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Psoriasis T hiicre aracili keratinosit hiperproliferasyonuyla ve keskin sinirli, eritemli plak
veya papuller Gzerinde yerlesmis, parlak sedefi-beyaz skuamlarla karakterize kronik,
multifaktoryel inflamatuar bir deri hastaligidir. MikroRNA'lar intron veya ekzonlardan ve
protein kodlamayan genlerden transkribe olan; fakat proteine translasyonu
gerceklesmeyen, transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel dizeyde negatif gen
diuzenleyiciler olarak gorev alan, ~19-24 nuikleotid uzunlugunda, tek zincirli, endojen,
kisa RNA dizileridir. Psoriazis patogenezinde miRNA’lar keratinosit farklilasmasi,
proliferasyonu, inflamasyon, anjiyogenez de gorev almalarinin yani sira regulator T
hicrelerinin  regllasyonu ve mIiRISC kompleksi Uzerinden mRNA ve miRNA
biyogenezinde gbrev almaktadir.

Calismamizda, psoriazis patogenezinde keratinosit hlicre hatlarinda zamana bagl
miRNA profillendiriimesini yaparak patogenezin baslangic-tetiklenme asamasindaki
miRNA ekspresyon degisimlerini bulmay amagladik.

HaCaT keratinosit hiicre hatti 1,2,4,8,12,24,48 ve 72 saat 200 ng/ml LPS ile muamele
edildi ve ELISA ile IL-1B, IL-17, TNF-a ve LL-37 miktarlari tayin edildi. Bu hiicrelerden
keratinosit spresifik miR-203 ekspresyonu qRT-PCR ile teyit edildi. ELISA sonucu ve
miR203 ekspresyon sonucuna goére 1,5 ve 8. saatler segilerek miRNA’lar ve mRNA'lar
arraye gonderildi, profillendirildi, listelendi ve ekspresyonu degisen m/miRNAlarin
psoriazis olusumundaki rolleri belirlendi.

Ekspresyonu degisen miRNA’larin ekstraselliler matriks reseptor yolagi, Hippo sinyal
yolagi, yag asidi metabolizmasi, TGF-f3 sinyal yolagi ve kok htcrelerin pluripotensisini
dizenleyen sinyal yolaklar ile iligkili oldugu KEGG yolak analizi ile saptandi. Ayrica
psoriasis patogenezinde immin yanit, keratinosit proliferasyonu ve farklilasmasi,
apoptoz inhibisyonu ve ROS olusumunda gérev alan miR-128-3p, miR-597-5p, miR-30c-
1-3p, miR-769-5p, MiR-486-3p, 1226-5p, miR-574-5p, miR-22-3p, miR-941, miR-301a-
3p, MiR-148b-5p, miR-146a-5p, miR-148a-3p, miR-148b-3p, miR-221, miR-181c-5p ve
mMiR-224’Un bu saatlerde ekspresyonlarinin anlamli olarak degistigi goralda.

Bu bilgiler 1siginda psoriasis hastaligini baslangi¢c asamasindaki degisikliklerin bir kismi
aydinlatiimis oldu. Baslangic asamasinin tam olarak ortaya konmasi igin 8. saatten
sonraki surelerde de hucresel ve miRNA analizlerinin devam ettiriimesinin faydali
olacagini disinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Psoriasis, Patogenez, HaCaT, miRNA, Sitokin, LPS
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF KERATINOCYTE miRNA IN THE INITIAL STAGE OF THE
DISEASE AT PSORIASIS CELL CULTURE MODEL

ER URGANCI, Aysen Buket
PhD Thesis in Medical Biology
Supervisor: Prof. Dr. ibrahim ACIKBAS (PhD)

August 2018,67 Pages

Psoriasis is a chronic, multifactorial inflammatory skin disease characterized by T cell-
mediated keratinocyte hyperproliferation and shiny, marginal plaques or papules with
bright, pearlescent white scales. MicroRNAs, are single-chain, endogenous, ~ 19-24
nucleotides length RNA sequence, transcribed from introns or exons and from genes
that do not encode proteins; which serve as negative regulators of transcriptional and
posttranscriptional levels. In the pathogenesis of psoriasis, mMiRNAs are involved in
keratinocyte differentiation, proliferation, inflammation, angiogenesis, as well as
regulation of regulatory T cells and mRNA and miRNA biogenesis via miRISC complex.

In our study, we aimed to find miRNA expression changes in the initiation-triggering
stage of pathogenesis by profiling miRNAs in keratinocyte cell lines at time-dependent
manner.

The HaCaT keratinocyte cell line was treated with 200 ng / mlI LPS for 1, 2, 4, 8, 12, 24,
48 and 72 hours and IL-1B, IL-17, TNF-a and LL-37 secretion quantified by ELISA.
Expression of keratinocyte-specific miR-203 from these cells was confirmed by gqRT-
PCR. According to the ELISA and miR203 expression results. 1,5th and 8th hours were
selected for array. miRNAs and mRNAs isolated from LPS stimulated cell lines and
arrayed by private company and array outputs were analysed. The roles of altered
expression of the m/miRNAs in the pathogenesis of psoriasis were figured out.

Expression-altered miRNAs have been associated with extracellular matrix receptor
pathway, Hippo signaling pathway, fatty acid metabolism, TGF-f signaling pathway, and
signaling pathways regulating pluripotency of stem cells by KEGG pathway analysis. In
addition, the miRNAs whose expression significantly changed at the time points, miR-
128-3p, miR-597-5p, miR-30c-1-3p, miR-769-5p, miR-486-3p, MiR-148a-3p, miR-148b-
3p, miR-148b-5p, miR-146a-5p, miR- miR-221, miR-181c-5p and miR-224, are involved
in the immune response, keratinocyte proliferation and differentiation, apoptosis
inhibition and ROS formation.

According to these results, some of the changes in the initiation stage of psoriasis
disease have been clarified. We think it would be useful to continue cellular and miRNA
analyses after the 8th hour to ensure that the baseline stage is fully established.

Keywords : Psoriasis, Pathogenesis, HaCaT, miRNA, Cytokine, LPS

This study was supported by Pamukkale University Scientific Research Projects
Coordination Unit through project number 2016SABEQOQ7.
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1. GIRIiS

Psoriasis T hucre aracili keratinosit hiperproliferasyonuyla ve keskin sinirl,
eritemli plak veya papuller Uzerinde vyerlesmis, parlak sedefi-beyaz skuamlarla

karakterize kronik, multifaktoryel, inflamatuar bir deri hastaligidir (Lowes vd 2015).

Lezyonlar genellikle sach deri, tirnaklar, ekstremitelerin ekstansor kisimlari,
umblikal bolge ve sakrumda yerlesme egilimindedir. Prevalansi %2-3’dur (James vd
2008).

Psoriasis etiyolojisi tam olarak bilinmemektedir. Psoriasis bir¢ok farkli nedenle
tetiklenebilir. Bunlar; hasar, travma, enfeksiyon, cevresel faktorler, ilaglar, metabolik
faktorler, alkol ve sigara gibi nedenlerdir (Lowes vd 2015). Psoriasisde immudn sistemi
aktive eden tek bir faktor yoktur. Siireci baslatan ilk antijenin ekzojen kaynakl (Or: bakteri
vb..) oldudu, ancak hastaligin siregenliginden sorumlu olan faktoriin ise, bu antijene
yapisal olarak benzeyen (antigenic mimicry) bir epidermal antijen olabilecegi ileri

surtlmustir (Fry ve Baker 2007).

Keratinositler epidermisin temel ve yogun hicre tipidir. Keratinositler epidermiste
bes tabaka seklinde dizenlenmislerdir; stratum bazale, stratum spinozum, sratum
granulozum, stratum lusidum ve stratum korneum. Farklilasma surecinde bazal
tabakadaki prizmatik hiicreler bolintp yukariya dogru hareket ederken gittikge yassilasir
ve sonunda nukleuslarini kaybederler (Kierszenbaum 2006). Bu stre¢ normalde 28-30
gln iken psoriatik deride 3-4 gine kadar dismektedir. Keratinositlerin anormal
olgunlasmasi ve epidermal hiperplazi ile olusan kalin pullu plaklar psoriasis
karakteristigidir (Kim ve Kruger 2015). Aktif plaklarda IL-6 ve TNF-a ekspresyonlarinin
da artis1 gézlemlenmistir. IL-6'nin artan ekspresyonu keratinosit proliferasyonu ile imman
aktivasyonun ve doku inflamasyonunun iligkisini agiklamaktadir (Al-Shobaili ve Qureshi
2013).

Yaygin olarak kabul géren hipoteze goére, psoriatik plaklar deri hicreleri ile

badisiklik sisteminde dodal ve kazanilmis bilesenlerin dizensiz etkilesimlerinden
kaynaklanir (Boehnke ve Schon 2015).



Psoriatik deride eksprese olan sitokinlerin birbirleriyle iligkileri keratinositlerin
hiperproliferasyonu, artan neovaskularizasyon ve inflamasyon gibi olaylari
belirlemektedir (Baliwag vd 2015).

MikroRNA’lar, genom Uzerinde protein kodlayan intron, ekzon ve protein
kodlamayan bolgelerden transkribe olan; proteine translasyonu gerceklesmeyen,
transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel diizeyde negatif gen dizenleyiciler olarak gorev
alan, yaklasik olarak ~19-24 nukleotid uzunlugunda, tek zincirli, endojen, kisa RNA
dizileridir (Schneider 2012).

Psoriasisli hastalardan alinan doku biyopsi &rnekleriyle yapilan ¢alismalarda
miRNA’larin keratinosit farkhlagmasi, proliferasyonu, inflamasyon, anjiyogenez de gérev
almalarinin yani sira, regilatér T hucrelerinin regilasyonu ve miRISC kompleksi
tzerinden mRNA ve miRNA biyogenezinde gorev aldigi goriimustir (Hawkes vd 2015).
Bu veriler miRNA’larin psoriasis patogenezinde farkli asamalarda rol aldiklarini

dusundurmektedir.

1.1.Tez Calismasinin Amaci

Bizim calismamizda, hicre kultiri psoriasis modelinde, hastaliyin baslangic
asamasinda miRNA ekspresyonlarinin gosterilmesi ve ekspresyonu degisen miRNA'lar

Uzerinden psoriasis patogenezinde ilk agamanin belirlenmesi amacglanmaktadir.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1 Psoriasis

Psoriasis ile ilgili ik bilgiler Celsus’a (MO 25-MS 45) aittir. Hippocrates (MO 460-
MS 375) skuamdz dokintiler olarak sinifladigr psoriasise benzer lezyonlari
tanimlamistir ve bunlari lopoi (lepo, deskuamasyon) olarak adlandirmistir. Ondokuzuncu
yuzyllin baslarinda Willian psoriasisin tanimini yapmistir ve farkh Klinik tiplerini
belirlemigtir (Romiti vd 2009).

2.1.1 Klinik Ozellikler

Psoriasis ¢esitli boyutlarda dairesel, eritemli, skuamli plaklar ve keratinositlerin T
hicre aracih hiperproliferasyonuyla ile karakterize, kronik ve yenileyici enflamatuar bir
deri hastaligidir. Lezyonlar genellikle giimisi beyaz lameller skuamlarla kapldir. Sagli
deri, tirnaklar, eksteremitelerin ekstansdr kisimlari, umblikal ve sakral bédlgelere

yerlesme egilimindedir (James vd 2008).

Psoriasis her iki cinsiyette esit olarak gorulir. Prevalansi %2-3’tur. Ortalama
baslangi¢c yasi 27’dir, ancak yeni dogan déneminden 70 yasa kadar her yasta
baslayabilir. Psoriasis baslangi¢c yapabilme dénemine gore Tip | ve Tip Il olarak ikiye
ayrilmaktadir. Olgularin %75’inden fazlasi Tip | olarak belirlenmistir. Tip I, baslangici 40
yas 6ncesinde, 6zellikle 20-30 yaslarda goérilen psoriasis tipidir. Bu tip psoriasiste ailesel
psoriasis dykusu olmakta ve birinci derece yakinlarda hastaligin gérilme orani yuksektir.
Tip I'de hastahgi enfeksiyonlarla alevlenme egilimi vardir. Tip Il psoriasis ise ge¢
baslangi¢li, 40 yasindan sonra 6zellikle 57-60 yaslarinda ortaya cikan, aile dykusu
oldukga nadir olan psoriasis tipidir. Tip Il psoriasis daha imli seyreden, sporadik olarak

gelisen psoriasis tipidir (Erkek 2008).



Klinik tipleri:

Plak Tip: Govde ve/veya ekstremitelerde eritemli, skuamli, infiltre papullerin
birleserek 1 cm’den buyuk plaklar olusturdugu lezyonlarla karakterizedir. Psoriasisin sik

gorilen formu kronik plak psoriasisidir (Baliwag vd 2015).

Guttat Tip: Guttat, Yunan kokenli bir kelime olup damla anlamina gelmektedir. 2
-10mm capinda sayisiz kuglk lezyon olarak akut bir sekilde ortaya c¢ikar. Cogunlukla
cocuklarda, nadiren yetiskinlerde gorilmektedir. Lezyonlarin sayisi 5, 10 ile 100
arasinda degisir. Guttat psoriasis tUm psoriasis vakalarinin % 2’sini olugturur. (James vd
2008).

Piistiiler Tip: Eritemli zeminde pustillerin varligi ile karekterizedir. Cocukluk
¢aginda daha nadir goérulir. Hastallk katmanlar seklinde birlesen steril puUstullerin

goruldugu, inflamasyonlu deri ile karekterizedir (James vd 2008).

Eritrodermik Tip: Tum vucutta yaygin eritem ve kepeklenme ile karekterizedir.

Yetigkinlerde daha sik gorulir. Vicutta ¢cok az saglam deri bdlgesi birakacak kadar
yaygin olabilir. Aktif psoriasis yoluyla deride total ya da subtotal olarak gelisen ve iki
formu olan psoriasistir. ilkinde kronik plak psoriasis asamali bir bigimde ilerleme gésterir,
birlesir, yayginlasir ve genisler. ikincisi eritrodermanin infeksiyonlar yoluyla ortaya cikan

unstabil psoriasisin olusmasiyla meydana gelmektedir (James vd 2008).

Invers Tip: intertrigindz alanlarda eritemli plaklarin varligi ile karakterizedir.
Derinin katlant yerlerinde plaklar olugur. Ozellikle meme alti, koltuk alti, perianal bolgeyi
tutan psoriasis formudur. Fleksural lezyonlar pulsuz, kirmizi, kizarik olurlar. Genellikle
parlak plaklar arasindaki bolge candida, intertrigo ve dermatofit enfeksiyonlarina da agik
olur (James vd 2008).

Tirnak Psoriasisi: Tirnak psoriasisi daha ¢ok el tirnaklarinda gézlenir. Tirnak

yluzeyinde klglk oyuklar seklinde goérilir. Tirnak matriksinin proksimalindeki hatali

tirnak olusumuyla sonlanir (James vd 2008).



2.1.2 Etiyolojisi

Psoriasisin etiyolojisi tam olarak bilinmemektedir. Psoriasis bir¢ok farkli nedenle
tetiklenmektedir. Genetik yatkinligi olan kisilerde psoriasis hastaliginin gelisimi endojen
ve eksojen faktorlere baghdir. Travma, stres, ilaglar, enfeksiyonlar ve sigara bu faktorler
olarak sayllmaktadir. Bu faktorler hastaligin tektiklenmesinin yanisira alevlenmesinden

de sorumlu olmaktadir (Sarag¢ ve Kapicioglu 2015).

Psoriasisde immin sistemi aktive eden tek bir neden yoktur. B hemolitik
streptokok enfeksiyonu basta olmak lzere ¢esitli bakteriyel enfeksiyonlar, HIV, HPV 5,
endojen retrovirUsler, lityum, antimalaryaller, interferonlar, beta reseptdr blokerleri,
mekanik iritasyon (Kébner fenomeni) tetikleyici faktorler olarak kabul edilmektedir. Bu
dis uyaranlarin haricinde, organizmaya ait (self) antijenler olarak streptokok M proteini
ile homoloji gésteren keratin 17, HSP (i1s1 sok proteini) etken olabilecedi ileri sGrldimustar.
Streci baglatan ilk antijenin ekzojen kaynakli (Or: bakteri vb..) oldugu, ancak hastaligin
devamhhligindan sorumlu olan faktérin ise, bu antijene yapisal olarak benzeyen
(antigenic mimicry) bir epidermal antijen olabilecegdi hipotezini ileri surilmektedir (Fry ve
Baker 2007).

2.1.3 Psoriasis ile iligkili Genler ve Lokuslar

Psoriasis multi-faktoriyel bir hastaliktir, hastaligin belirtisi ve siddeti gevresel ve
genetik faktorlerle iligkilidir. Hastaligin insidansinin, hastalarin yakinlari ve ¢ift yumurta
ikizlerinde 9%215-30 oldugu belirlenirken, tek yumurta ikizlerinde %66-72 oldugu
gOsterilmektedir (Chandra vd 2015).

Gen dizeyindeki ¢galismalarda ilk olarak kromozom 6p lokusunda yerlesen bir
psoriasis geni bulunarak PSORS1 ad1 verilmigstir. Bunu takiben farkl lokalizasyonlardaki
diger psoriasis genleri tanimlanmigtir. Psoriasise yatkinliga neden oldugu dustnulen bu
genlerdeki cesitlilik, hastaligin poligenik ve multifaktoryel oldugu goérisuni
desteklemektedir. Son galismalarda psoriasis iliskili ok sayida farkli gen tespit edilmistir,

ancak 6ne ¢ikan 15 genin Uzerinde durulmaktadir (WEB 1).

PSORS1 buglne kadar en iyi tanimlanmis yatkinhk lokusudur. Kromozom
6p271’in “class | major histocompatibility complex (MHC)” (6p21.3) bdlgesine yerlesmis

300 kb’hk DNA segmentidir. Psoriasis olusumundaki en 6nemli genetik lokus oldugu



dugunulmektedir. Tek ve kesin bir yatkinlik geni olmamasina karsin bu bdlgenin
psoriasise katkisinin %30- 50 oldugu disundlmektedir. HLA-B’ye telomerik olan ve HLA-
C’yi de kapsayan 300 kb’lik bdlge psoriasisten sorumlu oldugu disinilen ve ¢ok sayida
gen iceren bir alandir (Chandra vd 2015).

PSORS2 17g25'de lokalizedir. CARD14 (Caspase recruitment domain-
containing protein 14) olarak da bilinir ve BCL10 ile iligkiye girerek NF-kB sinyal
yolaginda yer alir. NF-kB; transkripsiyon faktéri olan bir protein kompleksidir. NF-kB;
inhibitdri olan IkB ile kompleks halde inaktif olarak sitoplazma iginde bulunur. Ligandlar,
buyume faktorleri, viral veya bakteriyel drtnler, immuan reguilatorler hicre yuzeyindeki
reseptorlere baglandiklarinda, NF-kB’nin uyari duzenleyici proteinleri olan, IkB-a ve IkB-
B’nin N-terminallerindeki serin 32 ve 36 kalintilari, fosforilize olur. Fosforilizasyon sonrasi
IkB’ler ubikuitinize olur ve proteolitik yolla yikilirlar. IkB nin yikimi sonrasi sitoplazmada
serbest kalan NF-kB nukleusa transloke olur. Aktif NF-kB; nukleusta spesifik genlerin
baslatici veya arttirici bélgelerine baglanarak iligkili transkripsiyonu duzenler. NF-kB;

sinyal yolagi 6zellikle IL-17 ve TNF-a uretiminde gorev alir (Goldminz vd 2013).

PSORS3 4q’da lokalizedir. insan IRF2 geni PSORS3 lokusundan sadece 50kb
uzakta bulunmaktadir. IRF2 Tip 1 interferon transkripsiyon baskilayicisidir ve psoriasis

hastalarinda Tip 1 interferon ekspresyonu olduk¢a ylksektir (Foerster 2004).

PSORS4 1g21°de lokalizedir. PSORS 4, Tip 1 psoriasis ile iligkilidir. PSORS4
genine yakin loricrin (LOR) bulunmaktadir. LOR terminal agidan farklilagsmis
keratinositlerde kornifiye zarfin bir bilesenini kodlamaktadir ve psoriatik deride LOR
mRNA’sI down-reguledir (Giardina vd 2004).

PSORSS5 3g21’'de lokalizedir. PSORS 5, PSORS 1 geni ile iligkilidir.

PSORS6 19p13-q13’de lokalizedir. PSORS 6, JunB (AP-1 alt Unitesi)’nin azalan
ekspresyonu ile iliskilidir. Tip 1 psoriasis hastalarinda PSORS1 risk alleli ile PSORS 6
arasinda iliski oldugu gdésterilmistir. Bu risk faktérid yakinlarindaki MUC16 (mukozal
yluzeyde enfeksiy6z ajanlara kargi bariyer gérevli) gibi proteinlerin ekspresyonunu
degistirmektedir (Huffmeier vd 2009).

PSORS7 1p34-35'de lokalizedir. PTPN22 geni ile iligkilidir. Bu gen T lenfosit
yolaginda yer alan bir tirozin fosfatazdir (Puig vd 2014).

PSORS8 16q12-q13’de lokalizedir. MMP-2 geni bu lokusta bulunmaktadir. Ve
psoriasis hastaligi ile iliskili oldugu disutnulmektedir. Ayni zamanda PSORS 8 Chrohn



hastaligina duyarlilik lokusu tagimaktadir. Bu da Chrohn hastaligi olan kisilerde psoriasis

g6rilme yayginhgini agiklamaktadir (Vasku vd 2009).

PSORS9: 4g31-g34'de lokalizedir. PSORS 9, Cin popilasyonunda gézlenmistir.
Tip 1 psoriasis ile iligkilidir (Yan vd 2007).

PSORS10 18p-11.23'de lokalizedir. Finlandiya aile ¢alismalarinda bulunmustur
(Asumalahti vd 2002).

PSORS11 5qg31.1-q33'de lokalizedir. PSORS 11, IL12B ve IL23R genleriyle
iligkilidir. IL12B ve IL23R nin bir araya gelmesiyle heterodimerik bir reseptor olan I1L23
reseptdri meydana gelir (Chandra vd 2015)

PSORS12 20g13’de lokalizedir. PSORS 12, E3 ubiquitin-protein ligaz olan
RNF114 ile iliskilidir. RNF114 interferonlar ve sentetik dsRNA ile indiklenebilen
¢ozlnebilir sitosolik bir proteindir. Real-time PCR analizi ile RNF114°lUn hastalikla iligkili
olan CD4+ T hucrelerinde, dentritik hicrelerde ve deride eksprese oldugu gozlenirken
ayni zamanda, testis, pankreas, boébrek ve dalakta da ekspresyonu goézlenmistir. Bu
sonu¢ RNF114’in sadece immun sistem ile kisith bir protein olmadigi géstermektedir
(Rodriguez vd 2014).

PSORS13 6g21°de lokalizedir. PSORS 13, TRAF31P2 ile iligkilidir ve patojenlere,
enflamatuar sinyallere ve strese karsi olusan dogal bagisiklikta merkezi rol oynar.
TRAF3IP2 Act1’i kodlar. Act 1 CD40- ve BAFFR-aracili sinyallesme Uzerindeki inhibe
edici etkisi ile humoral bagisikhgin negatif regulatorudir (Huffmeier vd 2010). Act 1 NF-
KB sinyal yolagini IKK (IkB kinaz) fosforilasyonu ile modifiye eder (Goldminz vd 2013).

PSORS14 2qg14.1’de lokalizedir. PSORS 14, IL36RN geninin mutasyonu ile
olugsur. Bu gen IL 1 ailesi ile induklenen NF-kB yolaginin aktivasyonunu inhibe eder
(Korber 2013)

Pastiler psoriasis ile iliskili PSORS15 lokusu, 2g36’da lokalize olan AP1S3
genindeki mutasyon ile olusur. Adaptoér protein (AP) kompleksi kiglk tasiyici vezikillerin
trafiginden sorumludur. AP-1 trans-Golgi agindan endozomlara olan kargo tasinmasinda
goérev alir. AP1S3 geni klatrin bagimli golgi transportunda goérev almaktadir (Setta-
Kaffetzi vd 2014).



2.1.4 Psoriasis patogenezine katilan hiicreler

Keratinositler

Epidermis temel olarak bes keratinosit tabakasindan olusmaktadir; stratum
bazale, stratum spinozum, stratum granulozum, stratum lusidum ve stratum korneum
(Sekil 2.1) (Young vd 2016).
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Sekil 2.1 Epidermiste keratinosit tabakalari (Young vd 2016)

Stratum bazale hiicreleri mitozla ¢ogalirlar, bollinen hicrelerin bir kismi stratum
bazalenin kok hlicre toplulugunu olustururken geri kalanlari stratum spinozuma gé¢
ederler ve stratum korneum olusumuna giden farkhlasma strecine girerler. Stratum
bazale tek sira silindirik hlcreden olugur. Bazal hicrelerin bolinmesi ile olugan yeni
keratinositler spinoz tabakayi olusturur. Granlller tabakadaki keratinositler, yassi
poligonal sekilli ve belirgin oval bir ¢cekirdede sahiptir. Avug i¢i ve ayak tabaninda, kagsima
ve surtinme sonucu derinin kalinlastigi yerlerde granuler tabaka Uzerinde soluk pembe
renkte stratum lusidum tabakasi bulunur. Stratum korneum nukleuslarini tamamen
kaybetmis ve yassilagsmis 6lu keratinositlerden (korneositlerden) olusur (Kierszenbaum
2006)



Psoriatik bdlgelerdeki derinin karakteristik Ozeliklerinden biri
hiperproliferasyondur. Proliferatif fazda olan keratinosit miktari normalin iki katina
cikmigtir. Farklilasma slrecinde bazal tabakadaki prizmatik hicreler bélintp yukariya
dogru hareket ederken gittikge yassilasir ve sonunda nukleuslarini kaybederler
(Kierszenbaum 2006). Bu sure¢ normalde 28-30 guin iken bu sure psoriatik deride 3-4
gune kadar dismektedir. Keratinositlerin anormal olgunlagsmasi ve epidermal hiperplazi
ile olusan kalin pullu plaklar psoriasis karakteristigidir. Baglangi¢c lezyonu genellikle
eritemli makul veya makulopapdiller olup, 2 mm gibi ¢ok kiclk capta olabilirler. Bu
lezyonlarin giderek genislemesiyle sonunda Uzeri skuamla kapl blyuk plaklar ortaya

cikar. Bu lezyonlar normal deriden keskin bir kenar ile ayrilirlar (Lowes vd 2015)

Psoriatik epidermiste akantoz, retelerde uzama, stratum granilozumda incelme
ve yer yer kaybolma, stratum korneumda parakeratoz ve hiperkeratoz gorulir (Sekil 2.2).
Stratum korneumda parakeratotik alanlarda nétrofillerin toplanmasi sonucu ‘Munro

mikroabseleri’ olusur (Calonje vd 2012).
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Sekil 2.2 Normal deri ve psoriatik derinin histolojik gérinimu (Lowes vd 2015)

Immiin sistem hiicreleri

T hicreleri psoriasis baglamasi ve devamliliginda énemli roller Ustlenmektedir.
Fakat sadece T hicreleri degil ayni zamanda endotel hicreler, dentritik hlcreler,
makrofajlar, dogal 6ldurict(NK) hucreler, nétrofiller, makrofajlar ve keratinositler ve
bunlarin yaninda kemokin ve sitokinler de hastaligin patogenezinde farkli roller
ustlenmektedir (Coimbra vd 2012).

T hicreler hicresel savunmada goérev alan hicrelerdir. Bu hicrelerin
progenitorleri kemik iliginde bulunan hematopoietik kdk hicrelerden (HKH) orijin

almaktadir, olgunlasma asamalari ise timusta gergeklesmektedir (Lai ve Kondo 2008).
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Timusta uretilen T hdcrelerinin birgogu TCRaf yizey molekiline sahiptir. Bu ylzey
molekiline sahip T hicreler MHC molekuline bagl immun cevapta rol oynamaktadirlar
(Abbas vd 2009). Psoriasis ile iligkili birbirinden farkl, c¢esitli sitokinler treten birgok T
hicre alt grubu tanimlanmistir. Bunlar CD4+ Th1, Th17 ve Th22 hlcreleridir ve sirasiyla
IFN-y/TNF-qa, IL-17/IL-22 ve IL-22 Uretmektedir. CD4+ T hidcreler; IL-12 araciligi ile Th1
hicrelerine, IL-6, IL-1B, TGF-B ve sonrasinda IL-23 araciigi ile Th17 hdcrelerine
farkhlasirlar. IL-23 sadece Th17 hicrelerini degil, CD8+ Th17 hlcrelerini ve IL-17 Ureten
yd T hucrelerini de aktive eder (Lowes vd 2013).

Dentritik hicreler, immun sistemin édnemli bir pargasidir. Antijen sunan hucre
g6revini Ustlenirler. Yardimci hicreler olup antijenlerin iglenip T hicrelerine sunumunda
rol alirlar. Psoriatik lezyonda bol miktarda saptanmistir. Bunlar, Langerhans hucreleri,
dermal dentrositler, plasmositoid ve myeloid dentritik hlicrelerdir. Dentritik hicreler, hem
psoriasisteki antijenin alinip, islemden gegcirilip naif T-lenfostilerine sunumunu saglar,
hem de salgiladigi sitokinler aracihgi ile immdn yanitin ne yonde gelisecegini beliler.
Dentritik hicreler T hicrelerini IL-2 ve IFN-y salinimi ile stimule eder (Lowes vd 2015).
Plasmositoid dentritik hicrelerden psoriasisin erken gelisiminde rol oynayan Tip 1
interferonlar Uretilir. Dentritik hicreler ayni zamanda psoriatik lezyonda bulunan
hicrelerin aktivitesi icin énemli olan IL-23’Gn majér kaynagi olarak bilinmektedir
(Coimbra vd 2012).

Notrofiller hiicre ici antimikrobiyal peptidlere sahip olan ve bir immin saldiriya
kars! ilk savunma hatti hucreleridir. Psoriasis lezyonlarinda stratum korneum altinda
mikroapse olarak gorulur ve burada CXCL1, CXCL2, ve CXCLS8/IL-8 gibi birgok nétrofil
kemokini bulunmaktadir (Kim ve Kruger 2015). Aktive keratinositlerden salinan IL-8 gibi
kemokinler psoriasiste notrofil aktivasyonuna ve gogiine neden olan en énemli faktérdar.
Notrofillerin tam olarak aktiviteleri bilinmemekle beraber, T hiicrelerin bolgeye gelmesine
ve aktiflesmesinin yaninda keratinosit farklilasmasi ve proliferasyonunda gorev aldigi
distnulmektedir (Coimbra vd 2012).

Makrofajlar doku homeostazina katilan fagositik hucrelerdir ve doku yeniden
modellenmesi sirasinda ortaya gikan doku kalintilarin ve eritrositlerin temizlenmesinde
goérev alirlar (Kim ve Kruger 2015) Makrofajlar, psoriasiste en erken infiltre olan hicreler
arasindadir. Makrofaj infiltrasyonunun epidermal sinyaller ve dentritik hicrelerden
salinan sitokinler araciligiyla oldugu disindlmektedir. Monosit ve makrofajlar IL-12 ve
TNF-a Ureterek psoriasis patogenezine katkida bulunmaktadir. Aktive makrofajlarin ayni
zamanda proteazlarin, bliyime faktorlerinin (VEGF gibi) salinimiyla anjiyogenezde de
rol aldiklari bilinmektedir (Coimbrab vd 2012).
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Dogal éldurtct (NK) hicreler major histokompatibilite komplekse bagl olmayan
bir sekilde kanserli ve viral ydnden enfekte hlcreleri dldirme yetenegindedir. Psoriasiste
NK hdcrelerinin IFN-y, TNF ve IL-22 salgilayarak gorev aldiklari digunulmektedir (Kim
ve Kruger 2015).

Mast hiacreleri TNF-a, IFN-y, IL-8 ve VEGF gibi mediatorleri fazla miktarda
Ureterek dogal ve T hicre aracili inflamasyonda nétrofil ve lenfositlerin cagirilmasi igin

uygun g¢evreyi olustururlar (Coimbra vd 2012).

2.1.5 Psoriasis ile iligkili sitokin ve kemokinler

Sitokinler, hicreler arasinda mediatdr olarak davranan cgesitli antikor olmayan
proteinlerin olusturdugu bir gruptur. Bunlar, baslangigta mediatoér olarak davranan ve
bagisiklik strecleri regtile eden immun sistem hdcrelerinin Grdnleri olarak tanimlanmissa
da bu gin artik bir¢ok sitokinin immun sistem disindaki hicreler tarafindan da uretildigi
ve immiun sistem disi hicreleri de etkileyebilecegi bilinmektedir (Mayer 2016). Sitokin
terimi buyudk bir protein grubunu tanimlamak igin kullanilan genel bir terimdir ve l6kosit
goclunden sorumlu sitokinlere kemokin adi verilir. Kemokin Uretimi icin en dnemli uyari
erken proinflamatuvar sitokinlerdir (IL1 ve TNF-a, viral infeksiyon, lipopolisakkarit gibi

bakteriyel Grtnler) (Mackay 2001).

Psoriasis T hucrelerinin Th1/Th17 sitokin gevresi ile iligkilidir (Baliwag vd 2015).
T hucreleri tip1 ve tip 2 sitokin Uretme kapasitelerine gore iki ana grupta incelenebilir. Tip
1 sitokinler arasinda IFN-y ve TNF-a yer alirken, Tip 2 sitokinler arasinda IL-4 ve IL-5
yer alir. Psoriasis hastalarinda lezyonlu deri bolgesinde ve periferik kanda tip 1 sitokin
yapiminin arttigi tespit edilmistir. Bu enflamatuar hastalikta Th17 hucrelerinin artisi
g6zlenmistir. Th17 hicreleri IL-23 ile stimule olmaktadir ve IL-17 ve IL-22 salinimini
arttirmaktadir (Balato 2010). IL-22 keratinosit hiperproliferasyonunu indikler ve IL-17 ve
IL-22 birlikte keratinositlerden salgilanan antimikrobial peptid olan LL-37’nin Uretimini
arttirir. LL-37 artisi immUn sistemin devamli aktif olmasina neden olur (Flatz ve Conrad

2013). Sekil 2.3'de psoriasis patogenezi gosterilmektedir.
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Sekil 2.3 Psoraisis patogenezi (Boehnke ve Schon 2015)

Psoriatik deride eksprese olan sitokinlerin birbirleriyle iligkileri, keratinositlerin
hiperproliferasyonu, artan neovaskularizasyon ve inflamasyon gibi klinik olaylarda hangi
sitokinlerin merkezi olarak rol oynadiklari belirlenmistir. IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, IFN-y,
TNF- a gibi Tip 1 sitokinlerin asiri ekspresyonu gdsterilmistir (Baliwag vd 2015).

Keratin 16’'nin artan ekspresyonu Kkeratinosit hiperproliferasyonunun bir
gostergesidir (Kim ve Kruger 2015). Aktif plaklarda IL-6 ve TNF-a ekspresyonlarinin
artisi gézlemlenmigtir. IL-6'nin artan ekspresyonu keratinosit proliferasyonu ile immun
aktivasyonun ve doku inflamasyonunun iligkisini agiklamaktadir (Al-Shobaili ve Qureshi
2013).

IL-17, TNF-qa, IFN-y, IL-1 ve IL-22 gibi sitokinler kendi baslarina veya birlikte
kombinasyonlarla psoriasiste keratinosit cevabinin olusumunda rol oynarlar. I1L-17, IFN-
Y, IL-22 ve TNF-a keratinosit proliferasyonuna neden olurken ayni zamanda kemokin ve

sitokinlerin Uretimini de arttirmaktadir (Lowes vd 2015).

TNF-a, keratinosit, dendritik hiicre, NK htcre, Th1, Th17 ve Th22 gibi psoriasis
patogenezinde rol oynayan birgok hicre tarafindan salgilanir. TNF-a, enflamasyon,
immun cevap, hiucre motilitesi, hicre dongusu, doku yenilenmesi ve apoptozisi
dizenleyen multifonksiyonel bir sitokindir. Psoriasisin hem baslangic hem de kronik

fazinda rol oynar (Grine vd 2015)

IL-15 psoriatik lezyonlarda artmig olan IFN-y, TNF-a ve IL-17 de dahil olmak
Uzere enflamatuar sitokinlerin tretimini ve enflamatuar hicre toplanmasini, anjiyogenezi

arttirir.
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Keratinositler immun hdcrelerin ¢agiriimasi igin gok sayida farkli kemokin Uretir.
Psoriasisin karakteristigi olan subkorneal abselerin olusumu igin keratinositler IL-8
(CXCLS8) ve iligkili kemokinleri salgilayarak nétrofillerin epidermis icine toplanmasini
saglarlar. CCL2 (MCP-1), CCL5 (RANTES), CXCL10 (IP-10) ve diger CXCR3 ligandlari
agirlikl olarak monosit ve Th1 hicrelerinin bolgeye gelmesini saglar. CCL20 (MIP-3a)
olgunlasmamis Langerhans hcrelerini, dentritik hlicreleri ve CLA+ T hlcrelerini ¢cagirir
(Tursen 2010).

2.1.6 Psoriasis Tedavisi

Kortikosteroidler, vitamin D3 analoglari, ultraviyole isinlari, retinoidler,
metotreksat ve siklosporin iceren topikal ve sistemik tedavilerin ¢oklu kullanimiyla

psoriasis tedavisinin basarili oldugu bilinmektedir.

Buna ek olarak genel inflamatuar yolaklari (TNF yolagi gibi) veya farkh immadn
hicre aktivasyon (CD2, IL-12, 1I-17 ve IL-23 ekspresyonunu regule edenler) yolaklari
biyolojik olarak hedefleyen yeni tedavi stratejileri gelismistir. Patojenik suregte farkl
molekulleri hedefleyen cesitli biyolojik ajanlar Gzerine ¢alismalar yapilmaktadir. Fakat bu
gelismelere ragmen hala psoriasis tedavisi tam olarak bulunamamistir. Bazi hastalarda
farkli tedavi protokolleri ile tam bir iyilesme gergeklestiriimektedir fakat birkag hafta veya

ay sonra hastaligin niks ettigi gértulmektedir (Wagner vd 2010).

2.2 miRNA

MikroRNA’lar, genom Uzerinde protein kodlayan intron veya ekzon bdlgeleri ve
protein kodlamayan bdlgelerdeki genlerden transkribe olan; fakat proteine translasyonu
gerceklesmeyen, transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel dizeyde gen dizenleyiciler
olarak goérev alan, yaklasik olarak ~19-24 nikleotid uzunlugunda, tek zincirli, endojen,

kisa kodlamayan RNA dizileridir.
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2.2.1 miRNA biyogenezi

MikroRNA’lar, birbirini takip eden (i¢ basamakla biyogenezini tamamlar. ilk
basamakta miRNA genlerinden, pri-miRNA’larin transkripsiyonu gerceklesir. ikinci
basamakta pri-miRNA’lar; nikleus i¢inde, pre-miRNA’lara donastirilir. Son basamakta
ise olgun miRNA’larin sitoplazma i¢inde olusumu gerceklesir (Winter vd 2009) (Sekil
2.4).

miRNA geni veya intron Nucleus ) Sitoplazma

5 “BNAPolll /i lTranskripsiyon
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2 pre-microRNA N\ :
v Nuclear export
7 5
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@ l Kirpilma
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microRNA duplex
Degredasyon

G@ l RISC Olusumu ol
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3 :
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Olgun microRNA
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Hedef mRNA yikimi Translasyonel degredasyon mRNA deadenilasyonu

Sekil 2.4 miRNA biyogenezi (Winter vd 2009)

Pri-miRNA transkripleri genellikle RNA polimeraz I (kuguk bir grubu RNA
polimeraz IIl) tarafindan intragenik ya da intergenik DNA’dan sentezlenir. Pri-miRNA’lar
birkag kilobaz uzunlugunda olup cap’lenmis ve poli-adenil’lenmis olarak bulunur. Pri-
miRNA’lar ¢ift zincirde bir ya da daha fazla sayida sa¢ tokasi ilmegi ve bir terminal ug
icerirler (Bui ve Mendell 2010).

NuUkleusda baslamis olan miRNA olusum sureci, Pri-miRNA‘lar mikroiglemci
kompleks (microprocessor complex) tarafindan yaklasik 70 nukleotid uzunlugundaki,
pre-miRNA (precursor miRNA=pre-miRNA) formuna donusturilmesiyle devam eder
(Winter vd 2009).
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Nikleusda pre-miRNA formuna donustirilen yapi, RanGTP badimh olarak
Exportin-5 (XPO-5) tarafindan sitoplazmaya tasinir. Pre-miRNA sitoplazmada, Dicer
endonikleaz enzimi ile ~20-25 nikleotid uzunlugundaki cift zincirli rehber (guide) ve
yolcu (passenger) zincirden olusan miRNA/miRNA* dubleksine cevrilir. Dicer, pre-
miRNA'nin sa¢ tokasi ilmegini keser. Akabinde miRNA/miRNA* dubleksinden sadece bir
tanesi RISC (RNA induced silencing complex = RNA ile uyariimis sessizlestirme
kompleksi) igerisine girer. Segilen bu zincir, 5' ucu ile Argonat (AGO) proteinine baglanan
rehber zincirdir. Rehber zincirin 5' ucu, 6teki zincirin ucuna gore daha kararl bir yapiya
sahiptir. Rehber zincir RISC ve AGO’nun birlikte olusturdugu yapi mi-RISC olarak
adlandirilir. Komplekse dahil olmayan zincir, yolcu zincir (miRNA*) olarak adlandirilir.
Komplekse dahil olmayan yolcu zincir nikleazlar tarafindan parcalanarak yok edilir. Tek
zincirli miRNA'y1 iceren aktif RISC kompleksi miRNA’daki 2-8 nuikleotidlik ¢cekirdek dizi
(seed sequnce) ile MRNA (messenger RNA)’'ya baglanir. Bu eslesme, mRNAnin 3' UTR
(untranslated region) bolgesi ya da ORF (open reading frame) ucu tarafinda gerceklesir.
OREF ile kurulan bag miukemmel bir sekilde gerceklesirken, 3' UTR tarafindaki eslesme,
mukemmel olmayan eksik bir eslesme seklinde gerceklesir (Saydam vd 2011). mi-RISC
kompleksi, AGO yardimiyla hedef mRNA’nin yikimini baslatmakta ve/veya protein

translasyonunun baskilanmasina neden olmaktadir.

2.2.2 miRNA’larin hastaliklarla olan iligkisi

miRNA’lar, 6zellikle gen ekspresyonunun negatif dizenlenmesi yoluyla, mesajci
RNA’lari (MRNA) duzenler. mRNA’nin bdlgelerine baglanarak translasyonu bloke
ederler ya da tamamen degrade ederler (Taft vd 2010). Yapilan c¢alismalarda
miRNA’larin, translasyonu arttirdigini da gosterilmektedir (Winter vd 2009). miRNA'lar,
hiicresel farklilagsma, ¢cogalma ve apoptozun da dahil oldugu birgok olayda énemli rol
oynamaktadirlar. miRNA'larin gen ekspresyonunun ana duzenleyicileri olarak hareket
edebilmeleri onlari potansiyel farmakolojik hedefler haline getirmektedir (Roberts ve
Wood 2013).

Yapilan arastirmalarda yaklasik 200 kadar miRNA’nin kanser ile iligkili oldugunu,
kolon ve diger gizli kanserlerle ilgili erken teshiste kargilagilan bazi zorluklarin, hastalarin
serum, plazma, tukurik ve dokularindan elde edilen miRNA profilleri ile asilabilecegdi
bulunmustur (Hydbring ve Badalian-Very 2013). Kanser disinda ndrodejeneratif
hastaliklar gibi diger hastaliklarla kisa ncRNA ekspresyon seviyeleri arasinda iligkiler

bulundugunu gosteren bazi ¢aligmalar vardir (Hu vd 2016).
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2.2.3 Psoriasiste miRNA’larin rolii

Psoriasisli hastalardan alinan doku biyopsi &rnekleriyle yapilan
calismalarda miR-203, miR-146a, miR-21, miR-31, miR-135b, miR-138, miR-155, miR-
184, miR-210, miR-221/222, miR-424 ekspresyonlari artmis olarak bulunurken, miR-99a
ve miR-125b ekspresyonlari disuk bulunmustur. Bu miRNA’lar keratinosit farkhlagmasi,
proliferasyonu, inflamasyon, anjiyogenez de gorev almalarinin yani sira, regulator T
hicrelerinin  regllasyonu ve miRISC kompleksi Uzerinden mRNA ve miRNA

biyogenezinde gorev alirlar. (Hawkes vd 2015).

Bir derlemede ise yine biyopsi calismalarinda miR31 ve miR203 yuksek
ekspresyon goésterirken, miR99a ve miR125b down-regule bulunmustur (Wang vd 2017).
Bu iki yayin miRNA'larin psoriasis patogenezinde farkli asamalarda rol aldiklarini

dusundurmektedir.

miR-203, ilk deri spesifik miRNA olarak bilinmektedir ve protein kinaz ¢ bagimli
keratinosit farklilagsmasinin regulasyonunda goérev almaktadir (Sonkoly vd 2010).
Psoriatik deride en ¢ok eksprese olanlardan bir digeri de miR-146a’dir. miR-146a,
inflamasyon, otoimmunite ve dogal immun yanitin kritik bir negatif duzenleyicisidir
(O’Connell vd 2012). Psoriatik deride ekspresyonu artan miR-31 NF-kB sinyal yolagini,
I6kosit cagiriimasini ve keratinositler tarafindan Uretilen endotel aktive edici sinyalleri
dizenler (Xu vd 2013). Psoriatik deride ekspresyonu azalan miR-99a ve miR-125b’nin
keratinosit proliferasyonunun ve farklilagsmasinin regulasyonunda goérev aldigi
bilinmektedir (Lovendorf vd 2015).

miRNA’larin gesitli deri hastaliklarinda potansiyel biyomarkir olabilecedi birgok
¢alisma ile gosterilmistir (Jinnin 2014). miRNA'nin kigik deri 6rneklerinden veya kandan
izole edilebilmesi, sistemik inflamatuar durumlarin teshisi ve / veya izlenmesi igin
potansiyel olarak yararli, invazif olmayan bir ydntemi temsil eder. Ancak, incelenen c¢esitli
dokular arasindaki korelasyon eksikligi, cilt, kan ve sagta miRNA ekspresyonunun
dizenleyici mekanizmalarinin eksik bir sekilde anlasildigini disindirmektedir (Xia vd
2012).

Keratinositler ve immuan hlcreleri arasindaki etkilesimin epidermal patolojik
degisikliklere yol actigi bilinmektedir. immin hiicre kaynakl sitokinler, keratinosit
proliferasyonuna katkida bulunan ve keratinosit farklilasmasini bozan inflamatuar
genlerin ekspresyonunu tesvik etmek icin keratinositler Gzerinde etkilidir. miRNA'lar ve
inflamatuar faktorler arasindaki etkilesim, bu biyolojik sireglerde énemli bir rol oynar
(Sekil 2.5). TNF-a, miR-203'Un ylksek ekspresyonunu indikler, fakat artmis miR-203,

transkripsiyonel seviyede TNF-a ekspresyonunu inhibe eder. MiR-203'ln tersine, TNF-
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a 'yI dogrudan transkripsiyon sonrasi seviyesinde hedefleyen miR-125b ekspresyonu

azalmigtir, bu da TNF-a’nin artan ekpresyonunu aciklar niteliktedir (Wang vd 2017).

inflamasyon mikrogevresi Pozitif geribesleme dongisi
‘ , ) //"_\\\
; . : f 17 cell
hcre "mazkxmfaj —h IL-1p IL-17A \\,;7 A
’
. IL-1p S~  oxcut
‘/‘ \ INF-y IL-8
[ W CXCLS
\Bhiicre o
e —"TNF-a :
> “\\ " N 1
\‘\\ 31 | IL-6
\ ™ / TGF-$
AR N
\ ~
\ &y } S T
\ MIR-203 | | 40
\ < )
»
N - P -
Keratinosit 2
— Stimule edici, indukleyici, salgilayicl —g Hucrelerin cagirnimasi

= =® Bir mekanizma iizerinden stimule edici/indiikleyici = Baskilayici

8 Down-regule {} Up-regile

Sekil 2.5 miRNA ekspresyonu ve sitokinler arasindaki iliski (Wang vd 2017)

2.3 Hipotez

Bu calismada, psoriasis patogenezinde etkilenen alan ana hicreler olan
Keratinositlerin, transforme ve primer hicre hatlar kullanilarak, LPS (lipopolisakkarit)
muamelesi ile hicre Kkaltiri psoriasis modeli olusturulup, hastaligin baslangic
asamasinda, miRNA ekspresyonlarinin gésterilmesi ve ekspresyonu degisen miRNA’lar
Uzerinden psoriasis patogenezinde ilk asamanin belirlenmesi amaclanmaktadir. Daha
once yapilan c¢aligmalar tarandiginda miRNA profillendirmelerinin biyopsi érnekleri ve
hicre kaltlra ile yapildigi fakat sirec bilgisi olmadan gergeklestirildigi gorilmektedir.
Bizim ¢calismamiz ile psoriasis patogenezinin ilk asamasi aydinlatilabilecektir. Boylelikle
ilk degisenin bulunmasinin hastaligin olusumunun 0&nlenebilmesi ve baslangi¢

patogenezinin aydinlatiimasi agisindan 6nemli bilgiler sunacagini dusunmekteyiz.
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1. Hicre Kiltiira

Model olarak literatirde psoriasis arastirmalarinda HaCaT hucre hattinin yaygin
olarak kullanildigi gérilmektedir (Wei vd 2016). Bu nedenle literatiirde ¢alismamizin
kiyaslanabilir olmasi agisindan temel ¢alisma HaCaT hucre hatti Gzerinden yapilmistir.
Asil amacimiza ek olarak, hasta lezyonlarindan biyopsi alarak keratinositleri diger
hicrelerden izole ve steril/dezenfekte edip yeterli sayida baslangic hlicresiyle hiicre
kdltdrinde test sistemi kurmanin zorluklari géz 6nunde bulunduruldugunda primer

keratinosit hiicre hatti (HEKn) kullanmanin daha makul olacagi dusunuldd.

3.1.1. HaCaT hiicre kiiltiiri

62 yasinda beyaz irk erkek derisinden izole edilen ve in vitro ortamda transforme
edilen HaCaT hiicreleri Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Bélimiinden temin
edildi. HaCaT hucre kultura igin DMEM- yuksek glikoz (Gibco) besiyeri, %10 FBS
(Gibco), %1 penisilin-streptomisin (Gibco) ve 1x amphotericin B (Capricorn) ile
karistinildi. Tam besiyeri 50ml’lik falkonlara bélindu ve +4°C’de muhafaza edildi.Stok
kaltaran (1 vial) icindeki hucreler 2ml’lik serolojik pipet ile hicreler stuspanse edildi.
Suspanse hicreden 20 pl alinip 20 pl tripan mavisi ile boyandi. Bu stispansiyondan 20
pl alinarak Neubauer lami ile canli hicre sayimi gerceklestirildi. Hilcre sayiminda
340.000 canli hucre varhigi saptandi. Vialin tamami tek bir 25T(Corning) flaska eklendi
ve Uzerine 4 ml taze soguk besiyeri ilavesi ile inkiibatore kaldirildi, 37°C’'de, %5 CO? ve
%95 nemli hava igeren ortamda inkube edildi. Hucreler %80 yogunluda ulastiginda
pasajlama islemi gerceklestirildi. Hicrelerden 6 pasaj gerceklestirildi. Pasajlama
islemleri sonrasinda hilicre sayimi gercgeklestirildiginde her flasktan ortalama 2,5-3

milyon hucre sayildi. Deneylerin gergeklestiriimesiicin hicrelerin kiltirine devam edildi.
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3.1.2. HEKn hiicre kiiltiiri

Yenidogan slinnet derisinden izole edilen insan epidermal keratinosit primer hilicre hatti,
HEKnN (Gibco — C-001-5C) ticari olarak temin edildi. Hiicre kiltiri icin dermal hiicre bazal
mediyumu (Medium 154; Gibco) icerisine icerigi Tablo 3.1’de verilen insan keratinosit
bayime kiti (HKGS kit; Gibco) eklendi ve keratinosit tam besiyeri hazirlanarak 50mr’lik
falkonlara bolintp, +4°C’ye kaldirildi.

Tablo 3.1 HKGS kit igerigi

Madde Konsantrasyon
IGF-1 5 pg/ml
Bovin Transferrin 2.5 mg/ml
Hidrokortizon 0.18 mg/ml
BPE 12 mg protein/ml
EGF 10 ng/ml
Gentamicin/Amphotericin B 5 mg/ml, 125 pg/ml

HEKn stok kalttrd (1 vial) ¢ézuldi ve 2 ml'lik serolojik pipet ile hlicreler sispanse
edildi. Suspanse hlcreden 20 pl alinip 20 pl tripan mavisi ile boyandi. Bu
suspansiyondan 20 pl alinarak Neubauer lami ile canli hicre sayimi gerceklestirildi.
Hucre sayimi sonucuna gére canl hicre sayisinin 290.000 hicre/ml oldugu saptandi.
Her flaska (T25) ortalama 62.500 hucre ekilecegi icin 5 adet flask kullanildi. Her flaska

200 ul hicre stspansiyonu ekildi ve tzerlerine 5 ml keratinosit tam besiyeri ilave edildi.

Hicreler 37°C'de, %5 CO? ve %95 nemli hava igeren etlvde inkiibe edildi. Her
24 saat sonunda kontrol edildi, 96 saat sonunda yapigsan hicre oraninin %65 oldugu
gb6zlendi ve besiyeri 3 ml taze besiyeri ile degistirildi. ik keratinosit kolonisi hiicrelerin
ekimini takip eden 8. gunde gozlendi. Koloni gorulmesini takiben hicrelerin besiyerleri

72 saatte bir 3 ml taze besiyeri ile degistiriimeye baglandi.
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Huicreler %70 yogunluga ulastiginda pasajlama islemi gerceklestirildi. Besiyeri
uzaklastirilan hacreler 3 ml PBS ile yikandi. PBS uzaklagtirildiktan sonra hucrelerin
Uzerine 3 ml Tripsin/EDTA (%0.05, Capricorn) ilave edildi ve hemen c¢ekildi. Hlcrelerin
Uzerine 2ml Tripsin/EDTA ilave edildi ve oda sicakhdinda bekletildi. Bu asamada
koloninin etrafindaki hucrelerin kalktigi fakat koloninin merkezindeki hucreler yapisik
olarak gozlendi. Daha fazla tripsin muamelesi olmamasi igin flaska tripsin inhibisyonunu
saglayacak 6 ml tripsin nétralizator (Gibeo) ilave edildi ve bittn igerik steril 15 ml falkon
tlpe aktarilarak 180 g de 7 dakika santrif(j edildi. Primer flaskta kalan hicrelerin Gzerine
de 3,5 ml taze besiyeri ilave edildi ve flask 37°C’'de, %5 CO? ve %95 nemli hava igeren
etlve kaldirildi. Santriflij sonrasi supernatant uzaklastirildi ve pellet 2 ml taze besiyeri ile
suspanse edildi. Hicre sayimi gerceklestirildi. Hicre sayimi sonucuna gore canli hicre
sayisi 160.000 hicre/ml olarak saptandi. Bu hicreler iki yeni flaska paylastirildi.
Uzerlerine 2,5 ml taze besiyeri ilavesi ile kiiltiire edildi. Flasklar 37°C’de, %5 CO? ve %95

nemli hava igeren etlve kaldirildi.

3.2. MTT Testi

Hicre Kkultirt psoriasis modelini olusturmak igin, proinflamatuar sitokinlerin
ekspresyonlarini indukleyerek inflamasyonu baslatan LPS kullanilmasi planlandi. LPS’nin
toksik doz belirlenmesi igin MTT testi yapildi (Vybrant MTT Cell Proliferation Assay Kit). ilk
olarak 0, 10, 50, 100, 200, 500, 1000,1500ng/ml konsantrasyonda PBS ile sulandirilan
LPS triplike olarak 12, 24, 48 ve 72. saat uygulandi. Bunun icin 96-well platelerin her
kuyusuna 10.000 hucre ekimi gerceklestirildi. 24 saat inkibasyon sonrasi LPS (Sigma-
L2630) eklenerek hicreler muamele edildi. Daha sonra 12, 24, 48 ve 72. saatlerde
okumalar gerceklestirildi.
Reaktif Hazirlama igin;

e MTT'nin (Bilesen A) bir 5 mg tupine 1 ml steril PBS ekleyerek, 12 mM MTT stok
soluisyonu hazirlandi. Cézilene kadar vorteksleme islemiyle karigtirildi.

e 1 gr SDS igeren bir tlipe 10 ml 0.01 M HCI eklendi (Bilesen B). SDS ¢b6zlilene kadar
koépurtmeden karigtirildi.

Hucrelerin igsaretlenmesi igin;

e Besiyeri uzaklagtirildi ve 100 pl taze besiyeri ile degistirildi.

e 10 yL 12 mM MTT stok solisyonunu her kuyuya eklendi. Negatif kontrol olarak sadece
100 pL medium igeren kuyuya 10 yL MTT stok sollisyonu eklendi.

e 37°C’de 4 saat inkUibasyona birakildi.
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e 100 pL SDS-HCI soltisyonu her kuyuya eklendi ve pipetaj yapilarak karistirildi.
o Mikroplate 37°C’de 4 saat nemli ortamda inklbe edildi.
o Pipetaj yardimiyla batiin érnekler yeniden karistirildi ve 570 nm de absorbans él¢imu

yapildi.

ik testten sonra toksisite gérilmedi ve LD50 dozunu belirlemek icin daha yiksek
konsantrasyonlarda LPS muamelesi ile MTT testi tekrarlandi.O, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4,
45,5,5.5, 6, 6.5, 7, 7.5 ve 8 ug/ml konsantrasyonda LPS 24, 48 ve 72. saat muamele
edildi.

3.3. Sitokin tayini

Kiltire edilen hicrelerin  besiyerlerinde pro-inflamatuar ve inflamatuar
mediatorler olan IL-1B, IL-17, TNF-a ve LL-37 miktarlari ELISA ile tayin edildi.

6-well platelere kuyu basina 100.000 hucre ekimi yapildi. 24 saat sonrasinda test
dozu olarak belirlenen LPS 200 ng/ml hicrelere uygulandi. Hicre kiltira 3 tekrarli olarak
gercgeklestirildi. 1., 2., 4., 8., 12., 24., 48., 72. saatlerde kulturlerin besiyerleri toplanarak
ELISA ile sitokin salinimlarinin miktari zamana bagl olarak tayin edildi. Belirtilen
saatlerde toplanan besiyerleri ELISA 6lcimU gerceklestirilene kadar +4°C’de muhafaza
edildi.

Sitokin tayini YLBiont marka kit ile gergeklestirildi. Biotin ¢ift antikor (sandwich)
prensibine dayali bu sistemde, kuyucuklar sitokinler igin spesifik antikor ile kapldir.

Standartlar her sitokin i¢in farkli konsantrasyonlarda hazirlandi (Tablo 3.2)

Tablo 3.2 Standart konsantrasyonlari

LL-37 TNF-a IL-17 IL-18
Standart 1 7.5 ng/ml 30 ng/ml 20 ng/ml 250 pg/L
Standart 2 15 ng/mi 60 ng/ml 40 ng/ml 500 pg/L
Standart 3 30 ng/ml 120 ng/ml 80 ng/ml 1000 pg/L
Standart 4 60 ng/ml 240 ng/ml 160 ng/ml 2000 pg/L
Standart 5 120 ng/ml 480 ng/ml 320 ng/ml 4000 pg/L
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Standart kuyucuguna 50 pl standart ve 50 pl Streptavidin-HRP eklendi. Ornek
kuyucuklarina 40 pl érnek + 10 pl antikor+ 50 pl Streptavidin-HRP eklendi. 37°C
derecede 60 dakika inklbasyon sonrasinda yikama sollisyonu ile yikama gercgeklestirildi.
Once 50 pl kromojen soliisyonu A ve 50 ul Kromojen soliisyonu B sirasiyla kuyulara
eklendi. 10 dakika 37°C derecede karanlikta inkibasyon sonrasinda 50 ul Stop
solisyonu ilave edildi (mavi renk sariya donecek). Olusan renk degisikligi ile
absorbanslar 450 nm dalga boyunda saptandi. Standartlar ile karsilastirilarak érneklerin

konsantrasyonlari hesaplandi.

3.4. miRNA izolasyonu

Sitokin deneylerinden sonra, hedefimizin ikinci asamasi olan miRNA
degisimlerinin analizine baslandi. Total RNA izolasyonu icin 6-well platelere her kuyuya
100.000 hiicre ekildi. 24 saat sonrasinda 200 ng/ml LPS muamelesi yapildi. Her saatin
LPS muamelesi triplike olarak gerceklestirildi ve ayrica her saatin 1 adet kontroll olacak
sekilde ekim yapildi ve ticari kit yardimi ile izolasyonlar gerceklestirildi (Qiagen —
miRNeasy Mini Kit). 1., 2., 4., 8., 12., 24., 48., 72. saatlerde kuyulardaki hicreler 700 pl
QIlAzol lysis Reagent ile kaldirihp 1,5 ml’lik ependorflara aktarildi. Tim kuyulardan hiicre
toplanana kadar -80°C’ye kaldirildi. izolasyonun yapilacagi zaman +4° C’de erimesi
beklendi. Oda sicakliginda (15-25° C’de) 5 dakika bekletildikten sonra 140 ul kloroform
eklendi ve 15 saniye vorteks sonrasi oda sicakliginda 3 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrasi 12000 g'de +4°C’de 15 dakika santriflj edilip supernatant kismi yeni bir
eppendorfa aktarildi (aradaki faza dokunulmadan). Eppendorfa aktarilan supernatantin,
1,5 kati kadar %100’luk etil alkolle (yaklasik 525 pl) yavasca pipetaj yapildi. RNeasy min
elute spin kolonlarina 700 ul 6rnek koyulup, 8000 g’'de oda sicakhiginda 15 saniye
santrifilj edildi. Daha sonra kolona 700 ul RWT buffer eklendi ve 8000 g'de 15 saniye
santriflj yapildi. Bu iglemleri takiben 500 ul RPE buffer eklendi ve 8000 g'de 15 saniye
santrif(j edildi. Sonrasinda 500 pl RPE buffer eklendi ve 2 dakika 8000 g’de santrifuj
edildi. Son kurutma fazi igin spin kolon yeni bir 2ml’lik toplama tipuine aktarildi ve en
yuksek hizda 1 dakika santriflj edildi. Spin kolonlar 1,5 mllik toplama tlplerine
yerlestirildi ve 30ul RNase-free water spin kolonun ortasina koyulup 1 dakika 8000 g'de
santrifuj yapildi bdylelikle kolonda bulunan total RNA 1,5 ml’lik yeni eppendorfa toplandi.
RNA’larin konsantrasyon ve saflik tayinleri Nanodrop cihazi ile gerceklestirildi. cDNA’'ya
dénusturdlmeyen RNA’lar -80°C’e kaldirildi



23

3.5. cDNA Sentezi

mMiRNA ekspresyon analizi igin cDNA doéntdsimui gerceklestirildi (Qiagen -

miScript Il Rt Kit). Reaksiyon karigimi Tablo 3.3’ de verilen miktarlarla hazirlanmgtir.

Tablo 3.3 cDNA sentezi i¢in hazirlanan reaksiyon karigimi

Madde Miktar
5x HiSpec Buffer 4 ul
10x MiScript Nucleics Mix, 2yl
MiScript Reverse Transkriptaz Mix 2 ul
RNA 1 4g
dH.O

Toplam 20ul

Hazirlanan reaksiyon karisimini iceren tlplerin 37°C derecede 60 dakika ve

sonrasinda 95°C derecede 5 dakika inkiibasyonuyla reaksiyon gercgeklestirildi.

3.6. Ekspresyon Analizi

mir-203 epidermiste ve psoriasis doku biyopsilerinde en yiliksek ekspresyon
gOsteren keratinosite 6zgi miRNA’ dir. miRNA ekspresyonlarinin sitokin salinimi ile ayni
anda ylUkselmeyecegi dusunilerek belirlenen sitokin salinim saatlerinde miR203
ekspresyonu kontrol edildi. miR203 ekspresyonunun arttigi saatler ve sitokin salinim
saatleri kullanilarak, asil hedefimiz olan tim miRNA profilinin yapilacagi “array” icin

miRNA’ larin izolasyon saatleri belirlendi. Kontrol icin U6 miRNA kullanildi.

miR-203 ekspresyonu 6zgln primer ve SYBR Green master mix ile Real-Time

PCR gergeklestirildi. Reaksiyon karisimi Tablo 3.4’de verilen miktarlarla hazirlandi.
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Tablo 3.4 Real-Time PCR reaksiyon karigimi

Madde Miktar
2xSYBR green PCR mastermix 12,5 ul
10x Universal Primer 2,5 ul
10x Primer Assay (miR-203 veya U6) 2,5 ul
cDNA 2,5l
dH20 5 ul

Toplam 25 ul

Reaksiyon kosullart,

95°C 10 dakika

94°C 15 saniye,

55°C 30 saniye, 40 doéngu
70°C 30 saniye

Ekspresyon degisimleri 22T metodu ile belirlendi.

3.7. miRNA array

Sitokin salinimi ve ekspresyon degisikligi gosteren saatlerin igerisinden ilk, 1,5.
saat ve en yuksek 8.saatte, hlcrelerden total RNA izolasyonlari gergeklestirildi ve

mMiRNA arraye gonderilmek i¢in hazirlandi.

Total RNA izolasyonu icin T25 flaska 1.500.000 hicre ekimi gerceklestirildi. 24
saat sonrasinda 200ng/ml LPS muamelesi yapildi. 1,5. ve 8., saatlerde flasklardaki
hicreler 1 ml QlAzol lysis Reagent ile kaldirihp 1,5 ml’lik eppendorflara aktarildi.
Hucreler -80° C’ye kaldirildi, izolasyon yapilacagi zaman +4°C’de erimesi beklendi. Oda
sicakliginda (15-25°C’de) 5 dakika bekletildikten sonra 200 ul kloroform eklendi ve 15
saniye vorteks sonrasi oda sicakliginda 3 dakika inkiibasyon edildi. inkiibasyon sonrasi
12000 g’'de +4°C’de 15 dakika santriflj edilip supernatant kismi yeni bir ependorfa
aktarildi (aradaki faza dokunulmadan). Ependorfa aktarilan supernatantin, 1,5 kati kadar
%100’luk etil alkolle (yaklasik 525 ul) yavasga pipetaj yapildi. RNeasy min elute spin
kolonlarina 700 ul érnek koyulup, 8000 g'de oda sicaklijinda 15 saniye santrifuj edildi.
Daha sonra kolona 700 pyl RWT buffer eklendi ve 8000 g’de 15 saniye santrifuj yapildi.
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Bu islemleri takiben 500 pl RPE buffer eklendi ve 8000 g’de 15 saniye santrifuj edildi.
Sonrasinda 500 yl RPE buffer eklendi ve 2 dk 8000 g’de santrifiij edildi. Son kurutma
fazi igin spin kolon yeni bir 2 ml'lik toplama tliptne aktarildi ve en yuksek hizla 1 dakika
santrifilj edildi. Spin kolonlar 1,5 mr'lik toplama tuplerine yerlestirildi ve 50ul RNase-free
water spin kolonun ortasina koyulup 1 dk 8000 g’de santrifij yapildi bdylelikle kolonda
bulunan total RNA 1,5 mr'lik yeni eppendorfa toplandi. RNA’larin konsantrasyon ve saflik

tayinleri Nanodrop cihazi ile gergeklestirildi.

Macrogen firmasina yaklasik 4 ug RNA igceren 4 adet 6rnek (LPS 1,5. saat,

Kontrol 1,5. saat, LPS 8. saat, Kontrol 8. saat) miRNA array hizmet alimi i¢in gonderildi.

Macrogen firmasinda miRNA array analizinde Affymetrix Genechip miRNA 4.0
array platformu kullanilarak 2578 miRNA'nin ekspresyonu &rnekler arasinda
karsilastirimistir. Bu karsilastirma igin dncelikle RNA safligi ve batinligd ND-1000
Spektrofotometre (NanoDrop, Wilmington, ABD) ve Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, Palo Alto, ABD) cihazlariyla degerlendirilmistir. Affymetrix Genechip
mMiRNA 4.0 array islemi dreticinin protokolliine gére gergeklestiriimistir. 1000ng RNA
drnekleri, FlashTag ™ Biotin RNA isaretleme Kiti (Genisphere, Hatfield, PA, ABD) ile
isaretlenmistir. isaretlenmis RNA, (retici tarafindan saglanan standart prosediirlere gére
dlclilmiis, pargalara ayrilmis ve miRNA arraye hibritlenmistir. isaretli RNA 5 dakika 99°
C'ye ve ardindan 5 dakika 45° C'ye isitiimigtir. RNA dizi hibridizasyonu, Affymetrix® 450
Fluidics Station Uzerinde 48° C'de 16 saat boyunca dakikada 60 rotasyonda ¢alkalama
ile gerceklestirilmistir. Cipler yikanmis ve Genechip Fluidics Station 450 (Affymetrix,
Santa Clara, California, ABD) kullanilarak boyanmistir. Cipler daha sonra bir Affymetrix
GCS 3000 scanner (Affymetrix, Santa Clara, California, USA) ile taranmigtir. Sinyal
degerleri Affymetrix® GeneChip ™ Command Console yazilimi kullanilarak
hesaplanmigtir. Affymetrix GeneChip® Command Console® Software (AGCC)

tarafindan saglanan yazilim kullanilarak, ham veriler gikarilmigtir.

3.8. mRNA array

miRNA array analizine gdnderilen 6rneklerden mRNA array analizi de Macrogen
firmasindan hizmet alimi yapilarak gergeklestirilmistir. Affymetrix Whole transcript
Expression array platformu kullanilarak 44630 transkript ekspresyonu drnekler arasinda

karsilastiriimistir.



26

Bu Kkarsilastirma igcin Oncelikle RNA safligi ve butinligi ND-1000
Spektrofotometre (NanoDrop, Wilmington, ABD) ve Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, Palo Alto, ABD) cihazlariyla degerlendirilmigtir. Affymetrix Tim Transkript
Ekspresyon array sureci, Ureticinin protokoliine gére (GeneChip Whole Transcript PLUS

reagent Kit) gerceklestiriimigtir.

cDNA, Uretici protokoline gére GeneChip WT (Whole Trabscript) Amplifikasyon

kiti kullanilarak sentezlenmisgtir.

Daha sonra sens cDNA fragmanlanmis ve GeneChip WT Terminal isaretleme Kkiti

kullanilarak TdT (terminal deoksintkleotidil transferaz) ile biyotin isaretlenmistir.

Yaklasik 5.5 ug isaretli DNA hedefi, 45° C'de 16 saat boyunca Affymetrix
GeneChip Human Array ile hibridize edilmistir. Hibritlenmis diziler yikanmis ve GeneChip
Fluidics Station 450 lzerinde boyanmis ve GCS3000 Scanner (Affymetrix) Uzerinde

taranmistir.

Sinyal degerleri Affymetrix® GeneChip ™ Command Console yazilimi
kullanilarak hesaplanmistir. Gen seviyesinde sonuglar belirlenmis ve farkl olarak

eksprese olan genlerin analizi gergeklestirilmigtir.

3.9. Istatistik

miRNA array istatistikleri Macrogen tarafindan yapilmistir. LPS muamelesi
yapilmis hucreler ile kontrol hicreler arasindaki analiz kat degisimleri kullanilarak
bagimsiz T testi ile gergeklestiriimis, Benjamini-Hochberg algoritmasi kullanilarak p

degeri hesaplanmigtir.

mRNA array istatistikleri Macrogen tarafindan yapilmistir. LPS muamelesi
yapilmis hucreler ile kontrol hicreler arasindaki karsilastirmali analiz kat degisimleri
kullanilarak gergeklestiriimistir. Gen problari igin fonksiyonel analizi, gen ontolojisi
(http://geneontology.org/) ve KEGG (http://kegg.jp) kullanilarak yapilmigtir. Tum
istatistiksel testler ve farkli sekilde ifade edilen genlerin gorsellestiriimesi, R istatistik dili

v. 3.1.2 kullanilarak yapilmigtir.

Macrogen firmasindan alinan veriler ile kendi laboratuvarimizda miRNA array
sonuglarinda gelen artan ve azalan miRNA’larin olasi fonksiyonel yolaklarini belirlemek

icin miRPath v.3 (Vlachos vd 2015) veritabani kullanildi. mRNA array sonuglarinda gelen
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artan ve azalan miRNA’larin olasi fonksiyonel yolaklarini belirlemek icin PANTHER
v13.1 veritabani kullanilarak yolak analizi gergeklestiriidi. Bu mRNA’lari hedefleyen
miRNA’lar TarBase v.8 (Karagkouni vd 2018) veritabani kullanilarak belirlendi. Ayrica

STRING v10.5 veritabani kullanilarak protein-protein etkilesimleri gosterildi.

1,5 ve 8. saatler arasinda ekspresyon farklihgi gosteren miRNA ve
mRNA’larindaki bu ekspresyon degisimlerinin anlamliiginin belirlenmesi igin Fisher-
Exact test kullanildi. Yapilan tim istatistik verileri p< 0.05 anlamli olarak kabul edilerek

degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1 Hiicre Kiiltiiri

Deneylerimizi planlarken asil test grubu olarak, literatiirde yer alan diger ¢alismalarda
da kullanilan HaCaT hicre hattini belirledik. Projenin ana/temel hedefi disinda primer
hicre olan HEKn hiicre hattinda LPS muamelesine cevabi gérmek igin, ek bir deney
grubu olarak belirlendi. HEKn hicreleri primer hiicre hatti olmalari sebebiyle yavas
blylime hizina sahiptirler. Ayni zamanda growth kit gereksinimleri varligi ve zamanla
growth Kkitlerin etkinliklerini azaltmalari sebebiyle 2. pasaj sonrasinda hicrelerin
blyUmeleri iyice yavaslamis ve doubling sUreleri uzamistir. Ayrica yogun gdzuken
flasklardan tripsinizasyon islemi gergeklestirildiginde en fazla 300.000 hicre sayilmigtir
(Sekil 4.1). Bu sayl da deneylerimiz igin yeterli olmamaktadir. Bunun sebebi olarak
hicrelerin buylk olmasi ve yayilarak ¢cogalmasi oldugu 6ngoérulmustir. Bu sebeple
HEKnN hicrelerin kiltird sonlandirildi ve deneylerimize asil hedefimiz olan HaCaT hiicre

hatti ile devam edildi.
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Sekil 4.1 Yogun HEKn hticre flaski (4x)

4.2 MTT Assay Sonuglari

LPS triplike olarak 10, 50, 100, 200, 500, 1000,1500 ng/ml konsantrasyonda ve 12, 24,
48 ve 72 saat uygulandi. Hicre proliferasyon sonuglarina gére 200 ng/ml LPS hicre

proliferasyonunu en fazla arttiran doz olarak belirlendi (Sekil 4.2).

LPS Hicre Canhligi - 1

180,00%
160,00%

140,00%
120,00% 4:;__ =
100,00%

80,00%
60,00%
40,00%
20,00%
0,00% 1

blank 10ng/ml  50ng/ml 100ng/ml 200rl1g/m| 500ng/ml  1lpg/ml  1,5ug/ml

==@==12. saat hiicre canlilig| === 24 saat hiicre canlihg

48. saat hiicre canlilig| ==il==72 saat hiicre canlhg

Sekil 4.2 LPS uygulanmis hicrelerin canlilik - zaman grafigi
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ilk LPS testtinden sonra toksisite goriilmedigi icin daha yliksek konsantrasyonlarda LPS
muamelesi ile MTT testi tekrarlandi. LPS triplike olarak 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5, 5,
5.5, 6, 6.5, 7, 7.5 ve 8 ug/ml konsantrasyonda ve 24, 48 ve 72 saat uygulandi. Hicre
proliferasyon degerlerine goére 72 saatte 8 ug/ml LPS’ nin LD50 dozu oldugu belirlendi
(Sekil 4.3).

LPS Hicre canlihgi - 2

100,00%
95,00%
90,00%
85,00%
80,00%
75,00%
70,00%
65,00%
60,00%
55,00%
50,00%

g2/ saat hiicre canliligi  ==lll==48. saat hiicre canliligi 72. saat hiicre canlilig

Sekil 4.3 Yuksek doz LPS Hucre canliligi-zaman grafigi

4.3 Sitokin Tayini Sonuglar

Tam kultar hacrelerin besiyerlerinde pro-inflamatuar ve inflamatuar mediatérler olan IL-
1B, IL-17, TNF-a ve LL-37 miktarlari ELISA ile tayin edildi.

Antimikrobiyal peptid olan LL-37 saliniminin 1,5. saatte bagladidi ve 8. saatte en ylksek

degerine ulastigi, 24. saatten sonra diusmeye basladidi gézlendi (Sekil 4.4)
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LL-37
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50
40
30
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10

c(sifir)  1.saat  2.saat 4.saat  8.saat 12.saat 24.saat 48.saat 72.saat

Sekil 4.4 LL-37 zamana gore salinim grafigi (ng/ml)

TNF-a saliniminin 3. saatte artmaya basladiJi, 4-8. saat arasinda kismi plato yaptigi (8.

saatte %25 artis gosterdigdi) ve sonrasinda hizla dustugu gozlendi (Sekil 4.5).

TNF-a

40
30
20
10

-10 c(sifir) 1.saat 2.saat 4.saat 8.saat  1R.saat t 72.saat

-20
-30

Sekil 4.5 TNF-a zamana gore salinim grafigi (ng/L)

IL-17 saliniminin 24. saate kadar belirgin bir degisiklik olmadigi, 24. saatte (%48’lik) bir
artis oldugu ve hemen distligu gozlendi (Sekil 4.6)
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IL-17
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c(sifir) 1.saat 2.saat 4.saat 8.saat 12.saat 24.saat 48.saat 72.saat

Sekil 4.6 IL-17 zaman gore salinim grafigi (ng/L)

IL-1B saliniminin 12. Saatte ylkselmeye basladigi, 24. Saatte %50 artis gOsterdigi ve
72. Saatte baslangi¢ seviyesine dondugu gozlendi (Sekil 4.7).

IL-1B

1200
1000
800
600
400
200

2200 c(sifir) 1.84at 2.saat 4.saat 8.saat  12.saat 24.saat 48.saat 72.saat

-400

Sekil 4.7 IL-1B zamana gore grafigi (pg/L)

4.4 miR-203 ekspresyonu

Epidermiste ve psoriasis doku biyopsilerinde en yiksek ekspresyon goésteren
keratinosite 6zgli miRNA olan miR203 ekspresyonunun artti§i saatlerin belirlenmesi icin
gRT-PCR gerceklestirildi. gqRT-PCR sonuglarina gore 1., 2., 12. ve 24. saatlerde miR203
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ekspresyonu LPS indiklenen hicreleri ve kontrol hiicreler arasinda kargilastirildiginda

kat degisismlerinin anlamli derecede fark gosterdigi belirlendi (Sekil 4.8).

*
*
*
| %
1.8 2. 48.s 72.s

s 4s 8s 12.s 24.s

1,4

1,2
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o
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mKONTROL mLPS

Sekil 4.8 miR203 ekspresyonunun zamana bagh kat degisimi (*, p<0.05)

4.5 LPS muamelesinin miRNA ekspresyonlarina etkisi

4.5.1 Bir buguk saat LPS muamelesinin etkisi

Herhangi bir madde uygulanmamis kontrol grubu ile 1,5 saat LPS ile muamele
edilen psoriasis model hicrelerinin miRNA ekspresyonlari karsilastirildiginda 129 adet
miRNA ekspresyonunun 1,5 kat ve Uzeri oranda degistigi gorulmustir. 95 miRNA'nin
ekspresyonunun LPS muamelesi ile azaldigi (Tablo 4.1) ve 34 adet miRNA’nin
ekspresyonunun arttigi gézlenmistir (Tablo 4.2). Ekspresyonu azalan miRNA’larin rol
alabilecekleri hicresel yolaklarin belirledigi KEGG yolak analizi Tablo 4.2 ve heatmap
analizi Sekil 4.9 da gdsterilmistir. Ekspresyonu artan miRNA’larin rol alabilecekleri
hlcresel yolaklarin belirledigi KEGG yolak analizi Tablo 4.4 ve heatmap analizi Sekil

4.10 da gosterilmistir.

Ekspresyonu en c¢ok azalan miRNA -6,62665 kat fark ile hsa-miR-7162-3p
olurken, ekspresyonu en ¢ok artan miRNA 3,287703 kat fark ile hsa-miR-5684 oldugu

belirlenmisgtir.



Tablo 4.1 Bir buguk saat LPS muamelesiyle ekspresyonu azalan miRNA'lar

No miRNA ismi

Kat
degisimi

hsa-miR-7162-3p
hsa-miR-1306-3p
hsa-miR-4669
hsa-miR-125a-5p
hsa-miR-6716-3p
hsa-miR-10a-5p
hsa-miR-5739
hsa-miR-148b-3p
hsa-miR-3613-5p
10 hsa-miR-6831-5p
11 hsa-miR-5194

12 hsa-miR-885-3p
13 hsa-miR-3911

14 hsa-miR-4534

15 hsa-miR-193a-5p
16 hsa-miR-6790-5p
17 hsa-miR-4419a
18 hsa-miR-8064

19 hsa-miR-183-5p
20 hsa-miR-548a-3p
21 hsa-miR-378e

22 hsa-miR-4298

23 hsa-miR-138-1-3p
24 hsa-miR-148a-3p
25 hsa-miR-301a-3p
26 hsa-miR-146a-5p
27 hsa-miR-7847-3p
28 hsa-miR-6812-5p
29 hsa-miR-6776-5p
30 hsa-miR-532-3p
31 hsa-miR-6769a-5p
32 hsa-miR-550a-5p
33 hsa-miR-197-3p
34 hsa-miR-8071

35 hsa-miR-505-3p
36 hsa-miR-6865-5p
37 hsa-miR-4710

38 hsa-miR-3682-3p
39 hsa-miR-1224-5p
40 hsa-miR-942-3p
41 hsa-miR-7109-5p
42 hsa-miR-188-5p
43 hsa-miR-3141

44 hsa-miR-6782-5p
45 hsa-miR-498

46 hsa-miR-3135b
47 hsa-miR-150-3p

O©CoOoO~NOUIWNPE

-6,62665
-4,00891
-3,79127
-3,75203
-3,42653
-3,28329
-3,25593
-3,25566
-3,17591
-3,12659
-3,00062
-2,96062
-2,9468

-2,87498
-2,67517
-2,65117
-2,62506
-2,46028
-2,4423

-2,42291
-2,37792
-2,37051
-2,35388
-2,3512

-2,30036
-2,28509
-2,28412
-2,26338
-2,25263
-2,25182
-2,24943
-2,24473
-2,23411
-2,19672
-2,16427
-2,16262
-2,15429
-2,13147
-2,10662
-2,08226
-2,0492

-2,02246
-1,98934
-1,97125
-1,95554
-1,93796
-1,92316

48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95

hsa-miR-934 -1,92063
hsa-miR-4502 -1,9038
hsa-miR-6833-5p -1,89001
hsa-miR-4663 -1,88655
hsa-miR-3937 -1,88332
hsa-miR-7107-5p -1,86127
hsa-miR-139-5p -1,86025
hsa-miR-550a-3p -1,85696
hsa-miR-30c-1-3p -1,85436
hsa-miR-4286 -1,84523
hsa-miR-6086 -1,81008
hsa-miR-5189-5p -1,80759
hsa-miR-3646 -1,79088
hsa-miR-221-5p -1,78146
hsa-miR-671-3p -1,77
hsa-miR-502-5p -1,76137
hsa-miR-1281 -1,75158
hsa-miR-1229-5p -1,74584
hsa-miR-617 -1,74382
hsa-miR-504-3p -1,73826
hsa-miR-4732-5p -1,73167
hsa-miR-30e-3p -1,72325
hsa-miR-3613-3p -1,71457
hsa-miR-4701-3p -1,70071
hsa-miR-1973 -1,68069
hsa-miR-4448 -1,67954
hsa-miR-15b-5p -1,65361
hsa-miR-6778-5p -1,64022
hsa-miR-23c -1,6279
hsa-miR-4459 -1,62591
hsa-miR-181a-5p -1,62585
hsa-miR-3188 -1,62269
hsa-miR-2116-5p -1,61357
hsa-miR-181c-5p -1,59451
hsa-miR-6763-5p -1,59444
hsa-miR-6068 -1,59102
hsa-miR-3935 -1,5875
hsa-miR-339-5p -1,58432
hsa-miR-574-3p -1,58247
hsa-mir-92b -1,57368
hsa-miR-4667-5p -1,56944
hsa-miR-3679-5p -1,56029
hsa-miR-665 -1,54142
hsa-miR-6124 -1,52476
hsa-miR-4330 -1,52243
hsa-miR-4800-5p -1,51603
hsa-miR-224-5p -1,50152
hsa-miR-584-3p -1,50135

34
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Tablo 4.2 Bir buguk saat LPS muamelesiyle ekspresyonu azalan miRNA’larin KEGG

yolak analizi

KEGG yolagi

p degeri

Gen
sayisl

miRNA
sayisi

Prion hastaligi (hsa05020)
Yag asidi biyosentezi (hsa00061)

Hippo sinyal yolagi (hsa04390)

ECM-reseptor etkilesimi (hsa04512)

Viral karsinogenez (hsa05203)
Lisin degredasyonu (hsa00310)

Yag asidi metabolizmasi (hsa01212)

Kanser iliskili proteoglikanlar (hsa05205)

<le-325

8

<le-325 7

4.330027e-09
0.0001665746
0.0001676814
0.0003891305
0.001435271
0.03225648

83
30
112
30
18
111

5
8
15
8
13
12
7
12

TRE

-15

Sekil 4.9 Bir buguk LPS muamelesi

RIS

Color Key

Lysine degradation

-10 -5 o
Log(p value)

Heatmap analizi

Viral carcinogenesis

Hippo signaling pathway

Proteoglycans in cancer

ile

'y

ECM-receptor interaction

Prion diseases -

Fatty acid metabolism

Fatty acid hiosynthesis -

hsa-miR-3682-3p|Tarbase
hsa-miR-1281 |Tarbase
hsa-miR-23c|Tarbase
hsa-miR-4286|Tarbase
hsa-miR-10a-5p|Tarbase
hsa-miR-4448|Tarbase
hsa-miR-1224-5p|Tarbase
hsa-miR-1306-3p|Tarbase
hsa-miR-885-3p|Tarbase
hsa-miR-138-1-3p|Tarbase
hsa-miR-617|Tarbase
hsa-miR-193a-5p|Tarbase
hsa-miR-4938|Tarbase
hsa-miR-3188|Tarbase
hsa-miR-183-5p|Tarbase
hsa-miR-665|Tarbase
hsa-miR-197-3p|Tarbase
hsa-miR-181c-5p|Tarbase
hsa-miR-139-5Sp|Tarbase
hsa-miR-18la-5p|Tarbase
hsa-miR-146a-5p|Tarbase
hsa-miR-550a-5p|Tarbase
hsa-miR-3613-3p|Tarbase
hsa-miR-548a-3p|Tarbase
hsa-miR-339-5p|Tarbase
hsa-miR-502-Sp|Tarbase
hsa-miR-3679-5p|Tarbase
hsa-miR-30c-1-3p|Tarbase
hsa-miR-150-3p|Tarbase
hsa-miR-574-3p|Tarbase
hsa-miR-532-3p|Tarbase
hsa-miR-550a-3p|Tarbase
hsa-miR-671-3p|Tarbase
hsa-miR-3613-5p|Tarbase
hsa-miR-188-5p|Tarbase
hsa-miR-505-3p|Tarbase
hsa-miR-221-5p|Tarbase
hsa-miR-20e-3p|Tarbase
hsa-miR-15b-5p|Tarbase
hsa-miR-125a-5p|Tarbase
hsa-miR-224-5p|Tarbase
hsa-miR-148a-3p|Tarbase
hsa-miR-301a-3p|Tarbase
hsa-miR-148b-3p|Tarbase

ekspresyonu azalan miRNA’larin

KEGG Yolagi
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Tablo 4.3 Bir buguk saat LPS muamelesi ile ekspresyonu artan miRNA’lar

. . Kat 17  hsa-miR-7110-5p 1,680464
MIRNA ismi degisimi 18 hsa-miR-769-5p  1,6817

1 hsa-miR-628-3p 1,508819 19 hsa-miR-7641 1,69584
2 hsa-mir-4699 1,508819 20 hsa-miR-1909-3p 1,730034
3 hsa-miR-4750-5p 1,509133 21  hsa-miR-550b-2-5p 1,757019
4 hsa-miR-589-3p 1,510912 22  hsa-miR-574-5p 1,775124
5 hsa-miR-8075 1,526492 23 hsa-miR-1260b 1,788326
6 hsa-miR-4284 1,527021 24 hsa-miR-324-5p 1,874986
7 hsa-miR-125b-1-3p 1,5466 25 hsa-miR-3921 2,110522
8 hsa-miR-642b-3p 1,567809 26 hsa-miR-378b 2,112161
9 hsa-miR-4530 1,57262 27 hsa-mir-711 2,14031
10 hsa-miR-365b-5p  1,580981 28  hsa-miR-4417 2,237395
11  hsa-miR-1260a 1,587053 29 hsa-miR-1244 2,438544
12 hsa-miR-29c-3p 1,588538 30 hsa-miR-101-5p 2,44103
13 hsa-miR-6794-5p  1,595137 31 hsa-miR-3175 2,460617
14 hsa-miR-1285-3p  1,595579 32 hsa-miR-16-2-3p  3,005844
15 hsa-miR-19b-1-5p  1,628846 33 hsa-miR-1202 3,022642
16  hsa-miR-15a-3p 1,640641 34 hsa-miR-5684 3,287703

Tablo 4.4 Bir buguk saat LPS muamelesiyle ekspresyonu artan miRNA’larin KEGG

yolak analizi
KEGG yolagi p degeri Gen miRNA
sayisl  sayisl
Yag asidi biyosentezi (hsa00061) <le-325 3 2
ECM-reseptor etkilesimi (hsa04512) <1e-325 23 5
Lisin degredasyonu (hsa00310) 3.540607e-09 22 8
Yag asidi metabolizmasi (hsa01212) 3.841833e-08 6 4
Yag asidi uzatilmasi (hsa00062) 4.447588e-05 5 4
Yag asidi degredasyonu (hsa00071) 0.04466238 4 3
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Sekil 4.10 Bir buguk saat LPS muamelesiyle ekspresyonu artan miRNA’larin KEGG

yolagi Heatmap analizi

4.5.2 Sekiz saat LPS muamelesinin etkisi

Herhangi bir madde uygulanmamis kontrol grubu ile 8 saat LPS ile muamele
edilmis psoriasis model hicrelerinin miRNA ekspresyonlari karsilastirildiginda 67 adet
mMiRNA ekspresyonunun 1,5 kat ve Gzeri oranda degistigi gorilmustir. 18 miRNA'nin
ekspresyonunun LPS muamelesi ile azaldigi (Tablo 4.5) ve 48 adet miRNA’nin
ekspresyonunun arttigr gozlenmigtir (Tablo 4.7). Ekspresyonu azalan miRNA'larin rol
alabilecekleri hicresel yolaklarin belirledigi KEGG yolak analizi Tablo 4.6 ve heatmap
analizi Sekil 4.11 de gosterilmistir. Ekspresyonu artan miRNA’larin rol alabilecekleri
hiicresel yolaklarin belirledigi KEGG yolak analizi Tablo 4.8 ve heatmap analizi Sekil

4.12 de gosterilmistir.
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Ekspresyonu en c¢ok azalan miRNA -2,49369 kat fark ile hsa-miR-548a-3p

olurken, ekspresyonu en ¢ok artan miRNA 2,944576 kat fark ile hsa-miR-550a-3-5p

oldugu belirlenmisgtir.

Tablo 4.5 Sekiz saat LPS muamelesiyle ekspresyonu azalan miRNA’lar

iRNA ismi Kat 9 hsa-miR-4788 -1,6718

MIKNA ISm degisimi 10 hsa-miR-454-3p  -1,66063
1  hsa-miR-548a-3p  -2,49369 11 hsa-miR-338-5p -1,66018
2 hsa-miR-4635 -2,30686 12 hsa-miR-5189-5p  -1,65763
3  hsa-miR-8071 -2,22079 13 hsa-miR-3613-5p  -1,64115
4  hsa-miR-4646-5p  -2,14457 14 hsa-miR-371b-5p  -1,63178
5 hsa-miR-665 -1,86448 15 hsa-miR-4286 -1,61283
6  hsa-mir-3154 -1.,8295 16  hsa-miR-4481 -1,56126
7  hsa-miR-6776-5p  -1,79874 17 hsa-miR-4330 -1,52863
8  hsa-miR-4458 -1,77702 18 hsa-mir-101-1 -1,50052

Tablo 4.6 Sekiz saat LPS muamelesiyle ekspresyonu azalan miRNA’larin KEGG yolak

analizi

KEGG yolag p degeri Gen MiRNA
sayisl sayisl

Doymamis vyad asidi biyosentezi 0.0001191832 6 3
(hsa01040)
ECM-reseptor etkilesimi (hsa04512) 0.0005548516 6 2
Kok hlcrelerin pluripotensisini 0.001507534 45 4
dizenleyen sinyal yolaklari (hsa04550)
TGF-B sinyal yolagi (hsa04350) 0.01325001 28 4
Huntington hastali§i (hsa05016) 0.01396295 1 1
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Tablo 4.7 Sekiz saat LPS muamelesi ile ekspresyonu artan miRNA’lar

_ . Kat 24  hsa-miR-146a-5p 1,748163
MIRNA ismi degigimi 25 hsa-miR-1296-5p  1,776922
1 hsa-miR-3065-5p 1,502307 26 hsa-miR-125b-1-3p 1,802701
2 hsa-miR-4498 1,516452 27 hsa-miR-6757-5p 1,810979
3 hsa-miR-3935 1,517514 28 hsa-miR-491-5p 1,820469
4 hsa-miR-4668-5p 1,52861 29 hsa-miR-6133 1,848494
5  hsa-miR-330-3p 1,531452 30 hsa-miR-15a-3p 1,84975
6 hsa-miR-2110 1,538762 31 hsa-miR-664a-5p 1,859262
7  hsa-miR-224-5p 1,541463 32  hsa-miR-455-5p 1,88314
8 hsa-miR-584-3p 1,545121 33  hsa-miR-26b-5p 1,890411
9 hsa-miR-3613-3p 1,570202 34  hsa-miR-3682-3p 1,904233
10  hsa-miR-4306 1,581639 35 hsa-miR-503-5p 1,996883
11  hsa-miR-221-5p 1,583471 36 hsa-miR-181c-3p 2,003552
12  hsa-miR-1303 1,600996 37 hsa-miR-3934-5p 2,064468
13  hsa-miR-6891-5p  1,621108 38 hsa-miR-3617-5p  2,125452
14  hsa-miR-17-3p 1,624336 39 hsa-miR-3916 2,161885
15 hsa-miR-29b-3p 1,642382 40 hsa-miR-378e 2,161885
16  hsa-miR-628-3p 1,644478 41  hsa-miR-934 2,232391
17  hsa-miR-99b-3p 1,649524 42 hsa-miR-1290 2,26693
18 hsa-miR-6798-5p  1,65092 43 hsa-miR-505-3p 2,291639
19 hsa-miR-196b-5p  1,657524 44 hsa-miR-30c-1-3p  2,402173
20 hsa-miR-34a-3p 1,66599 45  hsa-miR-301a-3p 2,542222
21  hsa-miR-6132 1,667296 46 hsa-miR-744-3p 2,694747
22  hsa-let-7a-2-3p 1,698557 47  hsa-miR-196b-3p 2,846936
23 hsa-miR-424-3p 1,746105 48 hsa-miR-550a-3-5p 2,944576

Tablo 4.8 Sekiz saat LPS muamelesi ile ekspresyonu artan miRNA’larin KEGG yolak

analizi

KEGG yolagi p degeri Gen miRNA
sayisli sayisl

ECM-reseptor etkilesimi (hsa04512) <le-325 27 6
Misin  tip O-Glycan biyosentezi 6.178313e-11 13 8
(hsa00512)
Morfin bagimhhigi (hsa05032) 9.364103e-10 44 11
Kok hicrelerin pluripotensisini 8.899256e-09 78 8
duzenleyen sinyal yolaklari
(hsa04550)
Hippo sinyal yolagi (hsa04390) 2.81492e-05 71 6
Kanser iligkili proteoglikanlar 5.979061e-05 97 7
(hsa05205)
Prion hastaligi (hsa05020) 0.0003171226 1 1
Whnt sinyal yolagdi (hsa04310) 0.0008849366 63 5
Lisin degredasyonu (hsa00310) 0.002108869 19 7
TGF-f sinyal yolagi (hsa04350) 0.02003302 35 5
GABAergic sinaps (hsa04727) 0.03617065 22 6
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Sekil 4.12 Sekiz saat LPS muamelesi ile ekspresyonu artan miRNA’larin KEGG yolagi
Heatmap analizi
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4.5.3 Bir buguk ve 8. saatler arasinda degisim gosteren miRNA’lar

miRNA array sonuglari analiz edildiginde 1,5 ve 8. saatler arasinda ekspresyon
degisimi gosteren psoriasis hastaligiyla iligkili oldugunu dustinilen 8 miRNA 6ne
cikmistir. One ¢ikan miRNA’lar, hsa-miR-30c-1-3p, hsa-miR-146a-5p, hsa-miR-181c-5p,
hsa-miR-221-5p, hsa-miR-224-5p, hsa-miR-301a-3p, hsa-miR-505-3p ve hsa-miR-
934’dir. Bu miRNA’larin ekspresyonlarinin zamana bagl olarak 8. saatte arttigi ve bu
ekspresyon degisimindeki farkin anlamli oldugu belirlenmistir (Tablo 4.9). Ekspresyonu
degisen miRNA’larin rol alabilecekleri hucresel yolaklarin belirledigi KEGG yolak analizi

Tablo 4.10 ve heatmap analizi Sekil 4.13 de gosterilmistir.

Tablo 4.9 Bir buguk ve 8. saatlerde miRNA ekspresyon kat degisimi

1,5. saat 8. saat p
hsa-miR-30c-1-3p -1,854358 2,402173 <,0001
hsa-miR-146a-5p -2,285088 1,748163 <,0001
hsa-miR-181c-5p -1,594507 2,003552 <,0001
hsa-miR-221-5p -1,78146 1,583471 <,0001
hsa-miR-224-5p -1,501516 1,541463 <,0001
hsa-miR-301a-3p -2,300361 2,542222 <,0001
hsa-miR-505-3p -2,164269 2,291639 <,0001

hsa-miR-934 -1,920631 2,232391 <,0001
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Tablo 4.10 Bir buguk ve 8. saatler arasinda degisim gosteren miRNA’lar'in KEGG yolak

analizi
KEGG Yolagi p-degeri Gen miRNA sayisi
sayisli

Prion hastali§i (hsa05020) <le-325 6 2 (miR-221, miR-301a)

Yag asidi biyosentezi (hsa00061) 3.418377e-13 2 1 (miR-301a-3p)

Lisin degredasyonu (hsa00310) 9.860002e-12 16 3 (miR-224, miR301-a,
miR-505)

Glioma (hsa05214) 7.898378e-06 25 3 (MiR-181c, miR-224,
miR-301a)

Hippo sinyal yolagi (hsa04390) 0.0005848472 40 3 (miR-181c, miR-221,
miR-224)

ECM-reseptor etkilesimi (hsa04512) 0.000857462 13 2 (miR-221, miR-505)

TGF-B sinyal yolagi (hsa04350) 0.001079246 23 2 (miR-30c-1, miR-
301a)

Endoplazmik retikulumda protein 0.00457594 53 3 (miR-181c, miR-221,

islenmesi (hsa04141) miR-224)

Kanser iligkili proteoglikanlar 0.007375466 23 1 (miR-301a)

(hsa05205)

Adherent baglantilar (hsa04520) 0.01490272 18 2 (MiR-221, miR-224)

Kok hdcrelerin pluripotensisini  0.02994417 21 1 (miR-301a)

dizenleyen sinyal yolaklari

(hsa04550)

Steroid biyosentezi (hsa00100) 0.03732984 3 1 (miR-221)

Yag asidi metabolizmasi (hsa01212) 0.04172313 7 2 (miR- 224, miR-301a)
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Signaling pathways regulating pluripotency of stem cells

Sekil 4.13 Bir buguk ve 8. saatler arasinda degisim gosteren miRNA’lar’'in KEGG yolak

heatmap analizi.

4.6 LPS muamelesinin mRNA ekspresyonlarina etkisi

4.6.1 Bir buguk saat LPS muamelesinin etkisi

Herhangi bir madde uygulanmamis kontrol grubu ile 1,5 saat LPS ile muamele
edilmis psoriasis model hicrelerinin mMRNA ekspresyonlari karsilastirildiginda 41 adet
MRNA ekspresyonunun 2 kat ve Uzeri oranda degistigi goriimuastir. 24 mRNA’nin

ekspresyonunun LPS muamelesi ile azaldigi (Tablo 4.6) ve 17 adet mRNA’nin
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ekspresyonunun arttigi gézlenmistir (Tablo 4.7). PANTHER version 13.1 veritabani ile
bu genlerin iligkili olduklari yolaklar belirlenmeye g¢alisildi fakat anlamli bir yolak analizi

gerceklestirilemedi.

Ekspresyonu en ¢ok azalan mRNA -2,90426 kat fark ile koku alma reseptor
proteini olan OR1F1 olurken, ekspresyonu en ¢ok artan mRNA 3,509170 kat fark ile DNA
¢ift zincir kiriklarinin onariminda ve UV hasarinizi ekzisyonel onariminda gérev alan
ACTRS5 oldugu belirlenmigtir.

Tablo 4.11 Bir buguk saat LPS muamelesiyle ekspresyonu azalan mRNA’lar

MRNA ismi Kat degigimi 14 ZNF680 -2,10754
1 OR1F1 -2,90426 15 ZXDA -2,10101
2 TAS2R43 -2,74465 16~ SHANK2 -2,0921
3 DDX11L2 -2,69789 17 CCL1 -2,0703
4 OR5M1 -2.67289 18  TRAV12-1 -2,06022
5 CYP4A11 -2,57662 19 LOC646652 -2,0492
6 TRBV7-4 -2,32115 20  PRDM9 -2,04194
7 LOC400743 -2.28827 21  LOC100507556 -2,03823
8 OR11H12 -2,27609 22 FCGBP -2,01651
9 FAM153B -2,23179 23 TOP1P2 -2,00555
10  LOC100996713 -2,20985 24  LOC105377725 -2,00257
11  OR2T35 -2,20639
12  TRDV1 -2,15336
13 IGLV3-27 -2,12296

Tablo 4.12 Bir buguk saat LPS muamelesiyle ekspresyonu artan mRNA’lar

MRNA ismi Kat degigimi 9 LPAL2 2,155944
1  OR4D11 2,011818 10 TsL 2,173666
2  CYP1A2 2,016719 11 DDX46 2,249291
3  LOC105369441 2,039874 12 CELSR3-AS1  2,253192
4  LOC100131174 2,050577 13 RNVUI-19 2,255301
5  VCX3B 2.052056 14 IGLV1-44 2,343265
6 LOC105370435 2,094811 15 OR1is1 2,60953
7  ZNF582 2,103016 16 OR8H2 2,739628
8 LOC105371559 2,143428 17 ACTRS 3,50917
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4.6.2 Sekiz saat LPS muamelesinin etkisi

Herhangi bir madde uygulanmamis kontrol grubu ile 8 saat LPS ile muamele
edilmis psoriasis model hicrelerinin mMRNA ekspresyonlari karsilastirildiginda 52 adet
MRNA ekspresyonunun 2 kat ve Uzeri oranda degistigi gorulmuistir. 21 mRNA'nin
ekspresyonunun LPS muamelesi ile azaldigi (Tablo 4.8) ve 31 adet mRNA'nin
ekspresyonunun arttigi gézlenmistir (Tablo 4.9). PANTHER version 13.1 veritabani ile
bu genlerin iligkili olduklari yolaklar belirlenmeye calisiimis fakat anlamli bir yolak analizi

gercgeklestirilememistir.

Ekspresyonu en ¢ok azalan mRNA -3,65573 kat fark ile LOC728093 (varsayilan
POM121 benzeri protein 1 benzeri) olurken, ekspresyonu en ¢ok artan mRNA 2,699477
kat fark ile epitelyal ylzeylerin mikrobiyal kolonizasyona direncini buyuk 6lgtide artiran

onemli bir katyonik antimikrobiyal peptit olan DEFB115 oldugu belirlenmistir.

Tablo 4.13 Sekiz saat LPS muamelesiyle ekspresyonu azalan mRNA’lar

mMRNA ismi Kat degigimi 11 ATP1A4 -2,15919
1 LOC728093  -3,65573 12 TRAV12-3 -2,13011
2 LOC441081  -3,65573 13 TRMO -2,12676
3 LOC102724994 -3,65573 14 LOC102723446 -2,1217
4 EIF1AY -2,53835 15 SNORA2A -2,11437
5 ZNF876P -2.43692 16 LOC102724465 -2,09265
6 TRAJ7 -2,42432 17 LOC105374356 -2,06633
7 SPATA31D4 -2,34504 18 LOC105375095 -2,056
8 KRTAP20-4  -2,21255 19 ORSH6 -2,05029
9 TRIM48 -2,21126 20 ZEB2 -2,03615
10 SPATA31D5P  -2,19602 21 LOC105373416 -2,00906
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Tablo 4.14 Sekiz saat LPS muamelesiyle ekspresyonu artan mRNA'lar

mMRNA ismi Kat degisimi 16 LOC105370492 2,221601
1 KRTAP4-8 2,008321 17 PAKY 2,24398
2 LOC105369873 2,011302 18 LRRC18 2,258164
3 OR11H12 2011818 19 Clorf68 2,266192
4 MLIP-IT1 2,01609 20 ANKRD18B 2,271051
5 SCN8A 2,035143 21 CSH1 2,287799
6 LOC105375896 2,035481 22 BRS3 2,365196
7 POM121L4P  2,082649 23 LAIR2 2,385067
8 ADCYS8 2,08509 24 GOLGAS8H 2,417004
9 CLYBL 2,09188 25 CLECA4AGP1 2,459389
10 SMR3B 2,093258 26 SBF1P1 2,474231
11 LOC105379829 2,095247 27 LOC105377643 2,494845
12 LYZL2 2,098386 28 LOC105372331 2,528304
13 MT1H 2,10982 29 LOC105370321 2,631782
14 LOC105370611 2,125202 30 SNORD116-27  2,660431
15 SNORD114-28 2,210634 31 DEFB115 2,699477

4.6.3 Bir bucuk ve 8. saatler arasinda degisim gosteren mRNA’lar

MRNA array sonuglari analiz edildiginde 1,5 ve 8. saatler arasinda ekspresyon
degisimi gosteren psoriasis hastalidiyla iligkili oldugunu duisidndlen 9 mRNA d6ne
cikmistir. One ¢ikan mRNA’lar, TAB1, MAP2K6, WNT16, ICAM1, CCL2, MAPK10,
RPS6KA4, CXCL5, FGF10'dur. mRNA’larin 1,5 ve 8. saatlerdeki ekspresyon kat
degisimleri Tablo 4.15’de gosterilmigtir.

PANTHER version 13.1 veritabani ile bu genlerin iligkili olduklari yolaklar Tablo
4.16'da verildi. Ayrica STRING v10.5 veritabani kullanilarak protein-protein etkilesim
analizi gercgeklestirildi. Yapilan analiz sonucunda ICAM1, CXCL5, CCL2, MAP2K®,
MAPK10 VE TAB1 etkilesimi Sekil 4.14‘de gosterildi.
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1,5. saat 8. saat p
TAB1 -1,416244 1,047899 ,0111
MAP2K6 1,230274 -1,361059 ,0001
WNT16 -1,088167 1,303445 ,0028
ICAM1 1,070637 1,405828 ,0946
CCL2 1,419960 1,061328 ,0809
MAPK10 -1,504298 1,006579 ,0022
RPS6KA4 1,191534 -1,311720 ,0107
CXCL5 -1,060159 1,490431 ,0208
FGF10 1,201469 -1,827460 ,0001

Tablo 4.16 Bir buguk ve 8. saatlerde ekspresyonu degisen genlerin yolak analizi

Yolaklar Gen sayisi p degeri

p38 MAPK yolagi 3 (TAB1, RPS6KA4, MAP2K®6) 7.60E-07
Oxidatif stres cevabi 2 (MAP2K6, MAPK10) 2.84E-04
Toll reseptdr sinyal yolagi 2 (TAB1, MAPK10) 2.93E-04
Ras yolagi 2 (MAP2K6, MAPK10) 4.56E-04
FGF sinyal yolagi 3 (FGF10, MAP2K6, MAPK10) 1.71E-05
TGF-B sinyal yolagi 2 (TAB1, MAPK10) 7.71E-04
EGF reseptodr sinyal yolagi 2 (MAP2K6, MAPK10) 1.58E-03
PDGF sinyal yolagi 2 (RPS6KA4, MAPK10) 1.80E-03
CCKR sinyal yolagi 2 (MAP2K6, MAPK10) 2.41E-03




Known Interactions

O  from curated databases

=3 experimentally determined

Predicted Interactions Others

39— gene neighborhood A  textmining

A=fN  gene fusions At co-expression

s s o

=N gene co-occurrence

@— protein homology

RPS6KA4

\‘ MAP2K6 e

TAB1

7
MAPK10

49

Sekil 4.14 Bir buguk ve 8. saatlerde ekspresyonu degisen genlerin protein-protein

etkilesim analizi
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5. TARTISMA

Psoriasis, Uzerinde en ¢ok calisilan hastaliklardan biri olmasina ragmen patogenezi
heniiz tam aciklik kazanmamistir. Hastaligin, T-lenfositler, dentritik hiicreler, makrofajlar,
mast hucreleri, notrofiller ve keratinositler arasindaki karmasik iliskiler sonucu ortaya
ciktigi dusundlmektedir. Psoriasis patogenezindeki olaylar zinciri ¢ basamakta
incelenebilir; immun sistem aktivasyonu, Kkeratinosit hiperproliferasyonu ve

vaskuler/endotelyal aktivasyon (Sarag ve Kapicioglu 2015).

Psoriasis patogenezinin ilk basamagi olan immin sistem aktivasyonu bu
galismada sitokin salinimlari ile degerlendirildi. Antimikrobiyal bir peptid olan LL-37 ve
Tip | sitokin olan TNF-a’nin ekspresyonlarinin 1,5. saatte artmaya baslamasi ve 8. saatte
en yuksek degerine ulastiginin goérilmesi immun sistemin aktivitesyonunun ¢ok erken
oldugunu dusundurdld. Bu nedenle bu sirelerdeki LPS muamelesi sonrasi miRNA ve
MRNA ekspresyonlarini kargilastirildi, artan ve azalan m/miRNA’larin KEGG yolak

analizleri yapildi.

Bir buguk ve 8. saatte artan ve azalan miRNA’larin ECM(Ekstraselller matriks)
reseptor etkilesim yolagiyla iligkili oldugu belirlendi. ECM hucreler arasindaki bosluklari
dolduran, hucreleri birbirine baglayan ve destekleyen kompleks yapidir. Hem doku
homeostazi hem de asiri ve patolojik kosullarda cildin korunmasi i¢in ¢ok 6nemlidir.
Psoriaziste hucre déngusi blylk olgude hizlanir, keratinositlerin terminal farkhlasmasi
degisir ve dezmozomlar bozulur. Bu durum cildin bariyerini tehlikeye atmakta ve vucuda
giren toksin ve enfeksiy6z ajanlara firsat yaratmaktadir (Mezentsev vd 2014). Ayrica
ECM, bazi hastaliklar i¢in enflamatuar bir mikrogevrenin korunmasinda gorev almaktadir
ve daha onceki ¢caligmalar, ECM’yi hedeflemenin bir¢ok terapdétik firsat sunabilecegini

go6stermektedir (Padmanabhan ve Gonzalez 2012).
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Bu bilgilere ek olarak 1,5. saatte ekspresyonu azalan miRNA’larin yolak
analizinde doku homeostazi ile iligkili olan Hippo sinyal yolagi da éne g¢ikmaktadir.
Bozulmus bir hippo sinyal yolaginin artan epidermal bazal hicrelerin proliferasyonu ve
dengesiz epidermal homeostaza yol acarak cilt kanseri ve sedef hastaligi gibi

hastaliklara yol agabilecegi bilinmektedir (Beverdam vd 2013).

Bir buguk saat LPS ile muamele sonrasi ekspresyonu degisen diger bir grup
miRNA'nin yag asidi metabolizmasi ve yag asidi sentezi yolaklari ile iligkili oldugu

belirlendi.

Yag asidi metabolizmasi bozuklugunun, bozulmus bir bagisiklik sistemi ve
keratinosit asiri proliferasyonu ile birlestiginde psoriazisin patogenezinde énemli bir rol
oynadigi Mallbris ve arkadaslarinin (2006) yaptiklari bir calisma ile gosterilmistir. Yapilan
bir arastirmada, psoriasisli hastalarin kaninda ve epidermisinde toplam lipit, fosfolipit,
triasilgliserol ve kolesterolun arttigini géstermistir (Pileggi vd 2016). Psoriatik odaklardaki
fosfolipidlerin bilesimindeki degisikliklerin, retikiler endotel sistemindeki lipid birikimine
bagl inflamasyon ve parakeratozda rol aldigi bildirilmistir (Viladomiu vd 2016). Bunlara
ek olarak, Szepietowski ve arkadaslari (2010) psoriasis siddetinin epidermiste artmis
serbest kolesterol ve fosfolipit seviyeleri ile iligkili oldugunu gdstermistir.

Sekiz saat LPS ile muamele sonrasi ekspresyonu degisen miRNA’larin TGF-3
sinyal yolagi ve kdk hcrelerin pluripotensisini dizenleyen sinyal yolaklari ile iligkili

oldugu belirlendi.

TGF-B gelisimi ¢ok yonlu kontrol eden ekstrasellller blylime faktorlerinin buyuk
bir grubudur. Organizmanin tim dokularinin gelisiminde, homeostazisinde ve
onariminda ¢ok énemli rol oynayan TGF-B, yapisal olarak iligkili cok sayida polipeptid
blaylime faktoérleri icerir, bunlarin her biri hiicre proliferasyonu, farklilagsmasi, motilitesi,
adezyonu ve 6luma gibi hicresel slrecleri dizenleme yetenedine sahiptir (Massague
1998). TGF-B keratinosit proliferasyonun énemli bir negatif regulatéri olarak kabul
edilmektedir. Daha 6nce yapilan galismalarda Psoriasiste TGF-f sinyal yolaginin dnemli
Olgude bozuldugu gosterilmektedir (Litvinov vd 2011). TGF-f sinyal yolaginin bozulmasi,
keratinostlerin gen ekspresyonlarinin degisimi ile proliferasyonun inhibisyonuna, artan

diferansiyasyona ve apoptoza karsi duyarlilasmaya yol agmaktadir (Rahimi 2007).

Psoriatik epidermiste kdk hiicre oraninin yiksek olmasi, bélinen hiicrelerin hiicre
siklus sayilarinin artmasi ve hicrelerin apoptoza normal deri keratinositlerine kiyasla
daha direncli olmalarini saglamaktadir. Apoptozun azalmasinin sonucu olarak derideki

hiperplastik ve hiperkeratotik gérinim ortaya ¢ikmaktadir (Campanati vd 2017). Bu
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durum kok hucre pluripotensisini duzenleyen sinyal yolagiyla iligkili miRNA’larin 8. saatte

ekspresyonlarinin degisimiyle acgiklanabilir.

Ayrica 1,5. ve 8. saatler kendi iclerinde de miRNA ve mRNA ekspresyonu
degisimlerine gore karsilastirildi ve 8 adet miRNA (hsa-miR-30c-1-3p, hsa-miR-146a-
5p, hsa-miR-181c-5p, hsa-miR-221-5p, hsa-miR-224-5p, hsa-miR-301a-3p, hsa-miR-
505-3p ve hsa-miR-934) ve 9 adet mRNA (TAB1, MAP2K6, WNT16, ICAM1, CCL2,
MAPK10, RPS6KA4, CXCL5, FGF10) ekspresyon farkinin bu saatler arasinda anlaml
oldugu belirlendi

TABL1 geninin ekspresyonu 8. saatte 1,5. saate gore arttigi saptandi. TAB1'i miR-
128-3p ve miR-597-5p hedeflemektedir (Pillai vd 2014, Karginov vd 2013). Bu
miRNA’larin ekspresyonlarinin da TAB1 gibi 8. saatte arttigi belirlendi. Bu durum TAB1
geninin regulasyonunun ilerki saatlerde bu miRNA’lar ile dizenlenecegi ve bu
miRNA’larin ilk hedefinin TAB1 oldugunu dasinmekteyiz. TAB1’in TGF-8 ile aktive olan
kinaz 1 (TAK1)'i aktive ettigi bilinmektedir (Omori 2012). TAK1 sitokin ve Toll-benzeri
reseptor yolaklarinda NF-kB ve AP-1'in baglica aktivatorlerinden biridir (Shim vd 2005).
TAB1, TAK1'in bazal aktivitesini dizenler ve epitelyal dokularda TAK1 aktivitesinin
korunmasinda 6nemli bir rol oynar (Omori 2012). Ayrica TAK?1’in TNF-a salinimda rol
aldig1 bilinmektedir (Ishitani 2003). TNF-a sitokin miktari ELISA analizi ile test edildiginde
4-8. saatler arasinda en yuksek seviyelerine ulastiginin gosterilmesi bu ekspresyon
artisini destekler niteliktedir. Ayni zamanda miR-30c-1-3p’nin TNF-a salinimi ile korele
oldugu yapilan galigsmalar ile gosterilmistir (Gong 2012). Calismamizda sekizinci saatte
miR-30c-1-3p’nin ekspresyon artisi ELISA sonuglarinda TNF-a saliniminin bu saatte en

yuksek degerine ulagmasini agiklamaktadir.

ICAM1 geninin ekspresyonunun 8. saatte arttigi goruldd. Yapilan calismalar,
epidermal keratinositlerin ylzeyindeki ICAM-1 gibi adezyon molekillerinin, deride
enflamasyonun baslangicinda ve sirdurtimesinde énemli rol oynadidini bildiriimektedir
(Cho vd 2017). immiin cevap olusumda rol aldigi bilinen bu genin ekspresyonunun 1,5.
saatte kontrolle ayni olup 8. saatte artmasi, immun cevabin bu zaman araliginda
basladigini géstermektedir. miR-1226-5p, miR-769-5p ve miR-486-3p’nin ICAM1’i hedef
aldigi bilinmektedir (Balakrishnan vd 2014). Calismamizda miR-769-5p ve miR-486-
3p’nin ekspresyonunun 8. saatte azalmasi ve dzellikle miR-1226-5p’nin ekspresyonunun
1,5. saatte kontrolle ayni olup 8. saatte azalmasi ICAM1 ekspresyonunun bu miRNA’lar

ile kontrol edildigini distundurda.
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Antimikrobiyal peptid olan ve immun cevabin olugsmasinda rol oynayan LL-37’nin
protein seviyesinin 2. saatte artmaya bagslamasi yukaridaki sonucu destekler niteliktedir.
Yaygin olarak, LL37 genis bir bakteri, viris ve fungus spektrumuna karsi olduricu
aktivite sergiler (Rudolph 2006). Ayrica, LL37'nin, endotelyal hicreler tzerinde eksprese
edilen formil peptid reseptort 1 (FPRIike 1) ile etkilesime girerek neovaskularizasyonu,

re-epitelizasyonu ve yara iyilesmesini destekledigi gésterilmistir (Steinstraesser 2013).

Fathi ve ark. (2011) noéronlarda MAPK10un Toll-benzeri reseptor sinyal
yolaginda gorev aldigini géstermiglerdir. MAPK10 / JNK3 kompleksi aktiflestiginde JUN
ve ATF2 gibi AP-1 bilesenlerini olusturan bir dizi transkripsiyon faktérana fosforile eder
ve boylece AP-1 transkripsiyon aktivitesini duzenleyerek noronal apoptoz sirasinda
sinyal vyollarinda duzenleyici rol oynar (Yoshitane 2012). Bizim c¢alismamizda
keratinositlerde MAPK10’un LPS muamelesi ile ekspresyon degisimi ilk defa
gosterilmistir. MAPK10’un Toll-benzeri reseptor sinyal yolagi araciligiyla LPS ile hucre
uyariminda htcresel cevabin olusmasinda goérev alabilecegi distnuldiginde 8. saate
ekspresyon artisinin gorulmesi ile desteklenmektedir. Ayrica MAPK10 miR-574-5p
tarafindan hedeflenmektedir (Boudreau vd 2014). miR-574-5p ekspresyonunun 8. saatte

azalmasi MAPK10’un ekspresyonunun artigini kanitlar niteliktedir.

RPS6KA4 ekspresyonu 8. saatte azalmistir. RPS6KA4, LPS cevabinda TLR4
reseptdriinin alt yolaginda gérev almaktadir ve pro-inflamatuar sitokinlerin Gretimini
sinirlandirmaktadir. Muhtemelen, CREB1 ve ATF1 transkripsiyon faktorleri araciligiyla
MAP kinaz fosfataz DUSP1 ve anti-enflamatuar sitokin interlokin 10'un (IL10),
transkripsiyonunu indukleyerek fonksiyon gdéstermektedir (Mu 2005). Ekspresyonunun
azalmasi psoriasis patogenezinde belirtilen surekli bir pro-inflamatuar sitokin Gretimini
destekler niteliktedir. miR-22-3p’nin RPS6KA4’G hedefledigi bilinmektedir (Pillai vd
2014). miR-22-3p’nin ekspreyonunun 8. saatte artmasinin RPS6KA4 ekspresyonunun

8. saatte azalmasina katkisi oldugunu dusunmekteyiz.

Monositler, astrositik hicreler, endotelyal hicreler, keratinositler, mezengiyal
hiicreler, diiz kas hucreleri, mikroglial hicreler ve fibroblastlar dahil olmak Uzere birgok
farkh hicre CCL2 kemokinini (CC alt ailesinin bir Uyesi olan ve iki birlesik sistein
kanlintisindan olusan) Uretir (Behfar vd 2017). Psoriatik deride keratinositler CCL2’nin
asil kaynagidir ve monositlerin enflamasyon bdlgesine gdé¢inden sorumludur. Genel
olarak, CCL2 monositlerin, makrofajlarin, dendritik hicrelerin (DC'ler) ve hafiza T
lenfositlerinin  etkilesimine ve gdéclUne katkida bulunur (Ninomiya 2015). Bizim
calismamizda CCL2 ekspresyonu 8. saatte dismustir, bu dususin sebebinin hlcre

kiltird modelinde tek bir hiicre tipinin, keratinositlerin, olmasi ve CCL2 ekspresyonunun
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diger hucreler ile etkilesim gosterememesinden kaynaklandigini diguinmekteyiz. Buna
ek olarak Hu ve ark (2011) miR-941 CCL2yi hedefledigini gostermistir ve bizim
calismamizda 8. saatte miR-941 ekspresyonunun artmasi ile CCL2 ekspresyonunu

azalttigini dastndurda.

LPS ile indUklenen CXC kemokin olarak da bilinen CXCL5 keratinositler de dahil
olmak Uzere bariyer dokularin epitelyal hicreleri gibi gesitli hiicreler tarafindan Uretilir
(Smith vd 2017). CXCL5 ekspresyonu immun yanitta inflamasyonun duzenlenmesinde
gorev alan NF-kB sinyal yolagi tarafindan duzenlenmektedir (Smith vd 2002).
inflamasyon cevabi olarak CXCL5 ekspresyonu 8. saatte artmasi psoriasis
patogenezinin baglangicini destekler niteliktedir. miR-301a-3p ve miR-148b-5p’nin
CXCLY5’i hedefledigi gosterilmistir (Lipchina vd 2011, grimson 2007). Calismamizda miR-
301a-3p ve miR-148b-5p’nin ekspresyonlari 8. saatte artmistir. Bu da bu miRNA’larin
CXCL5 ekspresyonunun inhibisyonunda miR-301a-3p ve miR-148b-5p’nin ilk yanit
veren, artan ve rol alan miRNA’lar oldugunu ve ekspresyonlarinin 8. saatte basladigini
ve ileriki saatlerde CXCL5in diger miRNA’lari ile birlikte tam inhibisyonu

gerceklestirecegini disundurdu.

Genel olarak miR-146a, immun yanitin negatif regulatort olarak bilinir (Pivarcsi
vd 2014). Kronik deri inflamasyonu sirasinda keratinositlerde dogal immidn yanitin
baskilanmasinda énemli bir rol oynar. miR-146a NFkB-bagimli gendir ve promotorunda
2 tane NFkB baglanma bdlgesi vardir. miR-146a-5p TNF reseptoru ile iligkili faktor 6
(TRAF6) ve IL-1 reseptoruyle iligkili kinaz 1'i (IRAK1) hedeflemektedir, boylece IFN-y,
TNF-a, IL-6, IL-8 ve IL-1 sitokinlerinin Uretimini etkiler (Taganov vd 2006). Calismamizda
artan miR-146a-5p ekspresyonunun LPS indUkli inflamasyondan kaynaklandigini
distndurmektedir. Li ve ark. (2010) miR-146a-5p'’nin FGF10Q’'u da hedefledigini
gOstermislerdir. FGF10 psoriatik dokuda keratinositlerin  farkllagsmasini  ve
proliferasyonunu kontrol eden o6nemli bir sitokindir (Kovacs vd 2005). Bizim
calismamizda da FGF10 ekspresyonu 8. saatte azalmasinin bu saatte ekspresyonu

artan miR-146a-5p’dan kaynaklanabilecegini disinmekteyiz.

MAP2K6 geninin ekspresyonunun 8. saatte azaldigi gorulmuagtir. Mitojen ile
aktive olan protein kinaz kinaz 6 (MAP2K6), p38 MAPK'lari spesifik olarak fosforile eden
ve aktive eden mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) kinaz (MAP2K) alt ailesinin bir
dyesidir. MAP2K6’ nin inflamatuar sitokinler ve gevresel strese karsi, hiicrede hicre
dongusu durdurulmasinda ve apoptozda rol oynadigi bilinmektedir (Diao vd 2010). miR-
148a-3p ve miR-148b-3p’nin MAP2K6’yI hedefledigi daha dnce gosterilmistir (Whisnant
vd 2013). 8. saatte 148a-3p ve miR-148b-3p’nin ekspresyonlarinin artmasi MAP2K6’nin
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ekspresyonunun bu miRNA’lar tarafindan baskilanmis olabilecegini digindirmugtir.
Ayrica LPS muamelesi ile hicrelerin proliferasyonlarinin %20 artmasi ile MAP2K6

geninin ekspresyonun azalmasi arasinda baglanti oldugunu dusunmekteyiz.

MiRNA-221, hlcre doénglsu duizenleyicisi p57 / kip2 (P57) ve hicresel
proliferasyonu artiran melanomlardaki c-KIT reseptérlerine baglanmasinda rol alir
(Medina vd 2008, Felicetti vd 2008). miR-221-5p psoriaziste hicre proliferasyonu ve
apoptozun duzenlenmesinde gorev almaktadir (Zibert 2010). Calismamizda miR-221-
5p’nin ekspresyon artisi LPS muamelesi ile hlcre proliferasyonu artisini destekler

niteliktedir.

Teh ve arkadaslari (2007) WNT16 ekspresyonun, kanonik olmayan WNT sinyal
yoluyla hem primer hem de immortalize insan Kkeratinositlerinde keratinosit
proliferasyonunu  arttirdigint  ve  WNT16'nin  upregilasyonunun,  keratinosit
farklilasmasini antagonize ederek veya geciktirerek htcre blyumesi / proliferasyonu,
uzamis klonojenisite ve hiicre sagkalim avantaji saglayarak timaértin olusumunda édnemili
bir rol oynadigini bildiren bir calisma yapmistir. Bizim ¢calismamizda WNT16'nin 8. saatte
ekspresyonunun artmasi hem keratinosit proliferasyonu hem de psoriasis patogenezinin
ilk asamasi olan terminal farklilasmanin bozulmasi ile iligskilendirilebilir. miR-181a-5p
WNT16’y1 hedeflemektedir (Grimson vd 2007). 8. saatte miR-181a-5p’nin de
ekspresyonunun artmasi WNT16 ekspresyonun regulasyonunda bu miRNA’nin ilk artan
baskilayicisi oldugunu ve ileriki saatlerde etkisini gostererek (diger miRNA'lar ile birlikte)

WNT16 genin regulasyonunda ilk yanit veren miRNA oldugunu dusundurdd.

miR-181c-5p nukleer genomdan kdken alir, sitoplazmada islenir ve mitokondriye
gider, burada mitokondriyal enerji metabolizmasini mt-COX1 mRNA'y1 hedefleyerek
dizenler. MiR-181c-5p'nin asiri ekspresyonu mt-COX1 proteinin ekspresyonunun
azalmasini ve buna bagl olarak ROS olusumunu tesvik eder (Das 2012). ROS artisi
hicre ve dokularda patolojik degisikliklere neden olur ve psoriasis patogenezinde
oksidatif stresin dnemli bir faktor oldugu daha 6nce yapilan galismalar ile gosterilmistir
(Khmaladze 2015). miR-181c-5p’'nin 8. saatte ekspresyonunun artmasi bu miRNA'nin

psoriasis patogenezinde ROS olugsumu Uzerinden aktivite gosterdigini dugiindurmustur.

miR-224, memelilerde X kromozomu Uzerinde bulunan ve NF-kB yolaginda
kaspaz 3 ve kaspaz 7 Gizerinden apoptozu reglle eden kanserle iligkili bir gendir (Cui vd
2015; He vd 2017). Qi ve ark. (2017) yaptiklari bir ¢alismada ise miR-224’Gin NF-kB
sinyal yolaginda TANK geni Uzerinden adiposit apoptozunu negatif regulle ettigini

gOstermistir. Bu sonuglar arasindaki fark, miR-224'ln farkl hedefleri igeren farkh apoptoz
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yollarinda farkli roller oynayabilecegini gostermektedir. Bizim calismamizda 8. saatte
miR-224 ekspresyonunun artisi apoptoz inhibisyonu ile hicre proliferasyonunun

artmasini destekleyen bir bulgudur.
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6. SONUG

Hucre kalturt psoriasis modelinde, hastaligin baslangic asamasinda, miRNA
ekspresyonlarinin gosteriimesi ve ekspresyonu degisen miRNA'lar (izerinden psoriasis
patogenezinde ilk asamanin belirlenmesini amaclayan bu calismada asagidaki sonuclar

One cikmaktadir:

. LPS’nin HaCaT hiicre hattinda LD50 dozunun 72 saatte 8ug/ml gibi oldukca
yuksek bir doz oldugu,

. LL-37’nin immun cevabin olusmasinda ekspresyonu artan ilk sitokin oldugu,

Rol alan yolaklar;

. 1,5. saatte ekspresyonu azalan miRNA’larin Hippo sinyal yolagi ile iligkili oldugu,
. 1,5. saatte ekspresyonu degisen miRNA’larin yag asidi metabolizmasi ile iligkili
oldugu,

. 1,5 ve 8. saatler arasinda ekspresyonu degisen miRNA’larin ¢odunlukla

ekstrasellller matriks reseptor yolagi ile iligkili oldugu,

. 1,5 ve 8. saatler arasinda ekspresyonu degisen miR-221 ve miR-224’(n

proliferasyon ve apoptoz yolaklari ile iligkili oldugu,

. 1,5 ve 8. saatler arasinda ekspresyonu degisen miR-181c-5p’nin ROS yolagi ile
iliskili oldugu,
. 8. saatte ekspresyonu degisen miRNA’larin TGF-f sinyal yolagi ve kdk hiicrelerin

pluripotensisini duzenleyen sinyal yolaklart ile iligkili oldugu,
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. TAB1 genini hedefleyen ilk miRNA’larin miR-128-3p ve miR-597-5p oldugu,

CXCL5 genini hedefleyen ilk miRNA’larin miR-301a-3p ve miR-148b-5p oldugu,
. WNT16 genini hedefleyen ilk miRNA'nin miR-181a-5p oldugu,
Ekspresyonu artarak hedef geninin ekspresyonunu dusidren miRNA’lar:

¢ MIiR-769-5p, miR-486-3p, miR-1226-5p - ICAM1
o miR-22-3p > RPS6KA4

e miR-941-> CCL2

e miR-146a-5p > FGF10

¢ miR-148a-3p, miR-148b-3p > MAP2K6

Ekspresyonu diserek hedef gendeki inhibisyonu kaldiran miRNA’lar;

e miR-574-5p 2> MAPK10

Bu bilgiler 1s1ginda psoriasis hastaligini baglangi¢c asamasindaki degisikliklerin bir kismi,
LL-37 ve TNF-a sitokinleri, ilk ve 6zgul miRNA’larin, aydinlatimis oldu. Baslangi¢
asamasinin tam olarak ortaya konmasi igin 8. saatten sonraki sirelerde sitokin, mRNA
ve MiRNA analizlerinin devam ettirilerek bu asamanin tamaminin ve bu noktadan sonra
alt yolaklardaki aktorlerin somutlastiriimasi ile patogenezin adim adim buyuk oranda

ortaya cikarilmasi mumkun olacaktir.
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