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OZET

Matriks metalloproteinazlar (MMP), genel olarak ekstraselliiler matriksin tiim protein bilesenlerini
parcalayabilen, birincil matriks bozucu proteazlardir. Romatoljik hastaliklar kas, iskelet sistemi, eklemler
ve dolayl olarak da i¢ organlari ve biitiin viicudu etkileyebilen bir hastalik grubudur. Bunlar genel olarak
sistemik, otoimmiin, kronik seyirli inflamatuar bir hastaliktir. Primer Sjégren Sendromu (pSS), Romatoid
Artrit (RA) ve Psoriatik Artrit (PsA) hastaliklarinin patofizyolojilerinde kollejenazlar ve jelatinazlar
gecerli bir 6neme sahiptirler. Yapilan birgok calisma da farkli MMP tiirlerinin bu hastaliklarin
patogenezinde ki rolleri agiklanmaya c¢aligilmistir. Biz ¢alismamizda, daha 6nce yapilan ¢aligmalardan
edindigimiz bilgiler 151381nda MMP-13 ve MMP-9"u ele aldik. Calismaya Gazi Universitesi T1p Fakiiltesi
Romatoloji Bilim Dal1 Poliklinigi’nde takipli hastalardan géniillii olarak katilmay1 kabul eden pSS’lu 20,
RA’li 20, PsA’li 19 ve 15 saglikli kiside kontrol grubu olarak alinmustir. Calismanmuzda elde ettigimiz
sonuglar neticesinde; kontrol ile PsA gruplarinin MMP-13 seviyeleri ve kontrol ile pSS gruplarinin MMP-
9 seviyeleri arasinda istatiksel olarak anlaml bir fark bulundu (sirasi ile p=0,026, p= 0,040). pSS’de
MMP-13 ve MMP-9 seviyeleri arasinda 0,01 diizeyinde anlamli, negatif korelasyon, RA’de
sedimantasyon ve MMP-9 seviyeleri arasinda 0,01 diizeyinde anlamli, negatif korelasyon ve PsA’de ise
MMP-13 ve MMP-9 seviyeleri arasinda 0,05 diizeyinde anlaml, pozitif korelasyon bulundu. ELIZA ile
dlciimii yapilan MMP-13 ve MMP-9 diizeyleri ayrica HPLC yontemi ile de cahisildi. Olgiimlerden elde
ettigimiz kromatogramlar incelendiginde MMP-13 ve MMP-9 ayrim yapilamadi ancak MMP
diizeylerinin total olarak 6l¢iilebilecegini diisiinmekteyiz. pSS, RA, PsA ve hatta bir¢cok hastalikta MMP-
13, MMP-9 ve diger MMP tiirleri etkin bir role sahiptir. MMP’lar kompleks molekiillerdir ve hastaliklarin
patogenezinde bir biyobelirteg veya terapotik hedef olarak gosterilmesi miimkiindiir. Fakat bu amaca
yonelik daha fazla ¢aligma yapilmalidir. MMP diizey dl¢iimlerinin daha kolay, yaygin ve etkin olabilmesi
icin analiz yontemlerini gelistirmeye ihtiyag vardir. Bu ¢alismanin ilerideki metot gelistirme ¢aligmalarina
151k tutacagini diisiiniiyoruz.

BilimKodu :1010.1

AnahtarKelimeler : Primer Sjogren Sendromu, romatolojik hastaliklar, matriks
metalloproteinazlar, HPLC

SayfaAdedi . 82
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ABSTRACT

Matrix metalloproteinases (MMP) are generally primary matrix distruptive proteases which are capable
to dismantle all protein components of extracellular matrix. Rheumatic diseases can affect
musculosceletal system and joints, and also viscera and all body parts, accordingly. These are systemic,
autoimmune and chronic inflammatory diseases. In pathophysiologies of Primer Sjogren’s Syndrome
(pSS), Rheumatoid arthritis (RA) and Psoriatic Arthritis (PsA) diseases, collagenases and gelatinases have
a valid importance. In many studies, roles of different MMP types in pathogenesis of those diseases have
been tried to be clarified. In our study, we decided to deal with MMP-13 and MMP-9, according to the
information we obtained from previous studies. Voluntary participants from Gazi University Medical
Faculty Rheumatology Department Policlinic, 20 patients with pSS, 20 patients with RA, 19 patients with
PsA, and 15 healthy people as control group, were included to the study. According to our results, there
was a statistically significant difference in MMP-13 levels between control group and PSA group and in
MMP-9 levels between control group and pSS group (p=0,026, p= 0,040, respectively). In pSS, between
MMP-13 and MMP-9 levels, significant, negative correlation with 0,01 level; in RA, between
sedimentation and MMP9 levels, significant, negative correlation with 0,01 level; and in PsA, between
MMP-13 and MMP-9 levels, significant, positive correlation with 0,05 level were found. MMP-13 and
MMP-9 levels measured by ELISA were also studied by HPLC method. Considering chromatograms we
obtained from measurements, MMP-13 and MMP-9 could not be distinguished, but we think that total
MMP level can be measured. MMP-13, MMP-9 and other MMP types have active roles in pSS, RA, PsA
and many other diseases. MMPs are complex molecules and it is possible that they can be considered to
be used as biomarkers or theraupetic targets in pathogenesis of diseases. However, more studies are
needed according to this purpose. In order to make MMP level measurements more easy, widespread and
effective, development of analysis methods is required. We believe that our study will shed light on further
method development studies.
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SiIMGE VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis olan bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte

asagida sunulmustur.
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CASPAR Psoriatik Artrit Siniflama Kriterleri

CAT Katalitik domain

CCP Siklik sitriilinat peptid

CNS Merkezi sinir sistemi

CRP C reaktif protein

Cys Sistein

DLE Diskoid Lupus Eritematozus

DMARD Hastalik modifiye edici antiromatizmal ilag
ECM Ekstraselliiler matriks

EGF Epidermal biiylime faktorii

ELiZA Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay
FDA ABD Gida ve Ilag Idaresi
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HRP Horseradishperoksidaz
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LP Liken Planus

M10 Metzincin siiperailesi
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Mitojenle aktive protein kinaz
Miyelin temel proteini
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Photo-diod Array dedektor
Trombosit kaynakli biiytime faktorii
Prostoglandin E2

Proksimal interfalangeal

Psoriatik artrit

Primer Sjogren sendromu
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1. GIRIS

Hiicre ve dokulara sadece yapisal destek saglamakla kalmayip aymi zamanda hiicre
proliferasyonu, farklilagsma, migrasyon, yapisma ve doku morfogenezisi gibi pek ¢ok
biyolojik aktivitede rol alan ekstraseliiler matriks (ECM); sentez, pargalanma ve yeniden
yapilanma siireglerindeki hiicre regiilasyonu, doniisimii gibi etkilerini Matriks

Metalloproteinazlar araciligi ile gerceklestirir.

Matriks Metalloproteinazlar (MMP), toplu olarak ekstraseliiler matriksin tiim protein
bilesenlerini pargalayabilen, birincil matriks bozucu proteazlardir [1]. MMP'lar, ¢inko ve
kalsiyum bagimli endopeptidazlarm bir ailesi olup, katalitik bdlgede bir Zn*? iyonunu
baglayan li¢ histidin kalintis1 ile karakterizedir [1]. Giiniimiizde X-151m1 kristalografisi ve
niikleer manyetik rezonans (NMR) ¢aligsmalar1 bircok MMP'1in yapisini belirlemeyi miimkiin
hale getirmistir [2]. MMP'lar1 substrat tanima ve bolme mekanizmasina gore de alti
kategoriye ayirabiliriz. Kollajenazlar, stromelisinler, matrilisinler, jelatinazlar, membrana

bagli MMP’lar ve grup belirtimi olmayan MMP'lar.

Matriks metalloproteinazlar hem hiicre-hiicre hem de hiicre-hiicre dis1 matriks
etkilesimlerinin diizenlenmesinde anahtar oyuncular olarak kabul edilmektedir. Hiicre ve
dokulara sadece yapisal destek saglamakla kalmayip ayni zamanda hiicre proliferasyonu,
farklilagma, migrasyon, yapisma ve doku morfogenezisi gibi pek ¢ok biyolojik aktivitede rol
alirlar. Genis faaliyet yelpazesi ve ifade alanlarindan dolayi, hastaliklarin tedavisinde
terapotik hedef veya teshisleri kolaylastirmada biyolojik belirte¢ hedefi olarak
potansiyelinin aydinlatilmasi, farkli hiicresel konumlardaki ve farkl: hastalik asamalarindaki

rollerinin dikkatle analiz edilmesi 6nem arz etmektedir [3].

Matriks metalloproteinazlar, ekstraseliiler matriksin stabilitesi i¢in 6nemlidir. Kikirdak ve
eklem ekstraseliiler matriksinin ana bileseni olan kollajenin yikim mediyatorii 6zellikle
kollajenazlardir [4]. Kollajenazlar, tiglii sarmal yapidaki fibriler kollajenlerin bozunmasini
katalize eder. Dort tip kollajenaz vardir; kollajenaz-1 (MMP-1, interstisyel kollajenaz),
kollajenaz-2 (MMP-8, nétrofil kollajenaz), kollajenaz-3 (MMP-13) ve kollajenaz-4 (MMP-

18, Xenopus collagenase) olarak adlandirilir.



MMP ailesinin diger 6nemli bir alt grubunu olusturan Jelatinazlar ise, MMP-2 (Jelatinaz A)
ve MMP-9 (Jelatinaz B) olmak iizere 2 tip liyeye sahiptir. Domain yapilarinda diger
MMP’lardan farkli olarak Fibronektin tip II benzeri 3 tekrar bolgesi igerirler.

Romatolojik hastaliklar kas, iskelet sistemi, eklemler ve dolayli olarak da i¢ organlari ve
biitlin viicudu etkileyebilen bir hastalik grubudur. Romatizmal hastaliklarin sebebi
gegmisten beri c¢ok net anlagilamamistir. Genetik yatkinliklar, cevresel faktorler,
enfeksiyonlar v.b gibi sebeplerle bagisiklik sisteminde meydana gelen degisiklilerin
tetiklemesiyle ortaya ¢ikmaktadirlar. Romatizmal hastaliklar niifusun biiyiik bir boliimiint

etkilemektedir.

Romatizmal hastaliklar genel anlamda eklem, bag dokusu ve kaslarin disinda, birgok organ
ve sistemi tutabilen hastaliklar1 da biinyesinde barindirir. Bu nedenle, kapsami oldukca
genistir ve yaklasik 200 kadar hastaligi igerir. Bu galigmada biz Primer Sjégren Sendromu,
Romatoid Artrit ve Psoriatik Artrit hastaliklarini 6rnek olarak ele aldik.

Sjogren Sendromu (SS) gozyast ve tiikriik bezleri basta olmak tizere, tiim ekzokrin bezlerin
inflamasyonu ile karakterize, yavas seyirli, kronik, sistemik, otoimmiin bir hastaliktir.
Temelde bir otoimmiin ekzokrinopati olan bu hastaligin baslica belirtileri olarak agi1z ve g6z
kurulugu (sikka semptomlar1) sayilmaktadir. Bununla birlikte hastalik pek ¢ok organ ve
sistemi de etkileyebilmektedir. Bu anlamda hem organa 6zgii, hem de sistemik 6zellikleri
birlikte bulundurabilen bir hastaliktir. Sjogren sendromu primer yada sekonder olarak
siniflandirilabilir. Altta yatan baska bir hastalik yoksa primer SS, baska bir hastalik ile
birlikte ise (6rnegin romatoid artrit) sekonder SS olarak adlandirilir [5]. Primer Sjogren

sendromu (pSS), erken ve asamali lakrimal ve tiikriik disfonksiyonu ile karakterizedir [6].

Romatoid artrit (RA), en sik rastlanan sistemik otoimmiin, simetrik olarak eklemlerde artrite
yol acan ve bircok eklemi ayni anda tutabilen kronik seyirli inflamatuvar bir hastaliktir.
Romatoid artrit, en yaygin inflamatuvar artritlerden biridir. Etkilenen hastalar kronik eklem
agrisi, sakatlik ve ciddi mortalite oranlar1 ile muzdariptir. Aym1 zamanda bir¢cok organ ve

sistemi de tutabildiginden eklem dig1 bulgular ve sistemik semptomlar da goriilebilmektedir

[6].



Psoriatik artrit (PsA), psoriazis (sedef) denilen deri hastaligi ile beraber gelisen ve psoriazis
hastalig1 bulunanlarin yaklasik %20’sinde goriilen eklem iltihabi ile seyreden bir hastaliktir.
Hastalik bir¢ok eklemi ve/veya omurgay1 tutabilir ve belirtiler kisiden kisiye degiskenlik
gosterebilir. Psoriatik artrit, tuttugu eklemde hasara neden olur. PsA, romatoid faktoriin (RF)
kesfi ile romatoid artritten ayirt edilmistir. RA'li hastalarin %85'i RF pozitif iken PsA‘li

hastalar genellikle RF i¢in seronegatiftir [6].

Romatizmal hastaliklar niifusun biiyiik bir boliimiint etkilemektedir. Sjogren sendromu
goriilme sikhigr yaklasik %0,1 ile %0,6 arasinda iken RA genel olarak %1-2 olup, Psoriatik
artiritin goriilme sikligini ise yaklasik %0,04 - 0,1 arasinda degismektedir. Bu hastaliklar
genel olarak sistemik, otoimmiin, kronik seyirli inflamatuvar hastaliklardir. Hastaliklarin
etyopatogenezi tam olarak agiklanamamis olmakla beraber genetik ve ¢evresel faktorlerin
etkisiyle ve ardindan otoimmiinitenin aktiflesmesiyle kronik seyirli inflamatuar bir hastalik

halini almaktadir.

MMP’larin kesfedildikleri zamandan beri ECM fizyolojisi tizerindeki rolleri ile ilgili
caligmalar devam etmektedir. ECM fizyolojisi iizerindeki rolleri inflamasyonda aktif bir rol
iistlenen sitokinler ile olan etkilesimleri sebebiyle daha 6nemli hale gelmistir. Sitokinler ile
olan etkilesimleri neticesinde immiinite, inflamasyon ve dogal olarak hastaliklarin seyrinde

etkili ve aktif bir rol {istlendikleri anlagilmistir.

pSS, RA ve PsA hastaliklarinda patofizyolojileri agisindan kollejenazlar ve jelatinazlar
gecerli bir oneme sahiptirler. Yapilan bir¢ok calisma da farkli MMP tiirlerinin bu
hastaliklarin patogenezinde ki rolleri agiklanmaya ¢alisiimistir. Biz ¢alismamizda daha 6nce

yapilan ¢alismalardan edindigimiz bilgiler 1s181nda MMP-13 ve MMP-9’u ele aldik.

Genig faaliyet yelpazesi ve ifade alanlarina sahip olan MMP ailesi bir¢cok hastaligin
patofizyolojisinde etkin bir role sahiptir. MMP’larin iistlendikleri roller kadar yapilar1 da
kompleksdir. Boyle kompleks bir yapiya sahip olan bir biyomolekiiliin analizi de ¢ok kolay
olmamaktadir. Olgiim icin farkli analiz yontemleri kullanilmaktadir. Bunlardan en yaygin
olarak kullanilan1 ELIZA yontemidir. Fakat bilindigi iizere bu yontemin de hassasiyet ve

ozgiilliik ile ilgili baz1 dezavantajlar vardir.



Bu ¢alismamizda; pSS, RA ve PsA hastaliklariin patofizyolojileri ile MMP-13 ve MMP-9
seviyeleri arasindaki iliskinin incelenmesinin yaninda MMP diizeyleri ELIZA yontemi
disinda HPLC yontemini ile de Olgiildii. Yapilan literatiir taramalarinda MMP’lerin
HPLC’de 6l¢limiine dair referans bir metot bulunmamaktadir. Bu ¢alismanin ilerideki metot

gelistirme caligsmalarina 151k tutacagini diislinliyoruz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ektraseliiler Matriks

Ekstraseliiler matriks (ECM) canli organizmada hiicreler arasindaki bosluklar1 dolduran ve
bu hiicreleri birbirine baglayan komplex bir yapidir. iginde bulundugu ya da temas halinde
oldugu hiicreler tarafindan salgilanir. Yapisinda kollajen, fibronektin, laminin, elastin,

glikoproteinler gibi gesitli proteinler ve proteoglikanlar bulunur [7, 8].

Genel olarak gorevleri:

1. Hiicreler arasindaki bosluklar1 doldurarak hiicreleri birbirine baglar.
Doku ve hiicreler i¢in destek gorevi goriir.
Hiicrelerin sekil, yap1 ve hareketinde rol alir.
Hiicre gelisim ve farklilagmasini saglar.
Hiicreler arasi madde aligverisi ve sinyal iletiminde rol oynar.
Hiicre yasaminin devamliliginda gorev alir.

Hiicrelerin gogii ve birbirleri ile olan iligkilerini diizenler.
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Hiicrelerin gelisiminde, cogalmasinda, canliliginin devaminda gorev alan hormon

vb biyomolekiiller i¢in depo gorevi goriir.

Hiicreler tarafindan salgilanan bu ECM yine bu hiicreler tarafindan sentezlenen proteazlar

tarafindan yeniden yapilanma ve yikima ugrarlar. Bu biyomolekiiller:

1- Serin Proteazlar

2- Matriks Metalloproteinazlar

Hiicre ve dokulara sadece yapisal destek saglamakla kalmayip aynmi zamanda hiicre
proliferasyonu, farklilagsma, migrasyon, yapisma ve doku morfogenezisi gibi pek cok
biyolojik aktivitede rol alan ECM sentez, par¢alanma ve yeniden yapilanma stireclerindeki
hiicre regiilasyonu, doniisiimii gibi etkilerini Matrix Metalloproteinazlar aracilifi ile

gerceklestirir [7- 10].



2.2. Matriks Metalloproteinazlar

2.2.1. Tanim

Matriks Metalloproteinazlar, toplu olarak ECM'nin tiim protein bilesenlerini pargalayabilen,
birincil matriks bozucu proteinazlardir [1]. Matris metalloproteinaz (MMP) ailesinin
tiyelerinin, ¢ok ¢esitli biyolojik makromolekiillerin hidrolizini katalize ettigi bilinmektedir
[7]. MMP'lar, ¢inko ve kalsiyum bagimli endopeptidazlarin bir ailesi olup, katalitik bolgede
bir Zn*? iyonunu baglayan ii¢ histidin kalintis1 ile karakterizedir [1]. Matriks
metalloproteinazlar veya matriksinler metzincin siiper ailesine aittir. MMP'lar ¢inko ve
kalsiyuma bagli enzimlerdir ve neredeyse tiim hiicre dis1 matriks bilesenlerini
parcalayabilirler [11]. Bunlar ayrica bunlarla sinirli olmayan ¢esitli hiicre dis1 substratlar1 da
parcalamaktadir. MMP'lar, aktif bolgede ¢inko baglayict histidin kalintis1 (HexxHxxGxxH)
ile karakterize edilirler. MMP'larin, kollajenler, fibronektin, lamininler ve proteoglikanlar
dahil olmak tizere hiicre dis1 matriks proteinlerinin lokalize hidrolizini katalize ettigi ve
boylece bag dokusunun biitiinliigini degistirdigi diistintilmektedir [12]. Bu proteinazlar,
embriyogenez, normal doku yenilemesi, yara iyilesmesi ve anjiyojenez ve aterom, artrit,
kanser ve doku tilserasyonu gibi birgok biyolojik siiregte merkezi bir rol oynamaktadir [13].
Matriks metalloproteinazlar hem hiicre-hiicre hem de hiicre-hiicre dis1 matris
etkilesimlerinin diizenlenmesinde anahtar oyuncular olarak kabul edilmektedir. Matriks
yapisini, biiyltime faktorii bulunabilirligini ve hiicre yiizeyi sinyalleme sistemlerinin iglevini
modifiye ederek hiicresel farklilagma, proliferasyon ve apoptoz lizerine etkileri vardir.
Yaralanma, artrit, kanser ve kardiyovaskiiler hastalik gibi hastaliklarin ilerlemesine
morfogenez, yara iyilesmesi, doku onarimi ve yeniden modellemede merkezi rol oynarlar.
Cok farkli dokularda tespit edilmis olmast ve genis faaliyet yelpazesinden dolay1
hastaliklarda terapdtik ilag hedefi olarak potansiyelinin aydinlatilmasi veya doku onarim
siirecindeki Onemli Ozellikleri, farkli hiicresel konumlardaki ve farkli hastalik
asamalarindaki rollerinin dikkatle analiz edilmesi gerekmektedir [3]. MMP'lar, ¢ogunlukla
enfeksiyonel reaksiyonlarla iliskili bir¢cok fizyolojik ve patolojik siirece dahil olduguna
inanilan proteolitik enzimlerdir. MMP sentezi ve fonksiyonlari, transkripsiyonal aktivasyon,
transkripsiyon sonrasi isleme ve aktivite kontroliinlin, metalloproteinazlarin doku
inhibitorleri olarak bilinen endojen inhibitor ailesi tarafindan diizenlenmesiyle kontrol edilir

[11]. MMP‘lar, ECM bilesenlerinin yani sira bir takim biiyiime faktorleri, reseptorler,



kemokinler, Fas ligandi, diger proteinazlar, integrinler ve hiicre-hiicre adhezyon molekiilleri

gibi ECM dis1 bilesenlerin de yikimindan sorumludurlar [14, 75].

2.2.2. Tarihsel gelisim

Matriks metalloproteinazlar’dan ilk defa depolimerize edici enzimler olarak anjiyogenezde
ve tiimdr bitylimesinde oynadigi roller nedeniyle 1949 da bahsedilmistir [16]. Ardindan uzun
bir aradan sonra 1962'de Jerome Gross ve Charles Lapiere tarafindan ilk defa omurgalilarda
gosterilerek tanimlanmistir. Kurbaga yavrusunun kuyrugunun pargalart sulandirilmis
kollajen jeller iceren kiiltiir ortamina alindiginda dogal kollajen fibrillerine saldiran bir
kollajenolitik enzim elde edilmis [17]. Kiiltiir ortaminda kuyruk doku parcalarindan
salgilanan enzimin nétr pH degerinde ve 27 °C'de kollajen {izerinde etkili olan gergek bir
kollajenaz oldugu gosterilmistir [18]. Kiiltiir ortaminda ki bu kuyruk dokusu ii¢lii sarmal
kollajen bozunumunu saglayan interstisyel kollajenaz olarak bilinen bir enzim tarafindan
pargalanmistir. Bu enzim insanda ilk defa 1968'de proMMP (MMP zymogen olarak da
adlandirtlir) aktif olmayan formda insan cildinden izole edilmistir [2]. Kisa siirede bu
calismalar ¢ok ¢esitli dokularda benzer bir aktiviteyi gostermek i¢in genisletildi [17]. Bu
enzim ECM'1 hizla yeniden sekillendirmektedir, bu nedenle apoptoz, hiicre farklilagmasi ve
biiyiimeyi tetikler [74]. Bu kesif, birgok arastirmaciyr insan dokularina bakmaya tesvik
etmis, ¢iinkii kollajenin bozulmasi yara iyilesmesi, doku rejenerasyonu ve artrit, kanser,

ateroskleroz, anevrizma ve doku tlseri gibi hastaliklarda 6nemlidir.

Insan genomunun tiim dizilimin tanimlanmasindan sonra 28 farkli genin tiim insan
MMP'lerini  kodladigr saptanmistir [2]. Daha sonra meyve sinekleri (Drosophila
melanogaster), nematodlar (Caenorhabditis elegans) [3] gibi hem omurgasizlarda, hem de
bitkilerde bulunmustur [2]. Sonraki yillarda patolojik doku yikimini igeren hastaliklarin
bircogunun MMP anormal iiretim veya aktivasyonu ya da dogal matriks metalloproteinaz
doku inhibitorlerinin (TIMP) eksikligi ile iligkili oldugu gosterilerek kabul edilmistir. Bu
algilamalar, ila¢ endiistrisinin, 1990'larin sonunda kanser ve artrit gibi hastaliklar i¢in
potansiyel tedavi araci olarak klinik arastirmalara giren sentetik MMP inhibitorlerini
(MPT'lar) gelistirmesine yol agmistir. MPI'lerin etkinligini klinik deneylerde ispatlamadiklart
icin bu bir hayal kiriklig1 olmus ancak bundan ¢ikan sonug, MMP'larin biyolojik rollerinin
baslangigta 6ngdriilenden ¢ok daha karmasik olmasiydi. MMP, doku yeniden bi¢cimlendirme

sirasinda ekstraselliiler matriks bozulmasindaki anahtar roliine ilaveten, hiicre sinyal



efektorlerinin biyoaktivitesini kontrol etmek icin ECM'in ve hiicre ile iligkili molekiillerin
spesifik klivaji ile periselliiler ortami1 diizenler [1, 7]. Bununla birlikte, birgok biyokimyasal
olayda rol oynayan bu metalloproteinazlara olan ilgi yillar boyunca azalmamis ve ailenin
cesitli iyeleri iizerinde yapilan kapsamli yapisal ve islevsel analizler, onlarin etki
mekanizmalarin1 daha iyi anlamak ve tasarim i¢in daha akilc1 yaklagimlar saglamak i¢in

temel olusturmustur [7].

2.2.3. Molekiiler yap1

MMP'lar, ¢inko ve kalsiyum bagimli endopeptidazlarin bir ailesi olup, katalitik bolgede bir
Zn*? iyonunu baglayan ii¢ histidin kalintisi ile karakterizedir [1]. MMP genel yapisinin 3
boyutlu goriintiisii [19] sekil 2.1°de gosterilmistir. Tiim MMP’larin fibroblast kollajenaz
(collagenase-1) veya MMP-1 ile katalitik alan dizi benzerligi aile tiyeligi i¢in bir Kriterdir.
MEROPS veritabani (http://www.merops.sanger.ac.uk) Metallopeptidazlardan MMP’lar1 ya
da matriksinleri metzincin de denen M 10 alt familyasinina ait olarak siniflandirir [3]. Bir¢ok
grup c¢alismasi ile kollajenazin i¢lii sarmali C terminal ugtan dortte biri kadar mesafede ki

bir noktasindan kestigi ve faaliyetlerinin metal bagimli oldugunu gostermistir [18].

Catalytic domain g% = :
g ws .3‘.

-
"

Gelatin-binding domain
inserted here in MMP-2 and -9

Linker, Irammembnne

and cytoplasmic domains added here Hemopexin-like domain

AT-MMPs) ‘ (absent in MMP-7)
H pexin-like d i C
\
Propeptide —
/
Catalytic domain Transmembrane domain

Sekil 2.1. MMP genel yapisinin 3 boyutlu goriintiisii [19]

MMP'lar M10 ¢inko metalloproteinaz ailesine aittir. Tiim MMP'lar katalitik alanlarinda
karakteristik ¢inko baglama motifi HExxHxxGxxH'ye sahiptir. Biitin MMP'lar benzer alan



organizasyonlarina sahiptir. Genel olarak MMP'lar, bir sinyal peptit bolgesi ve bunu takip
eden N-terminal prodomain (propeptit), katalitik (CAT) domain alani olmak {izere ii¢ ana
bolgeden olusur. Tim MMP’larda olmasa da linker (mentese) bolgesi ve C-terminal
hemopeksin benzeri (HPX), Furin benzeri enzim tanima bolgesi, Fibronektin tip II benzeri
3 tekrar bolgesi gibi yapisal alanlar igerirler. Membran tipi (MT) MMP'lar ise bunlari hiicre
zarina baglayan ek bir transmembran (TM) alani igerir. TM alanim kiigiik bir sitoplazmik

"kuyruk"takip eder [7]. MMP’larin genel domain yapisi sekil 2.2°de gésterilmistir.

Transmembran domain

> vaai peptid Hemopsksin
ropeptid
C"“ Menteg= d"—"mzm
Furin p:u';alama ' bolzasi
i g
. kuyrok

TipIl£ bwrvktm hatalm]. domain

tekrarlan MT-loop
Sistzin dizisi [« > Iz-benzeri GPI @N-terminal sinyal

 domain baglantist baglantist

Sekil 2.2. MMP genel domain yapisi [14]

MMP’larin yapisi incelendiginde bu proteinlerin birka¢ farkli bolgeden olustugu goriiliir:
Predomain (Sinyal peptit)

Prodomain (Propeptit)

Katalitik domain

Mentese bolgesi (Prolinden zengin bolge, linker)

Hemopeksin benzeri bolge

Furin benzeri enzim tanima bolgesi

Fibronektin tip II benzeri 3 tekrar bolgesi
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Transmembran bolge

1. Predomain: Genel domain yapisinda ilk bolge predomain alanidir. N-terminal sinyal dizisi
veya "Pre" alan da denir [20]. (Bu kisim enzimi salgilama igin isaretler ve ardindan
salgilanma sirasinda yapidan uzaklastirilir.) Latent enzimde bulunmayan sinyal peptid
dizesidir. 80-90 aminoasit i¢eren aminoterminal propeptiddir [8]. Sinyal peptit iceren bu

kisim endoplazmik retikulumdan ilk sentezlenen proteindir [21].
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2. Prodomain: Predomain bolgeden sonra gelir. Propeptit bolge de denir. Tim MMP’lar
enzim aktivasyonu sirasinda c¢ikarilincaya kadar enzim gecikmesini saglayan propeptid
alanina sahiptir. Enzimin kalic1 formda kalmasindan sorumlu olup enzimin aktive olmasinin
ardindan ortamdan uzaklastirililar. Yiiksek derecede korunmus PRCGVPDV dizesi igerir
[20]. Prodomain yapisinda bulunan sistein rezidiilerinin enzimin latent formunun
korunmasinda rol aldigina inanilir. Prodomainin ¢ikarilmasi inaktif proenzimin aktif forma
doniismesini saglar [8]. Bunu katalitik ¢inko baglayan bolge ile etkileserek enzimin inaktif

formda kalmasini saglayarak yapar [21]. Yaklasik 66-120 aminoasitlik bir kisimdir [7].

3. Katalitik domain: Propeptit bolgenin ayrilmasi ile yapisindaki ¢inko iyonlar1 sayesinde
enzim aktivitesini saglayan bolgedir [21]. Katalitik bolge histidin rezidiileri igerir ve
fonksiyonel stabilitenin korunmasinda rolii olan bolgedir [8]. Yaklasik 160 aminoasitlik bir
kisimdir. Katalitik domain ek olarak 2- 3 Ca™ iyonu igerir. Bu bolge stabilite ve enzimatik
etkinligin olugmasi igin gereklidir [16]. Katalitik Bolge 180 aminoasitten olugmaktadir.
Icerdigi histidin rezidiileri ¢inko (Zn*?) iyonu icin 3 ayr1 baglanma bolgesini
olusturmaktadir. Inaktif MMP’larda bulunan propeptid bdlgesindeki sistein rezidiisii ise
cinko iyonu icin dordiincii bir baglanma bolgesidir. Katalitik bolge 3 alfa heliksinden ve
biikiilmiis 5 iplikli beta tabakadan olusmustur [22]. Katalitik bolge ayn1 zamanda ¢inko-
baglayict boliim ve korunmus metiyonin aminoasiti i¢erir. Bu bolge, MMP’larin stabilitesini
ve enzimatik aktivitesini korumak i¢in katalitik ¢inko atomuna ek olarak yapisal ¢inko atomu

ve 1 ya da 3 tane kalsiyum atomu igerir [23].
Bu bélgelerin yaninda bazit MMP’larda bulunmayan bolgelerde vardir:

4. Prolinden zengin bolge (Mentese) : Katalitik bolge ve Hemopeksin benzeri bolge arasinda
yer alir. Yaklasik 5-10 aminoasitlik bir bolgedir. Mentese bolgesi, farkli MMPler arasinda
uzunluk ve kompozisyonda degisiklik gosterebilir. Substrat 6zgiilligiiniin tantmlanmasinda

bir rol oynadig: distiniilmektedir [20].

5. Hemopeksin benzeri bolge: Yaklasik 210 aminoasitlik bir alana sahiptir [7]. (Hemopeksin:
Kandaki serbest hem ve methemi baglayarak bobrekten demir atilimini Onleyen
biyomolekiil. Hemoliz takibinde kullanilir. Glikoprotein yapidadir) Hem baglayan
molekiillere dizin benzerligi nedeniyle hemopeksin benzeri bolge olarak adlandirilmistir. Bu

bolge N ve C terminal uclar1 baglayan distilfit bagi icerir ve katalitik bolgeye prolinden
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zengin bir bolge sayesinde baglanir. Bu bolgenin fonksiyonu net olarak bilinmemekle
birlikte substrat spesifitesini saglama ya da plazminojen aktivator iirokinaz sistemine analog
olma oOzelligi ile hiicre yiizey reseptor alamini tanmima fonksiyonu gosterdigi ileri
stiriilmektedir. Substrata baglanma ve TIMP ile etkilesime girmede fonksiyonel rolii vardir
[8, 20]. C-terminal hemopeksin benzeri alan, s6zde dort katli simetriye sahip bir -pervane
yapisina sahiptir ve hem substrat baglama hem de metalloproteinazlarin doku onleyicileri

(TIMP) ile etkilesime girer [1].

6. Furin benzeri enzim tanima bolgesi: Propeptid ile katalitik domain arasinda yer alir.
Yaklasik 10 aminoasitlik bir alandir. MMP-11, -21, -23, -28 ve MT-MMP’lar bu sckansa
sahiptir [8, 18]. Bu bolge proenzimlerin intraselliiler aktivasyonundan sorumludur [24].

Bunlardan MMP-11, -21, -28 Furin ile aktive edilirler [10].

7. Fibronektin tip II benzeri 3 tekrar bolgesi: Katalitik bolge iizerinde yer alir. Denatiire
edilmig tip IV ve V kolajenleri, elastin ve tip I kollajeni bagladig1 ve dolayisiyla substrat
ozgiilliigline katkida bulundugu gosterilmistir [1, 21]. Gelatinaz A ve B’de (MMP-2 ve -9)

bulunurlar [8].

8. Transmembran bolge: MT-MMP’lar boyle bir bolge icermektedirler. MT-MMP’lar hiicre
ylizeyine bu transmembran bolge ile veya glikozilfosfotidil inozitol kancasi ile baglanirlar
[22]. MT-MMP'lar, hiicre zarina tutunma yoOntemlerine dayanarak, TM-tipi ve
glikosilfosfatidil-inositol (GPI) tipi olmak {izere iki gruba ayrilabilir. MT1-MMP (MMP-
14), MT2-MMP (MMP-15), MT3-MMP (MMP-16) ve MT5-MMP (MMP-24) tip 1
transmembran protein grubundadirlar. Kisa bir sitoplazmik kuyruga sahiptir. Bu, hiicre i¢i
trafigin ve bu proteazlarin aktivitesinin diizenlenmesinde yer alir. MT4-MMP (MMP-17) ve
MT6-MMP (MMP-25) ise bir GPI aracili mekanizma ile hiicre yiizeyine baglidir. TM
alaninin yapisi tam olarak ¢éziimlenmemesine ragmen, deneysel bir model olusturulmustur.

TM alant MT-MMP'larin TIMP'lerle etkilesimde rol alirlar [7].

Farkli domain yapilart MMP’lara farkli 6zellikler kazandirmistir. Domain yapilarina gore

MMP alt gruplar sekil 2.3’te gosterilmistir.
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Sekil 2.3. Domain yapilaria gére MMP alt gruplari [14]

2.2.4. Regiilasyon, aktivasyon

MMP’larin islevlerini yerine getirebilmeleri icin proteolitik kirilma ile aktif forma
doniismeleri gerekmektedir. MMP’larin proteolitik aktiviteleri 3 basamakta diizenlenir.

Bunlar transkripsiyon, pro-enzimin aktivasyonu ve enzim aktivitesinin inhibisyonudur.
Transkripsiyonel diizenleme

Matriks Metalloproteinazlarin ekspresyon diizeyleri saglikli yetiskinlerde genel olarak
diistikttir. Bu durum farkli fizyolojik ve patolojik durumlara gore degisiklik gosterir. MMP
gen ekspresyonu TNF-a, TGF-B, IL-6 IL-1 gibi inflamatuvar sitokinlerle, trombosit kaynakli
biliylime faktorii (PDGF) ve epidermal biiyiime faktorii (EGF) gibi bir¢ok biiylime faktorii
ve hormonlar ile uyarilabilir. Dontstiiriicii bliylime faktori-p (TGF-B), heparin,
kortikosteroidler, retinoidler, prostoglandin E> (PGE2) ve diger eikozanoidler ise MMP gen
transkripsiyonunu baskilar. Ornegin TGF-B MMP-2 ve MMP-9’un iiretimini uyarirken
MMP-1 ve MMP-3'iin iiretimini baskilamaktadir [16, 25]. Cesitli kiiltiirlerde gosterilen

kanitlara gore c-fos ve c-jun metalloproteinaz gen ekspresyonunun onemli regiilatorleridir

[8].
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Proenzimin Aktivasyonu Asamasinda Diizenleme: (proenzim aktivasyonu)

MMP’lar sentez edildikten sonra inaktif proenzim (zimojen) olarak saliverilirler. Latent
zimojenlerin uyarilmasi hiicre iginde olabilecegi gibi MT-MMP'lar araciligiyla hiicre
yiizeyinde, proteazlar veya daha onceden etkinlesmis MMP'lar yoluyla hiicreler arasi
boslukta gerceklesebilir [16]. Aktivasyon propeptid alaninin proteolitik olarak
uzaklastirilmasini  gerektirir. ProMMP aktivasyonu igin ekstraseliiler, intraseliiler ve
periseliiler aktivasyon olmak tizere ii¢ yol vardir [10]. Propeptid igeren inaktif MMP’lar
otokataliz yoluyla, doku veya plazma proteinazlari ile, opportunistik bakteriyel proteinazlar
ile, iirokinaz plazminojen aktivatdr/plazmin sistemi yoluyla veya diger MMP’lar ile

aktiflesebilirler [21]. MMP enzim aktivitesinin diizenlenmesi sekil 2.4’te gosterilmistir.

Aktivasyon, sistein ve Zn*? arasindaki etkilesimin bozulmasimni gerektirir ve bu durum
"sistein anahtar1" olarak anilir [1]. Sistein rezidiisii igerdigi siilfidril grubuyla proMMP’larin
aktiflegsmesini engellemek icin katalitik bolgedeki ¢inko ile baglanir. Propeptid bolgesinde
bulunan sistein rezidiisi MMP’larinin inaktif kalmasinda kritik rol oynamaktadir [26].
Sistein anahtar1 mekanizmasimin tetiklenmesi ile bu etkilesimin kesilmesi enzimin
aktivasyonu ile sonuglanir [23]. Propeptiddeki "sistein anahtar1" motifi PRCGXPD
seklindedir ve MMP-23 hari¢ tim MMP’lar bu motifi barindirir. Sistein anahtar dizisi,
substrat baglama yerinde bulunur, ancak bu segmentin yonlendirilmesi peptid substratin zit
yoniindedir. Sisteinin SH grubu katalitik ¢inko iyonuyla etkilesime girer. Aktivasyon
lizerine, Cys- Zn*2 etkilesimi bozulur ve bir su molekiiliiniin ¢inko atomuna baglanmasina
izin verilir. MMP'larin propeptid alanlar1 ayn1 zamanda sentez sirasinda proenzimleri

katlamakta 6nemli bir rol oynayabilir [3].

MMP’larin temel fizyolojik aktivatorii plazmindir. Cesitli hiicrelerde (endotel hiicresi,
monosit-makrofaj, diiz kas hiicresi) eksprese edilen iirokinaz-tip plazminojen aktivatorii
(uPA)’niin aktif formunun plazminojeni plazmine doniistiirdiigli ve olusan plazminin pro-
MMP’lan aktive ettigi kabul edilmektedir [25]. uPA ekspresyonunun steroid hormonlar,
hiicresel onkojenler, sitokin ve biliylime faktorleri araciligiyla diizenlendigi gosterilmistir
[27].

MMP'lar zimojen olarak sentezlenir, burada propeptid bdlgesinde bulunan korunmus bir

sistein kalintis1 molekiiliin aktif merkezini kaplar ve aktivitesini engeller. Bu aktif bolgenin
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serbest birakilmasi, genellikle ek proteolitik enzimler iceren karmasik bir siirectir.
Dolayisiyla, kendi alanlarinda bir protein dncii doniistiiriicli sekans igeren ve furin benzeri

peptidazlarla aktive olan MMP tiirleri de vardir [28].

MMP aktivasyonu genellikle kompleks bir proteinaz kaskadinin bir sonucudur. MMP-1,
MMP-3, MMP-7, MMP-8, MMP-9 ve MMP-10 da dahil olmak iizere bazi MMP'larin
propeptid bolgeleri invitro ortamlarda uPA-plazmin sistemi ve tripsin gibi serin proteinazlar
tarafindan parcalanabildigi gosterilmistir. Aktive olan bu MMP'larin bazilar1 daha sonra
diger proMMP'lan aktif hale getirebilir, 6rnegin, MMP-3, proMMP-1 ve proMMP-9'u aktive
edebilir. MT1-MMP, proMMP-13'ii aktive edebilir ve bu aktif MMP-13, daha sonra MMP-

9'u aktive etmeye devam edebilir [1].

Bazi salgilanan MMP'lar i¢in aktivasyon ise bir TIMP'me bagl yolakda membran tipi
MMP'lar ile proteolitik boliinmeyi takiben hiicre yiizeyinde gergeklesir. Diger MMP'lar i¢in
aktivasyon, plazmin, kallikrein ve triptaz gibi doku proteinazlari tarafindan baslatilan bir
aktivasyon kaskadindaki hiicre dis1 ortamda olusur. Bu siire¢, proMMP aktivatorleri olarak
islev goren aktive edilmis MMP'lar tarafindan gergeklestirilir. Membran tip ve salgilanan
birkag MMP, furin ve ilgili hiicre i¢i serin protein 6ncii doniistliriicii proteinazlar tarafindan,

hiicre yilizeyinde aktive edilir [29].

_v’omw etkiler @ Negatif etlum@

1L-1, TNF o, e ?‘""" TGF-8, haparis
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Traoskripsiyon retinoidier, PG E,
TNF o ! : 2
Altivasyon TIMP genlert
( Latent Zimojender | ' '

PAI-1 (Bro-MV ler) -

MTMMP P
Pozitif feedback {‘ml "“V ,'_.![

- .
uPA, Plazmin ;’.Miuv.iswi\ ; @
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Sekil 2.4. MMP enzim aktivitesinin diizenlenmesi [25]

MMP Enzim Aktivitesinin inhibisyonu: (aktivite inhibisyonu )

MMP aktivitesinin kontroliinde spesifik doku inhibitorleri olan TIMP’leri anahtar rol

oynarlar. Bundan baska az-makroglobulin, heparin, tetrasiklinler ve sentetik inhibitorler de
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aktif MMP inhibitdrleri arasinda yer alirlar [27]. TIMP’leri bag dokusunun diizenlenmesinde
rol alan temel proteinlerdir. Pek ¢ok viicut dokusu ve sivilarinda bulunurlar. MMP’lara geri
doniistimsiiz ve non-kovalent bicimde baglanarak latent enzim formunun aktivasyonunu ve

katalitik aktivitenin siirdiiriilmesini de inhibe ederler [25].

Insanlarda ifade sekilleri ve MMP Ozgiilliikleri bakimindan farkli olan dért gesit TIMP
vardir. Buna ek olarak, TIMP'lere yapisal benzerlik gdsteren ve MMP inhibitorleri olarak
islev gormelerini saglayan alanlar igeren baz1 molekiiller de inhibisyonda rol almaktadirlar.
Bunlar, prokollajen C proteinaz arttirici protein (PCPE), Tip IV kollajenin NC1 domaini,
geri kazanim indiikleyici sistein agisindan zengin protein olan kazal motifleri (RECK) ve
doku faktorii yolagi inhibitorii-2 (TFPI2) olarak sayilabilir [28].

TIMP'ler genel olarak etkinlesmis MMP'larin katalitik bolgelerine baglanarak substratina

baglanmalarini 6nlerler [16].

TIMP’leri, MMP’lar ile koordineli olarak eksprese edilmektedirler. TIMP, aktive olmus
enzimi inhibe etmektedir. Otoaktivasyonu inhibe etmemektedir. Bu durum MMP’larn,
TIMP ile inaktive olana kadar etki gdstermesini saglamaktadir. Bu sekilde ekstraselliiler

matriks yikimi kontrol altinda tutulmaktadir [22].

2.2.5. Simiflandirma

ECM bilesenleri proteinazlar tarafindan pargalanirlar. Proteinazlar, katalitik mekanizmaya
gore aspartik proteinazlar, sistein proteinazlar, serin proteinazlar ve metaloproteinazlar
olmak {izere dort baslikta siniflandirilabilirler [10]. MMP siiperailesine ait siniflandirma

sekil 2.5’te gosterilmektedir.
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Sekil 2.5. MMP siiperailesine ait siniflandirma [15]

Metalloproteinazlarin farkl kisiler tarafindan kesfi oldukea karisik bir adlandirma sistemine
neden olmus ve bu nedenle MMP ailesinin iiyelerinin herbiri birden fazla isimle
adlandirilmigtir. Uluslararast Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi spesifik enzim
numaralar1 ve basit isimler vermeyi dnermistir [8]. insan genom ve biyoinformatik dizilim
caligmalart MMP'larin bu yeni siniflandirilmasina olanak saglamistir. Proteazlar1 kodlayan
genler tarfindan kodlanan 23 MMP vardir. Buna ek olarak MMP-16, MMP-19, MMP-21,
MMP-23 ve MMP-28'in bes tane daha ek kisa izoformu ve katalitik olarak inaktif MMP-1
benzeri MMP vardir [7].

MMP’ler i¢in farkli 6zellikleri ele alinarak farkli siniflandirmalar yapilmistir.

MMP'ler icin, substrat tercihlerine gore olan siniflandirmalar ilk kesfinden beri yaygin
olarak kullanilmistir. Kollajenazlar, jelatinazlar, stromelisinler ve matrilisinler bu dort en

onemli grubu olusturmaktadir [7].
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MMP katalitik alanlarinin yliksek sekans benzerligi ile ele alindiginda bugiine kadar en az
25 farkli omurgali MMP karakterize edilmistir. MMP-23 i¢in iki 6zdes form iceren, iki ayr1
gen tarafindan kodlanan, yani MMP23A ve MMP23B de dahil olmak iizere, insanlarda 24
farkli MMP bulunur [30].

MMP'lar, substrat 6zgiilliigii, primer yap1 ve hiicresel lokalizasyona gore en az bes ana gruba
ayrilabilir. Bunlar1 kollajenazlar, jelatinazlar, stromelisinler, matrilisinler ve MT-MMP'lar
seklinde sayabiliriz. Bununla birlikte, makrofaj elastaz (MMP-12), stromelisin-3 (MMP-11),
MMP-19, enamelisin (MMP-20), CA-MMP (MMP-23) ve epilisin (MMP- 28) bu
kategorilerin higbirine uymamaktadir. Buna ek olarak, kollajenolitik aktivite gdsteren ve

membrana bagli olan MT1-MMP (MMP-14) ise birden fazla gruba dahil edilebilir [31].

MMP'lar1 substrat tanima ve bdlme mekanizmasina gore de alt1 kategoriye ayirabiliriz.
Kollajenazlar, stromelisinler, matrilisinler, jelatinazlar, membrana bagli MMP’lar ve grup
belirtimi olmayan MMP'lar. X-1s1n1 kristalografisi ve niikleer manyetik rezonans (NMR)

caligmalar1 birgok MMP'in yapisini belirlemeyi miimkiin hale getirmistir [2].

Bagka bir calismada 24 insan ve 23 fare geni tarafindan kodlandigi belirtilen MMP'lar,
kolajenazlar, stromelisinler, jelatinazlar ve membran tipi MMP'lar (MT-MMP) olmak {izere

domain yapilarina gore dort ana baslikta siniflandirilmistir [32].

Insan MMP ailesi domain yapilari tarafindan saglanan biyokimyasal 6zelliklere ve bunlarm
substrat 6zgiilliigline dayanarak iki ana alt gruba ayrilir. Bunlar salgilanan tip MMP'lar ve
membrana baglanmig MMP'lar. MMP-4, 5 ve 6, bilinen diger MMP'lar ile (yani MMP2 ve
3) 6zdes olduklart i¢in listeden ¢ikarilmistir. MMP18 ve 22 de eksiktir. Ciinkii bunlar
Xenopus kollajenaz-4 ve tavuk MMP'1 olarak tanimlanmislardir [10].

MMP ailesinin iiyeleri, baglangigta, tercih edilen substrat 6zgiilliikleri, 6rnegin kollajenazlar,
jelatinazlar, stromelisinler ve matrilisinler gibi sinirli bilgiye dayanan tanimlayici isimlerle
tanimlandi. Fakat zaman i¢inde yapilan ¢alismalar ve yeni kesfedilen MMP’lar ile substrat
Ozgiilligl tirtine dayali adlarin yetersiz oldugu ortaya konuldu. Eski caligsmalarda
gosterilmis olan bazi MMP'lar (MMP4, MMP5 ve MMP6) listeden ¢ikarildi, ¢iinkii daha
ileri galismalar, bu gen {irlinlerinin mevcut olmadigini veya daha 6nceden agiklanan iiyelerle

ayn1 oldugunu gosterdi. MMP'larin nasil gruplandirilmasi gerektigi konusunda fikir birligi
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cok olmasa da bu alanda calisan farkli uzmanlar, genel olarak bunlar1 yapisal benzerlikleri,

substrat 6zgilliigii veya doku ekspresyonuna gore siniflandirir [33]. MMP tiirlerine ait

simiflandirma ¢izelde 2.1°de goterilmistir.

Cizelge 2.1. MMP tiirlerine ait siniflandirma [2, 19, 30]

MMP no | Siufi Proteaz ismi EC no Kromozom MA MA
lokasyonu latent | aktif
1 | MMP-1 Kollajenazlar | Kollojenaz-1 EC3.4.24.7 11922-g23 55 45
(intersitisyel kollojenaz)
2 | MMP-2 Jelatinazlar Jelatinaz A EC3.4.24.24 16913 72 66
(72 kDa jelatinaz)
3 | MMP-3 Stromelisinler | Stromelisin-1 EC3.4.24.17 11923 57 45
4 | MMP-7 Matrilisinler Matrilisin-1 EC3.4.24.23 11921-g22 28 19
(PUMP-1)
5 | MMP-8 Kollajenazlar | Kollojenaz-2 EC3.4.24.34 11921-g22 75 58
(n6trofil kollojenaz)
6 | MMP-9 Jelatinazlar Jelatinaz-B EC3.4.24.35 20g11.2- 92 86
(92 kDa jelatinaz) g13.1
7 | MMP-10 | Stromelisinler | Stromelizin-2 EC3.4.2.22 11922.3-923 | 57 44
8 | MMP-11 | Stromelisinler | Stromelizin-3 - 22q11.2 51 44
9 | MMP-12 | Diger Metalloelastaz EC3.4.24.65 11g22.2- 54 45/22
enzimler (makrofaj elastaz) g22.3
10 | MMP-13 | Kollajenazlar | Kollojenaz-3 13EC 3.4.24.B4 11922.3 60 48
(Onceden BRENDA
tarafindan verilmis
olan numara)
11 | MMP-14 | MT-MMP MT-1MMP - 14q11-q12 66 56
EC 3.4.24.80
12 | MMP-15 | MT-MMP MT-2MMP - 16ql2.2-q21 | 72 60
13 | MMP-16 | MT-MMP MT-3MMP - 8921 64 52
14 | MMP-17 | MT-MMP MT-4MMP - 12924 57 53
15 | MMP-18 | Kollajenazlar | Kollojenaz-4 - - 55 42
(Xenopus collagenase)
16 | MMP-19 | Diger RASI 1 - 12q14 54 45
enzimler
17 | MMP-20 | Diger enamelisin - 11922.3 54 22
enzimler
18 | MMP-21 | Diger 1.kromozomda taniml - 1p36.3 70 53
enzimler MMP
(XMMP (xenopus)
19 | MMP-22 | Diger 1.kromozomda taniml1 - 1p36.3 52 43
27) enzimler MMP
(CMMP (chicken)
20 | MMP-23 | Diger Insan over cDNA"sinda | - -
enzimler (CA-MMP)
21 | MMP-24 | MT-MMP MT-5MMP - 20g11.2 63 45
22 | MMP-25 | MT-MMP MT-6MMP - 16p13.3 56
(16kolizin)
23 | MMP-26 | Matrilisinler Matrilizin-2 - 11p15 28
(endometaz)
24 | MMP-28 | Diger Epilisin - 17q11.2 59
enzimler (55)
25 | MMP-29 Isimlendirilmemis
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2.2.6. Substratlan
MMP’lar birgok ekstraselliiler matriks komponentlerini yikima ugratabilmektedirler. Bazen

bu matriks komponentleri MMP tiirlerine gore degisiklik gosterebilir. MMP tiirlerine gore

substratlarinin listesi ¢izelge 2.2’de gosterilmistir.

Cizelge 2.2. MMP tiirlerine gore substratlarinin listesi [2, 19, 30]

MMP no Sinifi Proteaz ismi Substratlar

MMP-1 Kollajenazlar Kollojenaz-1 Kollajen (I-111, V11, V111 ve X), jelatin, agrekan, L-selektin, IL-1p,
(intersitisyel kollojenaz) proteoglikanlar, entaktin, ovostatin, MMP-2, MMP-9

MMP-2 Jelatinazlar Jelatinaz A Jelatin, kollajen IV-V1, X, elastin, fibronektin
(72 kDa jelatinaz)

MMP-3 Stromelisinler Stromelisin-1 Kollajen (I11-V ve IX), jelatin, agrekan, perlekan, dekorin, laminin,
elastin, kazein, osteonektin, ovostatin, entaktin, plazminojen, MBP, IL-
1B, MMP-2/TIMP-2, MMP-7, MMP-8, MMP-9, MMP-13

MMP-7 Matrilisinler Matrilisin-1 Kollajen (IV, X), jelatin, agrekan, dekorin, fibronektin, laminin,

(PUMP-1) elastin, kazein, transferrin, plazminojen, MBP, B4-integrin, MMP-1,
MMP-2, MMP-9, MMP-9/TIMP-1
MMP-8 Kollajenazlar Kollojenaz-2 Kollajen (I-111, V, VII, V11 ve X), jelatin, agrekan, fibronektin
(nétrofil kollojenaz)
MMP-9 Jelatinazlar Jelatinaz-B Kollajen (IV, V, VII, X ve XIV), jelatin, entaktin, agrekan, elastin,
(92 kDa jelatinaz) fibronektin, osteonektin, plazminojen, MBP, IL-1

MMP-10 Stromelisinler Stromelizin-2 Kollajen (I11-V), jelatin, kazein, agrekan, elastin, MMP-1, MMP-8

MMP-11 Stromelisinler | Stromelizin-3 Bilinmiyor (kazein)

MMP-12 Diger enzimler | Metalloelastaz Kollajen 1V, jelatin, elastin, kazein, fibronektin, vitronektin, laminin,

(makrofaj elastaz) entaktin, MBP, fibrinojen, fibrin, plazminojen

MMP-13 Kollajenazlar Kollojenaz-3 Kollajen (I-1V, IX, X ve X1V), jelatin, plazminojen, agrekan, perlekan,
fibronektin, osteonektin, MMP-9

MMP-14 MT-MMP MT-1MMP Kollajen (I-111), jelatin, kazein, fibronektin, laminin, vitronektin,
entaktin, proteoglikanlar, MMP-2, MMP-13

MMP-15 MT-MMP MT-2MMP Fibronektin, entaktin, laminin, agrekan, perlekan; MMP-2

MMP-16 MT-MMP MT-3MMP Kollajen 111, jelatin, kazein, fibronektin, MMP-2

MMP-17 MT-MMP MT-4MMP -

MMP-18 Kollajenazlar Kollojenaz-4 Tip 1 kollajen

(Xenopus collagenase)

MMP-19 Diger enzimler | RASI 1 Tip 1 kollajen

MMP-20 Diger enzimler | enamelisin Amelojenin, agrekan, COMP

MMP-21 Diger enzimler | 1.kromozomda taniml -

MMP
(XMMP (xenopus)
MMP-22 Diger enzimler | 1.kromozomda tanimli -
27 MMP
(CMMP (chicken)
MMP-23 Diger enzimler | Insan over cDNA"“sinda -
(CA-MMP)
MMP-24 MT-MMP MT-5MMP Fibronektin, kollajen tip 1 ya da laminin yok
MMP-25 MT-MMP MT-6MMP Projelatinaz A
(18kolizin)
MMP-26 Matrilisinler Matrilizin-2 Kollajen 1V, fibronektin, fibrinojen, jelatin, o(1)-proteinaz inhibitor
(endometaz)
MMP-28 Diger enzimler | Epilisin -
MMP-29 Isimlendirilmemis -
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2.2.7. inhibitorleri

ECM’de MMP’lar1 inhibe eden faktdrlerin baginda genel proteinaz inibitorii olarak bilinen
ve yiiksek molekiil agirligi nedeni ile dokulara girmesi zor olan ap-makroglobulin gelir. Bir
diger inhibitor ise antikollajenaz akiviteye sahip olan serum C-reaktif proteindir. Bunlarin
yaninda MMP’a spesifik bazi1 doku inhibitérleri (TIMP) tanimlanmistir. Invivo kosullarda
yapilan calismalarda MMP aktivasyonunun regiilasyonunda TIMP’lerinin 6nemli rol
oynadig1 gosterilmistir. TIMP aktivitesi i¢in yapinin biitiinliigliniin bozulmamis olmasi

gereklidir. Yapinin bozulmasi ile aktivitesi ortadan kalkar [8].

TIMP’leri dokudaki MMP'larin major endojen regiilatoriidiir. Bu proteinlerin molekiiler
agirhiklar yaklasik 21-30 kDa araligindadir. MMP’lara irreversibl ve non-kovalent bigimde
baglanarak latent olarak salgilanan enzimin aktivasyonunu ve bu katalitik aktivitenin
sirdiiriilmesini inhibe ederler. MMP-TIMP olusumlar1 substrat boliinme baglanma
bolgelerini bloke ederek etkisini gosterirler. Boylece TIMP’leri MMP enzim aktivitesini ve
MMP/TIMP dengesini siki kontrol altinda tutarlar. Insanlarda TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 ve
TIMP-4 olmak tizere tanimlanmis homolog 4 tip TIMP bulunmaktadir. TIMP’leri de
MMP’lar gibi vaskiiler diiz kas hiicreleri, endotel hiicreleri, kan hiicreleri, bag dokusu
hiicreleri ve makrofajlar tarafindan sentez edilirler. TIMP’leri arasinda MMP aktivitesini
inhibe etme yoniinden benzerlik olmasimma ragmen matriksteki lokalizasyonlar1 ve gen
ekspresyonunun diizenlenmesi yoniinden farklar vardir. Ayrica degisik MMP tiirlerine gore
de ozgiillik gosterirler. Ornegin; Jelatinaz A (MMP-2) tercihen TIMP-2 ile Jelatinaz B
(MMP-9) ise TIMP-1 ile inhibe edilirler [2, 27].

2.2.8. Analiz yontemleri

MMP molekiiler yapist olduk¢a komplekstir. Molekiiler yapisim1 ve katildigi proteolitik
stirecleri ayrintili olarak incelemek i¢in gen diizeyinde ¢alismalar, invitro hiicre kiiltiirii
caligmalari, transgenik fare modelleri ve proteomik profilleme teknikleri de dahil olmak
lizere genis bir yaklasim gereklidir. Degradasyon, genomik ve proteomik teknikler
kullanarak bir organizmada bulunan tiim proteazlarin, inhibitorlerin ve proteaz

substratlarinin karakterizasyonu MMP substrat tanimlamasi i¢in iyi bilinen bir yontemdir

[7].
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MMP’larin kalitatif, kantitatif 6lglimleri ve bu dlglimlerin takipleri dnemlidir. Analiz i¢in
bircok ydntem kullanilabilir. Elektroforez, PCR, RT-PCR, In situ Hibridizasyon, Zimografi,
Western Blot, ELISA, immiinohistokimyasal yontemler, x 1s1m kristalografisi, NMR
spektrofotometresi, kromatografik ydntemler gibi [17]. Biz bu c¢alismada ELISA ve
kromatografik yontemlerden HPLC yi kullandik.

2.2.9. Hastaliklarla iliskileri

Inflamasyon ve immiin yanitda MMP

MMP'larin anti-ve proenflamatuar yolaklarda diizenleyici enzimler olarak rol aldig1 birgok
caligmada gosterilmistir. MMP'lar mitojenle aktive protein kinaz (MAPK) sinyal iletim yolu
ve Niikleer faktor-kappa B (NF-KB) aktivasyonu gibi immun yanit reaksiyonlarinda rol

oynamaktadir [19].

Anjivogenezde MMP

Anjiyogenez, mevcut olan kiigiik damarlardan yeni kan damarlarinin olustugu karmasik bir
stirectir. Bu siire¢ endotel hiicreleri, bu damarlarda bulunan perisit denen perivaskiilar
hiicreler, diiz kas hiicreleri, ECM ve anjiyojenik sitokinler/biiylime faktorleri arasindaki
coklu etkilesimleri icerir. MMP'lar, sadece endotel hiicrelerinin ayrigmasina ve yeni
dokulara gegmesine izin vererek, ayni zamanda, ECM bagli proanjiyojenik faktorleri bazik
fibroblast biiyiime faktorii (bFGF), vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF) salgilarken,

bazal membrani ve diger ECM bilesenlerini pargalayarak siirece katkida bulunurlar [19].

Cilt ve mukozal lezyonlarda MMP

MMP'larin rolii, Liken Planus (LP), Diskoid Lupus Eritematozus (DLE), Psoriazis, Pemfigus
ve Pemfigoid gibi mukozal yiizeyleri de igine alabilen bir dizi cilt rahatsizliklarinda
arastirilmistir. Cesitli calismalar, MMP'larin inflamatuvar yanita aracilik ettigini ve dermal

yikimi sagladigini gostermistir [19].
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Embriyogenez ve Uremede MMP

Uremede yer alan; ovulasyon, implantasyon, gestasyon, parturisyon, laktasyon ve

involusyonu igeren pek¢ok siire¢ TIMP ve MMP aktivitesine gereksinim gosterir [8].

Merkezi Sinir Sistemi ve MMP

Giliniimiizde MMP'larin ¢ok sayida ¢6ziiniir molekiilleri ve hiicre yiizeyi reseptorlerini de
hedef aldig1 bilinmektedir. Bunlarin arasinda, birgogu kan beyin bariyeri fonksiyonu, hiicre
sagkalim1 ve/veya sinaptik stabilitede rol oynayan belirli hiicre-hiicre adezyon molekiilleri
de bulunmaktadir. MMP'lar ayrica merkezi sinir sistemi hiicreleri (CNS) iizerinde etkili olan
cesitli trofik faktorler ile de etkilesim i¢indedir. Bdylece, bu enzimlerin beyin gelisiminde

ve hastalikta kritik rol oynadigi kolayca diistiniilebilir [1].

Kanser ve Matriks Metalloproteinazlar

MMP ekspresyonu ve aktivitesi, hemen hemen her insan kanserinde artar ve bu durum
ilerlemis timor evresi, artmig yayilim, metastaz ve kisalmis sag kalim ile korele olur.
MMP'larin hem tiimor hiicreleri tarafindan, hem de ¢evreleyen stromal hiicreler tarafindan
erken ekspresyonu, birincil tiimorin olusturulmasi i¢in uygun bir mikro ortam
saglamaktadir. MMP’lar ECM'i yeniden sekillendirmeye ve ECM'in ve/veya membrana

bagli biiyiime faktorlerini serbest birakmaya yardimci olur [19].

MMP'larin fazla ekspresyonu genellikle daha agresif timor davranisi ve zayif bir prognoz
ile korelasyon gosterir. Cesitli ¢alismalarda bazi MMP'larin, timdr invazyonu, metastaz ve
anjiyogenez sirasinda anahtar agonistler gibi davrantigi gosterilmistir [20]. Ornegin,
ozellikle MMP-2 ve MMP-9 gibi MMP'larin gesitli tiimorlerde asir1 eksprese edildigi
gosterilmistir ve bu asir1 ekspresyon, tiimor saldirganligi, evre ve prognoz ile dogrudan

iliskilidir [7].

Ekstraseliiler matriksin MMP'lar tarafindan pargalanmasi sadece metastazi kolaylastirmakla
kalmaz, ayn1 zamanda ekstraseliiler matrikste bulunan ve hiicre dis1 matriks bozulmasi
sirasinda serbest birakilan biiyiime faktorlerinin etkilesimini arttirarak tiimor biiylimesini de
arttirir. MMP ekspresyonu, ¢ogu normal dokuda diisiik veya saptanamamis olmasina ragmen

malign tiimorlerin ¢ogunda 6nemli dl¢lide artmaktadir [34].
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Akciger ve MMP

MMP'lar akciger organogenezisinde kritik rol oynamaktadir. Akcigerlerin iltihapl
hastaliklarinda ortaya ¢ikan MMP'larin aktivasyonu ile ilgili ¢alismalar artmistir. MMP
ailesinin tiim tiyeleri akciger dokusunda bulunmasa da, ¢ogunun bu hastaliklarin akut ve
kronik evreleri boyunca miktarlarinin arttigi gozlenmistir. Ayrica, akcigerdeki potansiyel
MMP hedefleri genel olarak hiicre dis1 matristeki tiim yapisal proteinleri, hiicre adezyon
molekiillerini, biiylime faktorleri, sitokinleri ve kemokinleri igerir. Bununla birlikte, invivo
ortamlarda bu substratlarin modiile edilmesinde ki MMP’larin rolii hala tam olarak
aciklanamamistir. MMP'lar1 inhibisyonu, ¢esitli inflamatuvar akciger kosullarinda terapotik
bir segenek olarak onerilirken, bunlart mantikli olarak terapotik hedef olarak gérmeden 6nce
bu kompleks enzimlerin biyolojisinin tam olarak anlasilmasina yonelik ¢alismalarin artmast

gerekmektedir [33].

Artrit ve MMP

ECM bilesenlerinin proteinazlar tarafindan asir1 derecede bozunmasi bir¢ok patolojik
kosulda doku yikimina neden olur. Romatoid artrit ve osteoartiritte, yeterli endojen inhibitor
olmadiginda ECM’i parcalayan proteinazlar yikselir. Bu proteinazlar ve inhibitorler
arasindaki bir dengesizlik durumunda eklem kikirdag ve kemigin tahrip edilmesi durumu

s6z konusudur. Iste MMP’larin burada merkezi bir rol oynadig diisiiniilmektedir [10].

Sinovyal eklemleri iceren kikirdak, tendon ve kemigin geri dondiiriilemez tahribati hem
romatoid artrit (RA) hem de osteoartiritin (OA) temel 6zelliklerinden biridir. Kikirdak
proteoglikan ve tip Il kollajenden meydana gelirken tendon ve kemik esas olarak tip |
kollajenden olusur. RA, ¢ok sayida eklemde hasar olusturbilen otoimmiin bir hastaliktir.
Bunun aksine, OA genellikle az goriilen kronik asir1 kullanimdan veya yaralanmadan
kaynaklanan az sayida eklemde hasar olusturur. Her iki hastalikta da, interlokin-1 beta (IL-
1B) ve tiimdr nekroz faktorii-alfa (TNF-a)) gibi inflamatuar sitokinler, hiicre digi matriksin
tiim bilesenlerini bozabilen enzimler olan matriks metalloproteinazlarin iiretimini uyarir.
Kollajenazlar, MMP-1 ve MMP-13, RA ve OA'da baskin roller oynamaktadir. Ciinkii bunlar
kollajen yikimi siirecinde hiz siirlayicidir. MMP-1 oncelikli olarak sinoviyal eklem
hiicreleri tarafindan iiretilirken MMP-13 kikirdakta bulunan kondrositler tarafindan tiretilir.

MMP-13, kollajene ilaveten, agrega proteoglikan molekiiliinii de parcalayarak matriks
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yikiminda ikili bir rol {stlenir. Artrite MMP-2, MMP-3 ve MMP-9 gibi diger MMP'larin
ekspresyonu da artar ve bu enzimler eklemlerin kollajen olmayan matriks bilesenlerini de
indirgemektedir [35]. Yapilan ¢alismalarda insan OA kikirdaginda MMP-1, MMP-3, MMP-
9 ve MMP-13 gibi bazi MMP'lar i¢in haberci RNA (mRNA) tespit edilmistir [36].

Artritik eklemlerin kikirdagi ve kemikte ortaya c¢ikan yikici olaylardaki matriks
metaloproteinazlarin rolii uzun zamandir arastirilmakta ve potansiyel terapotik maddeler
olarak proteinaz inhibitorlerinin gelistirilmesine yonelik girisimler yapilmistir. Artritik
hastalig1 olan hastalardan elde edilen dokularda MMP'larin asir1 ekspresyonu ile ilgili 6nemli

kanitlar elde edilmistir [30].

2.3. MMP-13

Matriks metalloproteinazlar, ekstraseliiler matriksin stabilitesi i¢in énemlidir. Hem doku
homeostazi hem de ECM ortaminin restorasyonu ve patolojik durumlarda kritik rolleri
vardir. Kikirdak ve eklem ekstraseliiler matriksinin ana bileseni olan kollajenin yikim

mediyatorii 6zellikle kollajenazlardir [4].

Kollajenazlar, tiglii sarmal yapidaki fibriler kollajenlerin bozunmasini katalize eder.
Kollajenazlarin fizyolojik rolii, yara iyilesmesi siireci de dahil olmak iizere ECM'in
kollajenaz bileseninin yeniden sekillendirilmesi olarak tanimlanmistir. Kollajenazlarin
ayrica fibrotik organlarda baskin olan kollajenlerin, fibrozun ¢6ziilmesinden ve normal ECM

ortaminin diizenlenmesinden sorumlu olan ana proteazlar olduguna inanilmaktadir [7].

Ug tip kollajenaz vardir; Kollajenaz 1 (MMP-1, interstisyel kollajenaz), kollajenaz 2 (MMP-
8, notrofil kollajenaz) ve kollajenaz 3 (MMP-13) olarak adlandirilir. Bunlara daha sonra
kesfedilmis olan kollajenaz 4 (MMP-18, Xenopus collagenase) eklenmistir. Bu MMP'lar,
fibriler kollajenler I, II ve IIl'in i¢li sarmal bolgesini kolayca pargalamaktadir [20].
Bunlarin domain yapilart propeptid, katalitik ve hemopeksin alanlarindan olusur. Fibriler
kolajen tip I, IT ve III'i karakteristik 3/4 ve 1/4 oranlarinda fragmanlarina ayirmada 6nemli
bir rol oynarlar. Bunun yaninda diger ECM molekiillerine ve ¢6ziiniir proteinlere karsi

aktiviteleri de vardir [3].
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MMP-13 (kollajenaz-3) tanimlanmis olan MMP'larin kollajenaz alt ailesinin ti¢iincii tiyesidir
ve diger kolajenazlar MMP-1 (interstisyel kollajenaz) ve MMP-8 (nétrofil kollajenaz) ile
karsilagtirildiginda belirgin 6zelliklere sahiptir. MMP-13 ilk olarak ¢cDNA c¢aligmalari
neticesinde gogls kanserinden klonlandi. Floresans in situ hibridizasyon teknikleri ile de
MMP-13 gen kromozom (11922-23) haritasi ¢ikarildi [37, 38]. Kollajenaz-3, 60 ve 48 kDa
olan latent ve aktif formlara sahiptir [20].

MMP-13 (kollajenaz-3), diger kollajenaz MMP-1 ve MMP-8'e kiyasla farkli 6zelliklere
sahiptir. MMP-13, jelatin, fibronektin, interlokin-8 ve pro-tiimor nekroz faktorii-a gibi gesitli
dogal ve sentetik substratlari parcalama kabiliyetine sahiptir. MMP-13, kikirdagin ve kemik
ekstraseliiler matriksin ana bilesenini olusturan kollajenleri ayiran birincil enzimdir. Diger
MMP'larda oldugu gibi, MMP-13'te bir sinyal alani, bir propeptid alani, bir katalitik alan ve
bir C-terminal hemopeksin benzeri alan bulunur. MMP-13 katalitik alaninin yapisini analiz
etmek i¢in X-1s11 kristal yapisi analizi ve ¢ok boyutlu heteroniikleer manyetik rezonans

teknikleri kullanilmigtir [39].

MMP-13, MMP aktivasyon kaskadinda merkezi bir konuma sahiptir. MMP-13 aktif
olmayan bir proenzim olarak iiretilir ve N-terminal propeptitin boliinmesiyle aktivasyon
cesitli bilesiklerle gerceklestirilebilir. Aktivasyon otoproteolitik olabilir, birkag MMP ile
katalize edilebilir veya aminofenilmerkiirik asetat (APMA, in vitro proMMP-13"i
etkinlestirmek i¢in kullanilir) tarafindan katalize edilebilir. MMP-13, matriks

metaloproteinazlarin doku inhibitorleri tarafindan inhibe edilir [37].

Kollajen, bag dokusunun stabilize edilmesi ve insan viicudunun yapisal biitiinliigliniin
korunmasi i¢in hayati énem tasimaktadir. Kollajen dogal bozulmasi, embriyogenezis ve
kemik remodelingi gibi fizyolojik siiregler icin kritik dnem tasir. Ote yandan, kollajen iiclii
sarmal yapisinin hidrolizi (kolajenoliz), timor hiicresi yayilimi (metastaz), artrit,
glomeriilonefrit, periodontal hastalik ve doku iilseri gibi ¢esitli patolojilere neden olabilir.
Kikirdak ekstraselliiler matriksin temel bilesenleri tip 1l kollajen ve aggrekandir. Yapilan
calismalarda Matriks metalloproteinaz 13 (MMP-13), osteoartrit (OA) sirasinda kikirdakta

kollajen parcalanmasindan sorumlu proteinaz olarak iligkilendirilmistir [40].

MMP-13 eklem kikirdaginda tercihen kolajen tip I'nin iicli sarmalini hedef alir ve

proteolize ugratir. Ardindan salinan monomer fragmanlar1 daha sonra jelatinaz MMP-2 ve
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MMP-9 tarafindan bozunur. MMP-13’lin inhibitorlerinden olan TIMP'lerin arasinda TIMP-
3, en etkili inhibitor olarak bildirilmistir ve MMP-2 ve MMP-9‘u da inhibe edebilir [41].

Kikirdak olusumunda ve eklem hastaliklarinda kondrositler ve sinoviyal hiicrelerdeki
MMP13 aktivitesi kritik gériinmektedir. Literatiirde MMP13, tiimor invazyonu ve metastazi,
akciger hastaliklar1 ve periodontal hastaliklar ile ve hatta Crohn hastalig1 ve ilseratif kolit

(UC) gibi bagirsak hastaliklari ile de iliskilendirilmistir [42].

Romatolojik hastaliklardan romatoid artrit ve osteoartrit’de sinovyal membranlarda,
kikirdaginda, tendonda ve kemikteki matriks metalloproteinazlarin ifadesi iyi
belgelenmistir. MMP’lar genellikle doku tahribatiyla iliskilidir. Her iki hastalikta da,
iltihaplanma mediatorleri, hiicre dis1 matriksin bir¢ok bilesenini indirgeyen MMP {iretimini
uyarir. Kollajenazlar, MMP-1 ve MMP-13, sinovyal fibroblastlar ve makrofajlar ve
kondrositler tarafindan tiretilir ve RA ve OA'de 6nemli roller oynarlar. MMP-13, matriks
tahribatinda ¢ift rolii olan agregan proteoglikan molekiiliinii de indirgemektedir. MMP-2, -
3, -9, -10 ve MMP-19 gibi MMP'lar artritte yiikselir, ve MMP-13 ile birlikte bu enzimler
eklemlerin kollajen olmayan matriks bilesenlerini de indirgemektedir. Ayrica MMP-1, -2, -
3, -9, -12, -13 ve MMP-14 gibi MMP’lar patolojik kosullardaki osteoklastik rezorpsiyonda
da rol oynamaktadir. Kemik matriksinin kollajen olmayan proteinlerinin bir kismini
parcalayip ECM bdliinmesinin 6tesinde rol oynar [3]. RA ve OA ile yapilan baska bir
caligmada bu hastaliklar1 temel 6zelligi olan sinovyal eklemleri igeren kikirdak, tendon ve
kemigin geri dondiiriilemez tahribatindan bahsedilmistir. Her iki hastalikta da, interlokin-1
beta (IL-1 B) ve tiimor nekroz faktorii-alfa (TNF-a) gibi inflamatuar sitokinler, hiicre disi
matriksin tiim bilesenlerini bozabilen enzimler olan matriks metalloproteinazlarin tiretimini

uyarir [35].

Yapilan bir biyokimyasal ¢aligmada, kollajenazlarin fibriler kollajeni pargalamasi ile ilgili
molekiiler mekanizmasina agiklik getirmeye ¢alisilmistir. MMP1’in, tip I kollajenin a2 (I)
zinciri ile etkileserek {i¢lii helezoni yapiy1 ¢6zdiigii ve ii¢ a zincirini art arda pargaladig
gozlemlenmis. MMP13’iin ise, tip II kollajenin a zincirlerini Gly-Leu, Gly-Gln baglarinin
iki bolgesinde kestigi gozlemlenmistir [10].

MMP'lardan bazilari, travmatik sinovyal membran Orneklerinin neredeyse tamaminda

goriilmektedir. Bir ¢calismada alinan tiim RA sinovyal doku drneklerinde MMP-1, MMP-9
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ve MMP-14 gibi baz1 MMP mRNA'lar1 tespit edilmistir. Aslinda MMP-1 ve MMP-9'un iL1,
TNF a, interferon vy, transforme edici biiylime faktorii o ve epidermal biiytime faktorii gibi
sitokinler tarafindan indiikte oldugu bilinmektedir. Yine bu ¢calismada MMP-13’¢ herhangi
bir travma 6rneginde rastlanmamis ancak hemen hemen tiim RA sinovyal doku 6rneklerinde
bulunmustur. Bu durum, RA'de, OA’de goriildiigiinden daha yiiksek derecede goriilen
MMP-13 enzim proteininin ve MMP-13 ekspresyonunun iltihaplanma derecesi ile korele

oldugunu géstermektedir [43].

2.4. MMP-9

MMP ailesinin 6nemli bir alt grubunu olusturan Jelatinazlar, MMP-2 (Jelatinaz A) ve MMP-
9 (Jelatinaz B) olmak iizere 2 tip iiyeye sahiptir. Domain yapilarinda diger MMP’lardan
farkli olarak Fibronektin tip II benzeri 3 tekrar bolgesi igerirler. Jelatinazlarin substratlar
arasinda kollajen (1V, V, VII, X ve XIV), jelatin, entaktin, agrekan, elastin, fibronektin,
osteonektin, plazminojen, MBP, IL-1p onciillerini sayabiliriz. MMP-2 (Jelatinaz A) 72 kDa,
MMP-9 (Jelatinaz B) ise 92 kDa molekiil agirligindadir.

MMP-9, MMP ailesinin en biiyiik iiyesidir. Domain yapisinda Predomain, Prodomain,
Katalitik domain, Mentese bolgesi, Hemopeksin benzeri bolge, Fibronektin tip II benzeri 3
tekrar bolgelerini icermektedir. Fibronektin benzeri boliim kollajen ve jelatinlere
baglanmay1 kolaylagtirir [23]. Yapilan c¢alismalarda 92 kDa’luk bir molekiil olarak
salgilandig1, 6nce 87 kDa olan bir inaktif maddeye ve sonra aktif form olan 82 kDa veya 83
kDa’uk bir molekiile donistiiriildigi gosterilmisti. MMP-9, aktivasyonunu takiben,
denatiire kollajen ve jelatin, tip IV ve V kollajen ve elastin de dahil olmak iizere pek ¢ok
ekstraseliiler matriks bilesenlerini yikabilir [23, 44].

Jelatinazlarin (MMP-2 ve MMP-9) inflamatuar siireclerde ve tiimor progresyonunda rol
oynadigina yonelik ¢aligsmalar yapilirken biryandan da, jelatinazlarin kansere karsi koruyucu

rolleri oldugu bulunmustur [7].

MMP'lardan bazilari, travmatik sinovyal membran Orneklerinin neredeyse tamaminda
goriilmektedir. Bir ¢calismada alinan tiim RA sinovyal doku drneklerinde MMP-1, MMP-9
ve MMP-14 gibi baz1 MMP mRNA'lar1 tespit edilmistir. Aslinda MMP-1 ve MMP-9'un IL1,

TNF o, interferon v, transforme edici biiyltime faktorii o ve epidermal biiylime faktorii gibi
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sitokinler tarafindan indiikte oldugu bilinmektedir [43]. Yine RA sinovyal sivi drnekleri ile
yapilan bagka bir ¢aligmada yiiksek seviyelerde MMP-1, -2, -3, -8, -9 ve TIMP-1’¢
rastlanmistir. Bu durum MMP'larin tamamen etkinlestirildikten sonra, RA'de kikirdak
yikimina katkida bulunabilecek diizeyde bir MMP/TIMP dengesizligini isaret etmektedir.
Hastaligin erken evrelerinde MMP-8 ve MMP-9 seviyeleri diisiikken RA‘in ilerlemesiyle
miktarlarda artis oldugu da gozlenmistir [45].

Alenius ve ark.larinin yaptiklar1 bir calismada serum MMP-9 diizeyleri, PsA, RA ve kontrol
grubu ile karsilastirilmis ve anlamli bir farklilik bulunmamisken [66] baska bir ¢alismada
ise bu diizeyler PsA, PsO ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur [4]. Baska bir ¢alismada ise PsA’li hastalarin 3 haftalik infliksimab
monoterapisinden sonraki klinik ve laboratuvar bulgular1 baglangica gore degerlendirilmis,
sonucta hastaligin klinik semptomlarinda iyilesmeyle birlikte serum E-selektin, TNF-a,
MMP-2 ve MMP-9 diizeylerinin azaldig tespit edilmistir [71, 72].

2.5. Romatolojik Hastalhiklar

Romatoljik hastaliklar kas, iskelet sistemi, eklemler ve dolayli olarak da i¢ organlari ve biitiin
viicudu etkileyebilen bir hastalik grubudur. Bu terim tek bir hastaliktan ziyade bir hastalik
grubunu nitelemektedir. MS. 1. yiizyilda “Rheuma” kelimesi yangili akici bir siviyi

tanimlamak i¢in kullanilmistir.

Romatizmal hastaliklarin sebebi geg¢misten beri ¢ok net anlagilamamistir. Genetik
yatkinliklar, ¢evresel faktorler, enfeksiyonlar v.b. gibi sebeplerle bagisiklik sisteminde

meydana gelen degisiklilerin tetiklemesiyle ortaya ¢ikmaktadirlar.

Genel belirtileri artrit (eklem iltihab1), eklem sertligi, eklem ve kemiklerde sisme,
eklemlerde hareket kaybi ve hareket kisithigi, kalga agrisi, kas agrisi, halsizlik, ates gibi

belirtiler verir.

Romatizmal hastaliklar niifusun biiylik bir boliimiinii etkilemektedir. Saglik bakim
masraflarinin artmasina, is giicii kaybina, sakathifa ve hatta erken Gliimlere sebebiyet
vermektedir. Bu nedenle, bu hastaliklar i¢in yapilan teshis ve tedaviye yonelik arastirmalar

aym zamanda halk saghigi alaninda 6nemli gelismelere de yardim edebilir. Ote yandan
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romatizmal hastalik etiyolojisinin zamanla daha iyi bir sekilde anlasilmasi ile birgok
romatizmal hastalik i¢in nispeten asemptomatik bir hastalik gelisim donemi oldugu ve bu
hastaliklarin ilerideki riskini tahmin etmek i¢in kullanilabilen biyolojik belirteclerin anlamli
olabilecegi yoniinde elde edilen bilgiler g6z Oniine alindiginda romatizmal hastaliklarin

onlenebilir hastalik listesine dahil olabilecegi umut edilebilmektedir [46].

Romatizmal hastaliklarin biiyiikk bir ¢ogunlugu sistemik bulgularla seyreder. Sistemik
romatizmal hastaliklarin teshis ve tedavisinin yonlendirilmesinde klinik bulgular esastir.
Ancak pek ¢ok laboratuvar testleri ve goriintiileme yontemleri, klinik bulgularla
birlestirilerek, gerek teshis ve tedavinin planlanmasinda ve gerekse de hastalarin organ
tutulumlar1 agisindan degerlendirmelerinde siklikla kullanilabilir. Romatizmal hastaliklarda
laboratuvar testleri iginde ilk sirada rutin incelemeler gelir [47]. Bunlar genel olarak: Tam
Kan Saymmi, Biyokimyasal Incelemeler, Mikrobiyolojik Incelemeler, Sinovyal Sivi
Analizleri, Akut Faz Proteinleri, Otoantikorlar, Kompleman Sistemi, Immiin Kompleksler,
Kriyoglobulinler, HLA Antijenleri, Goriintilleme Yontemleri, Invazif Goériintiileme

Yontemleri, Sinovyal Biyopsi seklinde siralanabilir.

Romatizmal hastaliklar genel anlamda eklem, bag dokusu ve kaslarin disinda, birgok organ
ve sistemi tutabilen hastaliklar1 da biinyesinde barindirir. Bu nedenle, kapsami oldukc¢a

genistir ve yaklasik 200 kadar hastalig icerir.

Bu c¢alismada biz Primer Sjogren Sendromu, Romatoid Artrit ve Psoriatik Artrit

hastaliklarin1 6rnek olarak ele aldik.

2.5.1. Primer Sjogren Sendromu

Sjogren Sendromu (SS) gozyast ve tiikriik bezleri basta olmak tizere, tiim ekzokrin bezlerin
inflamasyonu ile karakterize, yavas seyirli, kronik, sistemik, otoimmiin bir hastaliktir.
Temelde bir otoimmiin ekzokrinopati olan bu hastaliin baslica belirtileri olarak agiz ve goz
kurulugu (sikka semptomlar1) sayilmaktadir. Bununla birlikte hastalik pek ¢ok organ ve
sistemi de etkileyebilmektedir. Bu anlamda hem organa 6zgii, hem de sistemik 6zellikleri
birlikte bulundurabilen bir hastaliktir. Sjogren sendromu primer yada sekonder olarak

adlandirilir. Altta yatan bagka bir hastalik yoksa primer SS; baska bir hastalik ile birlikte ise
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(baslica romatoid artrit veya SLE ) sekonder SS olarak adlandirilir [5]. Primer Sjogren

sendromu (pSS), erken ve agamali lakrimal ve tiikriik disfonksiyonu ile karakterizedir [6].

Epidemiyoloji

Sjogren sendromu ¢ok yaygindir ve goriilme siklig1 kesin bilinmemekle beraber yaklasik
%0,1 ile %0,6 arasindadir. Bu hastalarin %50 kadar1 primer Sjogren vakalaridir. SS tiim
yaslarda ortaya ¢ikabilmekle birlikte 40-50 yaslarindaki kadinlarda daha sik goriilmektedir.
Kadinlarda erkeklere gore daha fazla goriilmektedir. SS'li hastalarin yaklasik % 901
kadindir. Tiirkiye’de Primer SS prevalansi, Avrupa kriterlerine gore %1,56 Avrupa-Amerika

kriterlerine gore ise %0,72 olarak bulunmustur [5, 6].

Etyopatogenez

Sjogren sendromunun etyopatogenezi tam olarak bilinmemesine ragmen ¢aligmalar genetik
ve hormonal 6zellikler, viriisler lizerine yogunlasmustir. Genetik yatkinligi olan bireylerde

eklenen cevresel faktorlerin etkisiyle otoimmiiniteyi tetikledigi diisiiniilmektedir [48, 49].

Klinik Bulgular

Hastalik genellikle sinsi baslar ve yavas seyirlidir. Hastaligin temel klinik semptomlar1 g6z
ve ag1z kurulugu olmakla birlikte, diger organ tutulumlarma ait sistemik bulgular da eslik
edebilir. SS'deki en biiyiik goz problemi keratokonjonktivit sikka olup, kseroftalmiye neden
olur. Baslica oral belirti, tiikriik bezi liretiminin azalmasi, ag1z kurulugu ve dis ¢iiriigline yol
acmasidir. Ekstraglandiiler bulgular1 arasinda artralji, tiroidit, renal tutulum (renal tiibiiler
asidoza neden olur), periferik néropati, kutandz vaskiilit ve lenfoma bulunur. pSS'de lenfoma
riski yaklasik %5'tir. Semptomlarin multisistemik olmasi ve hastaliga 6zgii olmamasi taniy:
giiclestirmektedir. En 6nemli patolojik bulgu ekzokrin bezlerin lenfositlerle infiltrasyonudur

[5, 6].

Tedavi

SS i¢in herhangi bir tedavi mevcut degildir ve SS'in ¢esitli semptomlaria yonelik tek bir
tedavi modalitesi de yoktur. Bununla birlikte, bir takim ilaglar semptomlarin hafifletilmesini

saglar ve SS'in birgok sistemik komplikasyonlarin1 6nlemeye yardimci olur. G6z ve oral
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salgt disfonksiyonunu ayr1 ayr1 degerlendirerek tedavi etmek gerekir. Diger kas iskelet
sistemi yakinmalar1 i¢in Non-Steroid anti-inflamatuar ilaglarlar (NSAIQ), antimalaryal
ilaglar verilebilir. Romatologlarin, pSS veya sSS'li hastalarin bakiminda diger uzmanlarla

terapotik isbirlikleri gelistirmeli ve siirdiirmeleri 6nerilmektedir [5,6].

2.5.2. Romatoid artrit

Romatoid artrit (RA), en sik rastlanan sistemik otoimmiin, simetrik olarak eklemlerde artrite

yol agan ve bir¢cok eklemi ayn1 anda tutabilen kronik seyirli inflamatuar bir hastaliktir.

Romatoid artrit, en yaygin inflammatuvar artritlerden biridir. Etkilenen hastalar kronik
eklem agris1, sakatlik ve ciddi mortalite oranlar1 ile muzdariptir. Oncelikle kiigiik eklemleri
(el eklemleri, el bilegi ve ayak eklemleri) ve dirsek eklemlerini etkiler, ancak daha biiyiik ve
agirlik tasiyict olan appendikiiler eklemlerin etkilendigi de gézlemlenebilir. Ayn1 zamanda
birgok organ ve sistemi de tutabildiginden eklem dis1 bulgular ve sistemik semptomlar da

goriilebilir. RA degisken siddette heterojen bir hastaliktir [6].

Romatoid artrit, giiniimiizde énemli bir saglik yiikii olusturmaktadir. 1987'de tanimlanan
kriterler sayesinde diger artritik hastaliklardan ayirt edilebilir hale gelinmistir. Bu kriterler,
otoantikorun varligi, romatoid faktdr, rontgen lizerinde goriinen eklem erozyonu, sertlik,

sisme ve eklemlerin simetrik olarak etkilenmesi olarak siralanmistir [50].

Eklem tutulumu, sekil bozuklugu yaparak zaman icinde Onemli sakatliklara yol
acabilmektedir. Klinik seyri, hastadan hastaya biiyiik degisiklikler gosterir. Baz1 hastalarda
az sayida, hafif seyirli ve kisa siireli eklem tutulmalar1 goriiliirken, bazi hastalarda ise,
tedaviye etkin yanit alinamayip kisa silirede sakatliklar ve Onemli organ hasarlar

gelisebilmektedir [51].

RA eklem deformitelerine sebep olmas1 yaninda 6nemli is giicii kaybina ve sakatliklara da
neden olmaktadir. Hastalik sadece kas ve iskelet sisteminde kisitli kalmamaktadir.
Akcigerler, kalp-damar sistemi, bagisiklik sistemi, sinir sistemi gibi hayati énemi bulunan
sistemleri de etkileyerek, hastalarin yasam siirelerini ve yasam kalitelerini kisitlamaktadir
[52].
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Romatoid artritli kisilerin eklem kikirdagi ti¢ yolakta proteinazlar tarafindan yikima ugratilir.
Bunlar: (1) eklem kikirdak yiizeylerinin sinoviyal sividaki proteinazlar tarafindan yikima
ugratilmasi, (2) eklem kikirdagi ile dogrudan temas yoluyla proteolitik sinovyum sivisi ya
da pannus dokusu ya da her ikisi tarafindan yikima ugratilmasi ve (3) kondrositlerden

tiretilmis proteinazlar tarafindan gerceklesen intrinsik tahribat olarak sayilabilir [10].

Epidemiyolojisi:

Romatoid artrit diinyada yaygin olarak goriiliir. Goriilme siklig1 etnik gruplarda farklilik
gostermesine ragmen genel olarak %1-2 olup, bu oran 70 yaslarindaki kadinlarda %5’ e kadar
yiikselir [53]. Kadinlarda erkeklerden 2,5 kat daha fazla goriilmektedir [6]. En ¢ok 35 — 60
yaglarinda baslamaktadir [51].

Etyopatogenez:

Hastaligin etyolojisi heniliz tam olarak bilinmemektedir. Genetik ve cevresel faktorlerin
etkisi agikca goriilmektedir [6]. Hastalik ayni1 aile i¢inde birden ¢ok kiside goriilebilmektedir
[50].

Klinik Bulgular:

Romatoid artritin baslama sekli hastadan hastaya farkliliklar gosterir.

En yaygin goriilen baslangi¢ sekli sinsice baglayan ve birkag hafta hatta daha uzun bir siireye
yayilan yorgunluk, hafif ates ve eklem agris1 ve kiigiik distal eklemleri igeren sislik ve
simetrik eklem tutulmasi seklindedir [6]. Eklem agris1 diginda hastalarin 6nemli bir
yakinmasi1 da uyku veya uzun siiren bir istirahat sonrasi, eklemler ve eklemlerin ¢evrelerinde
olusan ve sabah tutuklugu olarak tanimlanan sertlik hissidir. Bu tutulum sebebiyle hastalar
giderek giinliik islerini yapmada zorlandiklarin1 ve eklem fonksiyonlarinin azaldigindan
sikayet ederler [51]. Fiziksel bulgular agisindan eklem merkezli sislik, deformiteler ve agrili
veya azalmis eklem hareketi en belirgin noktalardir. Cogu vakada romatoid artrit, tedavi
edilmezse eklem hasarina ve engellilige neden olabilen kronik ilerleyici bir hastalik olarak
sekillenir. RA'de birincil hedef organ sinovyal membrandir. Artan selliilarite, artmis

vaskiilarite ve immiin inflamatuar hiicrelerle infiizyon gibi degisiklikler gbzlemlenir. Bunun
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neticesinde kikirdak ve kemik tahribiyle sonuglanan inflamasyon eklem deformitelerine ve

ozurlilige yol agar [6].

Romatoid artrit tanisin1 destekleyen laboratuvar testleri, yiiksek eritrosit sedimentasyon hizi
ve C-reaktif protein, pozitif romatoid faktor, pozitif anti-siklik sitriilinat peptid (CCP)
antikorunu sayabiliriz. Radyografiler de periartikiiler osteoporoz, eklem boslugu daralmasi,
erozyon ve deformiteler gozlenebilir. Manyetik rezonans goriintiilleme ve ultrason hastaligin
erken evrelerinde daha duyarl olabilir [6]. Elde edilen laboratuvar bulgulari romatoid artrite
0zgii degildir. Genel olarak klinik belirti ve bulgulara gore konulan taniy1 desteklemede veya

hastaligin gidisini degerlendirmede kullanilirlar [51].

Tedavi:

Romatoid artritte hastaliga yonelik etkin bir tedavi bi¢imi yoktur. Agriyr dindirmek,
eklemlerdeki ve diger bolgelerdeki inflamasyonu baskilamak, eklem hasarini durdurmak
veya yavaglatmak, diger komplikasyonlar1 onlemek ve hastalarin giinliik aktivitelerini
siirdiirmesini  saglamaya yonelik tedaviler uygulanmaktadir [51, 53]. RA olusum
mekanizmalari sebebiyle mevcut tedavilere direnclidir. Hastalarda gozle goriiliir bir iyilesme
saglanmis olsa bile tedavi kesildiginde hastaligin tekrar etme olasilig1 yiiksektir. Ayrica
RA'de erken teshis, geri doniisiimsiiz eklem hasarinin meydana gelmeden once tespit ve
tedavi edilmesi agisindan dnemlidir. RA'da hastalik aktivitesi diizeyi, tedaviye olan ihtiyaci
da biiyltik olciide belirler. DMARD'lar hastalik aktivitesinin kontroliinde merkezi bir
etkendir. Tedavide kalic1 eklem yaralanmalarini 6nlemek ve optimum hastalik kontrolii i¢in

DMARD kombinasyon rejimleri kullanilir [6].

2.5.3. Psoriatik artrit

Psoriatik artrit (PsA), psoriazis (sedef, PSO) denilen deri hastaligi ile beraber gelisen ve
psoriazis hastaligi bulunanlarin yaklasik %20’sinde goriilen eklem iltihabi ile seyreden bir
hastaliktir. Hastalik bir¢ok eklemi ve/veya omurgayi tutabilir ve belirtiler kisiden kisiye
degiskenlik gosterebilir. Psoriatik artrit, tuttugu eklemde hasara neden olur. Bu nedenle
erken tan1 ve etkin bir tedavi dnemlidir. PsA, romatoid faktoriin (RF) kesfi ile romatoid
artritten ayirt edilmistir. RA'li hastalarin %85'i RF pozitif iken PsA‘li hastalar genellikle RF

icin seronegatiftir [6]. Hastalik tizerinde calisan bilim insanlarindan olusan uluslararasi bir
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grup CASPAR PsA siniflama kriterlerini gelistirdiler. Bu kriterler PsA siniflandirmasi igin
%399 spesifik ve %92 duyarlilik derecesine sahiptir [6].

Psoriatik artritte matriks metalloproteinazlar, dermal kan damarlarinin anjiyogenezini ve
immiin sistem hiicrelerin infiltrasyonunu tetikleyerek epidermiste iltihapli lezyonlarin
olusmasinda rol aldig diistiniilmektedir. Ayn1 zamanda baz1 matriks metalloproteinazlarin
da hastaligin dokiintiilii doneminde eksprese oldugu ve bu ekspresyon derecesinin klinik

skorla korele oldugu gézlenmistir[4].

Epidemiyolojisi:

Psoriatik artiritin goriilme sikligini belirleyen ¢aligmalar ¢ok azdir ve bunlara gore de bu
oran %0,04 - 0,1 arasinda degismektedir. Hastaligin baslama yasi genel olarak 30-55 arasidir
[54]. Psoriatik artrit, psoriazis (sedef) hastalarinin yaklasik %26'sinda goriiliir ve niifusta
%0,3 ile %1 prevalansa neden olur [6]. PsA’de erkek/kadin oran1 farkli ¢alismalarda biiyiik
degisiklikler gosterse de ortalama 1:1 olarak kabul edilmistir [4].

Etyopatogenez:

Hastaligin etyopatogenezi tam olarak agiklanamamistir. Hastaliin gelisimde genetik
faktorlerin etkin bir rolii oldugu diisiiniilmektedir. Bunun yaninda immiinolojik, ¢evresel
faktorlerin de etkisiyle deri ve/veya bagirsakta baslayan inflamatuvar olaylarla hastaligin

tetiklendigi diisiiniilmektedir [4, 6].

Klinik Bulgular:

Psoriazis’e eslik eden eklem tutulumlar vardir. Viicudun herhangi bir eklemini tutabilir.
Sadece tek eklemi tutabildigi gibi birden ¢ok eklemi de etkileyebilir. Omurgay: tutabilir. El-
ayak parmaklar1 gibi kiiclik eklemlerin yani sira diz, ayak bilegi gibi biiylik eklemleri de
tutabilir. El ve ayak eklem tutulumunda ‘daktilit’ denilen duruma neden olabilir. Tirnaklarda
cukurluk, kabalasma veya tirnagin yatagindan ayrilmasi gibi degisiklikler goriilebilir.
Psoriatik artrit, omurgay1 tuttugunda, spondilit denilen sirt veya boyun agrisina, egilirken
zorlanmaya neden olur. Psoriatik artrit, tendon ve baglarin kemikler {izerine tutundugu
noktalarda hassasiyet ile kendini gosteren ‘Entezit’ olarak adlandirilan duruma neden

olabilir. Entezit, psoriatik artritin karakteristik 6zelliklerinden biridir.



35

Spinal tutulumun siklig1 da zamanla artmaktadir. Psoriatik artritin asimetrik olusu hastaligin

genel 6zelligidir [54].

Tedavi:

Hastaliga yonelik etkin bir tedavi bi¢imi yoktur. Tedavide disiplinler arasi etkilesim
onemlidir. Farmakolojik veya farmakolojik olmayan uygulamalar, rehabilitasyon ve
rekonstriiktif cerrahi girisimlerden faydalanilabilmektedir. Birgok PsA’l1 hastalar, 6zellikle
periferik eklem tutlumu bulunanlar, selektif olmayan siklooksijenaz inhibitorlerinden yarar
goriirler. Psoriatik artritli hastalarin %20-30’unda fonksiyonlarda kisitlama, sekil bozuklugu
ve eklemlerde destriiksiyon gelisir. Kotli prognoz kriterleri bulunan hastalarda erken

donemde DMARD kullanimi ¢ok yararli olmaktadir [54].

2.6. ELiZA

ELIZA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) antijen-antikor etkilesimine dayanan bir
analiz yontemdir. Bu yontemde bilinen bir antijen varliginda numune igerisindeki 6zgiil
antikoru veya bilinen bir antikor varliginda numune igerisinde ki 6zgiil antijen saptanabilir.
Ayrica numune icerisindeki 6zgiil antijen veya antikorlarin miktarlar1 kantitatif olarak

Olgiilebilir.

Bunun i¢in genel olarak 96 kuyucuklu plateler kullanilmaktadir. Bilinen antijen yada antikor
bu kuyucuklarin yilizeyine baghdir. Bu kuyucuklara numuneler eklenir ve inkiibasyona
birakilir. Bu asama numunemizdeki aradi§imiz antijen ya da antikorun bu kuyucuklarin
yiizeyine sabitlenmis olan bilinen antijen yada antikora baglanmasini saglamak i¢indir.
Inkiibasyondan sonra kuyucuklar yikama islemine tabii tutulur. Bu islem istenmeyen veya
baglanmamis olan biitiin molekiilleri ortamdan temizlemek igin yapilir. Bu asamada
kullanilan ELIZA tiiriine gdre Biyotin ile isaretlenmis antikorlar eklenebilir ortama.
Ardindan isaretli konjugat ortama eklenir ve inkiibasyona birakilir. Biyontin ile isaretleme
yapilmigsa konjugata Streptavidin proteini tutturulur. Bu konjugatin isaretlenmesi genelde
enzimler ile yapilir ve alkalenfosfataz (AP) veya horseradishperoksidaz (HRP) gibi enzimler
kullanilir. Bunlarin disinda pek yaygin olmasada 3-Galaktosidaz, asetilkolinesteraz, katalaz
gibi enzimlerde kullanilmustir. inkiibasyon ve yikamanin ardindan substrat eklenir. Bu

substratin isaretlemede kullanilan enzim ile uyumlu olmasi gerekmektedir. Alkalenfosfataz
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(AP) i¢in BCIP/NBT (5-bromo-4chloro-3-fosfat indolyl/Nitro mavi tetrazolium),
horseradishperoksidaz (HRP) i¢in TMB (tetramethylbenzidine) kullanilir. Inkiibasyonun
ardindan reaksiyonu durdurmak i¢in stop soliisyonlar1 kullanilir. Kuyucuklarda olusan renk

degisimleri spektrofotometrede belirli dalga boylarinda okutulur.

Calismak istedigimiz biyomolekiiliin 6zelliklerine ve ortamdaki miktarlarina gore uygulama
alan1 bulan cesitli ELIZA tiirleri vardir. Direk, indirek, kompetatif, ve sandwich gibi ELIZA

turleri vardir.

Direk ELIZA: Bu yéntemde kuyucuklara baglanmis herhangi bir antijen ya da antikor
yoktur. Ortama direk numune eklenir ve analiz etmek istedigimiz antijen veya antikorun
kuyucuklara tutunmasi beklenir. Ardindan enzimle isaretli konjugat eklenir, inkiibasyona
birakilir. Daha sonra enzime spesifik substrat eklenir ve renk degisimi gdzlenir.
Inkiibasyondan sonra stop soliisyonu ile reaksiyon durdurularak renk degisimi
spektrofotometrede belirli dalga boylarinda okutulur. Olusan rengin absorbans siddeti

konsantrasyon ile dogru orantilidir.

Indirek ELiZA: direk ELIZA dan farki kuyucuklarin hedefledigimiz antijen veya antikora
zgiil antijen veya antikorla kapli olmasidir. Calisma protokolii direk ELIZA gibi uygulanr.

Kompetetif ELIZA: Bu yontemde de kuyucuklar dzgiil antijen veya antikor ile kaplidir.
Kuyucuklara aradigimiz antijen ya da antikoru igeren numune eklenir. Hemen ardindan
enzimle isaretli antijen veya antikor da ortama eklenir. Bu asamada numune ve isaretli
konjugat kuyucuklarda tutunmus olan antijen/antikora baglanmak igin birbirleri ile
yarigirlar. Daha sonra enzime spesifik substrat ile inkiibasyon ve ardindan stop soliisyonu ile
reaksiyon durdurulur. Olusan renk degisimleri spektrofotometrede belirli dalga boylarinda

okutulur. Olusan rengin absorbans siddeti konsantrasyon ile ters orantilidir.

Sandwich ELIZA: Kuyucuklar analiz etmek istedi§imiz antijene 6zgiil yakalama antikorlart
ile kaplanmistir. Kuyucuklara numuneler eklenir ve inkiibasyona birakilir. Yakalama
antikorunun numunemiz igerisinde ki hedefledigimiz antijenleri tutmasi saglanir. Ardindan
enzim isaretli konjugat ile inkiibasyon ve sonrasinda yine bu enzime spesifik substrat ortama
eklenir. Inkiibasyon sonrasinda stop soliisyonu ile reaksiyon durdurularak renk degisimi

spektrofotometrede belirli dalga boylarinda okutulur. Olusan rengin absorbans siddeti
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konsantrasyon ile dogru orantilidir. Diger ELIZA tekniklerine gore daha duyarlidir ve daha
yaygin olarak kullanilir [55, 56].

2.7. Yiiksek performansh sivi kromotografisi (HPLC)

2.7.1. Kromatografi

Bir karigimdaki bilesikleri birbirinden ayirmak ve maddeleri saflagtirmak i¢in kullanilan bir
tekniktir. Kromatografinin ana amaci hedeflenmis numunenin ayrimi ve miktarinin
Olciimiidiir. Kromatografi cesitli maddelerin, hareketli bir faz yardimiyla, sabit bir faz

iizerinde, degisik hizlarla hareket etmeleri veya siiriiklenmeleri esasina dayanir.

Kromatografinin farkli siniflandirma sekilleri mevcuttur: Kromatografide molekiillerin
adsorpsiyon, dagilma ve degistirme kuvvetleri rol oynar. Bu kuvvetlere gore de farkli

kromatografik yontemler farkli gruplarda toplanirlar.

Ayrilma Mekanizmalarina Gére
e Adsorpsiyon kromatografisi
e Partisyon kromatografisi
e lIyon degistirme kromatografisi
e Jel filtrasyon (Molekiiler eleme) kromatografisi
e lyon cifti kromatografisi
e Afinite kromatografisi
Uygulama Bigimine Gére
Diizlemsel kromatografi
— Kagit kromatografisi
— Ince tabaka kromatografisi (TLC)
Kolon kromatografisi
— Gaz kromatografisi (GC)
— Yiiksek basinglt s1vi kromatografisi (HPLC)
Faz Tiplerine Gore
S1v1 kromatografisi
* Swvi-Kat1 kromatografisi

* Sivi-S1vi kromatografisi
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Gaz kromatografisi
» Gaz-Kati kromatografisi

* Gaz-Sivi kromatografisi

[lk modern cihaz 1965 yilinda Yale Universitesi, Csaba Horvath tarafindan gelistirildi.
Horvath gelistirmis oldugu cihaza bugiin de evrensel olarak kullanilan “yiiksek performansl

stvi kromatografisi” adin1 vermistir.

T1ibbi Laboratuvardan ilag sanayisine; gidadan veterinerlik, ziraate; kimyadan ¢esitli sanayi
dallarina kadar ¢cok genis bir yelpazede kullanim alani bulan kromatografi; 61¢iim, ayristirma
ve saflastirma gibi degisik amagclar i¢in kullanilmaktadir. Boyle degisik alanlarda ve ¢esitli
kullanim yontemleri olan kromatografinin en onemli, etkin ve yaygin olani ise Likit

Kromatografi ve HPLC cihazidir.

2.7.2. Yiiksek performans sivi kromotografisi ( HPLC)

En yaygin olarak kullanilan analitik tekniklerden bir tanesidir.

HPLC; Kimyasal ayirma, saflagtirma ve nitel ve nicel olarak tayin etme amaciyla en ¢ok
kullanilan cihazdir. Karisimdaki bilesenlerin ayrilmasi igin sivi hareketli faz kullanilir.
Bilesenler ilk olarak ¢dzgende ¢oziiniirlestirilirler ve daha sonra yiiksek basing altinda

kromatografi kolonundan ge¢meye zorlanirlar.

2.7.3. HPLC’nin uygulanis1

1. adim: Biyomolekiiliin uygun ¢oziiciide ¢oziinmesi

2. adim: Ayrim: Bilesenlerin ayrimi kolonda gergeklesir. Coziinen karisim kolona enjekte
edilir. Kolon boyunca sivinin (metanol ve su karisimi gibi) hareket etmesi i¢in bir basing
uygulanir. Bu sivi karisimina hareketli faz denir. Hareketli faz, sabit faz boyunca ilerleyerek,
enjekte edilen numuneyi tasimakla gorevlidir. Farkli bilesenler, kolonda farkli hizlarda

ilerlerler. Boylece bilesenler ¢ikisa farkli zamanlarda ulasir.

3. Adim: Bilesenlerin miktarlarinin tayin edilmesi: Bilesenler ayrildiktan sonra miktarlarinin

tayini ic¢in detektorlerden faydalanilir. Isigin madde tarafindan absorblanmasi, madde
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miktar1 ile orantilidir diyebiliriz. Ornegin madde miktari 2 katina ¢ikarirsak, madde 2 kat
daha fazla 15181 absorblayacak demektir. Dedektdr 15181n yogunlugunu 6lgmekle gorevlidir.

Isik gelisindeki azalma dedektorde bir cevap olusturur ve buna da pik denir.

4. Adim: Bilesenlerin nicel olarak tayini

2.7.4. HPLC sistemine genel bakis

Genel olarak 8 kisimdan olusur:

=  Mobil faz (¢6ziicii) siseleri

=  Degasser
= Pompa
= Enjektor

=  Kolon firmi

= Kolon
= Dedektor
= Kaydedici

Bu kisimlardan bazilar1 ¢alisilacak bilesene ve cihaz marka, modeline gore degisiklik

gosterebilir.

2.7.5. HPLC ¢aliymalarinda ki genel avantajlar

*  Dogruluk

* Yiiksek hassasiyet (ppm - ppb)

+ Kiiciik enjeksiyon hacimi (1- 100 ul)
* Genis uygulama sahasi

* Zor olmayan analiz kosullar

* Cok 1yi tekrarlanabilirlik
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2.7.6. HPLC’nin kullanim alanlari

HPLC’nin ¢ok genis bir kullanim alan1 vardir.

+ llac analizleri

» Biyokimyasal analizler

* (Gida analizleri

* Adli tip, toksikoloji

* Klinik tip

* (ida ve gevre kirleticileri

» Endiistriyel analizler [57, 58]
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cahismaya Alinacak Hastalarin Belirlenmesi

Calismaya Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Romatoloji Bilim Dali Poliklinigi’nde takipli
hastalardan goniillii olarak katilmay1 kabul eden Primer Sjégren Sendromu teshisli 20, Psoriatik
Artrit teshisli 19 ve Romatoid Artrit teshisli 20 hasta alinmistir. Ayrica herhangi bir
romatolojik veya kronik hastaligr olmayan 15 saglikli kiside saglikli kontrol grubu olarak
caligmaya dahil edilmistir. Katilimcilarin yas araligi 25 -60 yas olarak belirlenmistir. Hastalarm
rutin kontrollerinde verdikleri kanlardan kalan serum Ornekleri calismada kullanilmistir.
Katilmcilarin  demografik bilgileri ve laboratuvar sonuglari medikal dosyalarindan elde

edilmistir.
3.1.1. Primer Sjogren Sendromu grubu hasta secim keriterleri

Amerika Romatoloji Dernegi 2012 Sjogren Siniflama kriterlerine gore Primer Sjdgren
sendromu tanist almig, 25 ile 60 yas araliginda olan hastalar dahil edilmistir. Baska bir
romatolojik hastaligin eslik etmesi veya herhangi bir kronik hastaligin olmasi ve yas

araligiin disinda olmasi arastirma dis1 kalma kriterleri olarak belirlenmistir.
3.1.2. Psoriatik Artrit grubu hasta secim kriterleri

Psoriatik Artrit Siniflama Kriterleri (CASPAR) gore Psoriatik Artrit tanis1 almis, 25 ile 60
yas araliginda olan hastalar dahil edilmistir. Bagka bir romatolojik hastaligin eslik etmesi
veya herhangi bir kronik hastaligin olmas1 ve yas araliginin disinda olmasi aragtirma disi

kalma kriterleri olarak belirlenmistir.
3.1.3. Romatoid Artrit grubu hasta secim kriterleri

Amerika Romatoloji Dernegi 2010 Romatoid Artrit Siiflama Kriterlerine goére Romatoid
Artrit tanist almig, 25 ile 60 yas araliginda olan hastalar dahil edilmistir. Bagka bir
romatolojik hastaligin eslik etmesi veya herhangi bir kronik hastaligin olmasi ve yas

araliginin disinda olmasi arastirma dis1 kalma kriterleri olarak belirlenmistir.
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3.2. Numune Alim, Hazirlama ve Saklanmasi

Katilimcilarin rutin kontrolleri sirasinda vermis olduklart kanlarin arta kalan boliimleri
kullanildi. Bu kanlar 3500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek serum Ornekleri ependorf
tiiplerine ayrilmistir. Ayrilan numuneler calisma giliniine kadar -80°C’de buzdolabinda

saklanmistir.
3.3. Olgiimler
3.3.1. Kullanmilan alet, gerec¢ ve cihazlar

Kullanilan cihazlar: Biotek marka Synergy H1 Cok Modlu Mikroplak okuyucu, Heidolph
marka Vortex, Hermle marka Santrifiij, Niive marka SL-350 Orbital Calkayici, Cesitli

hacimlerde ayarlanabilir ¢ok kanalli ve tek kanalli otomatik pipetler.
3.3.2. MMP-13 bl¢iimii

Serum MMP-13 diizeyi Sigma-Aldrich marka Human MMP-13 ELISA Kit (Lot Number
0302C0175) kullanilarak 6l¢tilmiistiir.

Kit igerigi ve reaktifler:

1. iInsan MMP-13 Antikor kapli ELIZA Plate (RAB0364A)

2. Yikama tamponu 20x (RABWASH4)

3. Liyofilize Insan MMP-13 Protein Standart1 - RAB0364

4. Biyotinlenmis Insan MMP-13 Tespit Antikoru- RAB0364F-

5. HRP-Streptavidin - RABHRP5

6. ELIZA Kolorimetrik TMB Reaktifi (HRP Substrate) - RABTMB3
7. ELIZA Reaksiyon Durdurma Soliisyonu — RABSTOP3

8. ELIZA 5x Ornek Sulandirma Tamponu — RABELADE

Calisma adimlart:

e Ornek Sulandirma Tamponu 5 kat distile su ile sulandirildi.
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e Yikama Tamponu 20 kat distile su ile sulandirildi.

e Biotinlenmis Tespit Antikoru igeren vialin igine dnce 100 uL sulandirma tamponu
eklenir. Daha sonra bu stok ¢6zelti 80 kat sulandirma tamponu ile sulandirilir.

e HRP-Streptavidin i¢in konsantre reaktiften 700 kat sulandirma yapilir. Bunun ig¢in
HRP-Streptavidin igeren vialden 20 ul alinir ve 14 mL’ye sulandirma tamponu ile
tamamlanir.

e Liyofilize Insan MMP-13 Protein Standart igeren viale 400 uL sulandirma tamponu
eklenir. Boylece 50 ng/mL konstrasyondaki stok protein standartimiz hazirlanir.
Baska temiz bir viale 80 uL bu standarttan pipetlenir. Uzerine 586,7 uL sulandirma
tamponu eklenerek 6000 pg/mL’lik protein standarti hazirlanir. Daha sonra bundan
seri dillisyon ile kalibrasyon egrisinde kullanmak i¢in diger standartlar hazirlanir.
Sekil 3.1°de standartlarin diliisyonlar1 ile ilgili gorsel verilmistir.

80 pl standard +
586.7 ul 200ul 200l 200pl  200ul  200p1 200 ul

000 T TN T %

6000 2000 666.7 2222 74.07  24.69 8.23 0
pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml pg/ml  pg/ml pg/ml

Sekil 3.1. MMP-13 standartlarinin diliisyonu

Protein standartlar1 ve tiim reaktifler hazirlandiktan sonra pipetleme asamasina gegildi.

Calismanin adimlari:

* 100 uL hazirlanmis olan protein standartlar1 ve numuneler kuyucuklara pipetlenir.
Ustii kapatilarak 2,5 saat oda 1s1sinda ortbital ¢alkalayicida inkiibasyona birakalir.

« Inkiibasyonun ardindan 300 uL yikama tamponu ile yikama yapilir. Bu islem 4 kez
tekrarlanir.

* Hazirlamis oldugumuz Biyotinlenmis tespit antikoru soliisyonundan 100 uL her
kuyucuga pipetlenir. Ustii kapatilarak 1 saat oda 1sisinda ortbital calkalayicida
inkiibasyona birakilir.

* Yikama islemi tekrarlanir.
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* Hazirlamisg oldugumuz HRP-Streptavidin soliisyonundan 100 uL her kuyucuga
pipetlenir. Ustii kapatilarak 45 dakika oda 1s1sinda ortbital ¢alkalayicida inkiibasyona
birakilir.

*  Yikama islemi tekrarlanir

* Kullanioma hazir olan Kolorimetrik TMB Reaktifinden 100 uL her kuyucuga
pipetlenir. Ustii kapatilarak 30 dakika oda 1s1sinda ortbital calkalayicida inkiibasyona
birakilir.

+ Inkiibasyonun ardindan 50 uL reaksiyon durdurma soliisyonundan her kuyucuga
pipetlenir.

* 450 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapilir.

3.3.2. MMP-9 sl¢iimii

Serum MMP-9 diizeyi Sigma-Aldrich marka Human MMP-9 ELISA Kit (Lot Number
0920D0173) kullanilarak Sl¢tilmiistiir.

Kit icerigi ve reaktifler:

1.

2.

Insan MMP-9 Antikor kapli ELIZA Plate (RAB0372A)

Yikama tamponu 20x (RABWASH4)

. Liyofilize Insan MMP-9 Protein Standart: - RAB0372-

. Biyotinlenmis Insan MMP-9 Tespit Antikoru- RAB0372D-

. HRP-Streptavidin - RABHRP5

. ELIZA Kolorimetrik TMB Reaktifi (HRP Substrate) - RABTMB3
. ELIZA Reksiyon Durdurma Soliisyonu - RABSTOP3

. ELIZA 5x Ornek Sulandirma Tamponu — RABELADE

Calisma adimlari:

e Ornek Sulandirma Tamponu 5 kat distile su ile sulandirild.
e Yikama Tamponu 20 kat distile su ile sulandirildi.
e Biyotinlenmis Tespit Antikoru igeren vialin i¢ine 6nce 100 uL sulandirma tamponu

eklenir. Daha sonra bu stok ¢ozelti 100 kat sulandirma tamponu ile sulandirilir.
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e HRP-Streptavidin icin konsantre reaktiften 400 kat sulandirma yapilir. Bunun i¢in
HRP-Streptavidin i¢eren vialden 30 uL alinir ve 12 mL’ye sulandirma tamponu ile
tamamlanir.

e Liyofilize insan MMP9 Protein Standart1 iceren viale 400 uL Ssulandirma tamponu
eklenir. Boylece 50 ng/mL konstrasyondaki stok protein standartimiz hazirlanir.
Baska temiz bir viale 80 uL bu standarttan pipetlenir. Uzerine 586,7 uL sulandirma
tamponu eklenerek 6000 pg/mL’lik protein standarti hazirlanir. Daha sonra bundan
seri dillisyon ile kalibrasyon egrisinde kullanmak i¢in diger standartlar hazirlanir.
Sekil 3.2’de standartlarin sulandirmalar ile ilgili gorsel verilmistir.

80 pl standard +
586.7 ul 200u1 200l 200pl  200p 2001 200 pl

0> > > 7> 7 7Y %

6000 2000 666.7 2222 74.07 24.69 8.23 0
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml

Sekil 3.2. MMP-9 standartlarinin diliisyonu

Protein standartlar1 ve tiim reaktifler hazirlandiktan sonra pipetleme asamasima gecildi.

Calismanin adimlari:

e 100 uL hazirlanmig olan protein standartlari ve numuneler kuyucuklara
pipetlenir. Ustii kapatilarak 2,5 saat oda 1sisinda ortbital galkalayicida
inkiibasyona birakilir.

e Inkiibasyonun ardindan 300 uL yikama tamponu ile yikama yapilir. Bu islem
4 kez tekrarlanir.

e Hazirlamis oldugumuz Biyotinlenmis Tespit Antikoru soliisyonundan 100 ul
her kuyucuga pipetlenir. Ustii kapatilarak 1 saat oda 1sisinda ortbital
calkalayicida inkiibasyona birakilir.

e Yikama islemi tekrarlanir.
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e Hazirlamis oldugumuz HRP-Streptavidin soliisyonundan 100 uL her
kuyucuga pipetlenir. Ustii kapatilarak 45 dakika oda 1sisinda ortbital
calkalayicida inkiibasyona birakilir.

e Yikama islemi tekrarlanir.

e Kullanima hazir olan Kolorimetrik TMB Reaktifinden 100 uL her kuyucuga
pipetlenir. Ustii kapatilarak 30 dakika oda 1sisinda ortbital calkalayicida
inkiibasyona birakilir.

e inkiibasyonun ardindan 50 uL reaksiyon durdurma soliisyonundan her
kuyucuga pipetlenir.

e 450 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapilir.

3.4. HPLC ile Analiz

Analiz icin CBM-20A Sistem Kontrol Unitesi, DGU-20A On-line Degaz Unitesi, LC-20AT
Pompa, SIL-20AC Oto Ornekleyici, CTO-20A Kolon Firini, SPD-M20A Photo-diode
Array (PDA) dedektoér modiillerinden olusan Shimadzu marka HPLC sistemi kullanildi.

Kullanilan kimyasal maddeler HPLC grade idi.

Calismada Intersil ODS3 5*4,6*150 mm analitik kolon kullanild1. izokratik modda ¢alisildi.
Mobil faz olarak %60 Asetonitril, %40 Distile su ve %0,01 Trifloroasetik asit karisimi
kullanildi. MMP standartlart metanolde diliie edilerek kullanilda.

Ornek serumlar ise %40°1ik perklorik asit ile ekstrakte edilerek cihaza 10 uL enjekte edildi.
Akis hiz1 0,9 mL/dakika olarak uygulandi. PDA dedektor ile yapilan dalga boyu taramasinda
en yiiksek pikin 205 nm ye ait oldugu gozlendi.

3.5. istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilen verilerin degerlendirilmesi ve tablolarin olusturulmasi amaciyla
SPSS version 15,0 programi kullanilmistir. Caligma gruplart ve Olgililen laboratuvar

sonuglar1 analize tabii tutuldu.
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Hasta ve kontrol gruplarindaki parametrelerin tanimlayici istatistikleri, ortalama degerleri,
deger araliklar1 ve standart sapmalar1 hesaplandi ve standart sapmalar + seklinde ifade edildi.
Gruplara ait verilerin normal dagilima uyup uymadiklar1 Kolmogorov Smirnov testi ile
degerlendirilmistir. Normal dagilima uygun olmayan sayisal verilerin gruplar arasi

karsilastirmalarinda Mann-Whitney U testi kullanilmistir.

Degigkenler arasinda iliski olup olmadigi Spearman Korelasyon analizi ile incelendi.

Sonuglarin p degeri <0,05 oldugu takdirde istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Kontrol ve Hasta Gruplarina Ait Tamimlayic1 Bulgular

Calismaya Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Romatoloji Bilim Dali Poliklinigi’nde takipli
hastalardan goniillii olarak katilmay1 kabul eden Primer Sjogren Sendromu teshisli 20,
Romatoid Artrit teshisli 20 ve Psoriatik Artrit teshisli 19 hasta alinmistir. Ayrica herhangi
bir romatolojik veya kronik hastaligi olmayan 15 saglikli kiside saglikli kontrol grubu olarak
caligmaya dahil edilmistir. Katilimcilarin yas araligi 25 -60 yas olarak belirlenmistir. Hastalarm
rutin kontrollerinde verdikleri kanlardan kalan serum ornekleri c¢alismada kullanilmustir.
Katilmcilarin  demografik bilgileri ve laboratuvar sonuglari medikal dosyalarindan elde

edilmistir.

Goniilli katithimetlarimiz Primer Sjogren Sendromu grubunda 2 erkek 18 kadin, Romatoid Artrit
grubunda 2 erkek 18 kadin, Psoriatik Artrit grubunda 7 erkek 11 kadin hastadan olugmustur.

Rutin kontrolleri i¢in poliklinige gelen hastalardan goniilli ve calismaya dahil olma
kriterlerini karsilayan katilimcilar rastgele sec¢ilmistir. Yasin gruplar arasi dagilimini
gostermek i¢in normallik testi Kolmogorov-Smirnov testi yapildi. Hastalik gruplar ile
katilimcilarin yaglart arasinda yapilan istatistiksel degerlendirmede yaslarin gruplar arasinda
normal dagildigin1 gézlemledik. p degerleri ve genel tanimlayici istatistikleri gizelge 4.1°de

gosterildi.

Cizelge 4.1. Tiim gruplarin yasa gore genel tanimlayici istatistikleri

Gruplar Yas (y1l)
(Kolmogorov-
Numune Ortalama + Medyan | Minumum | Maximum Smirnov)
sayist Std.sapma p degeri

Primer Sjogren 20 48,45+ 10,59 47,50 31 65 0,200
Sendromu
Romatoid 19 56,00 + 10,98 56,00 27 73 0,200
Aurtrit
Psoriatik Artrit 19 38,74+ 11,25 38,74 22 56 0,160
Kontrol 15 4787+5,48 46,00 41 58 0,200
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4.2. Kontrol ve Hasta Gruplarina Ait Laboratuvar Sonuclari ile Tlgili Bulgular

Hastalarin rutin kontrollerinde verdikleri kanlardan kalan serum 6rnekleri toplanarak ¢aligma
giiniine kadar -80°C‘de saklanmigtir. Calismalardan elde ettigimiz gruplara ait MMP-13
(pg/mL), MMP-9 (pg/mL), sedimantasyon (mm/saat) ve CRP (mg/dL) sonuglari istatistiksel

analize tabi tutulmustur.

MMP-13 sonuglarinin gruplar arasi dagilimini gostermek i¢in normallik testi Kolmogorov-
Smirnov testi yapildi. Hastalik gruplari ile MMP-13 sonuglar arasinda yapilan istatistiksel
degerlendirmede MMP-13 sonuglarinin gruplar arasinda normal dagilmadigini gozlemledik.
Tim gruplarin MMP-13 sonuclarina gore genel tanimlayict istatistikleri ve p degerleri

cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Tiim gruplarin MMP-13 sonuglarina gore genel tanimlayici istatistikleri

Gruplar MMP-13 (pg/mL)
(Kolmogorov-
Numune Ortalama =+ std. Medyan Minumum | Maximum Smirnov)
say1si sapma p degeri

Primer Sjogren 20 12,99 + 18,03 6,78 4,59 67,86 <0,001
Sendromu
Romatoid 19 14,12 £ 16,45 8,79 4,68 76,25 <0,001
Artrit
Psoriatik 19 9,78 £10,45 6,05 5,08 49,86 <0,001
Artrit
Kontrol 15 12,30 + 14,38 7,02 5,97 61,89 <0,001

MMP-9 sonuglarinin gruplar arast dagilimimi gostermek i¢in normallik testi Kolmogorov-
Smirnov testi yapildi. Hastalik gruplari ile MMP-9 sonuglart arasinda yapilan istatistiksel
degerlendirmede MMP-9 sonuglarinin gruplar arasinda genel olarak normal dagildigin
gozlemledik. Tiim gruplarin MMP-9 sonuglarina gére genel tanimlayict istatistikleri ve p

degerleri ¢izelge 4.3’te gdsterilmistir.
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Cizelge 4.3. Tiim gruplarin MMP-9 sonuglarina gore genel tanimlayici istatistikleri

Gruplar

MMP-9 (pg/mL)

Numune (Kolmogorov
sayisl Ortalama + std.sapma | Medyan | Minumum | Maximum -Smirnov)
p degeri

Primer Sjogren 20 7303,60 + 538,36 7162,50 6440 8908 0,005
Sendromu

Romatoid 20 7433,10 +560,85 7434,00 6418 8980 0,068
Artrit

Psoriatik 19 7639,68 + 764,30 7900,00 6548 8888 0,174
Axrtrit

Kontrol 15 7890,53 +1046,44 7813,00 5938 9493 0,200

Sedimantasyon sonuglarmmn gruplar arasit dagilimimi gostermek i¢in normallik testi

Kolmogorov-Smirnov testi yapildi. Hastalik gruplar ile sedimantasyon sonuglari arasinda

yapilan istatistiksel degerlendirmede sedimantasyon sonuglarmm gruplar arasinda genel

olarak normal dagilmadigini gézlemledik. Tiim gruplarin sedimantasyon sonuglarina gore

genel tanimlayici istatistikleri ve p degerleri ¢izelge 4.4’te verilmistir.

Cizelge 4.4. Tiim gruplarin sedimantasyon sonuglarina gére genel tanimlayici istatistikleri

Gruplar Sedimantasyon (mm/saat)
Numune (Kolmogorov-
say1st Ortalama + std. sapma | Medyan | Minumum | Maximum Smirnov)
p degeri

Primer Sjogren 20 22,39 +£19,57 12,50 6 66 0,007
Sendromu
Romatoid 20 24,42 +£15,37 22,00 9 65 <0,001
Amrtrit
Psoriatik 19 20,47 £11,96 21,00 3 42 0,200
Artrit

CRP sonuglarinin gruplar aras1 dagilimini gostermek i¢in normallik testi Kolmogorov-

Smirnov testi yapildi. Hastalik gruplari ile CRP sonuglar1 arasinda yapilan istatistiksel

degerlendirmede CRP sonuglarinin gruplar arasinda normal dagilmadigini gozlemledik. Tiim

gruplarin CRP sonuglarina gore genel tanimlayic istatistikleri ve p degerleri ¢izelge 4.5°te

verilmistir.
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Cizelge 4.5. Tiim gruplarin CRP sonuglarina gore genel tanimlayici istatistikleri

Gruplar CRP (mg/dL)
Numune (Kolmogorov-
sayisl Ortalama + std. sapma | Medyan | Minumum | Maximum Smirnov)
p degeri

Primer Sjogren 20 5,63 +4,34 3,82 2 17 0,021
Sendromu
Romatoid 20 12,70 £ 14,32 6,67 1 58 0,001
Artrit
Psoriatik 19 10,62 7,90 9,61 1 31 0,044
Artrit

Gruplar arasindaki degerlerin analizini yapmak i¢in Mann-Whitney U Testi kullanildi.

Mann-Whitney U Testi’ne gore MMP-9 sonuglar1 i¢in Kontrol grubu ile Psoriatik Artrit

grubu arasinda yapilan degerlendirmede istatistiksel olarak anlamlilik bulunmaz iken MMP-

13 degerleri istatiksel olarak anlamli bulundu. MMP-13 ve MMP-9 degerleri agisindan

Kontrol grubu ile PsA grubu arasinda yapilan degerlendirme ¢izelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6. MMP-13 ve MMP-9 degerleri i¢in Kontrol grubu ile PSA grubu arasinda yapilan

degerlendirme
Kontrol grubu ile Psoriatik Artrit grubu p degeri
karsilastirilmasi
MMP-13 0,026
MMP-9 0,425

Mann-Whitney U Testi’ne gore MMP-13 ve MMP-9 sonuglar1 i¢in Kontrol grubu ile

Romatoid Artrit grubu arasinda yapilan degerlendirmede istatistiksel olarak anlamlilik

bulunmadi. MMP-13 ve MMP-9 degerleri agisindan Kontrol grubu ile RA grubu arasinda

yapilan degerlendirme ¢izelge 4.7’ de verilmistir.
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Cizelge 4.7. MMP-13 ve MMP-9 degerleri i¢in Kontrol grubu ile RA grubu arasinda yapilan

degerlendirme
Kontrol grubu ile Romatoid Artrit grubu p degeri
karsilastirilmast
MMP-13 0,894
MMP-9 0,067

Mann-Whitney U Testi’ne gore MMP-13 sonugclari i¢in Kontrol grubu ile Primer Sjogren
Sendromu grubu arasinda yapilan degerlendirmede istatistiksel olarak anlamlilik bulunmaz
iken MMP-9 degerleri istatistiksel olarak anlamli bulundu. MMP-13 ve MMP-9 degerleri
acisindan kontrol grubu ile pSS grubu arasinda yapilan degerlendirme g¢izelge 4.8’de

gosterilmistir.

Cizelge 4.8. MMP-13 ve MMP-9 degerleri igin Kontrol grubu ile pSS grubu arasinda yapilan

degerlendirme
Kontrol grubu ile Primer Sjogren Sendromu grubu p degeri
karsilastirilmasi
MMP-13 0,278
MMP-9 0,040

Mann-Whitney U Testi’ne gore MMP-13, MMP-9, sedimantasyon, CRP sonuglar1 i¢in
Psoriatik Artrit grubu ile Romatoid Artrit grubu arasinda yapilan degerlendirmede
istatistiksel olarak anlamlilik bulunmadi. MMP-13, MMP-9, sedimantasyon ve CRP
degerleri agisindan PsA grubu ile RA grubu arasinda yapilan degerlendirme cizelge 4.9°da

gosterilmistir.

Cizelge 4.9. MMP-13, MMP-9, sedimantasyon ve CRP degerleri igin PSA grubu ile RA grubu
arasinda yapilan degerlendirme

Psoriatik Artrit grubu ile Romatoid Artrit grubu p degeri
karsilastirilmasi

MMP-13 0,232
MMP-9 0,286
Sedimantasyon 0,578
CRP 0,672

Mann-Whitney U Testi’ne gore MMP-13, MMP-9, sedimantasyon sonuglar1 igin Psoriatik
Artrit grubu ile Primer Sjogren Sendromu grubu arasinda yapilan degerlendirmede

istatistiksel olarak anlamlilik bulunmaz iken CRP degerleri istatistiksel olarak anlamli
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bulundu. MMP-13, MMP-9, sedimantasyon ve CRP degerleri agisindan PsA grubu ile pSS

grubu arasinda yapilan degerlendirme ¢izelge 4.10°de gosterilmistir.

Cizelge 4.10. MMP-13, MMP-9, sedimantasyon ve CRP degerleri i¢in PSA grubu ile pSS grubu
arasinda yapilan degerlendirme

Psoriatik Artrit grubu ile Primer Sjégren Sendromu grubu p degeri
karsilastirilmasi

MMP-13 0,704
MMP-9 0,087
Sedimantasyon 0,423
CRP 0,012

Mann-Whitney U Testi’ne gore MMP-13, MMP-9, sedimantasyon, CRP sonuglar1 i¢in
Romatoid Artrit grubu ile Primer Sjogren Sendromu grubu arasinda yapilan degerlendirmede
istatistiksel olarak anlamlilik bulunmadi. MMP-13, MMP-9, sedimantasyon ve CRP
degerleri agisindan RA grubu ile pSS grubu arasinda yapilan degerlendirme cizelge 4.11°de

gosterilmistir.

Cizelge 4.11. MMP-13, MMP-9, sedimantasyon ve CRP degerleri i¢in RA grubu ile pSS grubu
arasinda yapilan degerlendirme

Romatoid Artrit grubu ile Primer Sjégren Sendromu grubu p degeri
karsilastirilmasi

MMP-13 0,279
MMP-9 0,273
Sedimantasyon 0,070
CRP 0,066

Hastalik gruplar1 bazinda sonuglar arasindaki nonparametrik korelasyon degerlendirmesi

icin Spearman Testi kullanildi.

Spearman Korelasyon Testi’ne gore Kontrol grubu igerisinde MMP-9 ve MMP-13 degerleri
arasindaki iligki istatistiksel agidan anlamli bulunmamistir. Kontrol grubu igerisinde MMP-

13 ve MMP-9 korelasyon degerleri ¢izelge 4.12°de verilmistir.

Cizelge 4.12. Kontrol grubu igerisinde MMP-13 ve MMP-9 korelasyon degerleri

Kontrol grubu MMP-9 (p degeri) MMP-13 (p degeri)
MMP-9 - 0,770
MMP-13 0,770 -
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Spearman Korelasyon Testi ile Psoriatik Artrit grubu igerisinde MMP-9, MMP-13,
sedimantasyon ve CRP degerleri arasindaki iliski arastirilmistir. MMP-13 ile MMP-9
arasindaki korelasyon 0,05 diizeyinde anlamlidir. Sedimantasyon ile CRP arasindaki
korelasyon 0,01 diizeyinde anlamlidir. Diger veriler arasindaki iliski istatistiksel agidan
anlamli bulunmamustir. PsA grubu igerisinde MMP-13, MMP-9, sedimantasyon ve CRP

korelasyon degerleri cizelge 4.13’de verilmistir.

Cizelge 4.13. PsA grubu igerisinde MMP-13, MMP-9, sedimantasyon ve CRP korelasyon

degerleri
MMP-9 MMP-13 Sedimantasyon CRP
Psoriatik Artrit p degeri p degeri p degeri p degeri
MMP-9 - 0,038 0,142 0,566
MMP-13 0,038 - 0,992 0,753
Sedimantasyon 0,142 0,993 - 0,002
CRP 0,566 0,753 0,002 -

Spearman Korelasyon Testi’ne gore Romatoid Artrit grubu i¢erisinde MMP-9, MMP-13,
sedimantasyon ve CRP degerleri arasindaki iliski arastirilmistir. Sedimantasyon ile MMP-9
arasinda negatif korelasyon bulunmus ve bu korelasyon 0,01 diizeyinde anlamlidir. Diger
veriler arasindaki iligki istatistiksel agidan anlamli bulunmamistir. RA grubu igerisinde

MMP-13, MMP-9, sedimantasyon ve CRP korelasyon degerleri gizelge 4.14’°te verilmistir.

Cizelge 4.14.RA grubu igerisinde MMP-13, MMP-9, sedimantasyon ve CRP korelasyon

degerleri
MMP-9 MMP-13 Sedimantasyon CRP
Romatoid Artrit p degeri p degeri p degeri p degeri
MMP-9 - 0,858 -0,010 0,681
MMP-13 0,858 - 0,825 0,606
Sedimantasyon - 0,010 0,825 - 0,430
CRP 0,681 0,606 0,430 -

Spearman Korelasyon Testi’ne gore Primer Sjogren Sendromu grubu igerisinde MMP-9,
MMP-13, sedimantasyon ve CRP degerleri arasindaki iligki arastirtlmigtir. MMP-13 ile
MMP9 arasinda negatif korelasyon bulunmus ve bu korelasyon 0,01 diizeyinde anlamlidir.
Diger veriler arasindaki iligki istatistiksel agidan anlamli bulunmamustir. pSS grubu
icerisinde MMP-13, MMP-9, sedimantasyon ve CRP korelasyon degerleri gizelge 4.15°te

verilmistir.
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Cizelge 4.15. pSS grubu igerisinde MMP-13, MMP-9, sedimantasyon ve CRP korelasyon

degerleri
Primer Sjogren MMP-9 MMP-13 Sedimantasyon CRP
Sendromu p degeri p degeri p degeri p degeri
MMP-9 - -0,009 0,740 0,708
MMP-13 -0,009 - 0,440 0,598
Sedimantasyon 0,740 0,440 - 0,119
CRP 0,708 0,598 0,119 -

Calisma sonucunda elde ettigimiz degerlere iliskin sonuglar toplu olarak ¢izelge 4.16°de

gosterilmektedir.

Cizelge 4.16. Elde edile degerlerin toplu olarak gdsterimi

MMP-13 MMP-9 (pg/mL) | Sedimantasyo | CRP
(pg/mL) n (mm/saat) | (mg/dL)
Gruplar n Ortalama = std. sapma
Primer Sjégren Sendromu 20 | 12,99 + 18,03 7303,60 + 22,39+ 19,57 | 5,63 +4,34
(pSS) 538,36
Romatoid Artrit (RA) 19 | 14,12+ 16,45 7433,10 + 24,42+ 1537 | 12,70 +
560,85 14,32
Psoriatik Artrit (PsA) 19 |9,78+10,45 7639,68 + 20,47 +£11,96 | 10,62 + 7,90
764,30
Kontrol 15 | 12,30 + 14,38 7890,53 +
1046,44

Kontrol grubu ile PsA grubu arasinda MMP-13 seviyeleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulundu (p=0,026). PsA grubunda MMP-13 diizeyi anlamli olarak

azalmistir.

Kontrol grubu ile pSS grubu arasinda MMP-9 seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlaml

bir fark bulundu (p=0,040). pSS grubunda MMP-9 diizeyi anlamli olarak azalmistir.

4.3. HPLC Olgiimleri ile Elde Edilen Bulgular

HPLC ile serum MMP diizeylerinin 6l¢timii i¢in Shimadzu marka HPLC sistemi kullanildi.

Analiz i¢in HPLC grade saflikta kimyasal maddeler kullanilda.
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Calismada Intersil ODS3 5*4,6*150 mm analitik kolon kullamildi. Izokratik modda calisildi.
Mobil faz olarak %60 Asetonitril, %40 Distile su ve %0,01 Trifloroasetik asit karigimi
kullanildi.

MMP standartlar1 metanol ile ¢oziilerek cihaza enjekte edildi.

Ornek serumlar %40’ ik perklorik asit ile ekstrakte edilerek cihaza 10 ul enjekte edildi. Akis
hiz1 0,9 mL/dakika olarak uygulandi. PDA dedektor ile yapilan dalga boyu taramasinda en
yiiksek pikin 205 nm ye ait oldugu gozlendi.

Yapilan literatiir taramalarinda MMP’lerin HPLC’de Ol¢iimiine dair referans bir metot
bulunmamaktadir. Yapilan bu Sl¢timler ilerideki metot gelistirme ¢alismalart i¢in bir 6n

caligma olabilecektir.

MMP-13 standart1 metanol ile ¢oziilerek 1000 ve 500 pg/mL’ye seyreltildi. Standartlarin
cihaza enjeksiyonundan sonra elde edilen kromatogramlar iist iiste ¢akistirilarak piklerin
uyumlulugu gosterildi. Ayn1 zamanda konsantrasyonlar arasindaki fark ile uyumlu

kromatogramlar elde ettik. Bu kromatogramlar sekil 4.1’da gosterilmistir.

MMP13 standartlarina ait pikler. iki ayrn okuma Gst Gste cakistirildi.

\ e ——— MMP-13 1000 pg/ml

! ‘;""'»,_. \
MMP-13 500 ps/ml :_—_:;ﬁ-
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Sekil 4.1. MMP-13 standartinin  farklt konsantrasyonlardaki degerlerini  gdsteren
kromatogram

MMP-9 standarti metanol ile ¢oziilerek 1000 ve 500 pg/mL’ye seyreltildi. Standartlarin

cihaza enjeksiyonundan sonra elde edilen komatogramlar {is tiiste ¢akistirilarak piklerin
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uyumlulugu gosterildi. Ayni zamanda konsantrasyonlar arasindaki fark ile uyumlu

kromatogramlar elde ettik. Bu kromatogramlar sekil 4.2’de gosterilmistir.

MMP-9 standartlarnina ait pikler. iki ayrn okuma aGst tiste cakistiriids.

N —————  MMP-9 1000 pg/ml

MNMP-9 SO0 pg/ml 4

’s 3o 3's <0 <'s s'o s's so e's 70

Sekil 4.2. MMP-9  standartinin  farkli  konsantrasyonlardaki  degerlerini  gdsteren
kromatogram

MMP standartlari ile yaptigimiz ¢alismalar sonucunda elde ettigimiz pikleri esas alarak hasta
serum Ornekleri ¢alisildi. Bunun yani sira ayni hasta serumu igerisine MMP-13 ve MMP-9
standartlarin1 ekleyerek c¢alistik. Hasta numunesinden yapilan g¢alismada MMP piki
goriildiigii halde MMP-13 veya MMP-9 ayrimi yapilamamistir. Bu kromatogramlar sekil

4.3’te gosterilmistir.
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Hasta serumu

A P Hasta serumunun i¢ine MMP-13 ve MMP-9
ke standartlar eklendi.

Sekil 4.3. Hasta serumu ve MMP-13 ve MMP-9 standartlar1 eklenerek yapilan ol¢limlere ait

kromatogramlar

Elde edilen kromatogramlar1 inceledigimizde MMP-13 ve MMP-9 standartlari ile yapilan

olgtimlerde ¢aligmalar arasinda piklerin alikonma zamanlarinda bir fark gézlenmemistir. Bu

durum elde edilen piklerin total MMP’ye ait oldugunu diisiinmemizi saglamistir. Ardindan

MMP-13 ve MMP-9 standartlarinin birlikte hasta serumuna eklenerek yapildigi ¢alismada

elde ettigimiz pikler de bu sonucu dogrular niteliktedir. Hasta numunesi ile yaptigimiz

caligma sonucunda elde ettigimiz kromatogramlar ile ELIZA sonucu karsilastirildiginda

benzer yiiksek MMP diizeyi saptanmistir.
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5. TARTISMA

Romatoljik hastaliklar kas, iskelet sistemi, eklemler ve dolayli olarak da i¢ organlari ve biitiin
viicudu etkileyebilen bir hastalik grubudur. Romatizmal hastaliklarin sebebi ge¢misten beri
cok net anlasilamamistir. Genetik yatkinliklar, ¢evresel faktorler ve enfeksiyonlar gibi
nedenlerle bagisiklik sisteminde meydana gelen degisikliklerin tetiklemesiyle ortaya
cikmaktadirlar. Romatizmal hastalik etiyolojisinin zamanla daha iyi bir sekilde anlagilmasi
ile bircok romatizmal hastalik i¢in nispeten asemptomatik bir hastalik gelisim donemi
oldugu ve bu hastaliklarin ilerideki riskini tahmin etmek igin kullanilabilen biyolojik
belirteglerin anlamli olabilecegi yoniinde elde edilen bilgiler géz Oniine alindiginda
romatolojik hastaliklarin ~ Onlenebilir hastalik  listesine dahil olabilecegi umut
edilebilmektedir [46].

Bircok hastalikta oldugu gibi romatizmal hastaliklarin tanisinda da iyi bir anamnez ve fizik
muayeneden sonra laboratuvar incelemeleri gelir. Dogrudan taniya gotiiren bir laboratuvar
testi nadirdir. Iyi bir anamnez ve fizik muayene ile tan1 koyma siirecinin neredeyse %70
kadar1 katedilebilir. Laboratuvar incelemelerinin yeri, bu siire¢ sonrasi, ayirici tanida
yardimcr olmaktir. Romatizmal hastaliklara yonelik kesin sonug¢ verebilecek test serisi

onerilememektedir [59].

Biyolojik belirtecler birkag sekilde tanimlanabilir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Gida
ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan &nerilen basit bir tamim; Hastaligin riskini veya varligini
degerlendirmek i¢in kullanilan herhangi bir 6l¢iilebilir tan1 gostergesi' seklindedir. Bununla
birlikte, ABD Ulusal Saglik Enstitiisii (NIH), bir biyolojik belirteci 'normal biyolojik,
fizyolojik, patolojik siireclerin veya terapdtik miidahaleye karsi farmakolojik tepkilerin
gostergesi olarak degerlendirilebilen ve nesnel olarak 6l¢iilebilen bir 6zellik' seklinde daha

kapsaml1 bir tanimlamay1 6nermistir [60].

Giliniimiizde toplum, yapilan ¢aligmalar sayesinde, oto-inflamatuvar, otoimmiin veya doku
hasar mekanizmalarinin neden oldugu kronik romatizmal bir hastaligin patogenezindeki en
erken sathalara miidahale etme kabiliyeti, hastalik belirtilerini ve sonuglarini 6nleme, yasam
kalitesini artirma, komorbidite ve maliyetleri sinirlama potansiyeline sahiptir. Hastaliklarin
daha erken tanimlanmasi i¢in siniflandirma ve tani dl¢iitlerinin degistirilmesi ve erken teshis

ve tedavi ile birlikte kullanilan ¢ok etkili hedef tedavilerin ortaya ¢ikmasi, her zaman



62

hastaliklarin tedavisi veya dnlenmesiyle sonu¢lanmasa da bazen basarili bir sekilde ilagsiz
remisyon durumlarini saglamistir. Ornegin romatoid artritte (RA), etkilenen ¢ok az insan
uzun siire ilagsiz remisyonda basarili olabilir. Bu hastaliklar1 ¢ok erken tanimlama ve tarama
yetenegi, hastaligin tam olarak ortaya ¢ikmasini 6nlemek i¢in basarili bir miidahale sansi

verebilir [61].

Romatoid artrit ve psoriatik artrit (PsA) gibi romatizmal hastaliklar, ¢ogunlukla geri
dontistimsiiz eklem hasarina yol agan kronik bir artrit formuyla karakterize edilen sistemik
inflamatuvar durumlardir. Eklem yaralanmalarini azaltmak veya onlemek i¢in erken tedavi
gereklidir. Bununla birlikte, erken teshis zordur ve halihazirda hangi hastanin ilerleyici,
erozif hastalik gelistirecegini veya klinik ozelliklerine gore belirli bir tedaviden fayda
saglayabileceklerini tahmin etmek miimkiin degildir. Bu nedenle, biyolojik belirteclerin RA
ve PsA gibi romatolojik hastaliklarda erken tan1 konabilmesine yardime1 ve prognozu tahmin

etmede kullanilabilir olmasi gerekmektedir [60].

Romatizmal hastaliklar niifusun biiylik bir bolimiinii etkilemektedir. Sjogren sendromu
goriilme siklig1 yaklasik %0,1 ile %0,6 arasinda iken RA genel olarak %1-2 olup, PsA’in
gorilme sikligimi  ise yaklasik %0,04-0,1 arasinda degismektedir. Hastaliklarin
etyopatogenezi tam olarak aciklanamamis olmakla beraber genetik ve ¢evresel faktorlerin
etkisiyle ve ardindan otoimmiinitenin aktiflesmesiyle kronik seyirli inflamatuvar hastalik
halini almaktadir. Matriks metalloproteinazlarin (MMP) kesfedildikleri zamandan beri hiicre
dig1 matriks (ECM) fizyolojisi izerindeki rolleri ile ilgili caligmalar devam etmektedir. ECM
fizyolojisi tizerindeki rolleri inflamasyonda aktif bir rol iistlenen sitokinler ile olan
etkilesimleri sebebiyle daha O6nemli hale gelmistir. Sitokinler ile olan etkilesimleri
neticesinde immiinite, inflamasyon ve dogal olarak hastaliklarin seyrinde etkili ve aktif bir

rol iistlendikleri anlasiimistir.

Metalloproteinazlar inflamatuvar yanit sirasindaki etkin rollerini inflamasyonun baglatiimasi
ve devam etmesi tizerindeki molekiiler etkileri sayesinde stirdiirmektedir.Proteolitik aktivite,
pro ve anti-inflamatuvar kaskadlarin yani sira doku yeniden bi¢imlendirme siirecini de
diizenlemektedir. Kemokinlerin, sitokinlerin ve bunlarin reseptdrleri ile olan etkilesim bu
kritik sinyalleri aktive edebilir, etkisiz hale getirebilir veya ¢ift tarafli etkiler gosterebilir.
Ayrica, sitokin ve metalloproteinaz dengesinin birinin digerini etkileyebilecegi ve bu

nedenle birbirlerine bagli olduklar1 goriilmektedir. Bu, MMP'larin matriks/kartilaji bozma



63

yetenegiyle birlikte, periselliiler enzimlerin inflamatuvar siireglerdeki karmasik roliinii de

vurgular [41].

Matriks metalloproteinazlar hem hiicre-hiicre hem de hiicre-hiicre dis1 matriks
etkilesimlerinin diizenlenmesinde anahtar oyuncular olarak kabul edilmektedir. Hiicre ve
dokulara sadece yapisal destek saglamakla kalmayip ayni zamanda hiicre proliferasyonu,
farklilagma, migrasyon, yapisma ve doku morfogenezisi gibi pek ¢ok biyolojik aktivitede rol
alan ECM sentez, par¢alanma ve yeniden yapilanma siireglerindeki hiicre regiilasyonu,
dontistimii gibi etkilerini MMP’lar aracilifi ile gerceklestirir. Genis faaliyet yelpazesi ve
ifade alanlarindan dolayi, hastaliklarin tedavisinde terapotik hedef veya teshisleri
kolaylastirmada biyolojik belirte¢ hedefi olarak potansiyelinin aydinlatilmasi, farkli hiicresel
konumlardaki ve farkli hastalik asamalarindaki rollerinin dikkatle analiz edilmesi 6nem

tagimaktadir [3].

Matriks metalloproteinazlar, embriyo implantasyonundan doku nekrozuna kadar, bazal zar
da dahil olmak iizere, hiicre dis1 matriksin yeniden modellenmesini igeren hemen hemen her
biyolojik stirecte dogrudan etkilenmektedir. Bunun bir sonucu olarak, MMP'larin degismis
ekspresyonu ve aktivite seviyeleri, cesitli patofizyolojik olaylar dizisinde de rol
oynamaktadir. Bu nedenle, MMP'larin yapisini, fizyolojisini, substrat ve inhibitorlerini

belirlemek veya tasarlamak i¢in ¢aba harcanmaktadir [7].

Primer Sjogren Sendromu, RA ve PsA’de kollejenazlar ve jelatinazlar hastaliklarin
patofizyolojileri agisindan gecerli bir 6neme sahiptirler. Yapilan bir¢ok ¢alisma da farkh
MMP tiirlerinin bu hastaliklarin patogenezinde ki rolleri agiklanmaya calisilmistir. Biz
calisgmamizda, daha dnce yapilan ¢alismalardan edindigimiz bilgiler 1s13inda MMP-13 ve
MMP-9’u ele aldik.

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Romatoloji Bilim Dal1 Poliklinigi’nde takipli hastalardan
goniillii olarak katilmay:r kabul eden pSS, RA ve PsA teshisli hastalar1 calismamiza dahil
ettik. Alinan serum &rneklerinden ELIZA yontemi ile MMP-13 ve MMP-9 seviyelerini
olctiik. Elde ettigimiz verileri istatistiksel olarak degerlendirdik.

Romatolojik hastaliklar ve bunlarla iliskili MMP seviyelerine yonelik yapilan ¢ok sayida

caligma vardir. Fakat bu calismalarin ¢ogunda sinirlar1 net olarak belli olan sonuclar elde
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edilememis ve genel olarak hastalik ile MMP tiirii arasinda bir iligkinin varlig1 seklinde
yorumlar ve Oneriler getirilmistir. Bizim ¢alismamizda da kontrol grubu, pSS, RA ve PsA

gruplar1 ile MMP-13 ve MMP-9 seviyeleri arasinda bir iliski bulunmaktadir.

MMP seviyelerinin yani sira hastaliklarin aktivitesi ile ilgili olarak sedimantasyon ve C-
reaktif protein (CRP) diizeyleri de ¢alisild1. Hastaliklardan pSS grubu ile PsSA grubu arasinda
CRP seviyeleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p=0,012).

Elde ettigimiz verileri gruplarin kendi i¢inde de istatiksel olarak degerlendirdigimizde pSS
hastalarinda MMP-13 ve MMP-9 seviyeleri arasinda negatif korelasyon bulundu ve bu
korelasyon 0,01 diizeyinde anlamlidir. RA hastalarinda ise sedimantasyon ile MMP-9
arasinda negatif korelasyon bulundu ve bu korelasyon 0,01 diizeyinde anlamlidir. Son olarak
PsA grubunda MMP-13 ile MMP-9 arasinda korelasyon bulundu ve bu 0,05 diizeyinde

anlamlidir.

Romatoid artrit ve PsA, hem eklem islevselligini engelleyen kikirdagin pargalanmasini
iceren hem de kronik inflamatuvar romatizmal hastaliklardir. Kikirdagin ECM bilesenlerinin
parcalanmasindan sorumlu altta yatan molekiilerin fizyolojileri genel olarak hala belirsizdir,
ancak kondrositler veya inflamatuvar hiicreler tarafindan salinan proteolitik enzimlerin
roliinden bahsedilmektedir. Giannelli ve ark.’nin yaptigi bir ¢alismanin sonuglarina gore,
RA ve PsA’li hastalarda MMP-2'nin sadece gizli formda, MMP-9'un latent ve aktif formda
bulundugu tespit edilmistir. Her iki jelatinazin da sinoviyal sivida serumdan daha yiiksek

miktarlarda oldugu tespit edilmistir [62].

Matriks metalloproteinazlar, agreganlar ve bunlarin olusturdugu pargalanma {iriinleri,
kikirdagin hasarli bolgelerinde lokalizedir. Yapilan ¢alismalarda osteoartrit (OA) veya RA'li
kisilerin sinovyal sivilarinda ve kikirdakta farklit MMP tiirleri tespit edilmistir. OA ve RA
kikirdaginda MMP-13 ekspresyonu ve bu enzimin tip II kollajeni daha etkin bir sekilde
parcalayabilme kabiliyeti, bu enzim i¢in kikirdagin parcalanmasinda biiyiik bir rol
oynadigini diisiindiirmektedir. Farelerde yapilan bir ¢alismada kikirdakta yapisal olarak aktif
MMP-13"in dogum sonrast asir1 ekspresyonunun, diz eklemlerinde OA benzeri degisiklikler
meydana getirdigi ve MMP-13 kodlayan genin susturulmasinin kikirdagi uyarilmis OA'e
karst korudugu belirtilmistir [63, 73]. Bizim calismamizda da MMP-13 diizeyleri igin
kontrol grubu ile PsA grubu arasinda anlamli bir fark bulundu (p=0,026)
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Konttinen ve ark.’nin yaptiklar bir calismada ise, artikiiler sert dokularin {istiindeki pannus
dokusu saldirgan bir fenotipe sahiptir ve kollajenaz-3 (MMP-13) ile bunun endojen
indiikleyicileri ve aktivatorlerini icermektedir. Yapilan ¢alisma ile kollajenaz-3'iin nihai
varli@1 ve pannus-kikirdak bileskesinde ki regiilasyonu analiz edilmistir. Pannus-sert doku
bileskesindeki pannositlerde Kkollajenaz-3 mRNA (in situ hibridizasyon ile) ve enzim
proteini (immiinofloresan boyama ile) bulunmustur. Ayrica prokollajenaz-3 aktivatorleri de

pannus-sert doku kavsaginda bulunmustur [64].

Otso Lindy ve ark.’nin yaptig1 bir galismada ise MMP-13, sinovyal astar, stroma ve vaskiiler
endotel hiicrelerindeki fibroblast ve makrofaj benzeri mononiikleer hiicrelerde tespit
edilmistir. Sinovyal stromada bu hiicrelerdeki MMP-13"in genel ifadesi RA ve OA, hasta
numuneleriyle karsilastirildiginda yiiksek bulunmustur [65].

Romatoid artritli hastalarda, kikirdagin ve hiicre dis1 matriksin bozunmasi, etkilenen
kisimlarda tahrip ve fonksiyon kaybina neden olur. PsA genellikle RA'e gore daha az yikici
bir hastaliktir, ancak zaman zaman bazi eklemlerde goriilen hasar RA'de oldugu gibi agresif
olabilir. 2001’de Alenius GM ve ark.’nin yaptig1r bir ¢aligma, PsA hastalarindan, RA
hastalarindan ve saglikli kontrollerden alinan sinovyal sivi ve serumdaki MMP-9 diizeylerini
karsilastirtlmistir. Sinovyal sivida ki MMP9 konsantrasyonlari, PSA ve RA'li hastalarda
kontrollere kiyasla anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Serumdaki MMP-9 seviyeleri ise

tiim gruplarda benzer bulunmustur [66].

Birgok calisma ile artritli hastalarda eklem yikiminda MMP’larin rolii arastirilmistir.
Kollajenazlar (MMP-1 ve MMP-13), RA ve OA’de kollajen pargalanmasinda 6nemli bir rol
oynamaktadir; ayn1 zamanda jelatinazlar da (MMP-2 ve MMP-9) eklemlerde nonkollajen
matriks bilesenlerini pargalayarak artritte rol oynayabilir. Bununla birlikte, MMP’lar artrit
anjiogenezinde de rol oynayabilir. RA, hastaligin patogenezinde dnemli oldugu goriilen asirt
anjiyojenez ile karakterizedir. Kim ve ark.’nin yaptig1 ¢aligmanin sonuglar1 dolayl: olarak
RA ve OA anjiyogenezinde MMP-9 ve MMP-13'in MMP-2 ve MMP-1'den daha 6nemli rol
oynayabilecegini diisiindiirmektedir [67].

Hulkkonen ve ark.’nin yaptiklari bir ¢aligmada, genetik olarak kesin tani almig pSS’lu
hastalarda MMP-9'un serum diizeyleri, olast pSS olan hastalardan daha yiiksek oldugu

gosterilmistir [68]. Brejchova ve ark.’nin yapmis olduklar1 bir ¢alismada ise pSS tanisi
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konan iki hastadan alinan erimis kornea numunelerindeki genis MMP serilerinin analizinde
artmig MMP ekspresyonu ve artmis MMP aktivitesi gozlenmistir [69]. Uemura ve ark.’nin
ise yaptig1 calismada pSS'lu hastalarin tiikiiriiklerindeki MMP-9 seviyesinin anlaml1 olarak
arttig1 gdzlemlenmistir [70]. Bizim ¢alismamizda da MMP-9 diizeyleri, kontrol grubu ile
pSS grubu arasinda yapilan istatistiksel degerlendirmede anlamli diizeyde farkliydi
(p=0,040). Fakat bu fark, bu ¢aligmalarin aksine azalma yoniindeydi.

Genig faaliyet yelpazesi ve ifade alanlarima sahip olan MMP ailesi bir¢cok hastaligin
patofizyolojisinde etkin bir role sahiptir. MMP’larin {istlendikleri roller kadar yapilari da
kompleksdir. Boyle kompleks bir yapiya sahip olan bir biyomolekiiliin analizi de ¢cok kolay
olmamaktadir. Olgiim igin farkli analiz yontemleri kullanilmaktadir. Bunlardan en yaygin
olarak kullanilan1 ELIZA yontemidir. Fakat bilindigi {izere bu yontemin de hassasiyet ve
ozgiillik ile ilgili bazi dezavantajlar1 vardir. Calismamizda pSS, RA ve PsA hasta
gruplarinda MMP-13 ve MMP-9 diizeyleri ELIZA yontemi ile ¢alisilarak sonuglar istatiksel
degerlendirmeye tabi tutuldu. Bunun yaninda HPLC cihazi ile de ¢alisma yapildu.

Yapilan literatiir taramalarinda MMP’larin HPLC’de Olgiimiine dair referans bir metot
bulunmamaktadir. MMP-13 ve MMP-9 standartlarinin  farkli konsantrasyonlardaki
Ol¢iimlerinden elde ettigimiz kromatogramlarin konsantrasyonlar ile dogrusal bir
korelasyona sahip oldugunu goézlemledik. Tiim bu ¢alismalar sonucunda elde edilen
kromatogramlari inceledigimizde MMP-13 ve MMP-9 standartlar1 ve hasta serumu ile
yapilan Gl¢limlerde piklerin alikonma zamanlarinda bir fark gézlenmezken pik alanlarinin
degistigi gozlemlendi. Bu durum elde edilen piklerin total MMP’a ait oldugunu

diisiinmemizi saglamistir.

Sonug olarak; pSS, RA, PsA ve hatta bircok hastalikta MMP-13, MMP-9 ve diger MMP
tirleri etkin bir role sahiptir. MMP’lar kompleks molekiillerdir ve hastaliklarin
patogenezinde bir biyobelirte¢ veya terapdtik hedef olarak gosterilmesi miimkiindiir. Fakat
bu amaca yonelik daha fazla calisma yapilmalidir. MMP diizey 6l¢iimlerinin daha kolay,
yaygin ve etkin olabilmesi i¢in analiz yoOntemlerini gelistirmeye ihtiyag vardir. Bu

caligmanin ilerideki metot ¢alismalarina 151k tutacagini diisiiniiyoruz.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda Primer Sjogren Sendromlu (pSS) hastalarda matriks metalloproteinaz-13
(MMP-13) diizeylerinin hastalik aktivitesi ile iliskisini agiklamaya yonelik arastirmalar
yaptik. pSS ile karsilastirmak amaciyla pozitif kontrol olarak Romatoid Artrit (RA) ve
Psoriatik Artrit (PsA) hastaliklarini, negatif kontrol olarak da saglikli kontrol gruplarini
sectik. Calismaya MMP-9 diizeyleri de dahil edildi.

Calismamizda elde ettigimiz sonuglar neticesinde; kontrol grubu ile PsA grubu arasinda

MMP-13 seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p=0,026).

Ayrica kontrol grubu ile pSS grubu arasinda ise MMP-9 seviyelerinde istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulundu (p=0,040) fakat bu durum literatiirdeki pSS ile yapilan

calismalardan elde edilen sonuglar ile uyumluluk géstermemektedir.

Metalloproteinaz diizeylerinin yani sira hastaliklarin aktivitesi ile ilgili bilgi edinmek igin
akut faz reaktan parametrelerinden C-reaktif protein (CRP) diizeyleri ve sedimantasyon
diizeyleri ¢aligild1. Hastaliklardan pSS grubu ile PsA grubu arasinda CRP seviyeleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu.

Calisma gruplarinin kendi i¢inde yapilan istatistiksel analizi sonucunda; pSS hastaliginda
MMP-13 ve MMP-9 seviyeleri arasinda negatif korelasyon bulundu ve bu korelasyon 0,01

diizeyinde anlamlidur.

RA hasta grubunda ise sedimantasyon ile MMP-9 arasinda negatif korelasyon bulundu ve

bu korelasyon 0,01 diizeyinde anlamlidir.

Son olarak PsA hasta grubunda ise MMP-13 ile MMP-9 arasinda pozitif korelasyon bulundu

ve bu 0,05 diizeyinde anlamlidur.

Bu ¢alismamizda; pSS, RA ve PsA hastaliklariin patofizyolojileri ile MMP-13 ve MMP-9
seviyeleri arasindaki iliskinin incelenmesinin yaninda MMP diizeyleri ELIZA yodntemi
disinda HPLC yéntemi ile de calisildi. Olgiimlerden elde ettigimiz kromatogramlar
inceledigimizde MMP-13 ve MMP-9 ayrim1 yapamasak da total MMP’1n 6l¢iilebilecegini

diistinmekteyiz.
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Sonug olarak; pSS, RA, PsA ve hatta bir¢cok hastalikta MMP-13, MMP-9 ve diger MMP
tirleri etkin bir role sahiptir. MMP’lar kompleks molekiillerdir ve hastaliklarin
patogenezinde bir biyobelirte¢ veya terapotik hedef olarak gosterilmesi miimkiindiir. Fakat
bu amaca yonelik daha fazla ¢alisma yapilmalidir. MMP diizey 6l¢iimlerinin daha kolay,
yaygin ve etkin olabilmesi i¢in analiz yoOntemlerini gelistirmeye ihtiya¢ vardir. Bu

caligmanin ilerideki metot gelistirme ¢alismalarina 151k tutacagini diistiniiyoruz.
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Meslek Yiiksekokulu Tibbi Laboratuvar
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2017- Enstitiisii, Ar-Ge Merkezi, UPKYK- Kromatografi Lab.

Halen

2013- 2017  Giilhane Askeri Tip Akademisi, Saglik Bilimleri Biyolog
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LC-MS/MS ile Kolsisin Olgiim Metodunun Optimizasyonu, B Eser, H Gul, Y Onen, E
Demirkaya, II. Ulusal Cocuk Romatoloji Kongresi, P080, 25- 26.04.2014 Ankara/

Tiirkiye

LC-MS/MS ile Kolsisinin Internal Standart Olarak Pimozid Kullanimi ile Olgiilmesi, H Giil,
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Eser, M Cinar, S Yiiksel, R Tural,A S Dingel, TBD Biyokimya Giinleri, P069, 2-5
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Primer Sjogren Sendromlu Hastalarda Matriks Metalloproteinaz 9 (Mmp-9) ve Matriks
Metalloproteinaz 13 (Mmp-13) Diizeylerinin Hastalik Aktivitesi ile Iliskisi, B Eser,
D Tecer, Dingel AS, I1.Tiirkiye in vitro Diyagnostik Sempozyumu “Biyobelirtecler”
(Hastalikta ve Saglikta), PB42, Dokuz Eyliil Universitesi, Izmir, 10-12 Mayis 2017

Kongre ve seminerler:

II. Ulusal Cocuk Romatoloji Kongresi, 25 - 26.04.2014 Ankara/ Tiirkiye

KBUD 2014 | Uluslararasi Katilimli Kongre & LAB - EXPO 2014, 16-20.09.2014
Cesme/izmir/ Tiirkiye

8th International Congress of Familial Mediterranean Fever and Systemic Auto-
inflammatory Diseases, 30 September - 3 October 2015, Dresden, Germany

TSK 15. Askeri Tip Kongresi, 31 Mayis- 2 Haziran 2006, Ankara
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3rd National HPLC and Mass Spectrometry Workshop and Symposium (with international
attendance), 22-23 May 2008, Ankara
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Anabilim Dali, 26.08.2016, Ankara

TBD Biyokimya Giinleri, Cumhuriyet Universitesi, Sivas, 2-5 Kasim 2016
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Dokuz Eyliil Universitesi, Izmir, 10-12 Mayis 2017



C__._r-—‘

GAZILI OLMAK, AYRICALIKTIR...








