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OZET

Amac:

Tiimor nekroz faktorii (TNF) bircok hiicre tipi tarafindan salgilanan bir sitokindir.
Son yillarda, anti- TNF ilaglar, TNF-o'nin biyolojik etkilerini antagonize ederek
romatizmal hastaliklarin tedavisinde kullanilmaya baslanmistir. Etanersept, TNF inhibitorii
olarak rol oynayarak Timor nekroz faktor (TNF) ile birleserek, otoimmiin hastaliklarin
tedavisinde kullanilan bir ilagtir. Bu c¢alismada HUVEC (Human Umbilical Vein
Endothelial Cells) hiicre hatlarinda, etanerseptin, doza ve zamana bagli olarak hiicre
¢ogalmasi ve olast hiicre malignitesi tizerine etkilerinin arastirilmast amaglandi.

Yontem:

Calismada, 24 ve 48 saatlik HUVEC hiicre indeksi iizerine etkileri xCELLigence
sistemiyle, etanersept igin etken dozlar belirlenmistir. Etanerseptin FGF1, MYC 204;
NFKBI1, VEGF, CDK4 genlerinin ekspresyonu iizerindeki etkisi kantitatif PCR ile analiz
edilmistir.

Bulgular:

Bu tez calismasinda etanerseptin HUVEC hiicre hatti1 {izerine etkileri arastirilmistir.
Etanerseptin belirlenen genlerinin ekspresyonu iizerinde etkisi analiz edilmistir. Elde
edilen bulgularda; farkli genlerde, farkli zaman ve dozlardaki ekspresyon seviyelerindeki
artislar dikkati ¢ekmis ve bu artiglarin, tablolarla ve sekillerle detayli analizi saglanmastir.
Sonug:

Bu calismada; anjiogenezi uyaran en 6nemli faktorler olan FGF ve VEGF ile hiicre
cogalmasi ve biiyiimesi tlizerine etkili olan CDK4, NF-kB ve MYC gen ekspresyon
seviyelerinde etanersept dozuna ve zamana bagll olarak artis oldugu gosterilmistir.
Sonuglarimiz anti-TNF etkili etanerseptin farkli dozlarda ve zaman dilimlerinde; hiicre
cogalmasmi indiikleyebilecegini ve uzun siireli kullanimina bagl tiimoéral yapilar ve
maliginite olusumuna sebebiyet verebilecegini diisiindiirmektedir. HUVEC hiicrelerinde
Etanerseptin etkilerinin arastirildigi bu calismada elde edilen veriler 6ncii veriler olarak

degerlendirilerek, sonraki arastirmalarin planlanmasina zemin hazirlanmaktadir.

Anahtar Kelimeler : Etanersept, TNF-a, anti-TNF, RA, hiicre ¢ogalmasi



ABSTRACT

Aim:

Tumor necrosis factor (TNF), which is secreted by many cell types is a
proinflammatory cytokine. In recent years, anti-TNF drugs have begun to be used in the
treatment of rheumatic diseases providing with antagonizing the biological effects of TNF-
a. Etanersept is a medicine that treats autoimmune diseases by acting as a TNF inhibitor
and combining with TNF. In this study, it was aimed to investigate effects of etanersept on
proliferation and potential malignency of cells depending on dose and time on HUVEC
(Human Umbilical Vein Endothelial Cells) cell lines.

Methods:

In the study, etanersept determinant doses were identified in order to study its’
effect on 24 and 48 hours HUVEC cell index using with XCELLigence system. The effect
of Etanercept on expression levels of FGF1, MYC 204; NFKB1, VEGF, CDK4 genes were
evaluated by quantitative PCR.

Results:

In this study, effects of etanersept on HUVEC cell lines were investigated. The
effect of etanercept on expression of genes was analyzed. In the results, it was remarkable
that there were increases in different genes, times and doses and the detailed results
regarding the increases were provided with tables and figures.

Conclusion:

In the study, it was found that there were dose and time dependent increases in
expression levels of CDK4, NF-kB and MYC genes, which are effective on FGF and
VEGF, the most important factors stimulating angiogenesis, and cell proliferation and
growth. Results shows that etanercept, which has anti-TNF effect, may induce cell
proliferation and may lead to formations of tumors and malignancy due to prolonged use.
The data obtained from this study, in which the effects of etanerceptin were investigated,
are evaluated as a pioneer results and the groundwork for the planning future researches

are preparing.

Key words : Etanersept, TNF-a, anti-TNF, RA, cell proliferation
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1. GIRIS

1.1. Genel Bilgiler

1.2. Hiicre Cogalmasi ve Proliferasyonu

Hiicre ¢cogalmasi, hiicre dongiisii ad1 verilen ve G1, S, G2 ve M olmak lizere 4 farkl
evreden meydana gelen bir siirectir. Hiicre dongiisii, iki hiicrenin olugmasi i¢in birbirini
izleyen iki mitozun arasinda gergeklesen gergeklesen siireci ifade etmektedir. (Cizim1.1.).
Hiicre dongilisii bu evrelerinin c¢esitli noktalarinda kontrol edilmektedir. S evresinde
deoksiribonukleik asit (DNA) replikasyon 6ncesi DNA yapi biitiinliigiinii, G2 evresinde ise
S evresinde replikasyona ugrayan DNA’nin dogrulugunu, M evresinde ise kromozomlarin
mitotik fazda yeni hiicrelere dogru bir sekilde dagilmasini kontrol edilmektedir. Bir hiicre,
bu siire¢ igerisinde S evresine girmedigi takdirde Go (G Sifir) denen ve tekrar hiicre
dongiisii siirecine girmeden bekleme ve dinlenme siirecine girmektedir (Cho ve dig. 1985,
Cooper ve Hausman 2003, Longo 2010) (Cizelge.1.1.).

Cizim 1.1. Hiicrenin yagamsal dongiisii

Hiicrenin Yasamsal Dongiisii

M ( 1 Saat)

G1( 11 Saat)

Cizelge 1.1. Mitoz Boliinme Evreleri (Cooper ve Hausman 2003)

Mitoz Bolinme Evreleri

G1 Evresi | Hiicrenin hacimce biiylidiigii evredir.

S Evresi |DNA replikasyonu gergeklesir.

G2 Evresi | Mitoz igin gerekli olan hiicre biiylimesi ve gerekli proteinlerin sentezi gergeklesir.

M Evresi |Hiicre boliinmesi sonrasi iki yeni yavru hiicre olusum evresidir.

Go Evresi | Metabolik aktivite vardir. Ancak boliinme olmaz




Hiicrenin bir sonraki evreye sistemli bir sekilde gegebilmesi siklin ve sikline
bagli kinazlar tarafindan kontrol edilmektedir. Ayrica sikline bagli kinaz inhibitorleri de bu
stirecte etkin rol oynamaktadir. CDK (siklin bagli kinaz, SBK)’lar bir sonraki evre i¢in
gerekli olan protein fosforilasyon islemini gergeklestirerek, hiicre dongiisiiniin
devamliligin1 saglamaktadir (Sherr 2000, Senderowicz ve Sausville 2000, Golias 2004,
Joyce ve dig. 2001, Tyagi ve dig. 2002). (Cizim 1.2.)

Cizim 1.2. Hiicrenin Evrelenmis Yasam Dongiisii (Dehay ve Kennedy 2007)

INK, COK Inhibitorlerl
(P15, P16, P18, P19)

Stkilin B:

cOoK1 siIklin D-

CDK4, CDK6

KIP/CIP COK Inhibitorien
(P21, p27. p57)

Siklin A:
CDKI

SIKIINE:
CDK2

Siklin A:
CDK2

1.3. Sitokinler

Sitokinler; hiicreler arasinda gerceklesen sinyal iletiminde rol oynayan,
glikoprotein ve peptid yapida molekiillerdir. Molekiil agirliklari, 20-30Kda (Kilodalton)
arasinda degismektedir. Organizmada ¢ok ¢esitli hiicreler tarafindan sentezlenerek, immun
ve inflamatuar olaylarda etkili olan hiicrelerin yonlendirilmesinde etkili rol oynarlar.
(Oppenheim ve dig. 1991, Durum ve Openheim 1993; Bellanti ve dig. 1994). Lenfokinler
lenfositler tarafindan, monokinler ise monosit ve makrofajlar tarafindan sentezlenmektedir

(Durum ve Openheim 1993). TNF (Tiimo6r Nekrozis Faktor), interlokinler ve hematopoetik



biiylime faktorleri, sitokinler olarak adlandirilmaktadir (Duff 1988, Bellanti ve dig. 1994).
Sitokinler; hiicre gelisimi, olgunlasmasi ve fonksiyonlarimi etkileyen, ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bile aktif olabilen glikoprotein yapida molekiiller olup, spesifik hiicre
ylizey reseptorlerine baglanarak etki gostermektedir (Suzuki ve dig. 1993). Spesifik
baglanma sonrasinda reseptorde konformasyonel degisiklik gergeklesir. Bu degisiklik
mRNA transkripsiyonu ve protein sentezi ile sonuglanmaktadir (Poole 1993, Suzuki ve

dig. 1993).
1.3.1. Proinflamatuar Etkili Sitokinler

1.3.1.1. interlokin-1p

Interlokin 1 (IL-1) , primer olarak makrofajlar olmak {izere tiim gekirdekli
hiicrelerden salgilanir (Davis 2005). IL-1, akut ve kronik inflamasyonun hem lokal hem de
sistemik ozelliklerinde rol oynar (Bal ve dig. 2007). Ayr1 genler tarafindan kodlanan iKi
ayr1 molekiiler formu vardir; IL-1a ve IL-1B. Ayn1 reseptore ayni afinite ile baglanirlar.
Biyolojik aktiviteleri ve giicleri aymdir. Ikisi arasinda sadece %26 aminoasit sirasi
benzerligi vardir. Monositler esas olarak IL-1f yapar. Dolasimdaki IL-1 aktivitesinin
cogunlugu IL-1P’ya aittir (Kabasakal 2003). Matiir IL-1P ekstraselliiler olarak salgilanir ve

IL-1’1n proinflamatuar etkilerinden sorumlu olduguna inanilir (Davis 2005).

1.3.1.2. Tiimor Nekrozis Faktor (TNF-a)

TNF-a i1k kez 1975 yilinda farelere uyarlanmis sarkomlarin hemorajik
nekrozuna neden olan bir glikoprotein olarak tanimlanmistir. TNF-a tizerine yapilan
aragtirmalar sonucunda, pek ¢ok inflamtuvar, enfektif ve malign reaksiyonlarda rol aldig
ortaya konulmustur (Bradley 2008, Popa ve dig. 2007). Ilerleyen yillarda anti-TNF-a
antikorlar ile TNF reseptorler iretilerek pek ¢ok inflamatuvar hastaligin tedavisinde
kullanilmaya baslanmistir (Pennica ve dig. 1985). TNF homeostaz basta olmak iizere,
Ozellikle immiin yanitin olusumunda rol oynayan 6nemli bir sitokindir. Bir¢ok otoimmun
hastalikta, inflamasyonun baslamasinda kilit rol iistlenmektedir. Gerek plazmada gerekse
hiicre zarinda bulunabilmektedir (Sanchez ve dig. 2013). Sonrasinda yapilan ¢alismalar
sonucunda, ¢oziinebilen TNF reseptorleri ve anti-TNF-o antikorlar1 iiretilerek pek ¢ok

inflamatuar hastaligin tedavisinde kullanilmaya baglanmistir (Sanchez ve dig. 2013,

Bradley 2008).



TNF-a ve LT-a (Lenfotoksin-a), bazi hiicre tiplerinde lizise sebep olduklart ve
gerek lenfosit gerek makrofajlardan salgilandigi gosterilmistir. Bu iki faktori kodlayan
genler arastirildiginda ayni siiper aileye ait gen aileleri olduklar1 ve peptid mediyator
ailesinin tiyeleri olduklar1 ortaya konulmustur (Locksley ve dig. 2001, Bradley 2008). Bu
ailenin tiyeleri arasinda; LT-a, Fas Ligand ve CD40 ligand1 yer almaktadir. TNF- o dogal
ve kazanilmis immiinite, hiicre proliferasyonu ve apoptozisde rol oynayan Onemli
proinflamtuvar dzelliklere sahip bir sitokindir. Ozellikle monosit ve makrofajlarin yani
sira, T hiicreleri, diiz kas hiicreleri ve fibroblastlar tarafindan salgilanmaktadir (Bradley
2008).

TNF- o hiicre iginde yer alan transmembrandz bir proteindir. 26 kDA agirliginda
olan molekiil pro-TNF- o olarak plazma membraninda yerlesiktir. TNF- oo converting
enzimi(TACE) tarafindan 17 kDa molekiill agirh@indaki ¢oziilebilir formuna
dontismektedir. Bu iki form trimerik durumda aktiftir ancak biyolojik aktiviteleri
birbirinden tamamen bagimsiz ve farklidir (Bradley 2008 ve Popa ve dig. 2007).

TNF, saglikli kisilerde genelde bulunmamaktadir. Enfektif ve inflamtuar
durumlarda serum ve doku seviyelerinde artis gozlenmektedir (Bradley 2008). Ozellikle
monosit ve makrofajlardan salgilandigi bilinen TNF- o inflamatuar hastalik durumlarinda
mast hiicresi, T hiicreler, B hiicreleri, diiz ve kalp kas hiicreleri, endotel hiicreleri,
fibroblastlar, nétrofiller ve osteoklastlar gibi hiicrelerden TNF—a salgilayabilen hiicreler
bulunmaktadir (Bradley 2008).

TNF- o sinyal iletimindeki en 6nemli faktorlerden biri NF-kB (Niikleer Faktor
Kappa B) olarak adlandirilan transkripsiyon faktoriidiir (Bouwmeester ve dig. 2004).

1.3.1.2.1. Hiicrede TNF Molekiiler Sinyal Iletimi

TNF sinyal iletimi olduk¢a karmasik bir yolaktir. Bu karmasik siiregte NF-kB
transkripsiyon faktorii kritik bir rol oynamakla birlikte, bu yolagi kontrol eden 300°e yakin
molekiiler baglanti mevcuttur (Bradley 2008, Bouwmeester ve dig. 2004) (Cizim 1.3).



Cizim 1.3- TNF Sinyal Yolag: (Bradley 2008)
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TNF-a biyolojik aktivitesini 2 reseptor iizerinden gergeklestirmektedir. Bu
reseptorler, tip 1 TNF reseptorii (TNFR1) ve tip 2 TNF (TNFR2)’ dir. TNFRZ;
TNFRSF1A, cd120AP55 olarak da bilinir. TNFR2; TNFRSF1B, cd120AP75 olarak da
bilinmektedir. TNF aktivasyonu sonucu gergeklesen proinflamtuar yollar, programlanmis
hiicre oliimii ve doku hasar1 ile iliskili sinyal iletiminde c¢ogunlukla TNFRI1 goérev
almaktadir. TNRF1, eritrositler hari¢ neredeyse her hiicre tipinde bulunmaktadir ve ligand1
coziilebilir TNF- o dir. TNFR2 hematopeoetik hiicrelerde eksprese olmaktadir. Doku
tamiri ve anjiogenezden sorumludur (Bradley 2008). TNF reseptorlerinin ekspresyon
seviyeleri, hiicre tipine, doku tipine, hastalik ve normal duruma gore farklilik
gostermektedir. TNF reseptorleri, hiicre membraninda bulunmakla birlikte TACE enzimi
tarafindan ¢oziinmiis sekliyle de bulunabilmektedir (Bradley 2008, Tracey ve dig. 2008).

TNFR1, TNFR ile iliskisi olan domaini baglantili 6liim domaini (TRADD)
proteini ile gerceklesir. Bu molekiiliin baglanmasi sonucu iki farkli siire¢ uyarilabilir.
Bunlardan ilki ya Fasla Baglantili Oliim Domaini (FADD) proteini ile apoptozis
indiiklenebilir ya da TNF reseptor baglantili faktér 2 (TRAF-2) yolagi uyarilarak,
proinflamutvar yanit NF-kB aktivasyonunu izleyen bir siire¢ baslatilir (Bradley 2008, Popa
ve dig. 2007) (Cizim 1.4.).



Sinyal iletiminde TRADD iki ek protein iizerinden islevini gerceklestirmektedir.
Bunlardan ilki reseptorle etkilesen protein-1 (RIP-1) ve TRADD’ ye kendi DD’sinden
baglanabilen bir serin/treonin kinaz, bir E3 ubikitin ligaz olan DD i¢ermeyen TNFR
bagimh faktor-2 (TRAF-2) sayesinde kompleks kurulur. Cok kisa siire iginde TRADD-
RIP-1-TRAF2 kompleksi TNRF1 iizerinden serbestlenir (Bradley 2008).

Cizim 1.4. TNFR1 Yolag tizerinden NF-kB Aktivasyonu (Wajant ve dig. 2003)
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Sinyal yolaginda sonraki siirecler farkli protein kinazlarin (MAP3Ks) aktivasyonu
sonucu gergeklesmektedir. Sitozolik inhibitor Kb (IkB) proteinleri, NF-KB ailesi
transkripsiyon faktorleri ile kompleks olusturup olusan cevabi gizlemektedir. 1kB’nin
yikilmasi NF-kB’nin gen ekspresyonun baslamasina olanak saglamaktadir (Bradley 2008).
TRAdd-RIP1-TRAF2 kompleksi; MAP3K’ lar iizerinden apoptotik sinyal kinaz olan
(ASK-1)’1, etkilemektedir. Bunun sonucunda MEK-4 ve MEK-6 dahil olmak iizere
Mapk2’ler aktive edilmektedir. Aktive olan MEK’ler C-jun N-Terminal kinazlar1 (JNK) ile
p38 Mapk’larin fosforilasyonu saglayip onlar1 aktive etmektedir. Fosforilasyon sonucu bu
proteinin cAMP yanit1 sonrasinda gen transkripsiyonu gerg¢eklesmis olur. JNK aktivasyonu
kaspaz bagimli veya kaspaz bagimsiz olabilmektedir. Bu aktivasyon TRAF2 tarafindan
regiilasyonu saglanmaktadir (Wajant ve dig. 2003).



Cizim 1.5. - TNRF1 yolaginda P38- MAPK ve JNK aktivasyonu (Bradley 2008)
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NF-kB ve AP-1 {iizerinden hiicrenin sag kalimi veya proinflamtuar yanitin
baslamasina dair sinyal iletimi organize edilmektedir. Bununla birlikte TNRF1 hiicre
olimii sinyallerini pek ¢ok yolak iizerinden baslatmakla birlikte; bu sinyaller DD proteinin
(FADD) TRADD ile baglanmasi ve olusan kompleksin prokaspaz 8 aktivasyonu ile
katalitik aktivasyon sonucu aktiflegsen kaspaz 8’in aktivasyonu sonucunda pro-kaspaz 3’iin
olusumu ve apoptoz aktivasyonuyla sonuglanan bir siireci baslatmaktadir (Bradley 2008)
(Cizim 1.5).

TNRF1 ve TNRF2 farkli sinyal mekanizmalarimi kullanabilme yetenegine
sahiptir.  Bu  yetenek sinyal mekanizmalarma  verdikleri  farkli  yanitlarla
aciklanabilmektedir. Proinflamtuar ve sitotoksik TNF yanitlarina TNRF1 ligasyonu yeterli
olurken, TNFR2 hiicre aktivasyonu, go¢ii ve cogalmasi iizerine etki gostermektedir
(Bradley 2008).

1.3.1.2.2. Fizyolojik Siirecte TNF-a Etkisi

TNF- o ekspresyonu saglikli normal insanlarin dokularinda ve serumlarinda
gerceklesmemektedir. Bununla birlikte organizmada olusan olasit inflamatuvar ve
enfeksiyon tablosunda, organizmada TNF- o iiretimi baslamaktadir (Bouwmeester ve dig.
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2004). TNF- oo 0Ozellikle bakteriyal, viral ve paraziter enfeksiyonlara karsi organizmanin
savunmasinda biiyiikk rol oynamaktadir. Bu immiin cevabin olusmasinda TNF- o ve
TNRF1 6nemli rol oynamaktadir. TNF-a dogal immiin yanit1 baglatirken; TNRF1 T hiicre
aktivasyonunda etkili bir stimilator olup aktif T hiicreleri tarafinda ekspresyonu
gerceklestirmektedir (Bouwmeester ve dig. 2004). TNF, IL-1, IL-10 ve doku plaziminojen
aktivatorlerinin uyaristyla TNFR2 ekspresyonun arttigi, buna ragmen TNFR1’in bu
uyaranlarina cevabinin asagi yonde oldugu goriilmiistiir (Bradley 2008). Bu fark 6zelikle
reseptorlerin promotor bolge farkliligindan ortaya ¢ikmaktadir. TNRF1 5 ucu referans gen

ozelik gostermektedir.

TNRF2’nin indiiklenebilir olmasinin altinda yatan etken ise; promotor bolgesinde
cAMP’ye yanit verebilen ve AP-1, IRF-1, NF-kB ve GAS dahil bazi transkripsiyonel
faktorleri igeren promotor bolgesine sahip olmasindan kaynaklanmaktadir. NF-kB ve toll-
like reseptorler, bakteriyel patojenlerle miicadelede TNF-a iiretiminden sorumludur. Artan
TNF-o. miktar1 sitokin ve kemokin inflamatuar kaskadi tetiklenmektedir. Bu sayede
makrofaj, notrofil, lenfosit aktivasyonu ve adezyon molekiill aktivasyonu
gerceklesmektedir. TNF- o ayrica NF-kB’ yi aktive ederek GM-CSFi IL-8 gibi
sitokinlerin salinimini artirarak inflamatuar yanitin olusmasina katkida bulunmaktadir.
Inflamatuar yanitinin etkili olabilmesi i¢in; TNF- o’ nin dogru zamanda ve dogru yerde
yeterli miktarda sentezlenmesi gerekir. TNF- o tiretimi farkli zamanlarda farkli hiicre
gruplart tarafindan gergeklestirilmektedir. Bakteriyel kaynakli enfektif durumlarda T
hiicreleri ve LPS uyarimi sonucu ise monosit ve makrofajlardan TNF- a

sentezlenebilmektedir (Simmonds ve dig. 2008).

1.3.1.2.3. TNF’ nin inflamatuar Yanittaki Rolii

TNF reseptorlerinin pek ¢ok hiicrede bulunmakla birlikte, proinflamtuar etkisi
damar endoteli ve endotel l6kosit hiicreleri arasindaki iliskiye dayandirilmaktadir.
Proinflamatuar yanitta TNF’ ye cevap olarak endotel hiicreleri; 16kositler i¢in E-selectin,
hiicreler aras1 adezyon molekiilii -1 (ICAM-1) ve vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1
(VCAM-1) gibi farkli adezyon molekiilleri sentezlerler (Bradley 2008). Bu siiregte
salgilanan kemokinler (IL-8; MCP-1 ve IP-10) farkli lokosit popiilasyonlarinin
uyarilmasini ve bolgeye yonlendirilmesinde 6nemlidir. TNF uyarisinin olugsmasiyla birlikte

siklooksijenaz 2 ekspresyonu sonucu PGl2’nin hiicre digi iiretimi artisina bagli olarak



vazodilatasyon gergeklestirilir. TNF’ nin sagladig1 bu etki sayesinde makro molekiilerin

damar gegirgenliginin artis1 gergeklestirilmis olur (Bradley 2008).

Cizim 1.6- Membran Bagimli TNF (Mem) ve Coziilebilir (sTNF) (Wajant ve dig. 2003)
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MemTNF TNRF1 ve TNRF2’ ye baglanmaktadir. sTNF genelde TNFR1’i stimiile
etmektedir. TNRF’ {izerindeki etkisi sinirlidir (Wajant ve dig. 2003) (Cizim 1.6).

1.4. Anti-TNF Etkili flaclar

1.4.1. Etanersept

Etanersept; insan TNF reseptoriine karsi iiretilmis IgG’ nin Fc parcasinda
baglanan dimerik, iki p75 TNF reseptorii iceren rekombinant DNA teknolojisiyle tiretilmis
insan fiizyon proteinidir (Lovell ve dig. 2000, Wallis 2008, Tiitlincii ve Kavanaugh 2006).
Yarilanma 6mri 102 saattir (Cush ve dig. 2008). Ayn1 zamanda TNF betay1 da baskilama
ozelligi gostermektedir. TNF-o baskilamasi sonucunda inflamatuar sitokin olusumunu,
16kosit gociinii ve matriksteki metalloproteinlerini baskilamaktadir (Lovell ve dig. 2000,
Horneff ve dig. 2008). Monoklonal antikorlar TNF- o nin, STNF-R1 (55 kDa; p55) ve
STNF-R2 (75 kDa; p75)’ye baglanmasii onlemektedir. Etanersept sadece solubl trimerik
STNF-R2 baglanmay1 onlemektedir. Etanersept, TNF-o’nin yani sira makrofajlar ve T
hiicrelerinden salgilanan lenfotoksin- o’y1 (LT- o) da baglamaktadir (Dinarello ve dig.
2005). Etanersept, TNF trimerinin ii¢ bolgesinden ikisine baglanarak TNF’nin islevini

bloke ederek proinflamatuar yanitin olusumunu engeller (Mohler ve dig. 1993).



1.4.2. Golimumab (GLM)

TNF-a, ¢esitli immiinolojik hastaliklarin patogenezinde etki rol oynayan pro-
inflamatuar bir sitokindir. Golimumab, TNF- o etkisini notralize eden IgGl Kappa
monoklonal antikordur. Nisan 2009 yilinda ABD Gida ve Ilag Idaresi tarafindan
onaylanmistir. Golimumab 150 kilodaltonluk bir kiitleye sahip antikor molekiiliidiir.
Romatoid Artrit ve Ankilozan Spondilit tedavisinde TNF- o’ 1 bloke etmek i¢in tedaviye
girmistir (Tracey ve dig. 2008, Helmick ve dig. 2008, Shealy ve dig. 2007).

1.4.3. Adalimumab

Adalimumab, monoklonal Anti-TNF antikorudur ve rekombinant insan IgG1
reseptor hiicrelerini baskilamaktadir (van de Putte ve dig. 2003). TNF- o’nin soliibl ve
transmembran formlarina baglanarak TNF reseptor etkilesimini dnlemektedir (Tiitliincl ve
Kavanaug 2006). Romatoid Artrit ve Ankilozan Spondilit tedavisinde TNF- o’ 1 bloke
etmek i¢in tedaviye girmistir (Tracey D ve dig. 2008).

1.4.4. infliksimab

Anti TNF-a tedavisinde kullanilan bir diger monoklonal antikordur. Plazmada

TNF-o’ ya baglanirken ayn1 zamanda hiicre yiizeyindeki TNF- o’ ya da baglanma 6zelligi
bulunmaktadir (Saag ve dig. 2008).

1.5. Romatolojik Hastahklar

1.5.1. Romatoid Artrit (RA)

Etiyolojisi net olarak bilinmeyen, sistemik bulgularla birlikte 6zellikle eklem
tutulumlarini takip eden siiregleri izleyen sistemik, otoimmun, inflamatuar ve kronik bir
hastaliktir. Bu siirece, Simetrik eklemlerde sinovyal hiicre proliferasyonu ve inflamasyonu
eslik etmektedir (Giimiigdis ve dig. 1999). RA’da kemik erozyonu goriilmektedir (Laan ve
dig. 1992, Giler ve dig. 2007) ve ozellikle proinflamatuar sitokinler, TNF ligandina ait
transmembran proteinlerin ekspresyonunun stimulasyonu sonucu kemik dokuda artmis
kemik deformasyonlar1 ve erozyonlar1 goriilmektedir (Arasil ve dig. 2005). RA
patogenezine bakildiginda; TNF- o nin inflamasyonla yol actigi bilinmekle birlikte
osteoklast aktivitesini de artirdigr ve bu kemik kaybina yol agmaktadir (Ammann ve dig.
1997).
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1.5.2. Psoratik Artrit (PsA)

Romatolojik olarak goriilebilecek, genelde tiim eklem tutulumlaryla cesitlilik
gosteren kronik heterojen bir eklem hastaligidir. Hastaligin tutulum ¢esitliliginden kaynakli
olarak tedavisi farklilik gostermektedir. PsA, omurga, periferik eklem bdlgesini tutan ve
psoriasizin eslik ettigi kronik seyirlik inflamatuar bir artrit olarak tanimlanmaktadir
(Menter ve dig. 2008, Hochberg ve dig. 2011). Tedavide amag; semptomlar1 azaltarak,
yasam kalitesini yiikseltebilmektir. Bunun igin NSAII ilaglar gibi analjezik ilaclar
kullanilmakla birlikte, inflamasyon varligi devam ettigi sliregte son alternatif olarak TNF

inhibitorleri onerilmektedir (Gossec ve dig. 2015, Coates ve dig. 2015).

1.5.3. Juvenil Romatiod Artirt

Juvenil romatiod artriti, cocukluk ¢agmin en sik rastlanan romatizmal hastaligi
olup, pek c¢ok sistemdeki klinik bulgularla birlikte seyreden ve nedeni tam olarak
bilinmeyen kronik bir hastaliktir. Hastaligin belirgin bulgularindan birisi periferik eklem
tutulumdur. Buna bagl olarak hastanin hareketligi ve yasamsal aktivitesi ciddi anlamda
kisitlanmaktadir. Hastaligin ileri evrelerinde ciddi sakatliklar ve Oliimler ortaya
cikmaktadir (Prakken ve dig. 2011, Makay ve dig. 2013). Ozellikle eklemlerde sinovyada
hiperplazi ve enflamasyonla karakterize, idiyopatik kronik sinovisit olusumu
gorilmektedir (Lipnick ve dig. 1991, Haris 1985). Eklemlerde bu degisikligin sebebi
kontrol altina alinmasi ¢ok zor olan bir slirecin baslamis olmasidir. Bu siirecin baglamasina
sebep TNF-a, IL-1 ve II-6 gibi sitokinlerin salgilanmasinda artisin olmasidir (Prakken ve
dig. 2011, Makay ve dig. 2013). Boyle bir durumda eklem kikirdaginda ve subkondral
kemikte ciddi hasarlar olusabilir. Ayrica eklem yiizeyleri ve ¢evresinde olusan hasarlarla
birlikte, tendonlarda olusabilecek zararlar kalic1 eklem deformitesi olusturmaktadir. Tani
konulan hastalarda etkin ve hizli bir tedavi gerceklestirilmedir (Lipnick ve dig. 1991, Haris
1985). Juvenil Ronatoid Artrit tedavisinde yaygin olarak NSAII ilaglarla birlikte,
antienflamtuar etki gosterdigi belirlenen metotreksat gibi ilaglar kullanilmaktadir.
Romatiod artritte de oldugu gibi, TNF sitokininin JRA patogenezinde yeri 6nemlidir. Anti-
TNF-a ilaglar da JRA tedavisinde kullanilan ilaglardir (Prakken ve dig 2011, Gowdie ve
Tse 2012, Makay ve dig. 2013, Kessler ve Becker 2014). Giiniimiizde JRA’l1 hastalarin
tedavisinde infliksimab, etanersept ve adalimumab kullanilmaktadir (Prince ve dig. 2007,
Prakken ve dig. 2011, Makay ve dig. 2013, Schmeling ve dig. 2014) (Cizelge 1.2).
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Cizelge 1.2- JIA tedavisinde kullanilan Anti-TNF ilaglar ve Etki Mekanizmalar
(Prakken ve dig. 2011, Makay ve dig. 2013, Guzman ve dig. 2014, Gowdie ve Tse 2012)

Ila¢ Adr Mekanizma
Etanersept TNF baskilanmasi; Fiizyon proteini. TNF reseptor baskilanmasi
Infliksimab TNF baskilanmast; anti-TNF monoklonal kimerik antikor
Adalimumab TNF baskilanmasi; anti-TNF monoklonal antikor

1.6. Gen Bilgisi

1.6.1. Niikleer Faktor Kappa-B (NF-kB)

NF-kB hiicre canligi, hiicre ¢ogalmasi ve aktivasyonundan ve inflamtuar
yolaktaki en 6nemli transkipsyon faktorlerinden biridir (Harris ve dig. 2006). NF-kB; B
lenfositlerin ¢ekirdeklerinde, 10 baz giftlik DNA’ ya baglanan bir transkripsiyon faktorii
olarak belirlenmistir (Sen ve Baltimore 1986). NF-kb aktivitesindeki diizensizlikler
romatoid artrit, astim, osteoartirit gibi ¢esitli inflamtuar hastaliklarin patogenezinde kilit rol
iistelenmektedir. (Chen ve dig. 1999, Marcu ve dig. 2010, Roman-Blas, ve Jimenez 2006,
Tak ve Firestein 2001). Ozellikle infalamatuar sitokinlerin ekspresyonunun artisinda ve
diizenlenmesinde &nemli rol oynamaktadir. NF-kb; TNF-o, interlokin 1 (IL-1) ve
lipopolisakkarit gibi pek ¢ok farkli uyaran tarafindan aktivasyon saglanmaktadir (Harris
ve dig. 2006, Baldwin 1996).

1.6.2. Vaskiiler Endotel Biiyiime Faktor (VEGF)

VEGF geni 6p21.3 iizerinde yer alan; endotel hiicrelerine 6zgii glikoprotein
yapisinda heparin baglayabilen biiylime faktorii olarak tanimlanmaktadir (Vincenti ve dig.
1996). VEGF geni 45 KDa agirhigindadir (Senger ve dig. 1983). VEGF geni lizerinde 7
VEGF iiyesi tanimlanmaktadir (Byrne ve dig. 2005). Bu {iyeler genel olarak; hiicre
adezyonu, anjiogenez, lenfanjiogenez, damar gegirgenliginin diizenlenmesi, hiicre disinda
gerceklesen matriks degredasyonu ve yarar iyilesmesi gibi cesitli gorevleri bulunmaktadir.

(Byrne ve dig. 2005, Kaiser 2006, Bhisitkul 2006) (Cizim 1.7).
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Cizim 1.7- VEGF Dongiisii(Kaiser 2006)
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1.6.3. MYC Geni

Myc geni; hiicre dongiisiiniin ilerlemesi, apoptoz, hiicre transformasyonu gibi pek
cok diizenleyici siiregle rol alan 6nemli bir transkripsyon faktoriidiir (Finver ve dig. 1988).
Myc insan genomunda 8. Kromozom {iizerinde yer almaktadir (Gearhart ve dig. 2007).
Mutasyona ugramis formu bir ¢ok kanserde yer almaktadir. Myc genindeki mutasyonlar,
Burkitt lenfoma, serviks kolon, goglis akciger ve mida karsinomlarinda goriilmektedir

(Finver ve dig. 1988, Begley 2013).

1.6.4. Fibroblast Biiyiime Faktor (FGF)

FGF; 17kDa ile 34 kDA arasinda degisen molekiiler agirliga sahip, 24 iyeli bir
aileden olugmaktadir (Friedewald ve dig. 1972; Presta ve dig 2005; Kashiwakura ve dig 2005) FGF heparan
siilfata yiiksek afinite gosterir ve FGF reseptor aktivasyonu i¢in heparan siilfata ihtiyag
duymaktadir (Ornitz ve Itoh 2001). FGF embriyonik siirecte hiicre proliferasyonu, hiicre
migrasyonu ve diferansiyasyonu gibi degisik fonksiyonlara sahiptir. FGF ayrica homestatik
faktor olarak da bilinmektedir (Ornitz ve Itoh 2001). Bununla birlikte FGF; yara
lyilesmesi, anjiogenezis, gelisme, mitozis, bazi hormonal yapilarin fonksiyonlarmin

belirlenmesinde onemli rol oynadigi bilinmektedir. (Kharitonenkov 2005, Ornitz ve Itoh

2001)
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1.6.5. Siklin Bagimh Kinaz 4 (CDK-4)

CDK-4 geni tarafindan kodlanan protein; serin/Tirozin kinaz ailesinin bir iyesidir.
12. Kromozom fizerinde yer almaktadir. Hiicre dongiisliniin G1 Evresinin ilerlemesi i¢in
onemli katalitik alt birim olarak gérev almaktadir. Hiicre dongiisiinde G1-S evresi; D-tipi
siklinler ve p16 (CDK inhibitorii) alt birimler tarafindan kontrol edilmektedir ve  CDK 4
aktivitesinin bu molekiiler tarafindan kontrol etmekte sinirlandirilmaktadir. (Stepanova ve

dig. 1996, Taules ve dig. 1998, https://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/1019).
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2. AMAC

Hiicre ¢ogalmasi veya hiicre dongiisii G1, S, G2 olarak tanimlanan interfaz ve
Mitoz (M) olarak tanimlanan iki asamadan olusmaktadir. Tiimo6r nekrozu faktorii (TNF)
ise birgok hiicre tipi tarafindan sentezlenen, Ozellikle proinflamatuar yanitta ve pek ¢ok
otoimmun hastaligin patogenezinde rol oynayan etkili bir sitokindir. Ozellikle son yillarda
gerceklestirilen yeni caligmalarla, yeni tedavi segenekleri olusturulmaya g¢aligilmistir. Bu
tedavi yontemlerinden biri de 6zellikle TNF etkisinin baskilamay1 amaglayan anti-TNF
ilaglar tedavilerde kullanilmaya baslanmasidir. Anti-TNF ilaglar, TNF’ nin biyolojik
etkisini baskilaylp antagonize ederek, Ozellikle romatizmal hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaya baglanmustir. Ulkemizde bu amacla kullanilan; infliksimab, etanersept,
adalimumab, ve golimumab gibi anti-TNF etkili ajanlar kullanilmaktadir. Caligmamizda bu
ajanlardan biri olan Etanersept’in, belirlenen 5 farkli dozda, HUVEC (Human Umbilical
Vein Endothelial Cells) hiicre hatti hiicrelerinin ¢ogalmasi {izerindeki etkilerinin
arastirtlmasi planlanmigtir. Etanersept; anti-TNF etkili ve TNF ile birleserek otoimmiin
hastaliklar1 tedavi eden bir ilagtir. Rekombinant DNA teknolojisi ile iiretilmis bir fiizyon
proteini olarak tanimlanmaktadir. Etanersept ozellikle, romatoid artrit, jiivenil romatoid
artrit, Ankilozan spondilit ve Psoriatik Artrit gibi hastaliklarin tedavisinde etkin olarak

kullanilmaktadir.

Bu c¢alismada, etanerseptinin HUVEC hiicre hatlarinda, hiicre ¢ogalmasi
tizerine etkilerinin arastirilmast xCELLigence sistemi belirlenen 5 farkli dozdaki
etanersept; LPS ile uyarilan HUVEC hiicre hattina uygulanarak; etanerseptin 24 ve 48
saatlik etkileri arastirilmistir. Etanerspt’in HUVEC hiicre hatt1 iizerindeki etkilerinin
belirlenmesi i¢in hiicre ¢ogalmasi, doku onarimi vb. {izerine etkili oldugu bilinen FGF1,

MYC 204, NFKB1, VEGF ve CDK4 olarak 5 farkli gen belirlenmistir.

Belirlenen bu genlerin, hiicre biiylimesi, genis mitojenik ve embriyonik gelisim,
morfogenez, doku onarimi ve tiimor biiylimesi gibi etkileri oldugu bilinmektedir. HUVEC
hiicre hatti LPS ile uyarilarak, belirlenen 5 farkli etanersept dozunun 24 ve 48 saatlik
etkileri incelenmis, HUVEC hiicre hattindaki hiicrelerden RNA izolasyonu sonucunda elde
edilen mRNA’lar cDNA’ya ¢evrilmistir. Elde edilen cDNA’lar ile belirtilen genlere 6zgii

primerlerle kantitatif PZR yontemiyle genlere ait ekspresyon seviyelerine incelenmistir.
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Bu calismada; LPS ile uyarilmis olan hiicrelerin belirlenen farkli doz araliklarinda;
24 ve 48 saatlik zaman dilimlerindeki anti-TNF inhibitorii olarak kullanilan etanerseptin
HUVEC hiicrelerinde, hiicre ¢ogalmasi, hiicre farklilasmasi doku onarimi ve tiimor
bliylimesi, kanser olusumu vb. fonksiyonlarin gergeklestirilmesine etkili olan 5 farkli gene
ait  ekspresyon seviyeleri degerlendirilerek, anti- TNF etkili ajan olarak kullanilan
etanerseptin, HUVEC hiicre hatt1 iizerinden elde edilecek gen ekspresyon verileriyle,
Ozellikle etanersept tedavisi goren hastalarda; tedavi siireclerinde yiiksek doza ve uzun
siireli kullanima bagli olusabilecek; hiicre farklilasmasi ve kanser olusumuna iliskin
stireglerinin incelenmesi ve bu kapsamda elde edilen ¢alisma verilerinin ortaya konarak

degerlendirilmesi amaglanmustir.
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3. YONTEM

3.1. Gerec

Bu ¢alismada, TNF inhibitorii olarak rol oynayan; etanerseptinin huvec hiicre
hatlarinda hiicre c¢ogalmasi Tlizerine etkilerinin arastirilmasi i¢in LPS ile uyarilmig
hiicrelere, belirlenen 5 farkli dozda etanersept verilerek 24 ve 48 saatlik etkiler

arastirillmistir. Calismada o6zellikle etanerseptin  hiicre c¢ogalmasi iizerin etkilerini
arastirmak tizere FGF1, MYC 204, NFKB1, VEGF, CDK4 gen ekspresyonu iizerindeki

etkileri arastirmak icin agagidaki teknik ve yontemler kullanilmistir.

Bu amagla, HUVEC hiicre hatt1 LPS ile uyarilip; uyarip MYC 204; NFKB1, VEGF
ve CDK4 genlerinin ifadesi mRNA diizeyinde, kantitatif PZR yontemi kullanilarak
asagidaki sekilde incelenerek degerlendirildi.

Bu ¢alismada HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells, ATCC cat no:
CRL-1730) kullan1ldz.

3.1.1. Kullamilan Tampon ve Cozeltiler

Fosfat Tuz Tamponu (PBS): 8 g NaCl, 0.2 g KCI, 1.44 g NazHPO4, 0.24 g KH2PO4
800 mL dH20 da ¢6ziildii. Son hacim 1 L olacak sekilde dH20 ile tamamlandi. Hazirlanan

tampon ¢ozelti otoklav ile steril edildikten sonra +4 °C’de muhafaza edildi.

RNAse (DNAse free): 10 mg RNAse A (pankreatik), 10 mL, 10 mM Tris (pH 7.5),
15 mM NaCl ¢6zeltiisinde ¢6ziildii. Hazirlanan ¢ozelti 100°C’de 15 dakika sterillendikten

sonra oda sicakliginda sogutularak —20°C’ de muhafaza edildi.

Kullanilan Cihazlar

Buzdolabi ve derin dondurucu (+4 ve -20°C)

CCD kamera-bilgisayar donanimi (Mitsubishi-Macintosh)
Calkalamali su banyosu (Memmert)

Ceker ocak (Kermanlar)

Derin dondurucu (-80° C Memmert)
Masaiistii mini santrifiij (Hettich-Eppendorf)
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Masaiistii santrifiij +4°C (Heraeus)

Otoklav (Kermanlar)

Otomatik pipetler (Glison- Eppendorf)
Gergek zamanli PZR cihazi (Light-Cycler-480-Roche)
Spektrofotometre (Nano-Drop)

Gergek Zamanl Hiicre Analizorii (RTCA Xcelligence Roche)
Invert Floresan Mikroskop (Olympus)

Hiicre Canliligi Analizorii (Vi-Cell Beckman Coulter)

3.2. Uygulanan Yontem
LPS ile HUVEC hiicre hatt1 hiicreleri uyarilarak, XxCELLigence sistemi ile belirlenen
farkli dozlardaki etanerseptin 24. ve 48. saatlerdeki etkileri in vitro ortamda test edilmesi

icin HUVEC hiicre kiiltiirii yapilmis, ¢alisma tasarimi Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Calisma Tasarimi ve Kullanilan Uyaranlarin Miktarlari

Stimulasyon Madde miktar: Saat

LPS 500ng/ul 24, 48

1u/pl; 5u/pl; 10u/pl;
ETANERSEPT 24, 48
50u/ul;100u/pl

LPS (SIGMA from Escherichia Coli, L 8274, USA), Gram (-) bakterilerin hiicre
duvarinda yer alan bir molekiildiir. LPS 500 ng/ul dozunda kullanilmigtir.

Etanersept, TNF inhibitorii olarak rol oynayan; rekombinant DNA teknolojisi ile
tiretilmis bir fiizyon proteinidir. Etanersept 1 ug/ul; 5 ug/ul, 10 ug/ul, 50 ug/ul, 100 ug/ul
dozlarinda uygulanmistir.

3.2.1. HUVEC Hiicre Hatt1

Bu c¢alismada etanercpetin hiicre c¢ogalmasi {izerine etkilerini degerlendirmek

amaciyla HUVEC hiicre hatt1 kullanilmistir. HUVEC hiicrelerinin 2 katina ¢ikma siiresi
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yaklagik 36 saatti. HUVEC hiicreleri insan gobek kordonundaki venlerin endotel
hiicrelerinden kokenlenen hiicre hatlaridir. Endotel hiicre fonksiyonlarin tanimlanmasinda
en sik kullanilan hiicre hatlaridir. HUVEC hiicre hatt1 i¢in, RPMI 1640 stabil Glutamin
(Biosera LM-R1639/500) igerecek sekilde hazirlanmis medyum igerisinde ¢ogaltilmistir.

3.2.2. HUVEC Hiicre Kiiltiirii

HUVEC hiicre hatti, kriyo tiipler i¢cinde siv1 azotta saklanmaktadir. HUVEC hiicre
hatt1 s1v1 azottan ¢ikarilan kriyo tiipler, 37°C’deki su banyosunda eritilip 15 ml’lik falkon
tiiplere aktarilmis, 6 ml’lik kiiltlir medyumu eklendikten sonra 1500 rpm’de 5 dakika
santrifiij islemi gerceklestirlmistir. Santrifiij sonrasinda eklenen medyum uzaklastirlmig ve
%10 serum ihtiva eden yeni medyuma 1x10° hiicre igerecek sekilde 25cm?’lik flasklara
dagilim saglanmistir. Yapilan islem sonrasinda hiicre hatlar1 37 °C* de %5 COz igeren

inkiibatorde; kiiltiire edilmesi adina yerlestirilmistir.

Hiicreler her giin 151k mikroskobunda incelenerek; %75 konfluensiye ulagmasi
beklenmis, ulasan hiicreler pasajlanmustir. Calismanin dncesinde 37° C’de su banyosunda 5
ml PBS sitilmistir. Flasklarin tizerindeki medyum c¢ekilerek, PBS ile yikanarak; yapiskan
ozellige sahip hiicrelerin flaskin ylizeyinden ayrilmasi igin tripsinizasyon islemi
gerceklestirilmistir. Sonrasinda, daha Onceden 37°C’de su banyosunda isitilmis olan
medyumdan 6 ml eklenerek 1500 rpm’ de 5 dakika santrifiij edilerek hiicrelerin ¢okmesi
saglanmistir. Santriflij sonrasinda siipernatan atilarak hiicrelerin tizerine 10 ml medyum
eklenmistir. Homojen dagilim i¢in karistirildiktan sonra hiicre sayimi cihazina (Vi-cell XR
cell viabilty analyzer (Beckman colulter inc. BREA, CA, USA) yiiklenerek sayim islemi
gerceklestirilmistir. Sayim sonrasinda 1x10° hiicre hesaplanip, RPMI 1640 medyum

eklenerek 25cm? lik flasklara dagilimi gergeklestirilmistir.

3.2.3. HUVEC Hiicre Hatimin Uyarilmasi

HUVEC hiicre hattindaki hiicreler stimulasyondan 6nce 4-6 pasajlamay1 gegmeden,
Viacell hiicre sayim cihazinda canli hiicre oran1 % 95.4 olarak belirlenmistir (Cizim 3.1.)

100 mm’ lik petrilere; her bir petride 2x10° hiicre olacak sekilde dagitilmistir.
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Cizim 3.1- Viacell Hiicre Canlilik Analizi

T =
~Previous Run Resulis — |
Sample ID 2422-3955
Celltype Default

Dilution factor 10

Image 50 Total
Cell count 24 1326
Viable cells 22 1265
Viability 91 7% 95 .4 %
Total cells / ml 122 x10% 1.35 1o
“Viable cells / ml 112 «in® 1.29 x10°
Avg. diam. (microns) 1467 1553
Awvg. circularity 79 0.76
Avg. background intensity 207 204

3.2.4. HUVEC Hiicrelerinin Toplanmasi

Yapilan ¢aligmada, hiicrelerin tizerindeki siipernatant toplanarak kiiltiirdeki dokular
petriler iizerinde soguk PBS eklenerek, sonrasinda PBS cekilmistir. Islem sonrasinda

hiicreler buz tizerinde birakildi.

RNA o6rneklerini toplamak i¢in; 100mm hiicre kiiltiir petrilerine 600 pl b-merkaptoetanol

igeren lizis tamponu eklenmistir.

Ornekler -80 °C deki derin dondurucuda saklanir.

3.2.5. Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu i¢in PureLink RNA Mini Kit (Cat. N0.12183018A,
INVITROGEN) protokolii uygulanarak RNA izolasyonu gerceklestirilmis, elde edile
RNA’lar Nano-drop spektorfotometrede 260/ 280 nm dalga boyundaki konsantrasyon
Olglimiiyle RNA kalitesi kontrol edilmistir. RNA’lar daha sonra — 80°C’ de saklanmuistir.

3.2.6. cONA(Komplementer DNA) Sentezi

cDNA Sentezi ( Komplementer DNA)
cDNA sentezi ( Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit, Roche Cat. No.
050912840 01) kullanilarak asagidaki protokole gore yapilmistir.
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RNA : 1lug toplam RNA

Random Primer : 2 ul (600 pmol/ul),
Su : 13 pl tamamlayacak kadar su
Toplam: ;13 ul

Karisim 65°C’de 10 dakika inkiibe edildikten sonra buza konuldu. Beklerken her

bir 0rnek basina asagidaki miktarlarda bir karisim hazirlandi.

5x Ters Transkriptaz tamponu (5x) 24 ul,
dNTP karigimi (her biril0 mM) 22 ul,
RNaz inhibitor (40 U/ul) 0.5 pl,
Ters Transkriptaz M-MuLV (20 U/ul) 2 0.5 pl.
Toplam :20 ul

Sirayla her bir 6rnek i¢in ayr1 olmak {izere toplami 20 pl’ye tamamlayacak kadar
buzda beklemekte olan karisimdan 7 ul eklendi. Daha sonra PCR makinasinda dnce
25°C’de 10 dakika ve daha sonra 55°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Son olarak reaksiyonu
durdurmak i¢in 85°C’de 5 dakika ve 5 dakikanin sonunda 6rnekler buza konuldu. Daha
sonra cDNA ornekleri -20°C’ye kaldirildu.

3.2.7. Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (GZ-PZR) (Real time PCR)

Gergek zamanli PZR deneyleri LightCycler 480 (Roche Diagnostics, GmbH,
Germany) cihazi kullanilarak yapilmistir. GZ-PZR reaksiyonunda gerekli primer finder

yazilimi ile (www.universalprobelibrary.com) tasarlanmistir. Burada gene 6zgili spesifik

primerler kombine edilerek verilmektedir. Gene 6zgii spesifik primerler Cizelge 3.2°deki
gibidir.

Cizelge 3.2- Genlere Ozgii Primer Dizileri

) 5 . —
GEN PRiIMER ™ Y6GC PRIMER DiZziSi
MYC 204 Forward 59,93 21 5’- CCGTCCTCGGATTCTCTGC -3’
(Amplikon 117 bg)

Reverse 59,40 100 5-TTGTTCCTCCTCAGAGTCGC -3’
VEGFA 58,82 140 5°- GGCCTCCGAAACCATGAAC- 3’

(Amplikon 163 bg) T orward
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Reverse 60,25 265  5- GCTGCGCTGATAGACATCCA-
3’

CDK4 Forward 59,46 178  5°- ACACCCGTGGTTGTTACACT- 3’
(Amplikon 150 bg)

Reverse 58,85 289  5-GTCGGCTTCAGAGTTTCCAC-3’
NFKB1 Forward 58,81 142  5- CTGGAACCCGTGGTATCAGA- 3’
(Amplikon 92 bg)

Reverse 60,06 194 5°- CATCCAGCTGTCCTGTCCATT-3’
FGF 1 Forward 60,04 153 5 -CTTTTATACGGCTCACAGACACC- 3’
(Amplikon 150 bg)

Reverse 59,82 264 5-CTCCCATTCTTCTTGAGGCCAA - 3°

3.2.1. xCELLigence Sistemi (Gercek zamanl, hiicre indeksi analizi)

Hiicresel biyolojik olaylar, sistem tarafindan hicbir isaretleme yapilmadan

empedans tabanli gergek zamanl hiicre analizi ile tespit edilebilmektedir. Elektrodlu

plakalarin (E-plaka) zeminine yerlestirilmis mikro-elektrodlar sayesinde elektriksel

empedans 6l¢timii ger¢eklesmektedir

(Cizim 3.2). Empedans olglimii sayesinde; hiire

canliligi, hiicre morfolojisi, hiicre sayisi, ve hareketiyle ilgili hiicrenin ¢esitli biyolojik

durumu hakkinda kantitatif bilgi eldesi gerceklesmektedir (Ke ve ark., 2011).

Cizim 3.2. XCELLigence sistemi (Roche, 2008).
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XCELLigence (Roche Applied Science, Mannheim, Almanya ve ACEA
Biosciences, San Diego, CA) sistemi; empedans tabanli ger¢ek zamanl hiicre analizori,
RTCA tek plaka yapisi, entegre yazilim programini i¢inde barindiran RTCA bilgisayar1 ve
tek kullanimlik 96’lik E-plaka olmak {izere 4 ana bilesenden olusmaktadir (Roche, 2008;
Ke ve dig, 2011).

RTCA sistemi, yapiskan hiicrelerin 6zel E-plakalardaki her bir kuyunun altinda
bulunan mikroelektrod sensorleriye etkilesim gostererek yapigsmasimni ve bu kuyularda
gercekelesen empedans degisikliklerinin Olgiimiinii temel almaktadir. Sistem; hiicre
cogalmasi, hiicre 6limii hiicre yapismast ve diger morfolojik degisiklikler hakkinda uzun
donemli ve gergek zamanli bilgiler verebilmektedir (Kustermann ve dig. 2013). (Cizim
3.3)

Sistemin temelini, ger¢ek zamanli hiicre empedansini 6lgmek tizere tasarlanmis; tek
kullanimlik 96 kuyucuklu E-plaka olusturmaktadir. Her kuyucuk altinda yerlesmis olan
mikroelektrod sensor ile yapisan hiicrelerin empedans Ol¢limii  gerceklesmektedir.
Kuyucuklarda yer alan hiicrelerle ilgili, hiicrelerin elektrodlarla olan etkilesimi potansiyeli,
hiicre sayist ve hiicre morfolojisiyle iliskilidir ve bu agidan 6nem arz eden faktorler

arasinda sayilmaktadir (Urcan ve dig, 2010).

1nA kadar alternatif akim uygulanmasiyla hiicreler ile mikroelektrodlar arasinda
elektriksel bir alanin olugmasini saglar. Hiicreler elektrodlar ilizerine yerlestikleri andan
itibaren, sistemden gecen akim hiicrelerin elektrik empedansina esit olur. Sistem tarafindan
stirekli empedans Ol¢limii yapilir, empedans verileri bilgisayara gonderilir ve yazilim

tarafindan analizi gergeklesir (Ke ve dig. 2011).
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Cizim 3.3. Hiicrelerin elektrik empedansinin 6l¢iimiiniin sematik gosterimi(Roche 2008)

arssasianin l =7

e — g I oo s s (2)
Elektrod Hucre igermeyen Referans
= elektrod
. Hucre
= 4 _— Lo I Z=Zh
5 ucre 1
Elektrod Tek hicreiceren & (Z)  Empedans
elektrod
* « Hducreler
- — * ——— — M o e M i’ (,ZL . Z:thlcfez
Elektrod iki hiicre iceren ¥ -/ Cift kat empedans
elektrod
l =7 :
[ Ja— — Zhuere3

) ileri empedans
Iki hacreyi kuvvetle

baglayan elektrod

N j
L@)

Yapilan ¢aligmalarda, ortamda elektroda yapismis bir hiicre olmadigi durumlarda,
elektrodun empedansi, elektrod ¢ozeltisinin ve kuyucuktaki bos c¢ozeltinin etrafindaki
iyonik ¢evrenin empedansina gore belirlenir. Ortamdaki hiicre varliginda elektrodun sensor
yiizeyinde yapigmis hiicreler, bir yalitkan gibi davranip; elektrod ¢dzeltisinin yiizeyindeki
iyonik ¢evrede degisiklige neden olup empedansta bir artisa Sebep olur. Elektrod
tizerindeki ¢ogalan hiicre sayisiyla; alinan empedans degeri ayni paralelde olup; hiicre
sayisinin artigiyla alinan empedans degeri de o oranda artis géstermektedir. Elde edilen bu
deger empedans degeri “hiicre indeksi” olarak adlandirilan bir parametre ile dl¢iilmektedir.
Uretici firmanin &nerdigi hiicre indeksi en az 0,5 ideal olarak ise 1 ya da daha yiiksek
deger kabul edilir. Bununla birlikte, kullanilacak hiicre sayisi, hiicre indeksi/hiicre sayisi

lineer araliginda olmas1 gerekmektedir (Roche, 2008; Martinez-Serra ve ark., 2014).

Xcelligence sistemi; kanser, toksikoloji, ilag gelistirme, tibbi mikrobiyoloji ve
viroloji gibi pek c¢ok fakli alanda gesitli arastirmalarda cesitli uygulamalarin bir arada
yapilabilmesi i¢in ger¢ek zamanli, isaretleme yapilmaksizin hiicre analizinin
gerceklesmesini saglayan hiicre bazli mikroelektronik bir empedans 6l¢iimiine dayali hiicre

biyosensor sistemi olarak tanimlanmaktadir (Ke ve ark., 2011).
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4. BULGULAR

Bu tez ¢alismasinda etanerseptin HUVEC hiicre hatt1 tizerine etkileri arastirildi.
Molekiiler yontemlerle 5 farkli etanersept dozu HUVEC hiicre hattina uygulanmistir.
Belirlenen bu dozlarin 24 ve 48 saat etkileri, belirlenen FGF, MYC, VEGF, CDK4 ve NF-

kB genlerinin ekspresyon seviye analizleriyle ortaya konulmustur.

4.1. Etanersept Konsantrasyonlarimn HUVEC Hiicre Soyu Uzerindeki Etkisi

Calisma i¢in uygun olan dozlarin belirlenebilmesi i¢in ger¢ek zamanli hiicre analizorii
(RTCA) Xcelligencet cihazinda belirlenen Etanersept dozlart HUVEC hiicre hattina
uygulanmistir. Calisma Oncesinde hiicreler LPS ile uyarilmig, sonrasinda belirlenen

konsantrasyonlarda etanersept uygulamasi yapilmistir. (Cizim 4.1.)

Cizim 4.1. RTCA Xcelligence Cihaz1 Etken Doz Belirleme Calismasi
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Yapilan ¢alisma sonucunda etkin etanersept dozu;

lug/ul, 5 ug/ul, 10ug/ul,

50ug/ul ve 100 ug/uml olarak belirlenmis ve ¢alismanin bundan sonraki asamalarinda bu

dozlar baz alinarak etanerseptin HUVEC hiicre hattindaki hiicrelerin ¢ogalmasi iizerine

etkileri arastirllmistir. LPS ile uyarilan hiicrelerin etanerseptin 5 ug/ul ile 50 ug/ul

uygulanan konsantrasyonlarinda LPS ile tek basina uyarilan hiicrelere gore az da olsa

hiicre proliferasyonunda diisiis gézlendi. Ama genel olarak bakildiginda etanerseptin farkl

konsantrasyonlarinin hiicre proliferasyonu iizerinde bir etkisinin olmadigi gozlemlenmistir.
(Cizim 4.2.; Cizim 4.3.; Cizim 4.4.Cizim 4.5.; Cizim 4.6.)

Cizim 4.2. Etanersept 1ug/ul Doz Calismasi
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Cizim 4.4. Etanersept 10ug/pl Doz Calismasi
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Cizim 4.5. Etanersept 50ug/pl Doz Calismasi
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Cizim 4.6. Etanersept 100ug/ul Doz Calismasi
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4.2. Etanerseptin Genlerin mRNA Ekspresyonu Uzerine Etkisi

HUVEC hiicre soylar1 farkli dozlarla uyarilip toplanan o6rnekler FGF, MYC,
VEGF, CDK4 ve NFKB genlerine ait mRNA ekspresyonu agisindan analiz edildi.

4.2.1. Farkhh Konsantrasyonlardaki

Ekspresyonu Uzerine Etkisi

Etanersept Diizeylerinin

FGF mRNA

FGF ekspresyonunu arastirmak icin ¢ogaltilan bolge 150 b¢ uzunlugunda olup

tasarlanan primerlerle yapilan c¢aligmayla genomik DNA ile amplifikasyon olasiligt

dislandi. Kantitatif PZR Analizi LC 480 cihazinda yapilmis olup FGF ekspresyon diizeyi

referans gen olarak alinan TBP (TATA- Binding Box) ile karsilagtirilmigtir.

Rolatif ekspresyon diizeyleri asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

Rolatif Ekspresyon =FGF geni ekspresyonu / TATA Binding Box gen ekspresyonu

FGF genine 6zgii agagidaki PZR protokolii yapilmistir.

Su 1 ul
Primer F (10pmol) 1 ul
Primer R 1 ul
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Master Mix(2x) Sul

cDNA 2ul
Toplam: 10 pl

PZR kondisyonlar1 agagidaki gibidir.

95°C 10 dk

94°C 10 sn.

68°C 20sn 45 siklus
72°C 1sn

LPS ile yapilan stimulasyonda sonucunda; 24 saatlik dilimde 50ul/pl Etanersept
dozunda; HUVEC hiicre hatti FGF gen ekspresyonunda anlamli bir artig gozlenmistir. 48
saatin sonunda etanerseptin FGF gen ekspresyon seviyelerinde anlamli bir etkisi

gozlemlenmemistir (Cizim 4.8.).

Cizim 4.7. FGF Gen Ekspresyon Seviyeleri (24 ve 48 saat)
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Cizim 4.8. FGF Tm Egrisi
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4.2.2. Farkh Konsantrasyonlardaki Etanersept Diizeylerinin VEGF mRNA

Ekspresyonu Uzerine Etkisi

VEGF ekspresyonunu arastirmak icin ¢ogaltilan bdlge 163 b¢ uzunlugunda olup
tasarlanan primerlerle yapilan caligmayla genomik DNA ile amplifikasyon olasilig1
dislandi. VEGF ekspresyon diizeyi referans gen olarak TBP ile karsilagtirildi. Rolatif

ekspresyon diizeyleri asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

Rolatif Ekspresyon =VEGF geni ekspresyonu / TATA gen ekspresyonu
VEGF genine 6zgii asagidaki PZR protokolii yapilmustir.

Su 1 ul

Primer F (10pmol) 1 pul
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Primer R 1 ul

Master Mix(2x) 5ul
cDNA 2 ul
Toplam: 10 pl

PZR kondisyonlar1 agagidaki gibidir.

95°C 10 dk

94°C 10 sn.

62°C 20sn  45siklus
72°C 1sn

LPS ile yapilan stimulasyonda sonucunda; 24 saatlik dilimde 5ul/ ul etanersept
dozunda ve 100ul/ ul etanersept dozunda VEGF gen ekspresyonun artis gozlemlenirken;
10ul/ ul ve 50ul/ pl dozlarda VEGF ekspresyon sevieyelerinde diistisler dikkati ¢ekmistir.
(Cizim 4.9.)

Cizim 4.9. VEGF Gen Ekspresyon Seviyeleri (24 Saat)
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LPS ile yapilan stimulasyonda sonucunda; 48 saatlik dilimin sonunda; 50ul/ ul ve

100ul/ pl etanersept dozunda VEGF gen ekspresyonun artis gézlemlenmistir (Cizim 4.10).

Cizim 4.10. VEGF Gen Ekspresyon Seviyeleri (48 Saat)
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4.2.3. Farkh Konsantrasyonlardaki Etanersept Diizeylerinin CDK 4 mRNA

Ekspresyonu Uzerine Etkisi

CDK4 ekspresyonunu arastirmak i¢in ¢ogaltilan bolge 150 bg¢ uzunlugunda olup
tasarlanan primerlerle yapilan caligmayla genomik DNA ile amplifikasyon olasiligi
dislandi. CDK4 ekspresyon diizeyi referans gen olarak TBP ile karsilastirildi. Rolatif

ekspresyon diizeyleri asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

Rolatif Ekspresyon =CDK 4 geni ekspresyonu / TATA gen ekspresyonu

CDK 4 genine 6zgii asagidaki PZR protokolii yapilmustir.

Su 1 ul
Primer F (10pmol) 1 ul
Primer R 1 ul
Master Mix(2x) 5ul
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cDNA

Toplam:

2 ul

10 pl

PZR kondisyonlar1 asagidaki gibidir.

95°C

94°C

62°C

72°C

10 dk
10 sn.
20sn 45 siklus

1sn

LPS ile yapilan stimulasyonda sonucunda; 24 saatlik dilimde uygulanan etanersept

dozlarinda CDK 4 ekspresyon seviyeleri iizerinde

(Cizim 4.11)

anlamli bir fark goriilmemistir.

Cizim 4.11. CDK 4 Gen Ekspresyon Seviyeleri (24 Saat)
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Ancak; LPS
50ul/ ul ve 100ul/ pl
(Cizim 4.12).

ile yapilan stimulasyonda sonucunda; 48 saatlik dilimin sonunda;

etanersept dozunda CDK4 gen ekspresyon artis1 gdézlemlenmistir
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Cizim 4.12. CDK 4 Gen Ekspresyon Seviyeleri (48 Saat)

CDK4/ TATA

2 B CDK4/ TATA

4.2.4. Farkh Konsantrasyonlardaki Etanersept Diizeylerinin MYC mRNA

Ekspresyonu Uzerine Etkisi

MYC ekspresyonunu arastirmak i¢in ¢ogaltilan bolge 117 b¢ uzunlugunda olup
tasarlanan primerlerle yapilan ¢alismayla genomik DNA ile amplifikasyon olasiligi
dislandi. MYC ekspresyon diizeyi referans gen olarak TBP ile karsilagtirildi Rolatif

ekspresyon diizeyleri asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

Rolatif Ekspresyon =MYC geni ekspresyonu / TATA gen ekspresyonu

MYC genine 6zgii agagidaki PZR protokolii yapilmistir.

Su 1 pul
Primer F (10pmol) 1 ul
Primer R 1 ul
Master Mix(2x) 5ul
cDNA 2ul
Toplam: 10 pl

PZR kondisyonlar1 agagidaki gibidir.
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95°C 10 dk

94°C 10 sn.

65°C 20sn 45 siklus
72°C 1sn

LPS ile yapilan stimulasyonda sonucunda; 24 saatlik dilimde uygulanan etanersept

dozunlarinda, 5ul/ml etanersept doz diizeyine myc geninde ekprseyon artist goriilmektedir.

(Cizim 4.13).

Cizim 4.13. MYC Gen Ekspresyon Seviyeleri (24 Saat)
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Yapilan ¢alisma sonucunda 48 saatlik dilimin sonunda ise; 1ul/ ul, 10ul/ ul ve

50ul/ pl etanersept dozlarinda MYC gen ekspresyon seviyelerinde artis gozlemlenmistir

(Cizim 4.14).
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Cizim 4.14. MYC Gen Ekspresyon Seviyeleri (48 Saat)
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4.2.5. Farkh Konsantrasyonlardaki Etanersept Diizeylerinin NF-kB mRNA

Ekspresyonu Uzerine Etkisi

NFkB ekspresyonunu arastirmak i¢in ¢ogaltilan bolge 92 bg¢ uzunlugunda olup
tasarlanan primerlerle yapilan g¢alismayla genomik DNA ile amplifikasyon olasiligi
dislandi. NFkB ekspresyon diizeyi referans gen olarak TBP ile karsilastirildi. Rolatif

ekspresyon diizeyleri asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

Rolatif Ekspresyon =NF-kB geni ekspresyonu / TATA gen ekspresyonu

NF-kB genine 6zgii asagidaki PZR protokolii yapilmistir.

Su 1 ul
Primer F (10pmol) 1 ul
Primer R 1 ul
Master Mix(2x) 5ul
cDNA 2ul
Toplam: 10 ul
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PZR kondisyonlar1 asagidaki gibidir.

95°C

94°C

65°C

72°C

10 dk

10 sn.

20sn 45 siklus

1sn

Cizim 4.15. (NF-kB Gen Ekspresyon Seviyeleri) (24 Saat)
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LPS ile yapilan stimulasyonda sonucunda; 24 saatlik dilimde uygulanan etanersept
dozunlarinda, Sul/ pl ve 50ul/ml etanersept doz diizeylerinde kismi ekprseyon artisi

goriilmektedir (Cizim 4.15).
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Cizim 4.16. (NF-kB Gen Ekspresyon Seviyeleri) (48 Saat)
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LPS stimulasyonu sonucudna 48 saatlik zaman dilimin sonucunda ise 50 ul/ ul ve
100ul/ ul  etanersept dozlarinda, NF-kB gen ekspresyonunda anlamli artislar
gozlemlenmistir. Diger dozlarda dikkati ¢eken bir artis olmamistir (Cizim 4.16).
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Cizim 4.17. VEGF, MYC, NF-kB ve CDK4 Tm Egrileri
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Cizim 4.18. VEGF, MYC, NF-kB, FGF ve CDK4 Amplikasyon Egrileri
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5. TARTISMA

Enflamatuar hastaliklarda enfeksiyon, normal popiilasyonlara gore ¢ok daha
fazla goriilmektedir (Doran ve dig. 2002). Romatoid artirit, Ankilozan Spondilit gibi
enflamatuar hastaliklarda, hastalik aktivitesi yiikseldikce; yeni donemde kullanimi giderek
artan anti-TNF tedavisi on plana c¢ikmakta ve anti-TNF tedavisi goren hastalarda
enfeksiyon riski artis gostermektedir. (Au. Ve dig. 2011 ve Solovic ve dig. 2010)

TNF pek cok inflamtuavar enfektif ve maliginite reaksiyonalrinda rol oynadigi
yapilan ¢aligsmalarla ortaya konmustur. Anti-TNF tedavisi 6zellikle son yillarda enflamtuar
mn tedavisinde etkin olarak kullanilmaktadir. TNF-a immun yanit1 uyarict etkisiyle birlikte
bir ¢ok oto immun hastaligin tedavisinde Kilit rol oynayan bir sitokin oldugundan;
enflamatuar hastaliklarin tedavisinde anti-TNF etkisi, enfeksiyon artigiyla ilk etapta

kendini gostermektedir.

Yaptigimiz ¢alismada HUVEC hiicre hattinda anti-TNF inhibitorii olan etanersept
kullandik. HUVEC hiicre hattindaki hiicreleri LPS ile stimulasyonunu saglanmis, yapilan
molekiiler calismalar 1s518inda belirlenen 5 farkli anti-TNF etkili etanersept dozu stimiile
edilmis hiicreler iizerine uygulanmis, bu dozlarim 24 ve 48 saat sonundaki etkileri

arastirilmastir.

Aragtirmamizda kullanilan genlerden biri FGF genidir. Insanlarm yasamlarini
sirdiirebilme ve devamliliklarin1 saglayabilmeleri adina besin ve oksijene ihtiyaglari
vardir. Bu maddeleri de dokulara damar aglariyla iletirler. Dokularda olusan artik
maddeleri de bu damar ag1 sayesinde uzaklastirirlar. Anjiogenezis olarak adlandirilan bu
slireg damar olusumunu tanimlamaktadir. (Folkman ve dig. 1992) Pek ¢ok patolojik ve
fizyolojik siiregte anjiogenezis olduk¢a onemlidir (Folkman 1995) .Son yillarda yapilan
caligmalarda tlimorlerin  progresyonunun artiglariyla birlikte metastazlarinda ve
invazyonlarinda anjiogenezisin rol aldig1 gosterilmistir. ( Folkman 1995) Ozellikle son
yillarda yapilan caligmalarda hematolojik maligniteye sahip hastalarda kan damar
olusumunda ciddi artislar gozlemlenmistir (. Ribatti ve dig 1996; Vacca ve dig 1999) .
Tiimdr dokusu progresyonunu saglamasi ic¢in yeni kan damarlarinin olusumuna ihtiyag
oldugu bilinmektedir. Timor hiicresinin ¢ogalmasi oksijen ihtiyacini karsilayip invaze

olup metastaz yapabilmesi ig¢in anjiogeneze ihtiyag¢ vardir. (Folkman 1990; Ferrara 2000)
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Anjiogenezi uyaran en Onemli faktoérler FGF ve VEGF olarak kasimiza ¢ikmaktadir.

(Fayette ve dig 2005; Ferrara 2000)

FGF ailesi 24 iiyeli bir aile olup 17-34 KDa agirliga sahip tirozin kinaz
aktivitesi gostermektedir. Tizrozin kinaz reseptor bolgesine affinitesi ¢ok fazladir. Yapilan
caligmalar FGFR1 ve FGFR’ nin endotel hiicrelerinde proanjiogenezi uyardiklar1 deneysel

olarak gosterilmistir (Presta ve dig 2005; Kashiwakura ve dig 2005) .

FGF; tirozin kinaz reseptoriine baglanarak mitojen aktif protein kinaz (MAPK)
gibi intraselliiler kinazlar1 uyararak aktivasyon saglar. Bu aktivasyon, transkirpsiyonel
faktorleri uyararak mitojenik etki uyandirmaktadir (Allouche 1995). FGF rspetorleri ayni
zamanda hematopoetik hiicrelerin iizerindede de oldukca fazla sayida yer aldigi yapilan
caligmalarla gosterilmistir. (Avraham ve dig 1994). FGF’ in sinyal iletimindeki rollerinin
disinda yapilan arastirmalar; yara iyilesmesi, yeni damar yapilarinin olusmasi ve
timorlerinin biiyiimesi ve gelismesi gibi onemli fizyolojik ve patolojik siireclerde rol

oynadig@ini gostermistir. (Kashiwakura ve dig. 2005)

Calismamizda elde etmis oldugumuz FGF geni iizerine iliskin ekspresyon
seviyelerine baktigimizda; FGF geni tizerinde 50ul/ ml dozun 24 saat i¢inde bu genin
ekspresyonun artirdigi gézlemlenmistir. FGF hiicre proliferasyonu, hiicre migrasyonu ve
diferansiyasyonu gibi ¢ok 6nemli fonksiyonlara sahiptir. (Ornitz ve Itoh 2001) . Elde
ettigimiz verilerle FGF gen ekspresyonu {izerine yapilan ¢aligmalar degerlendirildiginde;
tirozin kinaz aktivitesi gdsteren FGF’ in anjiogenez basta olmak iizere pek ¢ok biiylime
faaliyetini baslatabilecegi gozlemlenmistir( Ornitz ve Itoh 2001). Anjiogenez etkisiyle
hiicre iizerinde gerceklesecek tirozin kinaz aktivitesi sayesinde yeni tiimdral yapilarin

olusabilme siireci degerlendirilmeli ve gdzlemlenmelidir.

Calismamizda kullandigimiz bir diger gen VEGF genidir. VEGFgeninin pek ¢ok
izoformu bulunmaktadir. Ozellikle bu izo-formlarin akciger, karaciger, meme, over ve
bobrek kanserlerinde ekspresyon seviyelerinin arttigi bilinmektedir. VEGF’ de tipki FGF
gibi etkisini tirozin kinaz reseptorleri iizerinden gostermektedir. VEGF reseptor 1
(VEGFR1) hematopoetirik, myelom ve 16semik hiicreler tarafindan da eksprese edildigi
caligmalarla gosterilmistir. Yapilan preklinik ¢alismalarda immiin sistemin anjiogenezini
destekleyen ve hayvan deneylerinde, makrofaj, mast hiicreleri ve noétrofiller tarafindan
sentezlenen metalloproteinaz-9 (MMP-9) ‘un anjiogenezi ve timor progresyonuna destek

verdigi gosterilmistir. Ayrica anjiogenezle baglantili oldugu bilinen onkogen ve timor
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supresor genler degisik g-hematolojik malignitelerde rol oynadigi bilinmektedir.
Ekstraselliiler matrisk (ESM) enzimleri anjiogenez siirecinde dnemi rol iistelenmektedir.
MMP-9, ESM’ ye anjiogenik faktorlerin baglanmasini artirir. MMP ekspresyonun artisi
akut lenfoblasstik 16semi (ALL), akut Myeloid 16semi (AML) ve Non-Hodgin Lenfoma
(NHL) ¢ nin artirdigr gosterilmistir (Moehler ve dig. 2003) .

VEGF geni lizerindeki etkiyi inceledigimizde 24 saatlik dilimde 5 ve 100 ul/ [J]
etanersept dozlarinda ekspresyon seviyelerinde artis izledik. VEGF geni; hiicre
adezyonunda, anjiogenezde, hiicre disinda gerceklesen matriks degredasyonu ve yara
tyilesmesi gibi gesitli gorevleri oldugu bilinmektedir (Byrne ve dig. 2005, Kaiser 2006,
Bhisitkul 2006). Elde ettigimiz veriler ve yapilan ¢aligmalar degerlendirildiginde diisiik
veya ylksek dozda olusan VEGF gen ekspresyon seviyelerindeki artiglar bize hematolojik

maliginetelerin olusumunda etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Komplike ankilozan spondilit hastalarinda da tedaviye NSAII ile baslanmus, son
tedavi olarak anti-TNF tedavisi etanersept uygulanmistir. Tedavi siirecinde ve 4 ay
sonunda hastada akut miyeloid 16semi gelisimi gézlemlenmistir (Moehler ve dig. 2003).
Elde ettigimiz bulgularda 6zellikle FGF, VEGF gibi mitojenik faktorlerin ekspresyon
seviyelerindeki artiglar; hiicredeki hiicre c¢ogalmasi iizerinde kanser hiicresine

doniistiirebilme potansiyelini barindirabilir.

Calismamizda ekpresyon seviyesini inceledigimiz bir diger gen CDK 4’tiir. CDK
4, hiicre dongiisiiniin kontrolii; G1/S ge¢is noktasindaki denetim, CDK 4 aktivitesinin
diizenlenmesi; siklinlerin sentezine, fosforilasyonuna, defosforilasyonuna, parcalanmasina
ve siklin bagli kinaz inhibitorlerinin (CDKI) sentezine bagli olarak diizenlenmektedir. (de
Cércer ve dig. 2007) Gl/s gecis noktasinda CDK kompkeskisnin olusumuyla ve bu
kompleksin otofosforilasyonu sonucunda aktiflegsmesi, inhibitorlerle etkisiyle hiicre
dongiisiinde inaktivasyon islemlerinin gerceklesmesi sekilde gelisir. (Caldon ve dig. 2006;
Meeran ve dig. 2008) D tipi siklinler CDK4 ve CDK6’ y1 aktive ederek G1 de ilerleyisi
saglarlar. Retinaoblastom geni ise hiicre dongilisii igerisinde tiimor baskilayict gen olarak
islev goriir. CDK kompleksi RB proteinlerini fosforileyerek onu inaktif hale gelmesini ve
Rb bagh transkripsiyon uzamafaktorii-2 (E2F) © yi serbest birakir. E2F’ de G1/S fazina
gecisi ve S evresine giris i¢in siklin A1 ve CDKI1 gibi genlerin aktivasyonu gerceklesir.
E2F ayn1 zamanda DNA sentezi onarimi ve bazi timoral olusum mekanizmalarinda etkili

rol oynadig1 bilinmektedir. (Belenger ve dig. 2005)
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G1 diizenleyicisi olan CDK4’ {in over kanser gelisiminde 6nemli rol oynadigi bu

konuda yapilan galigmalarda gosterilmistir. (D’ Andrilli ve dig. 2004)

Yaptigimiz arastirmada CDK-4 ekspresyon seviyelerinde; Ozellikle 48 saatin
sonundaki uygulanan yiiksek dozlarda anlamh artislar dikkati ¢ekmektedir. CDK-4 hiicre
siklusunda kritik rol oynayan bir gen oldugu bilinmektedir. CDK4 hiicre dongiisiinden G1
evresi lizerinde katalitik bir etki gostermekte; bu evre D- tipi siklinler ve P16 alt birimler
tarafindan kontrolii saglanmaktadir. (Stepanova ve dig. 1996, Taules ve dig. 1998) CDK 4

ekspresyonu hiicrenin kontrolsiiz ¢cogalmasina yola agabilmektedir.

Elde ettigimiz veriler dogrultusunda doza veya uzun siireli kullanima bagli olarak
ekspresyon seviyelerindeki artis hiicreler lizerinde kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina, tiimoral

olusum mekanizmalar1 iizerine aktiflestirici bir etki yapabilecegini bize diisiindiirtmektedir.

Ankilozan spondilit tedavisi goren hastalarda; anti- TNF tedavisini takiben

ortalama 9 ay sonra hastalarda, lenfoma ve solid tiimor olusumlar1 gézlemlenmistir (Kilig

ve dig. 2013) .

Calismamizda kullandigimiz bir diger gen, NF-kB ¢ dir. Hiicre i¢i sinyal
iletiminde olduk¢a onemli kilit bir role sahiptir. Hiicre i¢i sinyal iletiminde, cAMP, cGMP,
MAP Kinaz, JAK-STAT, Ca+2- kalmoldulin, Fosfolipaz-C, NF-kb yolaklar
bulunmaktadir. (Kierszenbaum ve dig 2007). NF-kB hiicre proliferasyonu ve
transkripsiyonunda rol alan onemli bir faktordiir. 50 ve 65 kDa alt birimde olusur.
(Shishodia ve dig. 2002) yapilan c¢aligmalar NF-kB’ nin transkripsiyon faktorii olarak
hiicresel yanita aracilik ederek, kanser kaseksisinde 6nemli rol oynadigi bilinmektedir.
(Bossola ve dig 2008) Calismada elde etgimiz bulgularda Nf-kB ekpresyon seviyelerine
baktigimizda 24 saat i¢inde 5 ve 50 ul/ ul dozlarda ekpresyon seviyelerindeki artis dikkati
¢ekmistir. Bununla birlikte 48 saatin sonunda ise 50 ve 100 ul/ pl dozlarda ekspresyon
seviyelerinde Onemli artiglar elde edilmistir. Bu sonug yiikksek doz veya uzun siireli
etanersept kullanimima bagl olarak NF-kB gen ekpresyon seviyelerinde artislar elde
edebilme potansiyelini ortaya koymaktadir.

Calismamizdaki ekspresyon seviyesini inceledigimizde bir diger gen myc genidir.
Biiylimenin kontroliine katilan anahtar intraselliiler yollara etkili oldugu bilinmektedir.
MY C gen ekspresyonu, translokasyon, mutasyon veya over ekspresyon gibi genetik tabanli

degisikliklerde B hiicreli lenfomalarda artig1 saptandigi ¢alismalarla gosterilmistir (Catrina
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ve dig. 2005). SEB ile aktive edilen etanersept tedavisi goren hastalarda 48 saatin sonunda
herhangi bir apoptotik etki gozlenmemis; fakat 8 haftalik tedavi siirecinin sonunda in vitro
sinyalin sivida monosit ve makrofajlar iizerine apoptotik etki gosterdigi ortaya
konulmustur (Catrina ve dig. 2005). Yapilan ¢alismalardaki sonuglar; biyolojik ajanlarin

makrofaj apoptozunun indiiksiyonun ortaya ¢ikarmaktadir (Tejima ve dig. 2013) .

Etanerseptin myc geni ekspresyonu iizerine etkileri degerlendirdigimizde 24 saatin
sonunda anlamli sonu¢ bulunmamis ancak saatin sonunda 50 ul / pl ve 100 ul / pl
etanersept dozunda myc geni ekspresyon seviyelerinde anlamli artislar dikkati ¢ekmistir.
Bu artis daha oOnce yapilan ¢alismalarla kiyaslandiginda myc gen ekspresyon

seviyelerindeki artiglarin olasi lenfoma veya malignite olusumunu bize diisiindiirtmektedir.

Elde edilen yukaridaki tiim bu veriler degerlendirildiginde; etanerseptin, anti- TNF
etkili bir ajan olarak, uzun siireli kullanima veya yiiksek doza bagli kullanimi kanser

olusturabilme potansiyelini diisiindiirtmektedir.

Anti-TNF-a tedavisi giiniimiizde 6zellikle antienflamtuar hastaliklarin tedavisinde;
Ozelikle yanit alinamayan hastalarin tedavisinde kullanimi her gegen giin artmaktadir.
Calismada elde ettigimiz tim veriler ve yapilan arastirmalardaki diger bulgularla
kiyaslandiginda; anti-TNF etkili etanerseptin farkli dozlarda ve farkli zaman dilimlerinde;
hiicre ¢ogalmasi ilizerine olumsuz etkiler olusturabilecgi, 6zellikle yaptigimiz ¢aligmada
belirlemis oldugumuz genlerden; hiicre siklusunda biiyiime iizerine etkili olan gen
ekspresyonlarindaki anlamli artiglar; etanersptin uzun sireli kullanimina bagh tiiméorla
yapilarla birlikte ve maliginite olusumuna sebebiyet verebilecegi diisiindiirmektedir.
Ayrica anti- TNF etkili biyolojik ajanlarin; enflamasyonda kilit role sahip TNF

molekiiliiniin etkisini inhibe ederek immiin yanitin olugmasini engelledigi bilinmektedir.

Sonug olarak anti- TNF etkili ajanlardan olan etanerseptin hiicre ¢ogalmasi iizerine
yaptigimiz bu calismada hiicre ¢ogalmasi tizerine etkili genlerin ekpresyon seviyeleri
incelenmigstir. Biiylime faktorleri ve sitokinler hiicre yiizeyindeki sitokinler {izerinden
etkilerini gostererek hiicre icindeki sinyal iletimini gergeklestirirler. Bu sayede hiicre
tizerinde pozitif veya negatif yanitlarin olusmasi saglanmaktadir. Bu mekanizmalarin
hiicrelerdeki gen ekpresyonuna bagli olarak malign hale gelebilmesi icin yeterli
olmayabilir ancak hiicre transformasyonuna yol agabilecegi degerlendirilmelidir.

Mekanizmalarin ¢6ziimlenmesi hiicrelerin, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi olarak adlandirilan
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kanserlesme siirecinde, tedavilerin gelisimine 151k tutacagi ve yarar saglayacagi

distiniilmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

TNF-a. organizmada olusan olasit inflamatuar ve enfeksiyon tablosunda,
organizmadaki pek c¢ok hiicre tarafindan iiretimi gerceklesen sitokinlerin basinda
gelmektedir. Onemli reaksiyonlarin baslamasinda ve devaminda etkili rol oynayan TNF-a,
ozellikle son yillarda antiinflamatuar hastaliklarin tedavisinde etkin olarak kullanilmaya
baslanmustir. Hastaliklarin tedavisinde anti-TNF-o” nin etkin rol oynandig1 goriilse de olasi
yan etkilerin ortaya ciktigi yapilan ¢aligmalarla ortaya konmustur. Bundan sonraki siiregte
anti-TNF etkili ajanlarin, yapilacak tedavi dncesi olasi etkilerinin belirlenmesi adina doza
bagimli veya uzun siireli kullamimina bagli, gerek hiicre c¢ogalmasi, gerekse olast
kanserojen etkileri bertaraf edebilecek detayli arastirmalar yapilarak uygulanan tedavilerin
daha etkin olmasi saglanmalidir. Anti-TNF-o © nin doza veya uzun siireli kullanima bagli

etkiler daha iyi arastirilarak kapsamli molekiiler calismalarin yapilmasi 6nerilmektedir.
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Tibbi Biyolojik Bilimler

Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)

Gorevi Kurum Siire (Y1l - Yil)

1. Ogretim Gérevlisi Istanbul Sisli Meslek Yiiksek Okulu 201id_i3[/)06rvam

2. -

3. -
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Sayisal Esit Agirhk Sozel
ALES Puam 71,83175 71,45031 60.126
(Diger) Puam

Bilgisayar Bilgisi

Program Kullanma becerisi
Microsoft Office Cok lyi
Internet Cok Iyi
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9. EKLER

EK-10

Tez, asagidaki denetimler vapilarak tamamlanmastir,

Kapak ve i¢ kapak sayfalarinda BILIM UZMANLIGI ya da DOKTORA seklinde elde
edilen unvanlar yazildi (Kapak sayfasina danisman adi yazilmamalidir).

Kapak sayfasina mezun olunan PROGRAMIN (Anabilim dalinin degil) adi yazild.
Tez kapagi sirt kismina kilavuzda belirtilen ¢izimde (yazinin yéniine dikkat!) ad,

program, yil yazildi.

Onay sayfasi uygun ¢izimde hazirlandi (kazanilan unvanlar BILIM UZMANLIGI ya da
DOKTORA olmalidir) imzalatildi (Enstitii Miidiirii’niin imzasi da gereklidir,

imzalarin ayni renk kalemle atilmasina dikkat edilmelidir).

Dizinler kilavuzda belirtildigi gibi siralandi.

On sayfalara i, i, iii seklinde Roma rakamlari konuldu.
Sayfa numaralar kilavuzda belirtildigi sekilde konuldu.
Sayfa diizeni kilavuzda belirtildigi sekilde yapildi.

Ana metin yaz1 boyutu 12 olacak bigimde basildi.
Dipnot yazi boyutu 10 olacak sekilde basildi.

Ana metin satir aralig1 1.5 olacak sekilde yazildi.
Kaynaklar abecesel siralamaya gore yazildi.

Kaynak gosterme ilkelerine ve yazim kurallaria uyuldu.

Ekler kilavuzda belirtildigi gibi verildi.

Danisman
Imza

Je¢- 4. %gé g‘?/’/“{
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