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OZET

Psoriatik Artrit Hastalarinda miRNA 146a ve miRNA 21 Parametrelerinin Apoptozis ile

Mliskilerinin Arastirilmasi

Giris ve Amag: Psoriatik artrit (PsA) psoriazise eslik edebilen eklemde destriiksiyon
ve kemik rezorpsiyonu ile karakterize, genellikle romatoid faktoriin (RF) negatif oldugu
kronik inflamatuar otoimmiin bir hastaliktir. Amacimiz bu hastalikta apoptozun serumdaki bir
gostergesi olan M30’un ve total hiicre Oliimiiniin bir gostergesi olan M65’in; hastaligin
patogenezi ile iligkili oldugunu diisiindiigiimiiz mikroRNA 146a (miR146a), mikroRNA 21’in
(miR21) ve interlokin 17A (IL-17A)’nin seviyelerini arastirmaktir.

Yontem: Calismaya PsA tanili 51 hasta ve saglikli 36 kontrol dahil edildi. Hastalarin
sosyodemografik 6zellikleri ve dykiileri alindi. IL-17A, M30 ve M65 parametrelerinin serum
degerleri ELISA yontemi ile ¢alisildi. Serumdaki mikroRNA 146a ve mikroRNA 21
degerlerini belirlemek i¢in de dnce serumdan RNA izolasyonu gerceklestirildi. Daha sonra bu
RNA’lardan komplementer DNA (cDNA) sentezi gergeklestirilip Real-time PCR’da
belirlenen primerler ile istenen mikroRNA’larin ¢ogaltilmasi saglandi.

Sonuglarin degerlendirilmesinde parametrik testlerde iki grup arasindaki farki
incelemek i¢in student-t testi, kategorik degiskenlerin analizinde de ki-kare testi kullanildi.

Bulgular: Caligmamizda IL-17A seviyesi hasta grubunda kontrol grubuna gore
anlamli derecede yiiksek saptandi (p=0.002). M30 agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
yoktu (p=0.424); fakat MG65 seviyesi hasta grubunda anlamli yiiksekti (p=0.003).
miR146a’nin hasta ve kontrollerde eksprese oldugu goézlendi, her iki grup arasinda anlamli
fark yoktu (p=0.590). miR21’in ise hasta ve kontrol grubunda ekspresyonunun g¢ok diisiik
oldugu gozlendi. Bu yiizden istatistiksel olarak bir degerlendirme yapilamada.

Sonugclar: Calismanin sonunda IL-17A’nin PsA hastalarinda yliksek bulunmasindan
dolay1 etyopatogenezde otoimmiinitenin etkili oldugu, miR146a ve miR21 ekspresyonunda
gruplar arasinda fark olmadigi icin patogenezde rolii olmadig1 diisiiniildii. Ayrica bu
hastalarimizda her iki hiicre 6liimiiniin de gozlendigi, fakat nekrozun apoptoza gore daha

fazla goriildiigii disiiniilmektedir.



ABSTRACT

Investigation of the Relationships Between miRNA 146, miRNA 21 Parameters and
Apoptosis in Psoriatic Arthritis Patients

Objective: Psoriatic arthritis is a chronic inflammatory autoimmune disease in which
Rheumatoid factor (RF) is usually negative and the disease is characterized by articular
destruction and bone resorption that could accompany psoriasis. Our purpose is to investigate
the levels of M30 which is a marker in serum for apoptosis in this disease and M65 which is a
marker of total cellular death; and microRNA 146a (miR146a), microRNA 21 (miR21) and
interleukin 17A (IL-17A) which are thought to be related to the pathogenesis of the disease.

Patient and Methods: 51 patients with diagnosis of PsA and 36 healthy controls were
included in the study. Sociodemographic characteristics and history of the patients were
collected. Serum levels of IL-17A, M30 and M65 parameters were measured with ELISA
method. RNA isolation was performed first for determination of microRNA 146a and
microRNA 21 levels in serum. Afterwards, complementer DNA (cDNA) was synthesized
from these RNAs and amplification of selected microRNAs was obtained from determined
primer by Real-time PCR.

For evaluation of the results, student-t test was used for evaluating differences of
parametric tests between the two groups and chi-square test was used for analysis of
categorical data.

Results: IL-17A level was found to be significantly higher in patient group compared
to the control group (p=0.002). No statistically significant difference was present in relation to
M30 (p=0.424); however, M65 parameter was significantly higher in the patient group
(p=0.003). miR146a was observed to be expressed in both patient and control groups, no
significant difference was present between the groups (p=0.590). miR21 expression was
observed to be very low in patient and control groups. Therefore, no statistical evaluation was
performed.

Conclusions: In conclusion of our study, it had been thought that IL-17A is effective
in PsA pathogenesis however, miR146a and miR21 have no roles in pathogenesis. In
addition, both types of cellular death were observed in these patients, however, necrosis was
more prominent than apoptosis.



1. GIRIS VE AMAC

Psoriatik artrit (PsA) psoriazise eslik edebilen, eklemde destriikksiyon ve kemik
rezorpsiyonu ile karakterize genellikle romatoid faktoriin (RF) negatif oldugu kronik,
inflamatuar ve otoimmiin bir hastaliktir. Seronegatif artritler baslig1 altinda incelenir. PSA
hastalarinda entezit, artrit, sinovit ve psoriazise ait komponentler bulunmaktadir.
Hastaligin etyolojisi tam olarak belirlenememesine ragmen genetik faktorler, cevresel

faktorler ve immiinolojik faktorler sebep olarak gosterilmektedir [1, 2].

PsA’da osteoklastogenezin (kemik yikimi) diizenlenmesinde OPG/RANK/RANK-L
sistemi gorev alir. OPG (osteoprotegerin), RANK-L’a (NF-kB reseptoriiniin aktivator
ligandi) baglanarak RANK’mn (NF-kB reseptoriiniin aktivatorii) baglanmasini 6nler ve
kemigin fazla rezorbsiyonuna engel olur. RANK-L/RANK sistemi PsA’da osteoklast
olusumu ve aktivasyonunun, kemik rezorpsiyonu ve artan kemik turnoverinin

diizenlenmesinde etkilidir [3].

Interlokin (IL) 17A, 6zellikle T-helper 17 (Th17) hiicresinden ve diger bircok immiin
sistem hiicresinden salinan, inflamasyon ve immiin cevapta rolii olan 6nemli bir sitokindir
[4]. IL-17A, inflamatuar artritlerde kemik ve eklem destriiksiyonunu uyarir. Ayni
zamanda, kemik dongiisiinde osteoklast aktivasyonunu saglar. Yapilan ¢aligmalarda PSA
hastalarmin sinoviyumlarinda IL-17A ireten hiicrelerin ve IL-17A reseptorlerinin sayica
arttig1 gosterilmistir [5]. Ayrica, romatoid artrit (RA) hastalarinin serumlarinda ve
sinoviyal sivilarinda da IL-17A sitokin seviyesinin arttigi tespit edilmistir [6]. Diger
taraftan, IL-17A’ nin timor nekrozis factor- o (TNF-o) ve IL-1B ile sinerjistik etki
gosterdigi, matriks metalloproteinazlart (MMP) indiikledigi, RANK-L ekspresyonunu

uyararak osteoklastogenezin ana regiilatorii oldugu gosterilmistir [7, 8].

Hedef dokuda destriiksiyon ve inflamasyonla karakterize olan PsA’da doku hasari
gozlenmektedir. Inflamasyon ve doku hasarinda baz1 hiicrelerde nekroz baz hiicrelerde de
apoptozun gergeklestigi bilinmektedir. Her iki tip hiicre 6liimii ile seruma sitokeratinler
salinir. Apoptozun gerceklesmesinde aspartat spesifik proteazlar olan kaspazlar rol alir.
Ozellikle kaspaz 3 sitoskeletal proteinlerin yikimma neden olarak selliiler yapinin bir

pargasi olan sitokeratinlerin seruma gegmesine sebep olur [9].

Apoptozda sitokeratin (CK) 18 non-cleaved ve cleaved olmak flizere ikiye ayrilir.

Nekrozda ise sadece intakt formda CK 18 seruma salinir. M30 monoklonal antikoru



serumda kaspazin ayirdigi cleaved CK 18’1 tespit ederken; M65 non-cleaved CK 18’i
tespit eder. Yani M30 apoptozun, M65 ise total hiicre 6liimiiniin bir markeridir. M30/M65

orani ise apoptozun total hiicre 6liimiine oranin1 verir [10, 11].

MikroRNA’lar (miRNA), yaklasik 20-25 niikleotid uzunlugunda protein kodlamasi
yapmayan bir RNA grubudur. Transkripsiyon sonrasinda hedef mRNA’nin translasyona
ugramayan 3’ bolgesine baglanip protein sentezini gen ekspresyonu agsamasinda etkiler.
miRNA’lar proliferasyon, hiicresel farklilasma, apoptoz, eritropoez, fibrosis, anjiogenez

ve immiinite gibi bir¢ok hiicresel ve biyolojik olayda rol oynar [12, 13].

MikroRNA 146a (miR146a), akut inflamatuar cevabi regiile ederek dogal immiinitede
rol oynar. Bazi ¢alismalarda PsA’nin da dahil oldugu inflamatuar artritlerde rolii oldugu
tespit edilmistir [12]. Ayrica kondrositlerde apoptozu indiikledigi de belirtilmektedir.
miR146a ekspresyonu Thl hiicrelerinden salinan proinflamatuar sitokinler tarafindan
indiiklenir. Bu indiiksiyon da niikleer faktor kappa B (NF-kB) yolag: tarafindan regiile
edilir [13]. NF-kB yolaginin PsA patogenezinde etkili oldugu bilinmektedir.

MikroRNA 21 (miR21) birg¢ok ¢alismada anti-apoptotik, anti-proliferatif fonksiyonla
iliskili gosterilmistir. miR21, T hiicre aktivasyonu ve T hiicre biyolojisinde etkilidir. IL-
17A’nin salindig1 ana hiicre olan Th17’nin diferansiasyonunda etkili bir transkripsiyon
faktorii olan STAT3; miR21’in hedefidir [14]. Ayrica bircok inflamatuar hastalik
gelisiminde de rolii oldugu tespit edilmistir [15].

Calismamizdaki amag; PsA’l1 hastalarda proinflamatuar bir sitokin olan IL-17A; hiicre
olimii ile iliskili olan M30 ve M65 parametreleri; apoptoz ve inflamatuar olaylarla iliskili
olan miR146a ve miR21 serum seviyelerini degerlendirmektir. Ayrica bu parametrelerin

hastalik aktivitesiyle iliskili olup olmadigini belirlemektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. PSORIATIK ARTRIT TANIM VE TARIHCESI

Psoriatik artrit psoriazis ile iliskili olarak gelisen, romatoid faktoriin genellikle negatif
oldugu kronik inflamatuar bir artrittir. Cogunlukla bozulmus yasam kalitesi ve fonksiyonel
olarak yetersizlige sebep olur. Psoriazis hastalarinin yaklasik %20-30’unda psoriazisin cilt
semptomlar1 ortaya ¢iktiktan yaklagik 10-12 yil sonra artrit semptomlar1 goriiliir. Periferal
ve/veya aksial eklemlerde agriya eslik eden inflamasyon gozlenir. Radyolojik olarak kemik

yapim ve yikimiyla karakterizedir [1, 2].

Psoriazis ile artrit arasindaki iliski ilk kez 1818°de Alibert ve arkadaslar1 tarafindan
tanimlanmistir. Fakat “Psoriatik artrit” terimini ilk kez 1860°da Bazin ve arkadaslari
tarafindan kullanmistir. Uzun bir siire psoriazis ve RA’nin rastlantisal olarak birbirine eslik
ettigi diisiiniilmistiir. 1948’de RF’nin tespit edilmesiyle RA kriterleri belirlenmis ve psoriatik
artrit kavrami yeniden tartisitimaya baslanmustir. 1959°da distal interfalangeal eklem (DiF)
tutulumu, artritis mutilans, sakroileit gibi PsA’nin belirgin klinik 6zelliklerine dikkat ¢eken
Wright ve arkadaslar1 psoriatik artrit kavramini kullanmayi 6nermistir. Amerikan Romatizma
Birligi tarafindan 1964’te Psoriatik artrit diger romatizmal hastaliklardan farkli bir kavram
olarak tanmimlanmistir [16]. Moll ve Wright tarafindan da daha sonra seronegatif
spondiloartropatiler terimi tanimlanmis ve PsA’nin bu grup hastaliklar i¢inde incelenmesi

gerektigi belirtilmistir [17].

PsA seronegatif spondiloartropatiler grubunda incelenmektedir. Agrinin ve
hassasiyetin eslik edebildigi periferal ve/veya aksial eklem inflamasyonu ile karakterizedir.
Seronegatif spondiloartropatilerin genel 6zellikleri PSA i¢in de gegerlidir. Bunlar: romatoid
nodiil negatifligi, entezitis, sakroiliak eklem tutulmasi, alt ekstremite agirlikli oligoartritler,
eklem dis1 bulgular (mukaza, deri, goz tutulumu), RF negatifligi ve ¢cogunlukla HLA B27 ile
beraberligidir [17, 18]. PsA'da en yaygin ekstraartikiiler tutulum psoriatik deri ve tirnak

lezyonlaridir.

PsA'nin alt gruplar1 monoartrit, oligoartrit, poliartrit, tirnak degisikliklerine eslik eden
DIF artriti, falanks ve metakarpal kemiklerin progresif osteolizisi ile karakterize olan artritis
mutilans ve spondilit olarak tanimlanmistir. Hastalarin % 15-40'inda oligoartrit, % 8-16'sinda
DIF tutulumu, % 20-40'mda spondilit benzeri tablo goriiliir. Ancak, zamanla bu alt gruplarin

i¢ ice girdigi, kesin ayrimlarin olmadig1 goriilmiistiir. Dort veya daha az eklemin tutuldugu



oligoartrit, PsA'nin en karakteristik tipidir ve genellikle asimetrik seyreder. Eklem dis1
tutulumda en sik etkilenen organ gozdiir. Konjoktivit (% 19.6), irit (% 71), keratokonjoktivitis
sikka (% 2.7) gozde sik goriilen bulgulardir [19].

2.2. EPIDEMiYOLOJi

Amerika Birlesik Devletlerinde PsA prevalanst % 0.04-0.1 iken psoriazisli hastalarin
yaklasik % 30’unda PsA bulundugu gosterilmistir [20]. Ozellikle siddetli deri tutulumu olan
pistiiler psoriaziste PsA insidansit % 40’lara kadar yilikselmektedir. hastalarin % 70’inde
psoriazisten sonra; % 10-15 hastada psoriazise es zamanli; % 15-20 hastada ise psoriazis

oncesi artrit saptanmaktadir [21].

Beyaz irkta siyahlara gore daha sik goriilmektedir. Daha dnceden psoriazis hastaligina
sahip olmak ve heredite; PsA i¢in predispozan faktorler arasindadir. PsA’l1 hastalarin birinci
dereceden akrabalarinda psoriazis goriilme oran1 % 20 iken, PsA goriilme orant % 5 tir.
Hastalik paternine gore cinsiyetler arasi prevalans farklihigi goriilmektedir. Simetrik poliartriti
olan hasta grubunda kadinlar daha sik bulunurken, spinal tutulum olan grupta ise erkek
hastalar daha siktir [22].

PsA ortalama 2. dekattan sonra goriilmeye baslar. En sik goriildiigli yas araligt 30- 50

arasidir. 3. dekattan 6. dekata dogru prevalansta artma saptanir.

2.3. PATOGENEZ

PsA’nin patogenezi tam olarak bilinmemesine ragmen psdriazisin cilt lezyonlarinda ki
altta yatan mekanizmanin burada da aynen gecgerli oldugu diisiinilmektedir. Genetik,
immiinolojik ve c¢evresel faktorlerin PsA’nin patogenezinde rol aldigi belirtilmistir. Bu

faktorler asagida ayrintili olarak tartigilacaktir.

2.3.1. Genetik faktorler

Birgok caligmada psoriazis ve PsA’nin ailesel yatkinlik olusturdugu tespit edilmistir.

PsA hastalarinin birinci dereceden akrabalarinda eklem ya da cilt hastligi goriilme oran1 % 40



olarak bulunmustur [23, 24]. PsA’nin birinci derece akrabalarda goriilme olasiligi genel
populasyona gore 49 kat daha fazladir [1]. Monozigotik ikizlerde psoriazis konkordansi % 65;
PsA konkordansi % 35°dir [21].

Human 16kosit antijenlerinin (HLA) bazi alt gruplarmin PsA ile iliskili oldugu
diisiniilmektedir. HLA-Cw*0602 geni psoratik hastaliklarla iligkilidir. HLA-Cw*0602 geni
tagiyan psoriazis hastalarinda MHC class 1 zincir iliskili A9 (MICA) polimofizminin artrit
gelisiminde iligkili oldugu gosterilmistir. HLA-B grubunun ise psoriazis iizerine eklenen
kemik, iskelet sistemi hastaliklarinda etkili oldugu tespit edilmistir. HLA-B27, HLA-B38,
HLA-B39 ve HLA-C12; PsA’da psoriazisten daha fazla overcksprese olan alellerdir [1, 25].
HLA-B27’nin spinal tutulum ve sakroileit ile, HLA-B38 ve HLA-DR4’iin ise poliartritle
seyreden PsA formu ile iliskili oldugu bulunmustur [19, 26]. HLA-B39, HLA-DR7 varliginda
HLA-B27; HLA-DR7 yoklugunda ise HLA-DQ3, hastaligin progresyonu ile ilskili olan
genlerdir. HLA-B22’nin ise PsA i¢in koruyucu oldugu tespit edilmistir [27].

2.3.2. Immiinolojik Faktérler

Psoriazis ve PsA’de inflamatuar infiltratlarin yapisinda dair kapsamli aragtirmalar
gergeklestirilmistir. Hastaligin gozlendigi sinoviyal doku, entesial bolge ve ciltte yogun
lenfositik infiltrasyonlar g6zlenmistir. PsA’da sinoviyal hiicre hiperplazisi, vaskiilarite artigi
ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu hastaligin karakteristik patolojik 6zelligidir. Bu belirtiler
RA ile benzerlik gosterse de vaskiilarite artisi PsA’da, sinoviyal hiperplazi ve makrofaj
infiltrasyonu ise RA’da daha belirgindir. Bu hastalarda sitokeratinlere, 1s1 sok proteinlerine,
niikleer antijenlere kars1 otoantikorlar bildirilmistir. Bu da PsA’da humoral bagisikligin etkili

oldugunu diisiindiirmektedir [28].

Dogal ve kazanilmis immiin yanit PSA’da ¢ok aktiftir. Bu durum mekanik stress,
travma, enfeksiyon gibi ¢evresel tetikleyici faktorler varliginda periferal eklemlerde T hiicre
aktivasyonu seklinde kendini gosterir. Dogal immun yanitta NF-KB yolagi ve IFN sinyalleri

rol alirken; adaptif immiin yanitta CD8" T hiicreleri ve CD4" Th17 hiicreleri rol alir.

TNF-a, PsA patofizyolojisinde ana immiinolojik mediatordiir. Sinoviyal sivida ve
perivaskiiler hiicrelerde NF-kB yolagini aktive eder. Bu yiizden tedavide TNF inhibitorleri
kullanilarak bu yolak inhibe edilmeye ¢alisilir [1, 29].



2.3.2.1. Hiicresel Mekanizma ve Sitokinler

PsA hastalarinin hem cilt hem de eklemlerinde aktive T hiicreleri saptanmistir. Ciltte
daha ¢ok CD4" T hiicreleri, entezit ve sinoviyal sivida ise CD8" T hiicreleri goriilmektedir.
Ozellikle CD8" T hiicrelerinin énemli patolojik rolii oldugu bilinmektedir. Sinoviyal sivida
CD4'/CD8" T hiicre oran1 1/2 dir [1]. Aktive T hiicreleri ve diger mononiikleer hiicrelerden
saliman proinflamatuar sitokinlerin sinoviyal ve epidermal fibroblast aktivasyonuna ve

proliferasyonuna sebep oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir [30-32].

Thl hiicre sitokinleri RA’ya gore PsA’da daha belirgindir. Bunlar TNF-a, IL-1 ve
IL-10’dur.

PsA’da sinoviyal sivida TNF-a, IFN-y, IL-1B, IL-6, IL-10, IL-15 ve IL-18 artmis
bulunmaktadir. Bu sitokinler kemokinlerin ve hiicre adezyon molekiillerinin inflamasyon
alaninda artigina yol acar. Ozellikle TNF-o temel proinflamatuar sitokindir. Kemik
rezorpsiyonunu uyarir, kemik yapimini ve proteoglikan sentezini baskilar. TNF-o ayrica
vaskiiler endotelyal growth faktér (VEGF) ve vaskiilarizasyonu arttirict diger faktorleri
stimiile ederek vaskiilarizasyonu arttirir [33]. TNF-a ve IL-13 makrofajlardan MMP iiretimini

uyarir. Artan MMP’ler de eklem degradasyonunu tetikler.

Dolagimda Thl ve Th2 hiicrelerinin yaninda bir de IL-17A {iretimini gergeklestiren
Th17 hiicreleri de tanimlanmistir. Th17 hiicreleri ilk olarak hayvanlarda tanimlanmis olup
farelerde otoimmiin ensefalomiyelit ve artritte arttigi gozlenmistir. Th17 hiicreleri osteartrit
hastalarina gore karsilastirildiginda PsA’da sinoviyal sivida artmistir. IL-17A’nin psoriazis
siddetiyle iliskili oldugu bulunmustur. IL-17A proinflamatuar bir sitokin olup peptit
tiretimini, kemokinleri ve anjiojenik faktorleri stimiile eder. Osteoblast ve osteoklast
prekiirsorlerini aktive ederek ekstraselliller matriks yikimi, kemik rezorpsiyonu ve eklem
destriiksiyonuna neden olur. IL-17A deride keratinositleri, eklemde fibroblastlar1 stimiile

ederek kronik inflamatuar siireci devam ettirir [29].

IL-23 de psoriazis ve PsA’de hastaligin siddeti ile iligkili olan sitokindir. IL-17A

tiretimini stimiile eder [34].



PsA hastalarinda sinoviyumda naturel killer (NK) hiicre aktivasyonunun periferik
kandan daha diisiik oldugu gosterilmistir [35]. Psoriatik plaklarda NK hiicrelerinin eksprese
ettigi IL-18’in de arttig1 tespit edilmistir [36].

2.3.2.2. Vaskiilarizasyonda immiinoloji

PsA’da inflamatuar lezyonlarda endotel hiicre aktivasyonu gergeklesir ve daha sonra
hiicresel infiltrasyon gozlenir. Endotelyal hiicre biiyiimesi ve anjiogenez kronik
inflamasyonun Onemli bir belirtisidir ve psoriaziste deride, PsA’da sinoviyal membranda
etkili oldugu diisiiniilmektedir. Fakat bu vaskiilarizasyonda damar gelisimi immatiir bir

gelisme seklinde olur ve diizensizdir [37].

PsA’da artmis olan TNF-a vaskiiler endotelyal growth faktér (VEGF) ve platelet
kaynakli growth faktor (PDGF) ekspresyonunu arttirarak vaskiilarizasyonu arttirir [33].

2.3.2.3. Disregiile Kemigin Yeniden Yapilanmasi

Psoriatik  eklemlerde kemik birlesim yerlerinde osteoklast sayisinda artma
gozlenmistir. Ayrica osteoklastogenezde etkili bir molekiil olan RANK-L’in sinoviyal
membranda artmis oldugu, osteoklastogenezi durduran osteoprotegerinin de azalmis oldugu
tespit edilmistir. PsA hastalarinin serumlarinda osteoklast prekiirsor (OCP) sayisinin da
saglikli kontrollere gore artmis oldugu gosterilmistir [38]. OCP’ler daha sonra psoriatik
ekleme go¢ ederler ve RANKL’in etkisi ile osteoklastlara diferansiye olurlar. Anormal
kemigin yeniden yapilanmasinda eklem araliginda daralma, erozyonlar, artritis mutilans,

hokka iginde kalem deformitesi ve distal falanks rezorbsiyonu goriiliir [39].

2.3.3. Cevresel Faktorler

Cevresel faktorler genetik olarak yatkinligi olan kisilerde PsA gelisiminde rol oynar.
Diger seronegatif artritlerde oldugu gibi enfeksiyonlarin PsA patogenezinde etkili oldugu
diistiniilmektedir. Kan 6rneklerinde viral replikasyon markerlarinin tespit edilmesi viriislerin
psoriatik artrit i¢in risk olusturabilecegi diisiincesini olusturmustur [40]. Hepatit C
antikorlariin, psoriazis hastalarinin % 6'sinda pozitifken, PSA hastalarinin % 12'sinde pozitif

oldugu goriilmiistiir [41]. Insan immune yetmezlik viriisiiniin (HIV) psoriazis ve PsA’y1



aktive ettigi tespit edilmis olmasi; NK hiicrelerinde bulunan killer cell immunoglobulin-like
reseptorlerin (KIRs) ve HLA class I molekiillerin aktivasyonu viriislerin PsA etyolojisinde rol
oynadig1r diisiincesini desteklemistir. Fakat bu konuda yeterli bir etyolojik c¢alisma

yapilmamuistir [42].

Koebner fenomeninde travma sonrasi ciltte psoriazis plaklar1 olusabilmektedir.
Travma sonrasi osteoliz ve artrit baglamasi, travmanin PsA etyolojisinde etkisi olabilecegi
diisiiniilmistiir. Bu durum derin Koebener fenomeni yansitir. Bu durumda travma ile aktive

olan inflamasyon hiicrelerinin ekleme gé¢ii rol oynamaktadir [1].

2.4. PSORIATIK ARTRIT KLINIiGi ve TANISI

PsA’nin laboratuvar bulgusu, romatolojik degisiklikleri ve klinigi belirgin degildir.
Diger romatolojik hastaliklarla benzer dzellik gosterir. Ozellikle sirt agrisi, oligoartrit, entezit
ve sosis parmagin eslik ettigi durumlarda reaktif artrit ile karisabilir. Fakat karakteristik deri
lezyonu ile reaktif artritten ayirt edilebilir. 32 iilkede 588 hasta ve 536 kontrolle yapilan bir
calisma sonrasinda PsA tanisi i¢in CASPAR (Classification of criteria for study of psoriatic
arthritis) kriterleri tanimlanmustir. Bu kriterlerin sensitivitesi % 97.8; spesifitesi % 92.4tiir.
Hastaya PSA tanist konulmasi i¢in inflamatuar artriti olmasi, entezit ve sirt agrisinin

olmasinin yaninda asagidaki maddelerden en az 3 puan almasi gerekir [43].

Tablo 1: CASPAR kriterleri [43]

Aktif psoriazis (2 puan)

Daha 6nceden psoriazis hikayesi (1 puan)

Ailede psoriazis hikayesi (1 puan)

Psoriatik tirnak degisikligi (onikolikoz, pitting, hiperkeratoz) (1 puan)

Aktif daktilit varlig1 ya da daha 6nceden daktilit saptanmasi (1 puan)

Jukstaartikiiler yeni kemik olusumu (1 puan)
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2.4.1. Laboratuvar Bulgulari

PsA igin kesin bir laboratuvar bulgusu yoktur fakat eritrosit sedimentasyon hizi (ESH)
ve C-reaktif protein (CRP) yiiksekligi belirgindir. ESH ve CRP yiiksekligi hastalik aktivitesi
ile koreledir. RF pozitifligi PsA i¢in dislama kriteri degildir. PsA hastalariin % 2- 10’unda
da pozitif olarak saptanabilir. Hastalarin % 10’unda da ANA pozitif tespit edilirken % 8-
16’sinda ise anti-CCP pozitiftir.

2.5. PSA’DA Nf-KB YOLAGI

Osteoklastlar, mononiikleer prekiirsorlerinin sitoplazmik fiizyonu ile olusan ve kemik
destrilkksiyonuna neden olan multiniikleer hiicrelerdir. Prekiirsorlerin  osteoklastlara
doniisebilmesi igin c-Fos ve RANK-L aktivasyonuna gerek vardir. Osteoblastlar osteoklast
olusumunda ve kemik rezorbsiyonunda 6nemli rol dstlenir. Osteoblastik stromal hiicrelerin
makrofaj koloni stimiile edici faktor (M-CSF) ve RANK-L ile uyarimasiyla progenitor
hiicrelerin osteoklastlara doniisiimii saglanir. Osteoklastlar aktinden zengin olan 6zellesmis

podozomlariyla kemik yiizeyine sikica baglanirlar [44].

Osteoklastogenezin diizenlenmesinde OPG/RANK/RANK-L sistemi gorev alir.
Preosteoklastlarin {izerinde bulunan RANK reseptoriine RANK-L baglanarak osteoklastlara
dontistimiinii saglar ve kemik yikimimi gegeklestirir. Osteoprotegerin de RANK-L igin tuzak
reseptor gorevini goriir ve kemik yikimimi baskilar. Bu sistem metabolik kemik
hastaliklarinda, arterial kalsifikasyonda ve immiin sistem iizerinde etkilidir. Fizyolojik
kosullarda RANK-L osteoblastlar tarafindan iiretilir ve RANK reseptoriine baglanmasiyla
TNREF iligkili faktor-6 (TRAF-6) uyarilir. TRAF-6 da NF-kB’yi aktive ederek nukleusta c-Fos
sentezini uyarir. Artan c-Fos sentezi aktive T hiicrelerinin niikleer faktorii (NFATcl) ile

etkileserek osteoklastogenik genlerin transkripsiyonunu tetikler [3].

Osteoklastlar inflamatuar kemik hastaliklarinda immiin yanit regiilasyonunda goérev
alirlar. Osteoklastlarda eksprese edilen Fc reseptér gama subiiniti (FcRy) DNAX-aktive
proteinl2 adaptdr proteini aracihigiyla immiin yamtta rol alir. Inflamatuar kemik
hastaliklarinda sistemik olarak artmis olan TNF, kemik iliginde osteoklast prekiirsorlerinin
sistemik dolasima gecisini tetikler. Bu osteoklast prekiirsorleri osteoklastlara doniigiir, TNF
ve RANK-L’a yanit olarak TNF salgilanmasi artar. Ayrica otoamplifikasyonla da osteoklast

sayis1 arttirilir. Osteoklast ve onun prekiirsorleri sitokin, kemokin ve ¢esitli faktorleri salgilar,
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immiin sistem ve diger hiicrelerle etkileserek kemik turnoverini arttirir ve kemik

yogunlugunun azalmasina neden olur [44].

osteoblast

G @

osteoklast prekiirsorii

Niikleus @\

Sekil 1: RANK/RANK-L ile osteoklastogenez yolaginin gosterimi

2.5.1. RANK

RANK, TNF reseptor super ailesine ait 616 aminoasitlik bir transmembran proteindir.
Osteoklastlarin disinda B ve T lenfositler, makrofajlar, fibroblastlar ve dendritik hiicrelerin
yiizeylerinde de bulunur. Osteklastogenez ve kalsiyum metabolizmasinin diizenler. RANK-L
ve osteoprotegerinin reseptoriidiir. RANK-L, RANK’a baglandiginda NF-kB, c-jun amino
terminal Kkinaz aktivator protein-1, c-myc ve NFAT-cl sinyal yolaklar1 uyarilarak
osteoklastogenez gerceklestirilir. TNF reseptorii iligkili faktorler (TRAF) RANK-L’in
RANK’a baglanmasiyla sinyalizasyonu iletir. TRAF2, TARF5, TRAF6 RANK’a baglanir
fakat bunlardan sadece TRAF6 osteoklast fonksiyonu i¢in 6nemlidir [7].

12



Src, MKK/p38/MITF yolaklar1 ile de osteoklast aktivasyonu ve canliliginin
stirdiiriilmesi saglanir. Osteopetrozis hastalarinda RANK reseptoriinde mutasyon ve kemik

rezorbsiyonunda hasar tespit edilmistir [3, 44].

2.5.2. RANK-L

TNF ligand ailesinin bir iiyesi olan RANK-L, 317 aminoasitten olusmustur. Hem
fizyolojik hem patolojik durumlarda kemik rezorbsiyonunda goérevli olan Onemli bir
mediyatordiir. Osteoblast lenf nodu, akciger, timus, dalak ve kemik iliginde sentezlenir.
Osteoblastlarda RANK-L sentezlenmesi, osteoklast olusumu ve aktivasyonunu saglar.
Osteoblastlarin disinda T lenfositlerden de RANK-L salinmasi psoriatik artritte ve diger
inflamatuar kemik hastaliklarinda da bu yolagin etkili oldugunu gostermektedir. T
lenfositlerden salinan RANK-L, osteoklastlardan c-fos yoluyla IFN-f iiretimini arttirarak etki
eder [3, 44].

2.5.3. Osteoprotegerin

Osteoprotegerin 380 aminoasitten olusan bir glikoproteindir. Tiimor nekroz faktor
super ailesine dahildir fakat sitoplazmik ve transmembranik kisimlar icermez. Yedi yapisal
bolgeden olusur. N-terminal bolgesinde dort adet sisteinden zengin bdlge igerir. Bu
glikoproteinin 1. ve 4. bolgeleri osteoklastogenezi inhibe edici Ozellige sahiptir. C-
terminalinde 1se 5. ve 6. bolgeler bulunmakta olup bunlar 6lim bolgeleri olarak
adlandirilmaktadir. OPG’nin 4., 5. ve 6. bolgeleri apoptotik sinyal iletimi ile iliskilidir ve bu
bolgeler OPG’nin TNF-iligkili apoptoz indiikleyici ligand (TRAIL) ile baglanarak apoptozu
inhibe etmesini saglar. 7. bolgede heparin baglayan bir kisim bulunur. Bu kismiyla sindekan-1
adli transmembran proteinine baglanarak hiicre i¢ine alinir ve lizozomlarda yikilir. Heparin
baglayan bolge, RANK-L baglayan bdlgeden uzaktir ve kemik yikimu ile iliskisi yoktur [3,
45].

OPG ekspresyonu birgok sitokin, peptid ve hormon tarafindan diizenlenir. TNF-alfa,
TGF-B, IL-1la, IL-18 ve ostradiol, OPG miktarin1 arttirir. Parathormon, siklosporin A,
Prostoglandin E- 2, Prostoglandin F- 2 ise OPG expresyonunun inhibe eder. Bunlarin disinda

WNT/p catenin ve Jagged 1/ Notch 1 yolaklari da OPG ekspresyonunu tetikler [3, 44].
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OPG’nin etkisi RANK/RANK-L etkisine zittir. RANK’a baglanarak kemik yikimini
engeller ve osteoprotektif rol oynar. Hipokalsemiye neden olur. Kemik rezorpsiyonunun
artt1g1 otozomal resesif gecisli Paget hastaliginda ve idiyopatik hipofosfatazyada OPG’nin
cesitli bolgelerinde delesyon saptanmistir. Bu durum OPG’nin kemik koruyucu roliinii

gostermektedir [46, 47].

2.6. MIKRORNA’LAR

MikroRNA’larin kesfine kadar gen ekspresyonunun regiilasyonunda DNA’nin
metilasyonu, histonlar ve transkripsiyon faktorlerinin etkili oldugu bilinmekteydi. Son
donemlerde gen ekspresyon regililasyonunda miRNA’larin etkili oldugu bilinmekte ve bunlar
tizerine ¢alisilmaktadir. mMiRNA’lar ilk olarak Ambros ve arkadaslar1 tarafindan gen yolaklari
arastirmalar1 sirasinda lin-4 geninin iriinii olan 22 niikleotidlik, higbir protein kodlamayan,
kiiglik RNA’lar1 kesfetmeleriyle baglamistir. Daha sonra Ruvkun ve arkadaslari tarafindan let-
7 geninin eksprese ettigi 22 niikleotidlik RNA bulunmustur. Sonraki yillarda birgok
organizmada lin-4 ve let-7’ye benzer bir¢cok kiiciik RNA molekiilii bulunmus ve bunlar
MiRNA olarak isimlendirilmislerdir [48, 49].

Hiicre i¢inde, serum, plazma, siit, idrar gibi diger viicut sivilarinda da bulunan
MIiRNA’lar yaklasik 22 niikleotid igeren endojen non-coding RNA molekiilleridir. Bu
molekiiller tiim genomda daginik halde bulunan spesfik miRNA genleri tarafindan transkripte

edilirler. Insan genomunun yaklasik olarak % 1’ini miRNA genleri olusturur.

Genin kodladig1 protein sentezi hiicrede iki asamada gerceklesir. ilk asamada
transkripsiyon gerceklesir. Transkripsiyon asamasinda DNA’dan haberci RNA (mRNA)
sentezlenir. Tkinci asama translasyon asamasidir. Translasyon asamasinda mRNA’dan protein
sentezi gergeklestirilir. MIRNA, mRNA’ya baglanarak translasyona etki eder. miRNA
MRNA’nin 3’ untranslate bolgesine (3’UTR) baglanarak degradasyon veya translasyon
tizerine etki eder. Bu sekilde miRNA post transkripsiyonel diizeyde gen ekspresyonuna etki

etmis olur.

MiRNA'’lar hematopoez, proliferasyon, doku diferansiyasyonu, organogenez, apoptoz
ve biiylimenin kontrolii, immiinite, T hiicre fonksiyonu ve diferansiyasyonu gibi ¢esitli
proseslerde gorev alirlar. MiRNA’larin kesfinden sonra degisik hasta gruplari ile yapilan

caligmalar sonucunda bazi noérolojik hastaliklarda, kardiyak hastaliklarda, bazi kanser
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tiirlerinde, inflamatuar hastaliklarda ve immiinitede rol aldig1 ¢esitli yayinlarda gosterilmistir

[12, 13].

Lenfogenez sirasisinda olusturulan otoreaktif T ve B hiicreleri lenfoid organlarda
bulunan kontrol noktalarinda susturulur. Bu kontrol noktalarindan bazi self-reaktif lenfositler
kacar ve otoimmiin hastalik gelisimine yol agarlar. MiRNA’larin immiin sistem fonksiyonlari
lizerine diizenleyici etkisi bozuldugunda otoimmiin hastalik gelisimine yol agabilecegi

diistiniilebilir [50].

MiRNA’lar T-hiicre aracili immiinitenin de iginde oldugu birgok immiin fonksiyona
aracilik ederler. Bircok 6nemli immiin fonksiyonun spesifik miRNA’lar tarafindan regiile

edildigi gosterilmistir.

2.6.1. MiRNA Sentezi

MiRNA sentezi ii¢ asamada gerceklesir. Ilk olarak niikleusta primer miRNA (pri-
miRNA) transkripsiyonu gerceklesir. Daha sonra pri-miRNA’lar prekiirsor miRNA’lara (pre-

mMIiRNA) dondiistiiriiliir. Son adimda ise sitoplazmada olgun miRNA’lar olusur.

Pri-miRNA’lar genomik DNA’dan RNA polimeraz II enzimi araciligiyla sentezlenir.
500-3000 niikleotidden olusan pri-miRNA, cap ve poli-A kuyruguna sahiptir. Bu pri-miRNA,
RNAaz IIT ailesine ait bir endoniikleaz olan drosha ve onun kofaktorii olan pasha tarafindan
hairpin loop’lariyla katlanarak sekonder yapiy1 olusturur ve 60-70 niikleotidlik pre-miRNA
adin1 alir. Bir niikleaz olan drosha ile bir ¢ift iplikli RNA baglayici protein olan pasha’nin

olusturdugu kompleks mikro iglemci kompleks adin1 alir [51].

Sitoplazmaya pre-miRNA’nin taginmasi exportin 5 ve RAN-GTP proteinleriyle olur.
Sitoplazmada bir endoniikleaz olan dicer ile kesilerek 20-22 niikleotidlik dupleks RNA haline
getirilir. Ayrica dicer, RNA ile tetiklenmis susturma kompleksi (RNA-induced silencing
complex; RISC) olusumunu baslatir. Pre-miRNA’nin sap ilmigi kesildikten sonra miRNA
dupleksinden biri RISC kompleksinde bulunan bir RNAaz olan argonaute tarafindan bu
dupleks iplikten 5’ucu daha kararli olan se¢ilip komplekse dahil edilir. Secilen iplik kilavuz
iplik (guide strand) olarak isimlendirilir. Diger iplik de yolcu iplik veya anti-kilavuz iplik

olarak isimlendirilir ve RISC kompleksi tarafindan sindirilir. RISC kompleksine baglandiktan
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sonra MIRNA’lar argonaute proteinleri araciligiyla ya mRNA yikimina ya da protein

translasyonunun baskilanmasina neden olurlar [52, 53].

2.6.2. MikroRNA 146a

MikroRNA 146a (miR146a) akut inflamatuar cevabi regiile ederek dogal immiinitede
rol alan bir miRNA’dir. insanda 5. kromozomda LOC285628 geninde lokalizedir [54]. Asil
olarak CD68" makrofajlarda, bunun yaninda CD3" T lenfosit ve CD79a" B lenfositlerde de
eksprese edildigi bilinmektedir [55]. TNF-ave IL-1p gibi proinflamatuar sitokinlerin
salimmmima etki eder. Interlokin-1 reseptor iliskili kinaz-1 (IRAK-1) ve TRAF-6 genleri
tizerine etki ederek proinflamatuar sitokinlerin salinimim azaltir. NF-KkB sinyal yolagina etki
eder, T hiicre regiilasyonu yapar. miR146a’nin T hiicreleri aktivasyonu tizerine etkisi, T
hiicre O6limiinii inhibe etmektir [52, 56]. miR146a, IRAK-1 ve TRAF6 genlerinin
ekspresyonuna etki eder; bu sekilde toll-like reseptér (TLR) ve IL-1 sinyal yolagina negatif
regiilator etki yapar. IRAK-1, NF-kB aktivasyonunda TLR/IL-1 resept6r (TIR) aracili etki
eder. NF-kB de TNF-a ve IL-8 ekspresyonunu artirarak bunlarla iligkili birgok immiinolojik
reaksiyonlar iizerine etki etmis olur [12]. miR146a’nin IRAK-1 ve TRAF6 iizerine etki ederek

bu sitokinlerin salinimini baskilayarak kondrosit hasarinda rol aldig tespit edilmistir.

Kondrositlerde miR146a’nin apoptozu indiikledigi, 6zellikle mekanik hasara cevap
olarak VEGF ekspresyonunu arttirdigi, Smad4 gen ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir.
Smad4’iin mRNA’sinim 3’UTR boélgesinde miR146a’nin da sekansi oldugu kesfedilmistir. Bu
sayede Smad4’iin miR146a’nin direk hedefi oldugu anlasilmistir.

miR146a ekspresyonu lipopolisakkarit ve proinflamatuar mediatorlere cevap olarak
indiiklenir. Bu indiiklenme NF-kB yolag: tarafindan regiile edilir. Yapilan bir miRNA
mikroarray teknolojisi ¢alismasinda, hasarli ve normal kondrositler karsilastirildiginda
mekanik hasarli olan kondrositlerde miR146a’nin upregiile edildigi tespit edilmistir.
Bioinformatik analizler sonucunda da Smad4’iin miR146a’nin hedef geni oldugu ve hasarli
kondrositlerde apoptozu tetikledigi gézlemlenmistir [13]. Bu mekanizmaya benzer olarak

PsA’da da kondrosit hasarindan miR146a’nin sorumlu oldugunu diisiinmekteyiz.
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2.6.3. MikroRNA 21

MikroRNA 21 (miR21)’in birgok kanser tipinde, kardiyovaskiiler hastaliklarda ve
otoimmiin hastaliklarda g¢alisilmasiyla birgok hiicre iizerinde antiapoptotik, antiproliferatif
oldugu kesfedilmistir [57]. Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda da miR21’in inflamatuar
hastalik gelisimine ve T hiicre diferansiyasyonuna katildigir tespit edilmistir. Allerjik
hastaliklarda Th2 cevabini arttirdigi bulunmustur. Fakat regiilatuar T hiicreleri tizerine etkileri

belirlenememistir.

Timorogenezise katilan ve Th17 diferansiasyonuna direk etkili bir transkripsiyon
faktorii olan STAT3, miR21’in hedefidir [58, 59]. STAT3 aym zamanda miR21
ekspresyonunu regiile edebilir. Ayrica STAT5 de miR21’¢ baglanip upregiile ederek
regiilatuar T hiicrelerinin diferansiasyonunu saglayarak immiin sistem {izerine aktivator etki
gosterir [14]. Bu yiizden RA’da Th17/Treg hiicre dengesinde miR21’in etkisi oldugu
distiniilmiistir. Romatoid artritli hastalarda periferal kanda Th17 hiicrelerinde artisin, T
regiilatuar (Treg) hiicrelerinde azalmanin proinflamatuar sitokin artisina eslik ettigi tespit
edilmistir. Ayrica RA hastalarinda STAT3’de artma, miR21 ve STATS5’de azalma tespit
edilmistir. Bu yiizden STAT3/STATS regiilasyonu araciligiyla Th17/Treg hiicre imbalansinda
miR21’in katkist olabilecegi diistinilmiistiir. RA hastalarinda periferal kanda Thl17/Treg

hiicre orani ile miR21’in negatif korele oldugu bulunmustur [15].

T hiicrelerine etkisi ise hiicrenin tipine goére degisir. Hafiza T hiicreleri iizerine
antiapoptotik etkide bulunur. Saf T hiicreleri {lizerine ise CCR7 iizerinden regiilasyon yapar
[52]. Son zamanlarda yapilan galismalarda miR21’in de inflamatuar hastaliklar tizerine ve T
hiicre diferansiyasyonu iizerine etkili oldugu gosterilmistir. Hem CD4" T hiicrelerinde, hem
de CD8" T hiicrelerinde miR21 aktivasyonunun, inflamasyona ve T hiicre apoptozunu

baskilamaya neden oldugu tespit edilmistir.

miR21’in saglikli bir cilde gore psoriatik cilt lezyonlarinda arttigi, bu yiizden psoriazis
patogenezinde etkili oldugu diistinilmiistiir. UV terapi uygulanarak tedavi edilen psoriatik cilt

lezyonlarinda ise miR21 ekspresyonunun baskilandigi gozlenmistir.

miR21 ayrica iyi bilinen bir onkojendir. Birgok solid tiimérde ve 16semi tiplerinde up-

regiile edildigi gosterilmistir [57].

17



2.7. THUCRE CEVABI ve IL-17

Yaklasik 25 yil once Mossman ve Coffman, T helper hiicrelerini Thl ve Th2 olarak
tizere iki gruba ayrildigini bulmuslardir [60]. Bunlar farkli sitokinlere ve farkli efektor
fonksiyonlara sahiptirler. Th1 hiicreleri IFN-y iiretirler. Gecikmis tipte hipersensitivite
reaksiyonlari, makrofaj aktivasyonu ve intraselliiler patojenlerin yok edilmesinden
sorumludurlar. Th2 hiicreleri de I1L-4, IL-5, IL-13 ve IL-25 sitokinlerinin salinimini ve IgE
tiretimi gerceklestirirler. Eozinofilik inflamasyondan, helmintik parazitik enfeksiyonlarin yok
edilmesinden sorumludurlar. IFN-y, IL-12 ve Thox transkripsiyon faktorii (T-bet); Thl
diferansiyasyonunu, IL-4 ve GATA-3 adli transkripsiyon faktorleri ise Th2
diferansiyasyonunu kontrol ederler.

IL-17 sitokin ailesinin kesfinden sonra bunlarin iiretimini gerceklestiren ayr1 bir T
hiicresi oldugu tespit edilmis ve bu hiicre Th17 olarak adlandirilmistir [61]. IL-17
osteoklastogenez ve artrit olusumunda rol oynayan 6nemli bir sitokindir [62]. Th17 olusmasi
icin CD4" T hiicrelerinin TGF-B ve IL-6 tarafindan uyarilmas: gereklidir. Bu da ROR-yt
transkripsiyon faktoriiniin ekspresyonu ile saglanir. Bu sayede IL-17’nin salinimi saglanmig

olur. Th17 hiicresinden IL-17 disinda ayrica 6nemli miktarda TNF-a ve IFN-y da tiretilir [63].

IL-6’nin Th17 hiicre farklilagmasina etkisi STAT3 transkripsiyon faktorii tarafindan
kontrol edilir. Bu da ROR-yt ekspresyonunu gerektirir. IL-13 ve IL-23 de ROR-yt
indiiksiyonunda 6nemli role sahiptir. IL-23, Th17 hiicrelerinin ¢ogalmasini saglar, 1L-17

iretimini arttirir. Otoimmiin inflamasyonda 6nemli role sahiptir.

IL-17, osteoklastogenezde RANK-L aktivasyonu ile rol alir. Daha 6nceden yapilan
calismalarda artritli hastalarin sinoviyal sivisinda, periferal kan mononiikleer hiicrelerinde IL-
17°nin arttig1 gozlenmistir. Bu IL-17 artis1 da Nf-kB aktivasyonunu baslatir. Nf-kB de dogal
immiinitede gorevli bir¢ok genin transkripsiyonunu saglar. Bunlar CXCL8 (IL-8), CCL-20,
IL-6, TNF-a, granulosit koloni stimiile edici faktor (G-CSF), granulosit ve monosit koloni
stimiile edici faktor (GM-CSF), akut faz proteinleri gibi kemokinlerdir. Yani IL-17
antimikrobial savunmada, nétrofil iiretiminde de gorevlidir. IL-17 eksikligi olan farelerde

antikor cevabinda defekt oldugu gozlenmistir [64].

PsA’da CD4" ve CD8" T hiicreleri ve nétrofiller, cilt ve eklemde infiltre olurlar. CD4"
T hiicreleri ciltte dermal papillada, eklemde de sub-lining stromada bulunur. CD8" T hiicreleri

de ciltte epidermiste, inflamatuar eklemde entezit bolgelerinde bulunur. Ugiincii bir grup
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olarak tanimlanan Th17 hiicrelerinden karakteristik olarak IL-17A firetilmektedir. Bu Th17
hiicreleri PsA hastalarinda dolasimda ve sinoviyal sivida artmistir. Ayrica IL-17A sinoviyal
sivida bulunan nétrofil ve makrofajlardan da salinir. Psoriaziste cilt lezyonlarinda bulunan IL-
17A diizeyi hastalik aktivitesi ile iliskilidir. Bu sitokin endotelyal hiicrelerde, fibroblastlarda,
monositlerde, keratinositlerde; proinflamatuar antimikrobial peptidlerin, kemokinlerin ve
anjiojenik faktorlerin tretimini stimiile eder. IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E ve IL-17F
sitokinleri de IL-17A’ya yapica benzeyen, Th17 hiicrelerinden salinan, fakat fonksiyonlari

tam olarak tanimlanmamis olan sitokinlerdir [1].

IL-17A ilk olarak 1993’de CTLA-8 klonundan elde edilmistir [65]. IL-17’nin
kesfinden sonra psoriazis, PsA, RA ve multipl sklerozun (MS) da dahil oldugu birgok
otoimmiin hastalikta rolii oldugu diisiiniilmiistiir. Ik olarak 1998’de inflamatuar artritlerde
sinoviyal sivida IL-17 tespit edilmistir [66]. Yapilan bir ¢alismada IL-17’nin PsA’da
keratinositlere, sinoviositlere ve osteoklastlara direkt olarak etki ettigi gosterilmistir. Bu
durum keratinosit, sinoviosit ve osteoklastlarin IL-17 reseptoriinii eksprese etmesi ile
gerceklesir. Psoriatik cilt ve eklem dokularinda IL-17’nin miktarinin arttig1 tespit edilmistir.
PsA’da sinoviyal dokuda serumdan daha fazla miktarda Th17 hiicresi oldugu tespit edilmistir
[67].

PsA hastalarinda kardiyovaskiiler risk ortaya c¢ikmaktadir. Kronik inflamasyon
aterosklerotik siireci aktive etmektedir. PsA’da [IL-23, IL-17, TNF-o, IFN-y gibi
proinflamatuar sitokinlerin artmig ekspresyonu ateroskleroz patogenezinde etkili olur.
Aterojenez; PsA’daki gibi makrofajlari, T hiicrelerini kapsayan bir siirectir. Thl hiicreleri
aterojenik siireci baslatir, Th17 hiicreleri de plak stabilitesine neden olur. Akut koroner
sendromlu hastalarin periferal dolasiminda da Thl ve Th17 sitokinlerinin arttig1 saptanmistir

[29].
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Sekil 2: Th17’nin uyarimi ve sitokini olan IL-17A’nin etkileri

2.8. APOPTOZ VE NEKROZ

Organizmada hiicre 6liimii iki sekilde gergeklesebilir. Programli hiicre 6liimii olarak
da adlandirilan apoptoz ilk olarak 1972 yilinda Kerr ve arkadaslar tarafindan 6len hiicrelerin
¢ekirdeklerinde kromatin yogunlagmasinin gosterilmesi ile tanimlanmistir [68]. Apoptoz;
enfeksiyon, kromozomal anomali, hiicresel hasar gibi bir¢ok nedenle hiicrelerin ortadan
kaldirilmasini saglayan fizyolojik bir siirectir. Embriyonik donemden baslayarak yaslanma
donemine kadar organizmanin homeostazisinde etkili rol oynar. Embriyonik doénemde
ekstremitelerin olusumunda, diside wolf kanali, erkekte miiller kanali korelmesinde, merkezi
sinir sisteminde noron sayisi diizenlenmesinde ve sindirim sistemi organlarinin olusumunda
rol oynar. Dogumdan sonra ise immiin sistem fonksiyonunda, T ve B lenfosit se¢iminde,
virlisle enfekte olmus hiicrelerin, DNA hasar1 ger¢ceklesmis olan hiicrelerin ve kimyasallarin
indiikledigi hiicre Oliimiiniin saglanmasinda gorev alir. Hiicre siklusunda yapim-yikim
dengesini saglar ve sikica kontrol edilir. Viicutta hasar gérmiis olan veya viicut i¢in zararli

olabilecek hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda apoptoz gorevlidir [69, 70].

Klasik hiicre oliimii olarak tanimlanan nekroz; akut inflamasyon ve patolojik
durumlarla iligkili olan hiicresel cevaptir. Nekrozda bir veya daha fazla sayida hiicrenin geri
dontisemez sekilde hasar gdrmesi sonucu hiicre oliimii gerceklesir. Bu durum yanik,
enfeksiyon, kanser gibi durumlarda goriiliir. Nekrozda hiicrede ATP firetimi azalir, bazi
proteazlar aktive olur, hiicre i¢ine kalsiyum girisi ve serbest oksijen radikalleri iiretimi artar.
Hiicrede ATP yetersizligine bagli olarak sodyum-potasyum kanal dengesi bozulur ve hiicre su
alarak siser. Hiicrenin sigsmesi artan osmotik basing nedeniyle hiicrenin patlamasina neden

olur. Hiicre igerigi ekstraselliiler matrikse bosalir ve bu durum inflamasyona neden olur[71].

Hiicrede ¢ok hizli bir enerji yetmezligi veya toksik bir etki sonucu zar gegirgenliginin

hizla artmasiyla osmotik dengenin bozulmasi sonucu hiicre patlamasi ve hiicre iceriginin dis
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ortama dagilmasiyla gergeklesen nekrozdan; apoptoz birgok 6zellik agisindan farkli olan bir
6lim mekanizmasidir. Apoptozis nekrozun aksine enerji gerektiren ve ligand-reseptor
etkilesimi ile olusan bir islemdir. Apoptozda hiicre membrani saglam kalir fakat hiicrede
blepler olusarak pargalanma gergeklesir. Apoptoz fizyolojik durumlarda da gergeklesebilirken
nekroz her zaman patolojik bir etki sonucu gergeklesir. [69, 70].

2.8.1. Apoptozda Mekanizma

Apoptozda ana mekanizma niikleusun yogunlasip sonra hiicrenin tomurcuklanmayla
pargalara ayrilmasidir. immun elektroforezde laddern pattern goriiliir. Apoptozun erken
evresinde organellerde kayiplar olur. Plazma membranindaki sodyum, potasyum ve Klor
tasiyict sistemlerinin bozulmasina bagli olarak hiicre biiziisiir. Hacminde yaklasik 1/3
oraninda bir kii¢iilme gerceklesir. Hiicre ylizeyinde var olan mikrovilluslar kaybolur. Plazma
membraninda transglutaminaz enziminin etkili olmasiyla zarda tomurcuklanma gercgeklesir.
Normal bir hiicre membraninda i¢ tabakada bulunan fosfotidilserin ve fosfotidiletanolamin ile
dis tabakada bulunan fosfotidilkolin, ATP bagl translokaz sayesinde asimetrik pozisyonda
tutulmaktadir. Apoptozda ATP bagh translokazin bozulmasina bagli olarak bu asimetri
bozulur ve fosfotidilserin dis yiizeye yerlesir. Bu da apoptotik cisimciklerin fagositozu igin

uyart saglar [70, 72].

Apoptoz; intraselliiler kalsiyum artmasi, DNA hasar1 nedeniyle bir tiimor siipressor
gen olan p53 aktivasyonu veya disaridan tiimor nekroz faktor, koloni stimiile edici faktor
(CSF), insulin benzeri biiyiime faktorii (IGF), glukokortikoidler, hipertermi, radyasyon veya
cesitli ilaglar ile indiiklenir. Apoptoz siirecinde ii¢ ana bilesen rol alir. Bunlar Bax/Bcl-2

ailesi, kaspazlar ve Apaf-1 (Apoptotik proteaz aktive edici faktor 1) proteinidir [70].

Apoptozun mikroskobik o6zellikleri; hiicrede kiiciilme, kromatin kondensasyonu,
niikleer yapmin degismesi, tomurcuklanmayla apoptotik cisimlerin olugmasi ve membran
blebbingdir. Olii hiicreler fagositik aktivite ile hizlica yok edilirler ve inflamasyon olusmasi

engellenir.

2.8.2. Apotozda Intrinsik Ve Ekstrinsik Yolak
Apoptoz, intrinsik ve ekstrinsik yol olmak {iizere iki yoldan gerceklesebilir. Hiicre
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membraninda bulunan ve tiimor nekroz faktor reseptorii (TNFR) ailesinin iiyeleri olan Fas ve
TNFR-1 reseptorlerinin kendi ligandlariyla uyarilmasiyla ekstrinsik yol baglar. Bunlar hiicre
Olim reseptorleri olarak da adlandirilirlar. Bu reseptorlere bagli olarak bulunan adaptorler;
TNFR-1 ile iligkili 6liim alan1 (TRADD) ve Fas ile iliskili 6liim alan1 (FADD) ile etkilesim
sonucu prokaspaz 8’i aktiflestirip kaspaz 8’¢ donisiimiinii saglayarak hiicrenin yikimini
ilerletirler [70]. Hiicre iginde reaktif oksijen radikallerinin ortaya ¢ikmasiyla, DNA hasariyla,
Bax’in uyarmasiyla ve mitokondri zarinin permeabilitesini azaltmasiyla da intrinsik yol
baslar. Mitokondri araciligiyla diizenlenen hiicre i¢i yol, aslinda hiicre dis1 ve hiicre i¢i

etkenlerin ortaklastig1 bir mekanizma olusturur.

Bax/Bcl-2 ailesine ait 20 iiye tanimlanmistir. Bunlardan Bax proapoptotiktir. Reaktif
oksijen radikallerinin ortaya ¢ikmasiyla, DNA hasariyla, Bax’in uyarmasiyla mitokondri
zarinin permeabilitesini azalir. Permeabilitenin azalmasina bagl olarak sitokrom c ve apoptoz
indiikleyici faktor (AIF) sitoplazmaya gecer. AIF kromatin yogunlagsmasini saglar. Sitokrom c
ise sitoplazmada bulunan Apaf-1 proteinine baglanarak prokaspaz-9 aktivasyonunu saglar.
Daha sonra kaspaz-9 kaspaz-3 i aktiflestirerek etki gosterir. Kaspaz-3 de hiicrede apoptozu

geceklestirir [70].

QFAS ligand
FAS \

—L

FADD Sltoérom-c
QL
Kaspaz-8 APAF-1
Kaspaz-9

Kaspaz-3ep Hiicre oliimii

Sekil 3 : Apoptozda intrinsik ve ekstrinsik yolagin gosterilmesi
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2.8.3. Kaspazlar ve Sitokeratinler

Ister intrinsik ister ekstrinsik yolla baslamis olsun, apoptotik siire¢, kaspazlar adi
verilen aspartat spesifik proteazlar tarafindan gerceklestirilir. Bu kaspazlar apoptotik siirecte
aktive olurlar. DNA’nin tamiri ve replikasyonu igin gerekli enzimleri inaktive ederlerek
apoptotik stireci devam ettirirler. Hiicre iskeleti proteinlerinin kirarak hiicre zarmin

tomurcuklanmasina neden olurlar[73].

Kaspazlarin bir diizine farkli tirii tamimlanmistir. Sitoplazmada inaktif halde
bulunurlar ve proteolitik etkileriyle birbirlerini aktiflestirirler. Aktif katalitik bolgelerinde
sistein igerirler ve peptid baglarin1 C terminal ug aspartat rezidiilerinden keserler. Apoptozda
kaspazlarin aktivasyonu ile hiicredeki birgok protein yikilir. Intermediate filamentler de
bunlardandir. Kaspaz-2-8-9-10 baslatic1 kaspazlardir. Kaspaz-3-6-7 ise efektor kaspazlardir.
Kaspaz-1-4-5-11-12-13-14 ise inflamatuar kaspazlardir. Kaspaz-3 sitoskeletal proteinlerin
yikimini saglar, selliiler yapmin bir parcasi olan sitokeratinlerin salinmasina neden olur [9,

74].

Kaspazlar hiicrede yaklagik 100 kadar proteine etki ederler. Sitokeratinler de
apoptozda kaspazin boldiigli protein yapilardan biridir. Sitokeratinler epitelyal hiicrelerden
eksprese edilen apoptotik ve nekrotik hiicre oliimiinde kana intakt ya da kaspaz-cleaved
formunda salinan intermediate filament ailesine ait olan proteinlerdir. 20 den fazla sitokeratin
tammlanmustir. Ozellikle CK 8-18-19 epitelyal hiicrelerde en fazla bulunan sitokeratinlerdir.
Daha 6nceden g¢alisilmis olan {i¢ sitokeratin belirteci vardir. Bunlar doku polipeptid antijen
(TPA), doku polipeptid spesifik antijen (TPS) ve CYFRA 21-1 dir. TPA genis spektrumludur.
Sitokeratin 8, 18 ve 19 u dlger. TPS ve CYFRA 21-1 daha spesifiktir. Sitokeratin 18 ve 19 u
olger [75].

Bu sitokeratinlerden biri olan CK 18 apoptozda iki pargaya ayrilir. Bunlardan biri non-
cleaved CK 18, digeri cleaved CK 18’dir. Nekrozda ise yalnizca non-cleaved CK 18 salinir.
Akut inflamasyon ve doku hasar1 gibi durumlarda total sitokeratin 18, M30 monoklonal IgG
antikoruyla tespit edilirken; non-cleaved CK 18, M65 monoklonal 1gG antikoruyla tespit
edilir. M30/M65 orani da apoptozun total hiicre Oliimiine oranini verir. M30; kaspazin
ayirdign CK 18’in 387-396. pozisyonlarini igeren 21 kDa luk epitopu taniyan monoklonal
antikordur. Yani apoptotik hiicre oliimiiniin selektif biomarkeridir. M65 ise hem kaspaz-
cleaved formu hem de full-length formu tanir. Yani yalnizca non-cleaved CK 18’1 degil ayrica

nekrozda dolagima salinan intakt CK 18’1 de dlger [10, 11].
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Hiicrede apoptozu indiikleyen bir sitokin de TRAIL’dir. Eklemlerde osteoprotegerin
de TRAIL’e baglanarak apoptotik etkisini ndtralize eder. TRAIL hiicre siklusunu durdurarak
sinoviyal hiicrelerde de apoptozu tetikler. PSA hastalarinda da TRAIL seviyesinin arttigi

tespit edilmistir [72].

Apoptoz bir¢ok immiin hastalikta immiin mekanizmanin diizenlenmesinde 6nemli rol
oynar. Daha Onceki c¢alismalarda sistemik lupus eritmatous (SLE) gibi otoimmiin
hastaliklarda; RA, ankilozan spondilit (AS) gibi artritlerde apoptozun indiiklendigi tespit
edilmistir [72]. Psoriaziste apoptozun azaldigi, bu yiizden de psoriatik lezyonlarda T lenfosit
apoptozunu indiikleyen metotreksat ve UV-B radyasyonun tedavi igin kullanildig:
bilinmektedir [76].

Bcl-2; hiicreleri apoptoza karst koruyan protoonkogendir. Psoriazisli hastalarin
serumlarinda Bcl-2 calisildiginda kontrol grubuna gore arttigi tespit edilmistir. Jin ve
arkadaglarinin osteoartritli hastalarda yaptig1 ¢alismada miR146a’nin kondrositlerde apoptozu

tetikledigini tespit edilmistir [13].

2.8.4. Romatolojik Hastahklarda Apoptoz

Romatolojik hastaliklar hedef dokuda destriiksiyon ve inflamasyonla karakterizedir.
Apoptoz doku hasari ile iliskilidir. inflamasyon ve doku hasarinda bazi hiicrelerde nekroz
olabilirken biiyiik cogunlugunda da apoptoz gdzlenir. CD8" T hiicreleri, CD4" T hiicreleri,
makrofajlar ve NK hiicreleri; perforin, granzim enzimleri, Fas-ligand (Fas-L) ve TNF-a
salmmmi 1ile apoptozu indiikleyebilir. Daha Onceden yapilan bir ¢aligmada RA’da
sinoviyositlerde apoptozun artmis oldugu tespit edilmis, bu durumun artan IL-1p ve TGF-B
sitokinlerinin etkisi ile gergeklestigi diistiniilmiistiir [77]. TNF-oo RA’da ana mediatordiir ve
NF-kB yolaginin apoptozda etkili oldugu disiiniiliir. Ayrica inflamasyonda oksidatif
degisikliklerin p53 proteininde up-regiilasyona neden olmasi beklenmektedir. Hem NF-kB
yolagi, hem de p53 proteininde gergeklesen up-regiilasyon ile apoptoz indiiklenir [78].
PsA’da salinan sitokinler de RA hastalarinda salinan sitokinler ile ayn1 oldugu i¢in PsA’da da

apoptozun arttigini diisiinmekteyiz.
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1 KONTROL VE HASTA GRUPLARININ OZELLIKLERI

Calismamiz Bezmialem Vakif Universitesi T1ip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim
Dali, Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon Anabilim Dali ve Dermatoloji Anabilim Dali’nda Subat
2015 ve Temmuz 2015 tarihleri arasinda gergeklestirildi.

Calismaya Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi Fizik Tedavi ve
Rehabilitasyon Anabilim Dali ve Dermatoloji Anabilim Dali’na basvuran CASPAR c¢alisma
grubunun [43] PsA i¢in tanimlamis oldugu smiflandirma kritelerine uyan 51 PsA hastasi
alindi. Bilinen herhangi bir hastaligi olmayan 36 kisi de kontrol grubu olarak ¢alismaya dahil
edildi.

Hastalarin ¢alismaya dahil edilme kriterleri:

1. 17-70 yas aras1 olmak

2. CASPAR kriterlerine gore 3 ve iizeri puan almis olmak
Kontrollerin ¢alismaya dahil edilme kriterleri:

1. 17-70 yas aras1 olmak

2. Diabet, hipertansiyon gibi herhangi bir kronik hastaliga ve maligniteye sahip olmamak

Calisma protokoliiniin amaci, gere¢ ve yontemleri, goniillii bilgilendirme metninin
kontrol edilmesi sonucunda Helsinki Deklarasyonu Kararlarina, etik kurallara ve Hasta
Haklar1 Yénetmeligi'ne uygun olarak tasarlandigma iliskin Bezmialem Vakif Universitesi
Etik Kurulu tarafindan 25.12.2014 tarihinde 22/26 nolu kararla etik kurul onay belgesi alindi.
(Ek1). Calisma Bezmialem Vakif Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Fonu tarafindan
12.2014/37 nolu arastirma projesi olarak desteklendi. Calismaya alinan PsA’l1 hastalardan ve

kontrol grubundan ¢alismaya katildiklarina dair yazili onam alindi (EK 2).

Bagvuru sirasinda hastalarin genel fizik muayene bulgulart yapilmis olup eklem ve cilt
bulgular1 degerlendirildi. Psoriazis area severity index (PASI) skorlar1 belirlendi. Bu
degerlendirmelerden sonra hastalardan jelli biyokimya tiipiine kan aliip 3000 rpm’de 10
dakika (dk) santrifiij edildi. Elde edilen serumlardan ¢alisilmis olan CRP degerleri kaydedildi.
Ayrica hastadan 1 tiip de sedimentasyon tiipiine kan alinip, sedimentasyon degerleri ¢aligildi

ve kaydedildi. Hastalarin serumlarindan gereken parametreler calisildiktan sonra serum
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ornekleri -80°C de 4 adet ependorf tiipline yedeklenerek ¢alisma giliniine kadar saklandi.

Calisma giiniinde 6rnekler oda 1sisina getirildi. Enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) teknigi kullanilarak IL-17A, M30 ve M65 parametreleri c¢alisildi. Farkli bir
ependorfa ayrilmis olan serum numunesinden de RNA izolasyonu yapildi. Elde edilmis olan
RNA’lardan da apoptoza spesifik olan miR146a ve miR21’in komplementeri olan cDNA’lar

elde edildi. Bunlardan da real-time PCR ile miR146a ve miR21 ¢ogaltilarak miktar1 incelendi.

3.2.KAN ANALIZi:

Calismaya katilan hasta ve kontrol grubunun antekubital bralkial veninden vacutainer
kullanilarak 2 jelli biyokimya tiipiine ve 1 sedimentasyon tiipiine kan alindi. Numunelerin
sedimentasyon degerleri hemen ¢alisilip kaydedildi. Biyokimya tiipiine alinan materyal 1500
g’de 10 dk santrifiij edildi. Elde edilen serumdan CRP calisilmis olup artan materyal
ependorfa alinip ¢aligma giiniinde kullanilmak {izere -80°C’ye kaldirildu.

Calisma giiniinde ependorflar oda 1sisina getirilerek donmus halde olan serumlarin
erimesi saglandi. Eritme dondurma islemi tekrarlanmadan IL-17A, M30, M65 ve miR146a ve

miR21 parametreleri ¢alisildi.

3.3. GERECLER

e Santrifiij (Niive NF1200, Niive NF1200R)

e Analitik terazi (Precisa Gravimetrics AG, XB 220A, Switzerland)

e Buz makinesi (BAR LINE Autometric Ice Maker, BF 80 AS, Italia)
e Distile su cihaz1 (Niive Water Distiller-ND112)

e Deiyonize su cihazi (Thermo Scientific Smart2Pure 6UV/UF, 2013/01/03, UK)
o Vorteks (BioCote Voortex Mixer SA8, bibby scientific, UK)

e Orbital karistirict (Biosan, OS-20, EU)

e Etiiv (Niive Cooled Incubator, ES120)

e Manyetik karistirici (Stuart heat stir, CB162, bibby scientific, UK)
e Manyetik balik

e Isiticili su banyosu (Niive ST402)
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e Balon joje (1000, 500, 250, 100 mL’lik-LamTek)

e Beher (1000,500,100mL’lik-LamTek)

e -80°C derin dondurucu(New Brunswick Scientific. C54285 model)

e -20°C derin dondurucu(Ugur, UCF 310 SSL)

e +4°C buzdolabi

e Ph Metre (HANNA HI2211 Ph/ORP Meter)

e ELISA okuyucusu (Thermo Scientific Multiskan FC, 2011-06, USA)

e ELISA yikayicisi (Thermo Scientific WellWash microplate washer, 2011-08,USA)

e Termal Cycler Cihaz1 ( T100 Thermal Cycler, 621BR07607, BioRad, 2012-06, USA)
e Real Time PCR Cihaz1 (CFX Connect Optics Module, 788BR03732, 2014-07, USA)
e Pipet (1000, 500, 200,100,10 uL’lik; Gilson)

e &’li multipipet

e Pipet uglar1 (1000, 200,100,10 uL’lik)

e Light Cycler Multiwell plate

e Plate sealer

3.4. KIMYASAL MADDELER

e IL-17A ELISA Kiti (eBioscience, lot no: BMS224/2)

e M30 Apoptosense ELISA kiti (PEVIVA, lot no: PE-RS 3594)

e M65 Apoptosense ELISA kiti (PEVIVA, lot no: PE-RS 3566)

o Total RNA izolasyon kiti (miRNeasy mini kit, cat no: 217004)

e cDNA sentez kiti (gscript microRNA cDNA Synthesis Kit, lot no: 21644)
e Syber Green PCR kiti (miScript SYBR Green PCR Kit, cat no: 218073)

e miR146a primeri

e mIiR21 primeri

3.5. YONTEMLER
3.5.1. Human IL-17A

Human IL-17A parametresi, -80°C de saklanan numuneler oda 1sisinda eritildikten sonra
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Affymetrix eBioscience Platinium ELISA (ref n0:109369037; lot no: BMS224/2; Vienna,
Austria) markasi ile sandvig ELISA yontemi ile galisildi.

3.5.1.1. Kit Bilesenleri:

Monoklonal IL-17A ile kapli olan 96 kuyucuklu mikro kuyucuklu plate
Biotinle konjuge edilmis olan anti-human IL-17A antikoru

Streptavidin Horse radish peroksidaz

IL-17A standarti

High kontrol

Low kontrol

Numune diliisyon tampon

Calisma tampon

© © N o g~ w D P

Yikama tampon konsantre ¢ozeltisi
10. Substrat soliisyonu (tetrametil benzidin)

11. Stop soliisyonu (1M fosforik asit)
3.5.1.2. Test Prensibi

Anti-human IL-17A antikoru kapli olan kuyucuklara 6rnekler ve standartlar pipetlenir.
Birinci inkiibasyon sirasinda standartlar ve ornekler, kuyularda kapli bulunan monoklonal
antikorlar ve biotinle konjuge antikorlar ile baglanir. Yikama islemi ile baglanmayan
molekiiller ortamdan uzaklastirilir. IL-17A’ya spesifik streptavidin HRP ile isaretlenen
monoklonal antikorlar eklenir. Eklenen bu antikorlar ikinci inkiibasyon siiresinde kuyucuklara
sabitlenen antikorlar tarafindan baglanan IL-17A molekiillerine baglanarak sandvi¢ modeli
olustururlar. Yikama isleminden sonra substrat ¢ozeltisi eklenir. Reaksiyonun gerceklesmesi
igin plate ti¢iincii inkiibasyona alinir. Bu inkiibasyon sonrasi reaksiyon, fosforik asit eklenerek
durdurulur. Olusan rengin absorbansi 450 nm’de Olglilerek numunelerdeki IL-17A

konsantrasyonlari standart egrisi yardimiyla hesaplanir.
3.5.1.3. Standartlarin Hazirlanmas1

e Liyofilize halde bulunan stok standart ¢ozeltisine 1 mL g¢alisma tampon eklenerek
nazik¢e karigtirildi. 15 dk boyunca iyice ¢oziinmesi beklendi. 8 adet ependorf tiip
hazirlandi.

e Birinci ependorf tiipiine 200 pg/mL’lik stok standarttan 225 uL alinarak vortekslendi,

lyice karigmasi saglandi. 100 pg/mL konsantrasyonda standart hazirlanmis oldu.
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e Ikinci tiipten yedinci tiipe kadar her tiipe 225 pL seyreltme tamponu ve bir dnceki

tiipten 225 pL alinarak eklenerek vortekslendi. Her seferinde konsantrasyonu yariya

inen standart ¢ozeltiler hazirlandi. Tiipler vorteksle karistirilarak ¢alismaya hazir hale

getirildi.

e Sckizinci tiipe sadece seyreltme tampon konularak bu tiip blank olarak kullanildi.

3.5.1.4. Standart Konsantrasyonlar1

Standart no 1 2 3 4 5 6 7 8
Standart 100 50 25 12,5 6,3 3,1 1,6 0
Konsantrasyon

(pg/ml)

3.5.1.5. Test Protokolii

Calismaya baslamadan 6nce tiim reaktifler oda 1sisina getirildi.

96 kuyucuklu mikro kuyucuklu plate yaklasik 400 uL yikama tamponu ile 2 kere
10-15 saniye (sn) bekletilerek Thermo Scientific WellWash mikroplate yikayici ile
yikandi.

Ependorflarda 200 pg/mL’lik stok standarttan Y4 seri diliisyonla hazirlanmis olan
100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL 12,5 pg/mL, 6,3 pg/mL, 3,1 pg/mL ve 1,6 pg/mL
konsantrasyonlarindaki standartlardan 100 pL miktarinda eklendi. Bir kuyucuga
da sadece seyreltme ¢ozeltisi eklendi. Bu kuyucuk blank olarak kabul edildi.
Numuneler ve kontrollerden de kuyucuklara 100 pL eklenerek numune, standart
ve kontrollerde bulunan IL-17A antijenlerinin kuyucuklarda kapl olan antikora
baglanmasi saglandi.

Daha sonra tiim kuyucuklara 50 pL biotinle konjuge edilmis olan anti human IL-
17A antikoru eklendi ve plate oda 1s1sinda 2 saat inkiibasyona alindu.

Bu inkiibasyon sirasinda anti human IL-17A antikorunun ilk antikoru hapseden
IL-17A antijenine baglanmas1 saglandi.

Inkiibasyondan sonra baglanmayan biotinle konjuge edilmis anti-human IL-17A
antikoru seyreltilmis yitkama tamponu ile 4 kere yikanarak uzaklastirildi.

Daha sonra 100 pL Streptavidin-HRP eklendi ve tekrar 1 saatlik inkiibasyona
alindi. Bu inkiibasyonda Streptavidin-HRP, biotinle konjuge edilmis anti human
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IL-17A antikora baglandi.

e Inkiibasyonun ardindan baglanmamis Streptavidin-HRP’nin uzaklastirilmasi i¢in
tekrar yikama yapildi ve enzimin etki ettigi tetrametil benzidin substrat soliisyonu
eklendi.

e 10 dk’lik kisa bir inkiibasyonun ardindan numune, standart ve kontrollerde
bulunan IL-17A miktartyla orantili olarak renkli bir reaksiyon iriinii elde edildi.
Gergeklesen reaksiyonun durdurulmasi igin 100 uL stop soliisyonu eklendi.

e Ardindan Thermo Scientific Multiskan FC ELISA okuyucusunda hizlica 450 nm

de absorbans alindu.
3.5.1.6. Hesaplama

Standartlarin  absorbans1 belirlenerek x ekseninde absorbans, y ekseninde
konsantrasyon degerleri olacak sekilde cihaza dogrusal standart egri ¢izdirildi. Bu egrinin

R? degerinin 0,992 oldugu goriildii. Sonuglar bu standart egriye gore pg/mL cinsinden
ifade edildi.

Grafik 1: IL-17A Standart absorbans-konsantrasyon grafigi. R?= 0,992
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3.5.2. M30 ELISA

M30 ELISA parametresi -80 °C’de saklanan numuneler oda 1sisinda eritildikten sonra
PEVIVA M30 Apoptosense ELISA (ref no: 10011; lot no: PE-RS 3594; Nacka, Sweden)
markasi ile sandvig ELISA yontemi ile ¢alisildu.

3.5.2.1. Kit Bilesenleri

1. Monoklonal antikor ile kapli olan 96 kuyucuklu mikro kuyucuklu plate

2. Streptavidin horse radish peroksidaz ile konjuge edilmis olan M30 antikoru

3. M30 standartlar1 (0, 75, 150, 250, 500, 750 ve 1000 U/L konsantrasyonlarinda
kullanima hazir)

High kontrol

Low control

Yikama tableti

Tetrametil benzidin substrati

© N o g B

Stop soliisyonu (1M siilfirik asit)
3.5.2.2. Test Prensibi

M30 Apoptosense ELISA bir kat1 faz sandvi¢ enzim immunoassay yontemidir. CK
18’e kars1 M30 antikoru ile bagli olan kuyucuklara standartlar, kontroller ve Ornekler
baglanir. Daha sonra HRP ile konjuge olan M30 antikoru eklenir. Baglanmayan konjugat
yikama ile ortamdan uzaklastirilir. TMB substart eklenerek renk degisimi gergeklesir. Son
olarak reaksiyon durdurularak absorbans alinir. Absorbans, numunenin konsantrasyonuyla

dogru orantilidir.

3.5.2.3. Standart Konsantrasyonlar1

Standart No 1 2 3 4 5 6 7
Standart 0 75 150 250 500 750 1000
Konsantrasyon

(U/L)
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3.5.2.4. Test Protokoli

3.5.2.5.

Antikor ile kaplanmis olan kuyucuklara kit i¢inde kullanima hazir halde gelen
standartlardan, kontrollerden ve numunelerden 25 pL konuldu.

Daha sonra tiim kuyucuklara streptavidin-HRP ile konjuge edilmis olan M30
antikorundan 75 uL eklenerek 4 saat siiren inkiibasyona alindi. Bu inkiibasyon
sirasinda antikor-antijen-streptavidin isaretli antikor bagi kurulmus oldu.

Bu arada yikama tableti de 500 mL deiyonize suda ¢6ziildii, manyetik karistiricida
karistirildi. Inkiibasyon sonrasi kuyucuklar elde edilen bu yikama tamponuyla 5
kere, 350 uL ile yikandi. Bu yikama sayesinde antikor-antijen-streptavidin isaretli
antikor bag1 disindaki maddeler kuyucuklardan uzaklastirilmis oldu.

Daha sonra tim kuyucuklara 200 pL tetrametil benzidin substrat soliisyonu
eklendi ve renkli reaksiyonun gergeklesmesi i¢in 20 dk beklendi.

Reaksiyonun durdurulmasi i¢in 20 dk sonunda 1M siilfirik asit ¢ozeltisinden 50 pL
kuyucuklara eklenerek Thermo Scientific Multiskan FC ELISA okuyucusunda 450

nm de absorbanslar1 okundu.

Hesaplama

Standartlarin  absorbans1 belirlenerek x ekseninde absorbans, y ekseninde

konsantrasyon olacak sekilde lineer grafik elde edilip sonuglar bu egriye U/L seklinde
ifade edildi.

Grafik 2: M30 standart absorbans-konsantrasyon grafigi. R>=0,993
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3.5.3. M65 ELISA

M65 ELISA parametresi -80°C’de saklanan numuneler oda 1sisinda eritildikten sonra

PEVIVA M65 ELISA (ref no: 10020; lot no: PE-RS 3566; Nacka, Sweden) markasi ile

sandvi¢ ELISA yontemi ile ¢alisildi.

3.5.3.1. Kit Bilesenleri

1.
2.

w

© N o g B

Monoklonal antikor ile kapli olan 96 kuyucuklu mikro kuyucuklu plate

Horse radish peroksidaz ile konjuge edilmis olan M30 antikoru

M65 standartlar1 (0, 125, 250, 500, 750, 1200 ve 2000 U/L konsantrasyonlarinda
kullanima hazir)

High kontrol

Low control

Yikama tableti

Tetrametil benzidin substrati

Stop soliisyonu (1 M siilfirik asit)

3.5.3.2. Test Prensibi

M65 Apoptosense ELISA bir kat1 faz sandvi¢ enzim immunoassay yontemidir. CK

18’e kars1 M65 antikoru ile bagl olan kuyucuklara standartlar, kontroller ve ornekler

baglanir. Daha sonra HRP ile konjuge olan M65 antikoru eklenir. Baglanmayan konjugat

yikama ile ortamdan uzaklagtirilir. TMB substart eklenerek renk degisimi gergeklesir. Son

olarak reaksiyon durdurularak absorbans alinir. Absorbans, numunenin konsantrasyonuyla

dogru orantilidir.

3.5.3.3. Standart Konsantrasyonlar1

Standart No 1 2 3 4 5 6 7
Standart 0 125 250 500 750 1200 2000
Konsantrasyon(U/L)

3.5.3.4. Test Protokolii

e Antikor ile kaplanmis olan kuyucuklara kit i¢inde kullanima hazir halde gelen
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standartlardan, kontrollerden ve numunelerden 25 pL konuldu.

Daha sonra tiim kuyucuklara streptavidin-HRP ile konjuge edilmis olan M65
antikorundan 75 pL eklenerek 4 saat siiren inkiibasyona alindi. Bu inkiibasyon
sirasinda antikor-antijen-streptavidin isaretli antikor bagi kurulmus oldu.

Bu arada yikama tableti de 500 mL deiyonize suda ¢oziildii, manyetik karistiricida
karistirild. Inkiibasyon sonrasi kuyucuklar elde edilen bu yikama tamponuyla 5
kere 350 pL ile tekrarlanarak yikandi. Bu yikama sayesinde antikor-antijen-
streptavidin isaretli antikor bagi disindaki maddeler kuyucuklardan uzaklastirilmig
oldu.

Daha sonra tim kuyucuklara 200 pL tetrametil benzidin substrat soliisyonu
eklendi ve renkli reaksiyonun gergklesmesi i¢in 20 dk beklendi.

Reaksiyonun durdurulmasi i¢in 20 dk sonunda 1M siilfirik asit g¢ozeltisi
kuyucuklara eklenerek Thermo Scientific Multiskan FC ELISA okuyucusunda 450

nm’de absorbanslar1 okundu.

3.5.3.5. Hesaplama

X ekseninde absorbans, y ekseninde konsantrasyon olacak sekilde lineer grafik elde

edilip sonuglar bu egriye U/L seklinde ifade edildi.

Grafik 3: M65 standart absorbas- konsantrasyon grafigi. R>=0,999
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3.5.4. miR146a ve miR21

3.5.4.1. Total RNA izolasyonu

-80°C’de depolanan serum Ornekleri caligma giinii oda 1sisina getirilerek erimesi
beklendi. Hasta ve kontrol Orneklerinden RNA izolasyonu i¢in Qiagen miRNeasy
Serum/Plasma Kit (Cat N0:217004, QIAGEN, gMBh, D-40724 Hilden, Germany) Kiti
kullanildi.

Qiagen miRNeasy Serum/Plasma Kit ile RNA izolasyon Basamaklari:

e Numuneler oda 1sisinda c¢oziindiikkten sonra 400 pL miktarinda ayri bir
ependorf tiipiine alind1 ve iizerine 700 puL Qiazol Lysis Reagent eklendi.

e Vortekslenip oda 1sisinda (15-25°C) 5 dk inkiibe edildi.

e Her bir tiipe 140 pL kloroform eklenip 15 sn boyunca vortekslendi.

e (Oda sisinda 2-3 dk inkiibe edildi.

e 12000 g’de 15 dk santrifiij edildi.

e Santrifiij sonrasi iist faz alinip yeni bir epedorf tiipiine aktarildi. Bu tiiplerin
lizerine alinan st faz miktarinin 1,5 kat1 kadar % 100’liik ethanol eklendi ve
pipetaj yapilarak iyice karistirildi.

e 700 pL ornekten alindi ve 2 mL’lik kolleksiyon tiiplerindeki RNeasy Mini
column i¢ine aktarildi. Oda 1sisinda 8000 g de 15 sn santrifiij edildi. Santrifij
sonrasi kolleksiyon tiiplerinde biriken siv1 atildi. Bu islem kalan 6rnekler i¢in
de tekrarlandu.

e 700 uL RWT soliisyonu eklendi ve 8000 g de 15 sn santrifiij edildi. Santrifiij
sonrast kolleksiyon tiiplerinde biriken sivi1 atildu.

e 500 pL RPE soliisyonu eklendi ve 8000 g de 15 sn santrifiij edildi. Santrifiij
sonrast kolleksiyon tiiplerinde biriken s1vi1 atildu.

e Tekrar 500 pL RPE soliisyonu eklendi ve 8000 g de 2 dk santrifiij edildi.

e Daha sonra mini kolon 2 mL lik yeni kolleksiyon tiipiine alind1 ve 2 dakika
maksimum hizda santrifiij edildi. Kolleksiyon tiipleri atildi ve mini kolon 1,5
mL lik ependorf i¢ine alindi. RNase—free sudan 50 uL eklenerek maksimum
hizda 1 dk santrifiij edildi.

e Icinde RNA olan ependorflar -80 C’de muhafaza edildi.
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3.5.4.2. Poli A Tailing Reaksiyonu

miRNA’lar olduk¢a kiicik RNA molekiilleri olduklart i¢in RT-PCR ile
cogaltilabilmeleri miimkiin olmamaktadir. Cogaltilmanin gergeklesebilmesi i¢in boylarinin
uzatilmast gereklidir. Bu da miRNA molekiillerinin sonuna Poli A kuyrugu eklenmesiyle
gerceklesir. Asagida gosterildigi sekilde ucuna Poli A kuyrugu eklenmis olan miRNA’lardan,
ucuna evrensel dizi eklenmis oligo-dT primerler araciligiyla komplementer DNA (cCDNA)
sentezi gerceklestirilmektedir. PCR asamasinda tamamlayict primerlerin bu evrensel dizilere

baglanmasi hedef miRNA ¢ogaltilmasini saglamaktadir.

Bu amagla bu asamada Poli A tailing reaksiyonu ile miRNA uzatildi. Bunun ig¢in
gScript microRNA c¢DNA Synthesis Kit’inin (Quanta Biosciences, cat n0:95107-025; lot
no:21644) Poli A tailing reaksiyon protokolii uygulandi. Izole edilmis RNA &rnekleri -80 °C’
den ¢ikarildi ve erimeye birakildi. Bu RNA 6rneklerinden 5 pL kullanildi.

Komponent Voliim
Poli A tailing buffer 2 ulL
RNA 5ulL
Niikleaz-free su 2 uL
Poli A polimeraz 1 uL
TOTAL VOLUM 10 uL

1. Enzim hari¢ tiim komponentler 0,2 mL’lik PCR tiipline konulup karigtirmak i¢in
kisaca santrifiij edildi. Ornekler siirekli buz iistiinde bekletildi.

2. Son olarak Poli A polimeraz enzimi de eklenip tiim komponentler PCR tiipiine
eklendi. Nazikce karistirilarak kisaca santrifiij edildi.

3. Karigimin iginde bulundugu ependorflar 70 °C’de 5 dk bekletildikten sonra 37
°C’ye alind1, 60 dk bekletildi.

Boylece Poli A kuyrugu eklenmis oldu. Poli A kuyrugu eklenmis olan bu RNA’lar

cDNA sentezinde kullanildi.

3.5.4.3. cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in qScript microRNA ¢cDNA Synthesis Kit (Quanta Biosciences, cat
n0:95107-025; lot n0:21644) kullanildi. 30 sn santrifiij edilerek cDNA protokolii hazirlanana
kadar soguk blok tizerinde bekletildi.

Daha sonra asagida belirtilen komponentler karistirilarak cDNA protokolii uygulandi.
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Komponent Voliim

Poli A tailing reaksiyonu iirtinleri 10 uL
MicroRNA cDNA reaksiyon karigimi 9 uL
Revers transkriptaz 1 uL
TOTAL VOLUM 20 pL

Karigim nazikg¢e vortekslendi, kisaca santrifiij edildi. Daha sonra Thermal Cycler’da

42°C de 20 dk, 85°C’de 5 dk bekletildi. Bu sekilde cDNA eldesi gergeklestirilmis oldu.
3.5.4.4. Real Time-PCR Asamasi

Tez ¢aligmasinda incelenen MiR146a ve miR21 genlerinin anlatim diizeyleri miScript
Primer Assay (Qiagen) ve miScript SYBR Green PCR Kit (Qiagen) kullanilarak CFX
Connect Optics Module (Biorad, seri no: 788BR03732) cihazinda analiz edildi. miRNAlarin
cogaltilmasi i¢in cDNA sentezi sirasinda Poli A kuyrugunun ucuna eklenen evrensel diziden
yararlanildi. Polimeraz zincir reaksiyonunun (PCR) yapisma asamasinda ‘universal’ primerin,
cDNA’nin ucundaki kendisine tamamlayici olan evrensel diziye yapismasi saglandi. Farkli
miRNA genleri igin aym ‘universal’ primer kullamldi. Ikinci primer ise, ¢ogaltilmak istenen
hedef miRNA’ya 6zgiil idi. Reaksiyon sirasinda ¢ogalan gen liriinlerinin saptanabilmesi i¢in
SYBR Green floresan molekiili kullanildi. Goreceli gen ifadesi analizi i¢in gereken
normalizasyon islemi U6 housekeeping geni kullanilarak gergeklestirildi. Gen ifadelerinin
hesaplanmasi1 ve degerlendirilmesinde hedef genin cycle threshold degeri (Ct) ile referans
genin Ct’sinin farki kullanildi. Boylece ornekler arasindaki degisimlerin normalize edilmesi
saglandi. Bu sekilde, gen ifade diizeyinden kaynaklanmayan olas1 Ct farkliliklar1 elimine

edilmis oldu.

PCR’1 takiben primer dimerlerinin olusmadigindan ve hedeflenen genler disinda bir
iriinlin ¢ogalmadigindan emin olmak i¢in ‘erime egrisi analizi’ (melting curve analysis)
yapildi. Bunun i¢in Ornekler, 55°C’den 95°C’ye kadar saniyede 0.2°C artan bir 1s1
yiikselmesine tabi tutuldu. Bu siiregte, PCR {iriiniiniin bilesenine bagl olarak, yaklasik 75-80

°C araliginda erime egrileri ortaya ¢iktig1 gézlendi.

Reaksiyon kosullar1 kitin protokoliine gore belirlendi. Kitin ¢alisma protokoliine gore

asagidaki sema izlendi.
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Komponent Voliim

PerfeCta SYBR Green SuperMix 10,6 uL
PerfeCta microRNA Assay primeri 0,6 uL
PerfeCta universal PCR primeri 0,6 uL
MicroRNA cDNA 1 uL
Niikleaz-free su 7,8 uL
TOTAL VOLUM 20 uL

Real Time-PCR (RT-PCR) i¢in CFX Connect Real-Time System PCR cihaz
kullanildi. Kullanilan enzim sicaklik ile aktiflestiginden (hot start), PCR ilk asamada 95°C’de
10 dk inkiibasyon igermekteydi. Aktiflesme basamagini takiben 40 dongii gerceklestirildi.
Denatiirasyon basamagi 95 °C’de 5 sn’de, yapisma (annealing) basamagi 60 °C’de 15 sn’de,

uzama basamagi ise 70°C’de 15 sn’de gerceklestirildi.

Basamak Siire Sicakhik
Aktivasyon 10 dk 95 °C
Denatiirasyon ssn 95 °C
Yapisma(Annealing) 15 sn 60 °C
Uzama 15 sn 70 °C

3.5.5. Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analizler “Statistical Package for the Social Sciences” yazilimmin 20.
versiyonu kullamilarak yapilmustir. Istatistiksel degerlendirmede tanimlayicr istatistik, student-
t testi ve ki-kare testi kullanildi. Parametrik test varsayimlarini saglayan degiskenlerin
analizinde iki grup arasindaki farklari incelemek i¢in bagimsiz drneklemler igin student- t testi
kullanildi. Gruplarin kendi igerisindeki dagilimin1 ve kategorik degiskenlerin analizinde ki-
kare testi kullanildi. Sonuglar ort+standart sapma olarak belirtildi. Parametreler arasindaki

iliski Pearson korelasyon analizi ile belirlenmistir.

Tiim testlerde istatiksel olarak p<0.05 diizeyi anlamli, p<0.01 diizeyi ¢ok anlamli,

p<0.001 diizeyi ise ileri derecede anlamli sinir1 kabul edildi.

M65 parametresi ileri derecede anlamli bulundugu i¢in ROC analizi yapildi. Fakat

spesifitesi ve sensitivitesi diigiikk bulundu (%60-70).

38



4. BULGULAR

Calismaya Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi Fizik Tedavi ve
Rehabilitasyon ve Dermatoloji Anabilim Dali’'nda Subat 2015 ve Temmuz 2015 tarihleri
arasinda PsA tanisiyla takip edilen 31 kadin, 20 erkek toplam 51 hasta alindi. Kontrol
grubunu ise saglikl1 olan 22 kadin, 14 erkek toplam 36 kisi olusturuyordu.

Calismaya alinan gruplarin cinsiyetleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

yoktu (p=0.975).

Calismaya alinan PsA hastalarmin yas ortalamasi (49.76+12.56) saglikli kontrol
grubunun (48.58+9.46) yas ortalamasi ile benzerdi (p=0.643).

Beden kitle indeksleri karsilagtirilmasinda hasta (31.35+6.64) ve kontrol (29.83+5.28)

grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkliliga rastlanmadi (p=0.256).
Hasta ve kontrol grubunun sosyodemografik 6zellikleri tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2: Hasta ve kontrol grununun sosyodemografik 6zellikleri

Psoriatik Artrit(n=51) Kontrol(n=36) p
Yas (ort£SS) 49.76+12.56 48.58+9.46 0.643
Cinsiyet (kadin/erkek)%o 31/20 (61%/39%) 22/14 (61%/39%) 0.975
BMI (ort£SS) 31.35+6.64 29.83+5.28 0.256

ort£SS:Ortalamazxstandart sapma BMI: Beden kiitle indeksi

Psoriatik Artrit Hastalarinda ve Kontrol Grubu Arasmda IL-17A, M30, M65 ve

mMiR146a, miR21 Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Calismaya alinan olgularin IL-17A diizeyleri karsilastirildiginda hasta grubunda
(7.10+1.08) kontrol grubuna gore (6.29+1.28) ¢ok anlamli yiiksek bulundu (p=0.002).

PSA grubunda M30 dizeylerinin (96.16£27.09) saglikli kontrol grubuna
(90.99+24,29) gore yiiksek oldugu fakat istatistiksel olarak anlamli olmadigi gorildi
(p=0.424).

M65 diizeyleri karsilastirildiginda hasta grubunda (236.15+140.65) kontrol grubuna
gore (155.51 +49.44) ¢ok anlamli yiiksek bulundu (p=0.003).

M30/M65 diizeyleri karsilastirilidiginda hasta grubunda (0.62+0.29) kontrol grubuna
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gore (0.594+0.21) yiiksek bulundu. Fakat istatistiksel olarak bir anlam tespit edilemedi
(p=0.590).

MiR146a ckpresyon diizeyleri karsilastirilidiginda PsA grubunda (6.43+4.6) kontrol
grubuna gore (7.1£5.2) disiik bulundu, fakat istatistiksel olarak bir anlam tespit edilmedi
(p=0.592).

MiR21 ekspresyonunun ise her iki grupta ¢ok az miktarda oldugu gozlendi. Gruplar

arasinda bir fark saptanmadi.

Calisma kapsamindaki olgularin IL-17A, M30, M65, M30/M65 miR 146a diizeylerinin

karsilastirilmast Tablo 3’de gosterilmistir.

Tablo 3: PsA Hastalar1 ve Kontrol Grubu Arasinda IL-17A, M30, M65 ve miR146a

Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Psoriatik Artrit(n=51) Kontrol(n=36) p
IL-17A (ort£SS) pg/ml 7.10+1.08 6.29+1.28 0.002
M30 (ort+SS) U/L 96.16+£27.09 90.99 +24.29 0.424
M65 (ort£SS) U/L 236.15+140.65 155.51 +49.44 0.003
M30/M65 (ort+SS) 0.62+0.29 0.594+0.21 0.590
miR146a (ort£SS) 6.43+4.6 7.145.2 0.592

ort+SS:Ortalamatstandart sapma IL-17A: Interlokin 17A, miR146a: MikroRNA 146a

Psoriatik Artrit Hastalarinda ve Kontrol Grubu Arasinda Kan Sayimm Parametreleri ve

Akut Faz Reaktanlarinin Karsilastirilmasi

PSA hastalar1 (7.53£1.92) ile kontrol (6.76+1.43) grubunun 16kositleri
karsilastirildiginda her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu saptandi

(p=0.04).

Hasta (21.80+18.8) ve kontrollerin (9.80+£6.11) sedimentasyon degerleri arasinda

istatistiksel olarak anlaml1 bir fark oldugu saptandi (p<<0.001).

Hasta (0.54+0.56) ve kontrollerin (0.15+0.14) CRP degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark oldugu saptandi (p<<0.001).
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Hemoglobin (p=0.36) ve platelet (p=0.27) degerleri her iki grup arasinda

karsilastirildiginda arada istatistiksel olarak anlamli fark olmadig: goriildii.

PsA hasta grubu ile saglikli kontrol grubu arasinda kan sayim parametreleri ve akut

faz reaktanlarinin karsilastirilmasi tablo 4’de goésterilmistir.

Tablo 4: Hasta ve kontrollerin akut faz reaktanlari ve hemogram degerlerinin karsilastirilmasi

Psoriatik Kontrol(n=36) p
Artrit(n=51)

HGB (ort+SS) g/dL 13.66+1.50 13.33+1.74 0.36
WBC (ort£SS) 10%/uL 7.53+1.92 6.76+1.43 0.04
PLT (ort£SS) 10°/uL 261.12+79.07 245.08+41.87 0.27
ESH (ort+SS) mm/saat 21.80+18.8 9.80+6.11 <0.001
CRP (ort+SS) mg/dL 0.54+0.56 0.15+0.14 <0.001

ort+SS:Ortalamaz+standart sapma Hgb: Hemoglobin, WBC: Lokosit, PLT:Platelet, ESH: Eritrosit sedimentasyon
hizi, CRP:C-reaktif protein

Hastalarm IL-17A, M30, M65, M30/M65 ve MiR146a Diizeylerinin Kendi Aralarindaki

Korelasyonunun Incelenmesi

M30 parametresinin, M65 ile ileri derecede anlaml (r=0.730; p<0.001); M30/M65 ile
de anlamli bir korelasyon gosterdigi (r=0.308; p=0.035) gozlendi.

M65 parametresinin M30/M65 ile (r=-0.309; p=0.034) negatif diizeyde anlamli
korelasyon gosterdigi tespit edildi.

IL-17A, M30, M65, M30/M65, miR146a diizeylerinin arasindaki korelasyonun r ve p

degerleri Tablo 5’de gosterilmistir.

41



Tablo 5: Hastalarin IL-17A, M30, M65, M30/M65, miR146a diizeylerinin arasindaki

korelasyonun r ve p degerleri

IL-17A M30 M65 M30/M65 miR146a
(pg/mL)  (UIL) (U/L)
IL-17A (pg/mL) 1 1 0.221 0.096 0.234 0.059
P 0.141 0.524 0.122 0.764
M30 (U/L) r 0221 1 0.730 0.308 0.174
p 0141 <0.001 0.035 0.359
M65 (U/L) r 009 0.730 1 -0.309 -0.008
p 0524 <0.001 0.034 0.965
M30/M65 r 0234 0.308 -0.309 1 0.323
p 0122 0.035 0.034 0.087
miR146a r 0059 0.174 -0.008 0.323 1
p  0.764 0.359 0.965 0.087

IL 17A: Interlokin 17A, miR146a: MikroRNA 146a
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Hastalarin IL-17A, M30, M65, M30/M65 ve miR146a Diizeylerinin Biyokimyasal

Parametrelerle ve Akut Faz Reaktanlariyla Korelasyonunun Incelenmesi

M30’un akut faz reaktanlarindan ESH ile (r=0.272; p=0.017) ve CRP ile (r=0.257;
p=0.023) anlaml diizeyde korelasyon gosterdigi tespit edildi. M65’in akut faz reaktanlarindan
ESH ile (r=0.411; p<0.001) ve CRP ile (r=0.378; p=0.001) ileri derecede anlamli korelasyon

gosterdigi gozlendi.

IL-17A, M30, M65, M30/M65 ve miRl46a Diizeylerinin Biyokimyasal

Parametrelerle ve akut faz reaktanlariyla korelasyonu tablo 6’da gésterilmistir.

Tablo 6: Hastalarin IL-17A, M30, M65, M30/M65 ve miR146a Diizeylerinin Biyokimyasal

Parametrelerle ve Akut Faz Reaktanlariyla Korelasyonunun r ve p degerleri

WBC(10°/pL) Hgb(g/dL) PLT(10%uL) ESH(mm/saat) CRP(mg/dL)

IL-17A r 0.128 0.090 -0.003 -0.024 0.137
(pg/mL) p 0.246 0.415 0.979 0.828 0.218
M30 (U/L) r -0.022 -0.195 -0.082 0.272 0.257
p 0.844 0.085 0.473 0.017 0.023
M65 (U/L) r 0.123 -0.202 -0.002 0.411 0.378
p 0.278 0.073 0.984 <0.001 0.001
M30/M65 r -0.113 -0.010 -0.187 -0.038 -0.005
p 0.330 0.932 0.106 0.747 0.966
miR146a r -0.219 -0.082 -0.037 -0.045 -0.026
p 0.127 0.571 0.801 0.757 0.856

IL-17A:Interlokin 17A, miR146a:MikroRNA 146a, WBC:Lokosit, Hgb:Hemoblobin,PLT:Platelet, ESH: Eritrosit
sedimentasyon hizi, CRP: C-reaktif protein
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Hastalarmm IL-17A, M30, M65, M30/M65 ve miR146a Diizeylerinin Hastahk

Ozelllikleriyle Korelasyonunun Incelenmesi

mMiR 146a parametresinin psoriazis siiresi ile (r=0.486; p=0.007) ¢ok anlamli seviyede

korelasyon gosterdigi bulundu.

IL-17A, M30, M65, M30/M65 ve miR146a parametrelerinin hastalik 6zellikleri ile

korelasyonu tablo 7°de gosterilmistir.

Tablo 7: Hastalarin IL-17A, M30, M65, M30/M65 ve miR146a parametrelerinin hastalik

Ozellikleri ile korelasyonunun r ve p degerleri

Psoriazis Siiresi  PsA siiresi  PASI skoru
(yi) (y)
IL-17A r 0.008 -0.069 0.040
(pg/mL) 0 0.959 0.640 0.789
M30 (U/L) r -0.074 0.005 -0.157
p 0.619 0.974 0.287
M65 (U/L) r 0.206 0.032 -0.045
p 0.165 0.830 0.760
M30/M65 r 0.206 -0.032 -0.247
P 0.165 0.830 0.095
miR146a r 0.486 -0.129 -0.202
0 0.007 0.489 0.277

IL-17A:Interlokin 17A, miR146a:MikroRNA146a, PsA:Psoriatik Artrit,

PASI:Psoriazis area severity indeks
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PsA Hastalarimn Genel Ozellikleri ve Hastalik Ozelliklerinin Korelasyonunun

Incelenmesi

Hastalarin psoriazis siiresi ve PSA siireleri incelendiginde arada anlamli korelasyon
saptanmustir (r=0.355; p=0.011). Psoriazis siiresi yas ile de koreledir (r=0.311; p=0.026).
Ayrica hastalarin yas ve PASI skorlar1 arasinda da negatif diizeyde anlamli korelasyon tespit
edilmistir (r=-0.353; p=0.011). Olgularin yas ve BMI’leri arasinda da ¢ok anlamli korelasyon
saptanmustir (r=0.413; p=0.003).

Psoriatik artrit hastalarinin genel 6zellikleri ve hastalik 6zelliklerinin korelasyonunun r

ve p degerleri tablo 8’de gosterilmistir.

Tablo 8: PsA hastalarinin genel 6zellikleri ve hastalik 6zellikleri arasindaki korelasyon

Psoriazis PsA BMI Yas PASI
Siiresi(yill) Siiresi(yil) Skor
Psoriazis r 1 0.355 0.143 0.311 -0.245
Siiresi(yil) p 0.011 0.318 0.026 0.083
PsA r 0.355 1 0.077 -0.045  -0.080
Siiresi(yil) p 0.011 0.591 0.754 0.576
BMI r 0.143 0.077 1 0.413 -0.029
p 0.318 0.591 0.003 0.840
Yas r 0.311 -0.045 0.413 1 -0.353
p 0.026 0.754 0.003 0.011
PASI r -0.245 -0.080 -0.029 -0.353 1
Skor p 0.083 0.576 0.840 0.011

PsA: Psoriatik artrit, PASI:Psoriazis area severity indeks, BMI: Beden kiitle indeksi
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Psoriatik Artrit Hasta Grubunun Genel Ozellikleri ve Biyokimyasal Degerleri

Arasindaki Korelasyon

Hastalarin BMTI’leri ile yaslar1 arasinda ¢ok anlamli korelasyon bulunmustur (r=0.413;

p=0.003).

PsA grubunda BMI ve ESH degerleri arasinda ¢ok anlamli korelasyon tespit edilmistir
(r=0.463; p=0.001).

Hastalarin yaglar1 ile CRP degerleri arasinda da ¢ok anlamli korelasyon bulunmustur

(r=0.418; p=0.003).

Kan sayim parametrelerinden WBC ile plateletler arasinda ileri derecede anlaml

korelasyon tespit edilmistir (r=0.493; p<0.001).

Akut faz reaktanlarindan ESH ile WBC arasinda anlamli pozitif (r=0.300; p=0.035);
ESH ile hemoglobin arasinda ileri derecede anlamli negatif (r=-0.555; p<0.001); ESH ile
platelet arasinda ¢ok anlamli pozitif (r=0.360; p=0.010) korelasyon tespit edilmistir.

Iki akut faz reaktan1 olan ESH ve CRP arasinda ise ileri derecede anlamli pozitif

(r=0.624; p<0.001) korelasyon tespit edilmistir.

PsA hastalarinin genel 6zellikleri ve biyokimyasal degerleri arasindaki korelasyon tablo

9’da gosterilmistir.
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Tablo 9: PsA hastalariin genel 6zellikleri ve biyokimyasal degerleri arasindaki korelasyon

BMI Yas WBC Hgb PLT ESH CRP
(10%pL) (g/dL) (10%uL) (mm/saat) (mg/dL)
BMI r 1 0413  0.108 -0.234  0.130 0.463 0.259
0.003 0.449 0.098  0.363 0.001 0.069
Yas r 0413 1 -0.019 -0.304 -0.135 0.264 0.418
0.003 0911 0.030  0.346 0.064 0.003
WBC r 0108 -0.019 1 -0.080  0.493 0.300 0.155
(10%pL) 0.449  0.911 0578  <0.001 0.035 0.284
Hgb r -0234 -0.304 -0.080 1 -0.060 0555  -0.211
(g/dL) 0.098 0.030 0.578 0.676 <0.001 0.142
PLT r 0130 -0.135 0493 -0.060 1 0.360 0.124
(10%uL) 0363 0.346 <0.001 0.676 0.010 0.391
ESH r 0463 0264 0300 -0555  0.360 1 0.624
(mm/saaty p 0.001 0.064 0.035 <0.001 0.010 <0.001
CRP r 0259 0418 0155 -0.211  0.124 0.624 1
(mg/dL) p 0069 0003 0284 0142 0.391 <0.001

BMI:Beden kiitle indeksi, WBC:Ldkosit, Hgb:Hemoglobin, PLT:Platelet ESH:Eritrosit sedimentasyon hizi,

CRP:C-reaktif protein
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5. TARTISMA

PsA; seronegatif artritler grubu altinda incelenen genellikle psoriazise eslik
eden otoimmiin, inflamatuar bir hastaliktir. Otoimmiin hastaliklarda programli hiicre
6liimii olan apoptozun, salinan sitokinlerden TNF-a etkisi ve oksidatif stres ile artmis
olmasi beklenmektedir. Apoptozda kaspazlar aktive haldedir ve hiicresel yapinin bir
pargasi olan sitokeratinlerin hiicreden ayrilmasindan sorumludur. Bu sitokeratinlerden
biri olan CK 18’in kaspazin boldiigii 387-396. pozisyonlarindaki 21 kDa‘luk kismint,
IgG yapisindaki bir monoklonal antikor olan M30 tanir. Hem apoptozda kaspazin
boldigii, hem de nekrozda hi¢ boliinmemis olarak 6len hiicrelerden salinan biitiin
haldeki CK 18’i ise IgG yapisindaki bir monoklonal antikor olan M65 tanir [75]. Bu
sayede M30/M65 orani ile apoptozun toplam hiicre 6liimiine oran1 serum 6rneklerinde

tespit edilmis olur.

MiRNA’lar apoptoz, antiviral savunma, immiin sistem hiicrelerinin
farklilagmasi, hiicre proliferasyonu, inflamatuar mediatér salinimi gibi immiin sistem
olaylarinda rol alan genetik materyallerdir. miRNA’larin ekspresyonlarindaki azalma
veya artmanin kanser, kalp damar hastaliklari, gelisim bozukluklari, otoimmiin

hastaliklar ve romatolojik hastaliklara sebep olabilecegi diisiiniilmektedir [79].

miR146a akut inflamatuar olaylarda ve dogal immiinitede etkilidir.
Proinflamatuar sitokinlerden TNF-a ve IL-13’nin miR146a ekspresyonunu tetikledigi

bulunmustur [80].

miR21 de iyi bilinen bir onkojen gendir. Fakat son yillarda inflamasyonda da

etkin oldugu, antiproliferatif ve antiapoptotik oldugu kesfedilmistir [57].

IL-17A; Th17 hiicrelerinden salinan, osteoklastogenez ve eklem
inflamasyonunda rol oynayan proinflamatuar bir sitokindir [62]. Yapilan ¢aligmalarda
inflamatuar artritlerde IL-17A’nin sinoviyal sivi ve serumda artmis oldugu
gozlenmistir. Bu nedenle IL-17A’nin inflamatuar artritlerin patogenezinde rol
oynadigi diisiniilmektedir [29, 62, 67].

Calismamizda PsA olgularinin serumlarindaki M30, M65 ve M30/M65
seviyelerini belirleyerek apoptoz ve total hiicre 6liim oranini, bunun yaninda apoptoza
etkisi olan miRNA’lardan miR146a ve miR21’in ekspresyon diizeyini belirlemeyi

amagladik. Ayrica otoimmiinite ve inflamatuar hastaliklarla iligkili bir sitokin olan IL-
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17A’nin bu miRNA’larla ve belirteglerle olan iligkisini incelemeyi hedefledik.

Calismaya 51 PsA hastasini ve saglikli olan 36 kontrolii dahil ettik.

Calismaya alman PsA hastalarinin BMI ortalama degeri 31,35+6,64kg/m?
bulunmus olup bu deger normalin {izerinde, obez sinirlar igerisindedir. Kronik bir
inflamasyon durumu olan obezitenin PsA gelisimi i¢in énemli bir risk faktorii oldugu
One siirilmiistiir [81]. Ayrica obezite PsA hastalarinda bir komorbidite olarak
goriilmekte ve psoriazisli hastalarda PSA gelisimi igin bir risk faktorii olarak
belirtilmektedir [81, 82]. Obezite leptin, adiponektin gibi inflamasyonla iliskili olan
peptit yapili molekiillerin ve TNF-a gibi inflamatuar sitokinlerin artmasina neden

olur. Bu ylizden inflamatuar durumun siirdiiriilmesine neden olmaktadir [81].

Calismamizda Th17 hiicresinin temel sitokini olan IL-17A diizeyinin PsA
grubunda c¢ok anlamli yiiksek oldugu tespit ettik. Bu bulgu baslangictaki beklentimize
uygun olarak IL-17A’nin PsA patogenezinde rol oynadigini gdsteren bir bulgudur. IL-
17A’nin inflamatuar artritlerde roli oldugu ilk olarak 1998 yilinda RA hastalarinin
sinoviyal sivisinda artmis olan IL-17A’nin gosterilmesi ile ortaya ¢ikmistir [66]. Th17
ve IL-17’nin otoimmiin inflamatuar hastaliklarin gelisiminin yaninda osteoklast
aktivasyonu ile kemik rezorbsiyonunda gii¢lii bir uyaran oldugu ve RA’l1 hastalarin
serum ve sinoviyal sivilarinda artmis oldugu gosterilmistir [6]. Psoriazis ve onunla
ilgkili olan artritte IFN-y ve IL-12 sitokinlerini salgilayan Thl cevabinin etkili oldugu
diistintiliirken zamanla Th17 hiicresi tanimlanmig ve bu hiicreden salinan I1L-17A, IL-
17F, IL-22 ve IL-26’nin da hastalik gelisiminde 6nemli rolleri oldugu tespit edilmistir.
Ayrica bu hastalarin serum ve cilt lezyonlarinda IL-17A’nin artmis oldugu
belirtilmistir. Bizim bulgumuzla bu sonu¢ uygunluk gostermektedir. IL-17A’nin

otoimmiin artritlerde rolii oldugu ¢alisilan hayvan modellerinde de bulunmustur [83].

Leipe ve arkadaslarinin [84] PsA ve RA hastalari ile yaptiklari bir ¢alismada
Th17 hiicrelerinin ve bununla birlikte IL-17A’nin arttig1 gdzlenmistir. Ayrica hastalik
aktivitesi ile IL-17A seviyesi arasinda korelasyon tespit edilmistir [84]. Bizim
calismamizda ise psoriazis hastalik diizeyini belirten PASI skoru ile IL-17A arasinda
anlamli bir korelasyon saptanmamustir. Jandus ve arkadaslarinin [85] iginde PsA hasta
grubunun da oldugu seronegatif spondiloartropatili ve RA’ll hastalara yaptiklari
calismada, RA’l1 hastalarda kontrol grubuna gore belirgin bir artig saptanmamasina

ragmen PSA ve AS hasta grubunda Thl ve Th17 hiicrelerinde artis gdzlenmistir. Bu da
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bizim c¢alismamizda Th17 hiicrelerinden salmman IL-17A artis1 ile uygunluk
gostermektedir. Bu yiizden bu c¢alismalar dogrultusunda PsA patofizyolojisinde IL-
17A’nin etkili oldugu diistiniiliip hastalara IL-17A hedefli tedavi olan monoklonal
antikorlardan  secukinumab kullanilmaya baslanmis, IL-17A’nin indiikledigi
proiflamatuar sitokinleri ve MMP iiretimini azaltarak tedaviye yanit alindigi

gozlenmistir [86, 87].

IL-17A’ni psoriatik hastaliklardaki roliinii aydinlatabilmek igin in-vivo ve in-
vitro ¢alismalar yapilmistir. Farelerde yapilan bir c¢alismada hastaligin erken
donemlerinden itibaren psoriatik lezyonlarin gelisiminde Thl17 hiicrelerinin
keratinositlerin bulundugu alana gog ettigi tespit edilmistir [88]. Benzer sekilde PsA
hastalarinin sinoviyal doku, sinoviyal sivi ve ciltlerinin Th17 hiicrelerinden zengin
oldugu bulunmustur [5]. Bu ¢alismalar ve bizim ¢alismamizin bulgular1 dogrultusunda

IL-17A’nin PsA patofizyolojisinde etkili oldugunu sdyleyebiliriz.

Calismamizda M30, M65 ve M30/M65 diizeyini PsA grubunda kontrol
grubuna gore yiiksek bulduk; fakat bunlardan sadece M65 diizeyi istatistiksel olarak
anlamli yliksekti. Bu sonuglar PsA’da total hiicre oliimiiniin arttigin1 fakat nekrozun
apoptoza gore daha on planda oldugunu gostermektedir. Daha onceden yapilan
caligmalarda akciger [89], kolorektal [90], mide [91], testis [92], meme [75] kanserleri
ve bas boyun tiimorlerinde M30 ve M65 parametreleri c¢alisilmis ve M30/M65

oraninin prognozla iligkili oldugu da gdsterilmistir.

Otoimmiin hastaliklarda ise M30, M65 parametrelerinin ¢alisildigl calisma
sayis1 ¢ok azdir. Sekiguchi ve arkadaslarinin kronik otoimmiin bir karaciger hastaligi
olan, inflamasyon ve fibrozisin goriildiigii primer bilier sirozda yaptiklar1 bir
calismada kontrollere gore hasta grubunda bu belirtecler anlamli yiiksek bulunmus;

ayrica hastaligin fibrozis evrelemesi ile de korele oldugu gosterilmistir [93].

Daha 6nceden farkli yontemlerle PsA’da apoptoz incelenmistir. Bunlardan biri
Fraser ve arkadaglarinin RA ve PsA hastalarinda floresan bir yontem olan terminal
deoksiniikleotidil transferaz dUTP isaretleme ve etiketleme (TUNEL) yontemi ile
tayin ettikleri ¢alismadir. Bu calismada hastalardan sinoviyal membran ornekleri
alinmig ve TUNEL Kkiti ile sinoviyal membranda endotelyal hiicre apoptozunun artmis
oldugu gosterilmistir [33]. Hofbauer ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada apoptozu
indiikleyen bir ligand olan TRAIL ve bunun antagonisti olan OPG ¢alisilmis ve sonug
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olarak TRAIL’in kontrol grubuna gore artmis oldugu, fakat kontrol grubu ile hasta

grubu arasinda OPG’nin seviyesinde anlamli bir degisiklik olmadig: tespit edilmistir

[72].

Inflamatuar sitokinleri indiikleyen, apoptozu stimiile eden bir faktdr olan
timor nekroz faktor benzeri zayif apoptoz indiikleyici factor (TWEAK); PsA
hastalarinin serumlarinda incelendiginde PsA hastalarinda saglikli kontrol grubuna ve
osteoartrit grubuna kiyasla anlamli yliksek bulunmustur [94]. Benzer sekilde yine PsA
hastalarimin sinoviyal sivilarinda da TWEAK incelenmis ve kontrollere gore anlamli

yiiksek bulunmustur [95].

Bu ¢alismalar apoptozun PsA patogenezinde etkili oldugunu gdstermektedir.
Fakat daha 6nceden bizim ¢alismamizla benzer sekilde M30 ve M65 parametrelerinin

serum diizeylerine PsA hastalarinda ¢alisilmamustir.

Calismamizda M65’in akut faz reaktanlarindan ESH ve CRP ile ileri derecede
anlamli pozitif korelasyon gostermesi kabul edilmis genel bir bilgi olan nekrozda

inflamatuar parametrelerin arttigi bilgisi ile uyumludur [69, 70].

Diizeyini  Ol¢tiglimiiz  miRNA  parametrelerinden miR146a’nin  PsA
hastalarinda kontrol grubuna gére daha az eksprese edildigi, fakat istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunmadigini gosterdik. miRNA’lar posttranslasyonel diizeyde gen
reglilasyonu yaparak etkili olurlar. Ekspresyonlarmin artmasi veya azalmasi
hastaliklarin patogenezinde etkilidir. Bizim bulgumuz da baslangigtaki beklentimize
ters olarak miR146a’nin azalmasinin PsA patogenezinde etkili olabilecegini

diistindiirdi.

Yapilan calismalarda miRNA’larin romatizmal hastaliklarla iliskili oldugu
bulunmustur. Bu g¢aligmalarda genellikle RA [15, 55], osteoartrit [96] ve sjogren
sendromu ile miRNA’larin iligkisi gosterilmistir. Fakat PsA’da miRNA ¢alismalari
literatiirde oldukg¢a azdir. Bizim bulgularimizdan farkli olarak Chatzikyriakidou ve
arkadaglarinin [12] PsA hastalarinda miR146a ve onunla iligkili bir gen olan IRAK1
diizeylerini degerlendirdikleri bir ¢alismada miR146a’nin hedefi olan IRAK1
genindeki polimorfizm, kontrol grubuna gore anlamli yiiksek bulunmustur. Taganov
ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir calismada miR146a’nin  monositik hiicrelerde

lipopolisakkarit stimiilasyonu ile up-regiile edildigini, ayrica TRAF6 ve IRAKI’i
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hedef alarak PsSA patogenezinde etkisi olan NF-kB yolag: iizerine negatif regiilator
etkisi oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica miR146a’nin immiin dokularda
ekspresyonunun arttigini ve artan ekspresyonun da immiin hiicrelerin matiirasyonunu
ve aktivasyonunu sagladigini bulmuslardir [97]. Bu ise bizim bulgumuza ters diisen

bir bulgudur.

miR146a inflamatuar sitokinlerin ekspresyonunun diizenlenmesinde etkilidir.
Xu ve arkadaglarinin yaptiklart bir ¢alismada miR146a’nin otoimmiin hastaliklarla
iligkisi oldugu tespit edilmistir [54]. Niimoto ve arkadaslar1 IL-17 {ireten hiicrelerde
miR146a’nin up-regiile oldugunu bulmuslardir [98]. Ayrica 6zellikle RA’nin erken
donemlerinde periferal kan mononiikleer hiicrelerinde miR146a ve IL-17’nin up-
regiile oldugu ve birbirleriyle korelasyon gosterdigini tespit etmislerdir [98]. Xia ve
ardaslarini yaptiklari bir ¢alismada psoriazis hastalarinda miR146a ile IL-17 arasinda
pozitif korelasyon bulunmustur [99]. Bizim g¢alismamizda ise miR146a ile IL-17A

arasinda herhangi bir korelasyon oldugu tespit edilmemistir.

Inflamatuar artritlerle miR146a arasindaki iliskiyi belirlemek icin yapilan bir
metaanalizde, ikisi arasinda bir iliski olmadigi belirtilmistir [56]. Bu sonug
inflamatuar bir artrit olan PsA’da, bizim bulgularimizla uygunluk gostermektedir. PSA
hasta grubunda bu miRNA’nin ekspresyonunun etkili olup olmadigini kesin olarak

sOylemek i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.

miR146a’nin hastalik 6zellikleri ile korelasyonunu degerlendirdigimiz zaman
psoriazis siiresi ile ¢ok anlamli korele oldugunu tespit ettik. Sonkoly ve arkadaslarinin
[100] yaptiklari mikroarray ¢alismasinda miR146a’nin  psdriazis hastalarinda
ekspresyonunun arttig1 tespit edilmistir. Bu sonuca gore psoriazis hastaliginda
zamanla daha fazla miR146a eksprese edildigini, ayrica miR146a’nin dogal immiin

sisteme katildigin1 ve TNF-o cevabini tetikledigini diistinebiliriz.

Caligmamizda miR21’in ekspresyon diizeyini inceledigimizde hem hasta hem
de kontrol grubunda miR21’in yalnizca bazi hasta ve kontrol numunelerinde ¢ok
diisiik miktarda eksprese edildigini bulduk. Bu yiizden hasta ve kontrol gruplarinin
miR21 diizeylerinin arasinda bir anlam bulamadik. Herhangi bir yorum yapabilmek

icin daha fazla hasta ve kontrol grubu alarak incelemek gerektigini diistinmekteyiz.

Inflamatuar artritlerden RA hasta grubunda Dong ve arkadaslarinin yaptig1 bir
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caligmada periferal kan mononiikleer hiicrelerinde miR21 diizeyi belirgin diisiik
bulunmustur [15]. Ayrica miR21°deki diisiise; Th17 hiicrelerinde artma ve STAT3
ekspresyonunda up-regiilasyonunun eslik ettigi  gorilmistir. STAT3, Thl7
diferansiasyonu i¢in esansiyel bir transkripsiyon faktorii ve miR21’in de hedef genidir.
Bu yiizden miR21’in Th17/T reg hiicre imbalansinda etkili olabilecegi diistiniilmiistiir.
Ayrica IL-17 ile miR21 arasinda negatif bir korelasyon bulunmustur. Fakat biz
calismamizda IL-17 ile miR-21 arasinda herhangi bir korelasyon olmadigini tespit
ettik.

Li ve arkadaslarinin bir ¢alismasinda da RA hasta grubunda sinoviyal sividaki
CD4" T hiicrelerinde miR21 seviyesinin kontrollere gore daha diisiik oldugu tespit
edilmistir [101]. Yapilan ¢alismalarda genellikle hiicrelerde ve psoriazis cilt lezyonlu
dokuda miR21 diizeyleri ¢alisilmistir. Hiicre i¢inde ve dokuda miRNA miktarinin
daha fazla oldugu diisiiniilmektedir. Dokudan veya hiicre i¢inden seruma sizan
MIRNA miktarinin ¢ok az olmasindan dolay1 ¢alismamizda eksprese olan miR21

diizeyinin diislik oldugunu diisiinmekteyiz.

Hasta ve kontrollerin biyokimyasal parametrelerini degerlendirdigimizde ESH
ve CRP degerlerinin hasta grubunda ileri derecede anlamli yiiksek oldugunu bulduk.
Ayrica bu iki akut faz reaktaninin birbirleriyle ileri derecede korelasyon
gosterdiklerini tespit ettik. Lokosit degerlerini karsilagtirdigimizda ise kontrollere gore
hastalarda anlamli yiiksek oldugunu tespit ettik. Bu bulgular da PsA hastalarinda

inflamasyona bagli beklenen sonuglardir.

Hasta ve kontrollerin hastalik ozellikleri ve genel oOzellikleri arasindaki
korelasyonu degerlendirdigimizde BMI'nin yagla ileri derecede anlamli korele
oldugunu tespit ettik. Ayrica hastaligin siddetini gdsteren bir indeks olan PASI
skorunun da yasla ¢ok anlamli korele oldugunu bulduk. Bu sonuglar ilerleyen yasla
birlikte hastalarda genellikle kilo alimi oldugu ve hastaligin siddetinin arttigini

gostermektedir.

Hastalarin genel ozellikleri ve biyokimyasal degerleri arasindaki korelasyonu
inceledigimizde BMI'nmin ESH ile ileri derecede anlamli pozitif korelasyon
gosterdigini tespit ettik. Bu veri obezite ile inflamasyon arasindaki iliskiyi

desteklemektedir [81, 82].
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6. SONUC VE ONERILER
Calismaya Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya,
Dermatoloji, Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon Anabilim Dallarinda PSA tanisi ile
takip edilmekte olan 51 hasta ve kontrol grubu olarak da 36 saglikli birey
almmistir. Calismada PSA hastalarinin  serumlarinda IL-17A, M30, MG65,
M30/M65 degeri, miR146a ve miR21 parametreleri degerlendirilmistir. Calismada

elde edilen sonuglar agsagida 6zetlenmistir:

1. IL-17A diizeyleri PsA grubunda saglikli kontrol grubuna gore anlamli
yiiksekti (p=0.002). Bu bulgu beklentimize uygun olarak Thl17’nin
onemli bir sitokini olan IL-17A’nin PsA patogenezinde onemli rol
oynadigini diistindiirttii.

2. M30 diizeyleri degerlendirildiginde her iki grup arasinda anlamli bir
fark bulunmamasina ragmen M65 diizeyleri PsA grubunda, saglikli
kontrol grubundan anlamli yiiksekti (p=0.003). Bu bulgu da nekrozun
PsA patolojisinde apoptozdan daha etkili oldugunu gosterdi.

3. M30’un M65 (r=0.730; p<0.001) ve M30/M65 (r=0.308; p=0.035)
parametreleri ile anlamli korele oldugu gorildi. Bu veri PsA
hastalarinda apoptozun nekrozla korele oldugunu bize diislindiirttii.

4. M30 (strastyla r=0.272 p=0.017; r=0.257 p=0.023) ve M65’in (sirastyla
r=0.411 p<0.001; r=0.378 p=0.001) sedimentasyon ve CRP ile anlaml
korele oldugu tespit edildi. Bu bulgular her iki hiicre 6liimiinde de akut
faz reaktanlarinin seviyesinin arttigint gosterdi.

5. miR146a’nin ekspresyonunda hasta ve kontrol grubu arasinda bir
farklilik goriilmedi. miR21’in ise her iki grupta da ¢ok diisiik miktarda
eksprese edildigi goriildii. Bu bulgu bize baslangictaki beklentimize
ters olarak miR21 ve miR146a’nin PsA patogenezinde etkili olmadigin
diistindiirttii. Bu yiizden miR146a ve miR21’in PsA hastaliginda bir
belirteg olarak kullanilamayacagi diigiiniildi.

6. mMiR146a, psoriazis siliresi ile anlamli pozitif koreleydi (r=0.486;
p=0.007). Bu veri psorizisin siiresi arttikgca miR146a ekspresyonunun
da arttigin1 gosterdi. Fakat benzer korelasyon PsA ile miR146a arasinda
goriilmedi. Bu bulgular psoriazis ve PsA hastalarinda daha fazla ve

daha ileri ¢aligmalara ihtiyag¢ oldugunu diistindiirttii.
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Hastaligin  siddetini gosteren PASI skoru ile arastirdigimiz
parametrelerden herhangi birisi arasinda anlamli  bir iliski
gozlenmemesi dikkat ¢ekici bir bulguydu. Bu bulgu serumdaki hiicre
Olimiiniin ve salinan 6nemli bir sitokin olan IL-17A’nin hastalik
siddetinden etkilenmedigini bize diisiindiirtti.

PsSA hastalart ile saglikli kontrol grubu arasinda WBC degerlerinde
(p=0.04), ESH degerlerinde (p<0.001) ve CRP degerlerinde (p<0.001)
anlaml farklilik tespit edildi. Bu veriler hastaliktaki inflamasyona bagl
olarak WBC, ESH ve CRP degerlerinin etkilenmis olabilecegini bize

distindirttd.
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EK-2

KLINiK ARASTIRMALAR ETiK KURULU
Bilgilendirilmis Géniillii Onam Formu

Bu arastirmanin adi “Psoriatik artrit hastalarinda miRNA arastirilmasi; miRNA 146a, miRNA 21’in ve
IL-17A’nin apoptozla iliskisinin incelenmesi” dir.

Arastirmanin konusu ve amaci, sedef romatizmasi hastalarinin serumlarinda programli hicre
olimiiniin total hicre 6limine oranini bulmak ve bu hastalarda bulunan bagisikhikta gorevli olan
mikroRNA’lardan miR146a ve miR21’i tespit edip bunlarin hiicre o6lumiyle iliskilerini ortaya
koymaktir. Ayrica bir sitokin olan IL-17A nin sedef romatizmasindaki miktarini él¢lip bu maddenin de
hicre o6limdayle iliskisini arastirmayi planlamaktayiz.

Arastirmaya 18 yas Ustii Bezmialem Vakif Universitesi Fiziksel Tip- Rehabilitasyon ve Dermatoloji
polikliniklerine basvuran psoriatik artrit (sedef romatizmasi) hastalarinin dahil edilmesi planlanmistir.

Bu calismada doktorunuzun sizden her takipte rutin olarak istedigi kanlar istenecek. Ek olarak kan
alinmayacaktir. Doktorunuzun sizden istedigi parametreler calisildiktan sonra artan kanlardan
calismada planladigimiz parametreler calisilacaktir.

Arastirmaya katihm istege bagh olup istediginiz zaman, herhangi bir cezaya veya yaptirima maruz
kalmaksizin, hicbir hakkinizi kaybetmeksizin arastirmaya katilmayi reddedebilir veya arastirmadan
cekilebilirsiniz.

Arastirmaya katildiginiz takdirde kimliginizi ortaya ¢ikaracak kayitlariniz gizli tutularak, kamuoyuna
aciklanmayacagini; arastirma sonuglarinin yayinlanmasi halinde dahi kimliginiz gizli kalacaktir.

Bu ¢alismada size uygulanacak herhangi bir alternatif tedavi veya girisim bulunmamaktadir.
Arastirma slresince 24 saat ulasilabilecek kisi adi-soyadi-telefonu:
Dr. Siddika KESGIN- 05058110944

Bilgilendirilmis gonulli olur formundaki tim aciklamalari okudum. Bana yukarida konusu ve amaci
belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve s6zlii agiklama asagida adi belirtilen hekim tarafindan yapild.
Arastirmaya gonilli  olarak katildigimi, istedigim zaman gerekceli veya gerekgesiz olarak
arastirmadan ayrilabilecegimi ve kendi istegime bakilmaksizin arastirmaci tarafindan arastirma disi
birakilabilecegimi biliyorum.

S6z konusu arastirmaya, hicbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmayi kabul ediyorum.
Gonillinin Adi/ Soyadi/ imzasi/ Tarih

Aciklamalari Yapan Kisinin Adi/ Soyadi/ imzasi/ Tarih
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