemleri etkileyen kemik ve kikirdak yikimina,
fonksiyonel bozukluga ve yasam kalitesinin azalmasina neden olan kronik,
inflamatuar bir hastaliktir (1,2). PsA’ nin patogenezinde genetik, g¢evresel ve
immiinolojik faktorler rol oynamaktadir ve bu faktorlerin etkilesimleri tam olarak
anlagilamamistir. Glinlimiizde PsA’ nin kesin bir tedavisi yoktur ve hastalik
progresyonunu ve terapdtik yaniti tam olarak tahmin edebilen spesifik biyobelirtegler

mevcut degildir (3,4).

Calismaya alinan PsA’li hastalarin yas ortalamasi 46,26+14,77 olarak
belirlenirken Ps’li hastalarda bu deger 35,93+17,46 ve saglikli kontrol grubunda ise
27,93+£7,75 olarak hesaplandi. PsA her yasta goriilebilmekle birlikte 4. ve 5.
dekatlarda daha sik goriilmektedir. Agarwal ve ark. 596 PsA hastasin
degerlendirdikleri caligmalarinda ortalama baslangic yasmm1 47.7y1l  olarak
bulmuslardir (119). Bizim ¢alismamizdaki hastalarin yaslar1 da literatiirle benzerlik

gostermektedir.

Mayadan insana kadar tiim oOkaryotik hiicrelerde bulunan MAPK ailesi,
hiicrelerde sinyal iletiminde hayati rolii olan reseptorler araciligi ile gergeklesen
uyarinin kesisme ve/veya birlesmesinden sorumlu bir dizi proteinden olugmaktadir
(106). Hiicre regiilasyonundaki en genis mekanizmalar arasinda yer alan MAPK
sinyal ileti agiin fizyolojik aktivasyonu hiicre membran reseptorleri sayesinde bir
cok biiylime faktorii, hormon ve sitokinlerin iiretimini tetikleyebilmektedir (107).
Birbirini takip eden yolaklarla aktif hale gelen bu sitoplazmik proteinler, hiicre

icindeki diger proteinlerin, serin (Ser) / treonin (Thr) amino asitlerine fosfat
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gruplarii aktararak etkinliklerini diizenlerler (108). MAPK’ lar hiicrelerden gelen
uyaranlara yanit olarak olusturulan hiicre boliinmesi, hiicre canlilifi, apoptosis,
metabolizma, farklilasma ve motilite ile iligkili siirecler ve gen ifadelerinin

diizenlenmesinde rol oynayan sinyal iletiminden sorumlu proteinlerdir (109).

Uyaran Biiylime Faktdri Sitokinler/Stres Sitokinler/Stres
MAPKEK: Raf MEKK1-4, ASK, MLK MEKK, MLK, ASK 1
l L 4 Y
MAPKK: MEK 1/2 MKK 4/7 MEKK 3/6
h 4 v b 4
MAPK: ERK 1/2 INK 1/2,3 p38
Y v v
Hacresel Yanit Cogalma Apoptoz Hilcresel Hareket
Geligim Yang: Apoptoz
Farklilagma Timor Olusnnm Yeniden Kromatin
Hiicresel Yagam Olugumu
——— Osmoregulasyon

Caligmamizda inhibitorlerini kullandigimiz ERK1/2, p38 ve JNK klasik MAPK
yolaklar1 olarak bilinirler ve MAPK yolaginin sinyal iletim aginda yer alirlar (Sekil
5.1).

Sekil 5.1: MAPK yolaklar1 (ERK1/2, p38 ve JNK)

Sitoplazmik transkripsiyon faktorleri olarak bilinen STAT ailesi proteinleri
sitokin, bliylime faktorii veya peptid reseptorlerinden sinyal alarak aktif duruma
gecer ve bu sinyalleri ¢ekirdege iletirler (110). Sitoplazmada inaktif formda bulunan
STAT proteinlerinin aktif duruma gecisi fosforillenmeyle olur ve dimerleserek
cekirdege yonelirler. Islevlerini hedef genin promoter bolgesine baglanarak gen
ekspresyon degisiklikleriyle gosterirler (111). Bu ailenin yedi iiyesinden biri olan
STATS3, Epiteliyal hiicrelerin apoptozunda, hiicre biiylimesinin diizenlenmesinde,
derinin yeniden sekillenmesinde, makrofaj inaktivasyonunda, IL6’ ya bagimlh
rejenerasyonda,  hiicresel transformasyonda ve inflamatuar  sitokinlerin

downregiilasyonunda rolleri bulunmaktadir (112-114).
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B lenfositlerin ¢ekirdeginde bulunan immunglobulin « hafif zincirine
baglanan NFkB immiin yanitta yer alan, hiicre proliferasyonuna ve apoptoza katilan
gen regiilasyonu ile ilgili dimerik bir transkripsiyon faktoriidiir (115,116). NFkB, kB
olarak bilinen inhibitdr sitoplazmik protein ailesine bagli halde bulunur ve bu
proteinlerin  fosforillenmesiyle aktiflesir (117). NFkB mikroorganizmalar,
interlokinler, biiylime faktorleri, kemoterapdtik ajanlar, viriisler gibi yiizlerce farklh
hiicre dis1 uyaran ile indiiklenebilir ve bunun sonucunda yine yiizlerce hedef genin

ekspresyonunu diizenler (118).

Calismamizin Western blot kismindaki amaci, gen ekspresyonu asamasindaki
stimiilasyon ve inhibisyon basamaklarinin gergeklestiginin protein diizeyinde ilgili
antikorlarla gosterilmesiydi. Western blot bulgularimiz ERK1/2, JNK, p38, STAT3
ve NFkB inhibisyonlar ile IL-6, IL-1p ve TNF-a uyarilmalarinin protein diizeyinde
de gerceklestigini gostermektedir. Western blot bulgularimiz, qPCR c¢aligmalarimizin

giivenirligini arttirmistir.

Calismamizda, ADAMTSS,-9 ve -15 genlerinin PsA, Ps ve kontrol
grubundaki ekspresyon diizeylerini arastirdik. ADAMTSS, -9 ve -15 preteazlarn,
agrekanazlar olarak adlandirilan ADAMTS tiirevleridirler. ADAMTS’ ler bildirildigi
lizere biiyiime gelisme sirasinda ve eklem hastaliklarinin ilerlemesi sirasinda
kikirdagin hiicre disi1 matrisinin metabolizmasinda 6nemli roller iistlenmektedirler
(120). Bilgimiz dahilinde, literatirde ADAMTSS,-9 ve -15 genlerinin PsA
patogenezindeki rolii i¢in yapilmis spesifik ¢aligmalar mevcut degildir, bu anlamda
calismamiz ADAMTSS,-9 ve -15 genlerinin PsA patogenezinde bir rolii olup
olmadigimi arasgtiran ilk ¢alismadir. Diger artrit tlirevleri i¢in yapilmis ¢aligmalar
mevcuttur. Naito ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada; insan artikiiler
kikirdaginda ADAMTS tiirlerinin ekspresyonu qPCR yontemi ile arastirilmistir.
ADAMTS4’ iin osteoartritik kikirdakta baskin olarak eksprese edilen ADAMTS
oldugu, buna ragmen ADAMTSS’ in hem OA’ It hemde normal kikirdakta eksprese
edildigi gosterilmistir. ADAMTS9’ un esas olarak normal kikirdaktan eksprese
edildigi, ADAMTS1, ADAMTSS8 ve ADAMTSIS5’ in ise hem OA’ It hem de normal

kikirdakta ekspresyonunun olmadigi veya dnemsiz diizeyde oldugunu bulmuslardir.
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Bu verilere dayanarak, ADAMTSS,-9 ve -15 gen ekspresyon diizeylerinin artritli
hastalarla kontrol grubuna kiyasla degismedigi belirtilmistir (121). Kevorkian ve
arkadaslarinin insan kikirdaginda qPCR ile yaptigi baska bir ¢alismada ise, normal
kikirdaga gore ADAMTS7, ADAMTS17, ADAMTS14 ve ADAMTSI1 gen
ekspresyonlarinin arttigi,, ADAMTS1, ADAMTSS, ADAMTS9 ve ADAMTS15 gen
ekspresyonlarinin ise azaldigi gosterilmistir (122). Collins-Racie ve arkadaslarinin
artiritte  ADAMTSS8 ekspresyon degisimi ile ilgili yapmis olduklar1 g¢alismada
ADAMTSS ekspresyonunun artmis oldugu belirtilmistir. Fakat, ayn1 caligmada da
belirtildigi lizere artritlerde ADAMTSS ekspresyonu igin literatiirde ¢eliskili sonuglar
mevcuttur (123). Calismamizda ADAMTS8 ve -9 gen ekspresyonlar1 icin PsA
hastalariyla kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisim
gozlemleyemedik. Buna karsin, ADAMTSI15 ekspresyonu i¢in anlamli bir artig
oldugunu gozlemledik. Bu sonuclar ADAMTSI1S5’ in PsA patogenezinde potansiyel
bir rolii olabilecegini ortaya koymaktadir. ADAMTS8 ve -9 enzimleri igin
bulgularimiz literatiirler benzerlik gostermektedir. Ayrica, diger artrit tiirevlerinde
oldugu gibi PsA’ 11 hastalarda da ADAMTSS8 ve -9 enzimlerinin siirekli agrekanaz
etkinliginin gézlemlenemedigini diisiindiirmektedir. ADAMTSS8 ekspresyonunun bir
baska inflamatuar hastalik olan Ps grubunda ise ciddi oranda arttigini bulduk.
ADAMTSS ekspresyonundaki artig, Ps hastalifi i¢in bu enzimin Onemli bir

tetikleyici faktor olabilecegi ihtimalini 6nermektedir.

TNF-a ¢ogu inflamatuar ve otoimmiin hastalikta artis gdsteren pro-
inflamatuar bir sitokindir. Son yillarda anti TNF-a ilaglarinin RA, PsA ve Ps gibi
inflamatuar  hastaliklarin  tedavisinde kullanilmasiyla hastaligin  hem cilt
lezyonlarinda hem de artrit gelisimi iizerinde belirgin sekilde iyilesme sagladig
gosterilmistir, fakat bazi hastalarda da etkinlik gostermedigi veya gosterse bile
siirekliliginin olmadig: belirtilmistir (31,124-126). Bu durum hem PsA, hem de Ps
patogenezinde TNF-o’ nin 6nemli bir rolii oldugunu ve TNF-o inhibitorlerinin
aslinda bu hastaliklar1 inaktive etmedigi sadece baskiladigr fikrini de
giiclendirmektedir (127). Sonuglarimiza gére TNF-a stimiilasyonu sonucunda
ADAMTSS gen ekspresyonu Ps ve PsA gruplarinda artis gdstermistir. Literatiirle
uyumlu olan bu veriler ADAMTSS8 enziminin TNF-a varliginda PsA ve Ps gibi
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inflamatuar hastaliklarin patogenezinde ECM yikiliminda rolii olabilecegini ortaya
koymaktadir. Buna karsin, kontrol, PsA ve Ps gruplarinin tamaminda da ADAMTS9
gen ekspresyonu TNF-a stimiilasyonu sonucu diisiis gdstermistir. Calismamizda
kullandigimiz hiicre tiirleri ve ¢alisma materyalinin literatiirdeki diger ¢aligmalarda
kullanilandan farkli olmast ADAMTS9 gen ekspresyonu icin literatiirle farkl

sonuclar elde etmemize neden olmus olabilir.

Onceki c¢alismalarda gosterildigi gibi, MAPK ailesi proteinleri pro-
inflamatuar sitokinlerin ve matrix metaloproteinaz enzimlerin indiiklenmesinde rol
almaktadirlar. MAPK aktivasyonunun TNF-a sinyalinin baslangi¢ ve devamliliginda
rolii oldugu ortaya konmustur. TNF-a’ nin bir¢ok inflamatuar hastaligin baslangi¢ ve
gelisimde yer almasi sebebiyle, MAPK aktivasyonun da inflamasyonda etkisinin
olabilecegi raporlanmistir (128,129). Yapilan c¢alismalarda MAPK sinyal
aktivasyonunun RA sinoviyalinde ve Ps deri lezyonlarinda rolii oldugu
tanimlanmustir (130,131). Iyi tammlanmis iic MAPK yolagindan biri olan ERK1/2,
TNF-a gibi pro-inflamatuar stokinlerin etkinligini artiran 6nemli bir sinyal yolagidir
(132). Yapilan c¢aligmalarda ERKI1/2 yolak aktivasyonunun RA sinoviyal
stvilarindaki inflamasyon ic¢in 6nemli oldugu ortaya konmustur, ayrica TNF-a
stimiilasyonunun ERK1/2 aktvitesini de arttirdig1 vurgulanmistir (133,130). Ayrica,
son calismalarda sitokin iiretiminde posttranskripsiyonel regiilasyonundan dolay1
ozellikle RA tedavisinde bir diger MAPK yolag1 olan p38 inhibitorlerin zayif etkileri
oldugu belirtilmistir (134). Iyi tamimlanmis diger MAPK  yolagi olan JNK
aktivitesinin de inflamatuar hastaliklardaki onemi arastirilmistir. JNK epidermal
delesyonlu farelerle yapilan caligmada Ps’li hastalarda goriilen deri lezyonlarina
benzer yapilar ve artrit artis1 oldugu belirtilmistir. Ayn1 ¢aligmada JNK ile birlikte
TNF delesyonu olan farelerde ise deri lezyonlarinda azalma oldugu ve artrit

gelismedigi rapor edilmistir (135).

Calismamizda ~ ADAMTS8  geninin  Ps  patogenezinde, = TNF-a
sitlimiilasyonuyla artan ekspresyonu, bu enzimin Ps i¢in dnemli bir tetikleyici faktor
oldugunu diisiindiirmektedir. Ote yandan, Ps grubu i¢cin MAPK sinyal yolaklari
inhibisyonunda ADAMTSS8 enzim etkinliginin ciddi ve istatistiksel olarak anlamli

azalis profili, genin bu yolaklar iizerinden olasi etkinligi i¢inde 6nemli kanitlar
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sunmaktadir. PsA grubunda MAPK sinyal yolaklar1 inhibisyonundaki ADAMTSS
geninin anlamli ekspresyon azaliglari, TNF-a sitokininin varliginda bu yolaklarin
inflamasyon  etkiliginde  6nemli  aktivatdrlerinden  olabilecekleri  fikrini
pekistirmektedir. Ayrica, MAPK yolaklarinin ADAMTSS8 enzim aktivitesi ig¢in
diizenleyici proteinler olabileceklerini gdstermektedir. PsA ve Ps gruplarinda TNF-a
ile uyarilmalar1 sonucu ADAMTSS gen ekspresyonunda kontrol grubuna oranla artis
oldugu goézlemlenmistir. Bu durum TNF-o uyarilmasinin literatiirde de goriildigi
gibi matris yikiliminin tetikleyici unsurlarindan oldugunu gostermektedir. Kontrol
grubunda ise JNK inhibisyonu i¢in tersi bir durum s6z konusudur, JNK inhibisyonu
sonrasinda TNF-a uyarilmasina yanit olarak ADAMTSS8 gen ekspresyonunda ciddi
artis gozlenmistir ve bu artis aym sekilde ADAMTS9 ve -15 gen ekspresyon
diizeyleri icin de gecerlidir. Bu durum JNK inhibisyonunun saglikli bireylerde
agrekanaz etkinligi olan ADAMTS genlerinin ekspresyonunu arttirdigini ortaya
koymakta ve JNK’nmin bu genlerin ekspresyonu iizerinde baskilayici etkisinin

olabilecegi diistindiirmektedir.

Ps’li hastalarda, TNF-o sitlimiilasyonu sonucunda artan ADAMTS9
ekspresyonunun, ERK1/2 ve JNK inhibisyonlariyla ciddi diislis gosterdigi
bulunmustur. Bu bulgular, Ps hastalar1 icin ADAMTS9 enziminin TNF-a varliginda
MAPK yolaklarint kullanarak etkinligini arttirdigi olasiligini giiclendirmektedir.
PsA’li hastalarda ise Ps’ 1i hastalarin tam tersi olarak, TNF-o uyarilimi ile
degismeyen = ADAMTS9  ekspresyonun MAPK inhibisyonlariyla  arttig
gbzlemlenmistir. ADAMTS9 ekspresyonun PsA grubunda, Ps grubu ve saglikh
bireylerden farkli olarak MAPK inhibisyonlariyla artis gostermesi, ADAMTS9
enziminin PsA patogenezinde sadece TNF- a uyarilmasina degil ayn1 zamanda
MAPK inhibisyonuna da ihtiya¢ duydugunu ortaya koymaktadir. Ayrica, PsA
hastalarinda MAPK yolaklarinin ADAMTS9 ekspresyonu tizerinde baskilayici etki

gosterdigi olasiligini ortaya koymaktadir.

ADAMTSI15 geni ise ¢aligmamizin biitiiniinde kontrol, Ps ve PsA gruplarinin
tamaminda TNF-a ve IL-6 sitiimiilasyonlar1 ile MAPK ve STAT3 inhibisyonlar1 igin
herhangi bir anlamli degisim gostermemistir. ADAMTS1S5 geni i¢in diger genlere

oranla da diisiik ekspresyon profilleri gozlemlenmistir. Bu durum Ps ve PsA
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hastaliklarinin patogenezinde ADAMTS15 enziminin bu sitokin ve inhibitorlerden

etkilenmedigini diisiindiirmektedir.

IL-6’nin IL-1 ve TNF-a ile sinerjik etki yaptig1 ve PsA hastalarinin serum IL-
6 diizeylerinin Ps hastalarindan fazla oldugu belirtilmistir (136). Bu durum IL-6’nin
PsA da eklem sorunlartyla iliskili oldugunu diisiindiirmektedir. RA’ I1 hastalarla
yapilan bir calismada kartilaj hasar1 yaratan enzimlerin artisinda rol alan IL-17
diferansiyonunu IL-6’nin disinda bircok sitokinin uyardigi, bundan dolay1r IL-6
varliginin artrit gelisiminde vazge¢ilmez olmadigi vurgulanmistir (137). Yapilan
farkli bir ¢aligmada, STAT3 proteininin IL-6" nin aktiflestirilmesinde ve dolayli
olarak otoimmiin cevap olusumunda etkili oldugu bulunmustur (138). Ote yandan,
STAT3 proteinin anti-inflamatuar etkisi olan IL-10 etkinligi i¢in de Onemli bir
uyaran oldugu da tespit edilmistir (139). Mimata ve arkadasalarinin yaptigi
calismada pro-inflamatuar sitokin IL-6° nin, ADAMTS4 ve -5 genlerinin
ekspreyonunu STAT3 proteinine bagimli olarak artirdigi ve STAT3 inhibitorii
varliginda ise IL-6° nin ADAMTS4 ve -5 ekspresyon diizeyleri {iizerindeki
indiikleyici etkinin ortadan kalktig1 gdsterilmistir (140).

Calismamizda, literatiirde artritler i¢in goriilenin tersine, IL-6 ile uyarilan Ps
ve PsA PBMC hiicrelerinin ADAMTSS8 ve -9 gen ekspresyon diizeylerinde azalma
goriiliirken, STAT3 inhibisyonu sonucunda ise ADAMTSS ve -9 genlerinin upregiile
oldugu gozlemlenmistir.  Artritli hastalarda yapilmis oOnceki c¢alismalarla
karsilagtirildiginda STAT3 inhibisyonu sonrasi IL-6 ile uyarilmada, aym gen
ailesinden ve agrekanaz etkinligi gosteren farkli genler icin farkli etkiler goriilmesi,
bu proteinlerin ADAMTS gen ekspresyonlart i¢in diizenleyeci etkilerinin farkl
olabilecegini gostermektedir. Ozellikle PsA grubunda, ADAMTSS ve -9 gen
ekspresyonlarinin  STAT3 inhibitoriiniin  varliinda upregiilasyonlari, STAT3
yolaginin anti-inflamatuar etkisinin bu genler {izerinde baskilayici rolii olabilecegi

fikrini gliclendirmektedir.

Demircan ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir calismada kondrosarkomlu
hiicrelerde IL-18" nin ADAMTS4, -5 ve -9’ un mRNA seviyelerinde artisa neden
oldugu, ADAMTSI ve -3 mRNA seviyelerinde ise artis gozlenmedigi belirtilmistir.
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Ayni caligmada bu artisin en fazla ADAMTS9 ekspresyon diizeyinde izlendigi,
fibroblastlardan ¢ok kondrositlerde artis goriildiigi ve TNF-o’nin da IL-18 ile
sinerjistik etki gosterdigi ortaya konmustur (141). Bu bulgular, artrit patogenezinde
onemli yeri olan IL-1’ in; ADAMTS-4 ve -5 gen ekspresyonlariyla birlikte
ADAMTSY9’ u da indikleyerek, artrit gelisimine katki saglayabilecegini
diistindiirmektedir. RA gibi bazi inflamatuar hastaliklarda yiiksek NFkB
aktivasyonunun NFkB’ nin inflamasyon patogenezinde rolii oldugunu ortaya
koymaktadir (142). Ote yandan, farkli inflamatuar hastaliliklarda. NFkB aktivitesi
icin ¢eliskili artis veya azaliglar oldugu da bildirilmistir (143,144). Calismamizda
literatliriin  tersine, ADAMTSS8 ekspresyonu IL-18 stimiilasyonuyla artarken
ADAMTSY ekspresyonu ise azalmistir. Bulgularimiz IL-18 ile uyarilmanin
ADAMTSS ekspresyonu lizerinde TNF-a stimiilasyonunda goriildiigii gibi tetikleyici
etkisi oldugunu gostermektedir. NFkB inhibisyonuyla ADAMTSS8 ekspresyonunun
downregiile oldugu ve ADAMTSY9 ve-15 ekspresyonlarinin ise upregiile oldugu
gozlemlenmistir. Bu durum NFkB’ nin ADAMTSO ve -15 genlerinin regiilasyonunda
baskilayict rolii oldugunu, ama ADAMTSS geninin regiilasyonunda ise tetikleyici

rolii oldugunu diistindiirmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Pro-inflamatuar sitokinler olan TNF-a ve IL-1B’ nin MAPK ve NFkB sinyal
yolaklarim1 kullanarak ADAMTSS geninin PsA’ 11 hastalarda ekspresyonunu
arttirdigini tespit ettik. Bu bulgular, ADAMTSS8 enziminin artan pro-inflamatuar
sitokinlerle birlikte, PsA hastalarinin kartilaj hasarinda 6nemli bir rol oynadigini
gostermektedir. ADAMTSS enzimini baskilayan ilaglarla, PSA’ nmn inflamasyon
etkisinin azaltilabilecegini dngormekteyiz. ADAMTSY gen ekspresyonunun TNF-a,
IL-1B ve IL-6 sitokin uyarilmalariyla degismedigi ama, MAPK, STAT3 ve NFkB
gibi yolaklarin inhibisyonuyla indiiklendigi gosterildi. Bu sonuglar, ADAMTS9 gen
reglilasyonunda pro-inflamatuar sitokinlerden ziyade sinyal yolaklarin etkili
oldugunu ortaya koymaktadir. ADAMTS15 ekspresyonunun PsA patogenezinde artis
gosterdigi, fakat TNF-a, ve IL-6 stimiilasyonlar1 ve MAPK ile STAT3
inhibisyonlarindan etkilenmedigi ortaya konuldu. Bu sonug, ADAMTSI15
proteazinin PsA’ I1 hastalarda matris yikimindaki etkinliginin arastirdigimiz sitokin

ve yolaklardan bagimsiz oldugunu diisiindiirmektedir.

PsA patogenezinde ADAMTSS, -9 ve -15 gen ekspresyonlarini aragtirdigimiz
caligma, kullanilan yontem ve materyal bakimimdan PsA hastalif1 i¢in Oncii bir
calisma niteligindedir. Fakat calismamizin gercek anlamda hedefine ulasmasi i¢in

ileriki caligmalarla daha da detaylandirilip genisletilmeye ihtiyaci vardir.

ADAMTSS -9 ve -15 gen ekspresyon diizeyleri igin elde ettigimiz veriler ,
farkli materyal veya yontemler kullanilarak yapilacak yeni c¢aligmalarla

giiclendirilmelidir.

MAPK Hiyeleri ve STAT3 proteinin PsA patogenezinde ADAMTSS, -9 ve -15
genleri lizerindeki etkileri degiskenlik gostermektedir, bu degiskenlikler farkl

caligmalarla da desteklenmelidir.

PsA grubu PBMC hiicreleri i¢in IL-6, IL-1 B ve TNF-a ile uyarilmalar
sonucu elde edilen ADAMTSS, -9 ve -15 ekspresyonlari, literatiirdeki artrit
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calismalariyla uyumsuzdur. Elde etigimiz bulgularin gili¢lendirilmesi i¢in yapilacak

yeni ¢aligsmalara ihtiya¢ vardir.

Agrekanaz aktivitesi NFkB proteininin rolii i¢in IL-1B sitokinlerin
kullandigimiz c¢alismalarin genelinde anlamli degisimler gézlemleyemedik. Farkli
sitokinler veya ADAMTS agrekanaz ailesinin farkli enzimleriyle yapilacak

calismalar NFkB’ nin olasi roliine 151k tutabilir.

Calismamizda Kontrol grubu i¢in elde ettigimiz en ilgi c¢ekici sonug JNK
inhibisyonunda ADAMTSS, -9 ve -15 ekspresyonunun ciddi artis gostermesidir. Bu
sonu¢ JNK proteinin agrekanaz baskilanmasinda Onemli bir rolii olabilecegi
ihtimalini gostermektedir. Artrit gelisiminin JNK proteiniyle engellenebilecegi

thtimali i¢in yapilacak yeni ¢aligsmalara ihtiya¢ vardir.
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