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OZET

Yuksek Lisans Tezi

PSORIAZISIN PATOGENEZINDE GRANULIZIN’IN ROLU

Esra ERMIS

Bilent Ecevit Universitesi
Fen Bilimleri Enstitist

Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali

Tez Damismani: Doc. Dr. Sevim KARAKAS CELIK
Haziran 2017, 65 sayfa

Psoriazis etyolojisi net olarak bilinmeyen keskin sinirli, eritemli, sedefi beyaz skuamlarla
karakterize otoinflamatuvar bir dermatozdur. Psériazis etiyopatogenezinde en ¢ok kabul edilen

mekanizma keratinosit hiperproliferasyonu ile inflamasyonun tetiklenmesidir.

Graniilizin, insan sitotoksik T lenfositleri (CTL'ler) ve dogal oldiiriicii (NK) htcrelerin
graniillerinden granzim ve perforin ile birlikte salgilanan sitolitik bir antimikrobiyal peptid
(AMP) olup, psoriazis lezyonlarinda graniilizin ekspresyonunun artmis oldugu
immiinohistokimyasal olarak kanmitlanmistir. Ancak GNLY gen polimorfizmleri ile psoriazis

arasindaki iliskiyi arastiran bir ¢aligma bulunmamaktadir.

Calismamiza psdriazis tanist konmus, akraba olmayan 100 hasta ve herhangi bir inflamatuvar
hastalig1 olmayan 100 saglikli birey dahil edilmistir. GNLY rs7908 ve GNLY rs10180391 gen
polimorfizm sikliklart PCR ve RFLP metodu kullanilarak tespit edilmis olup sonuglar ki-kare

testi ve lojistik regresyon ile analiz edilmistir.



OZET (devam ediyor)

GNLY rs7908 genotip frekans1 hasta grubunda GG, GC ve CC genotipleri i¢in % 51, % 41, %
8; kontrol grubunda % 37, % 44, % 19’dur. GNLY rs10180391 genotip frekansi hasta grubunda
CC, CT ve TT genotipleri icin % 41, % 47, % 17; kontrol grubunda % 44, % 41, % 15’tir.
Yaptigimiz analizler sonucunda GNLY rs7908 CC genotipinin ve C allelinin psoériazis igin
koruyucu etki gosterdigi ve hastaligin siddetini diisiirdiigii, rs10180391 SNP’sinin ise psoriazis

patogenezinde etkin bir roliiniin olmadig tespit edilmistir.

GNLY 157908 ve GNLY rs10180391 gen polimorfizmlerinin psoriazis gelisim riski ve hastalik
seyri lizerine olan etkileri ile igili yapilacak fonksiyonel caligmalarla psoriazis hastaligina karsi
yeni tedavi metodlar1 gelistirilmesine yol gosterici olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Psoriazis, Granilizin, GNLY, rs7908, rs10180391, Polimorfizm

Bilim Kodu: 401.02.02



ABSTRACT

M. Sc. Thesis

THE ROLE OF THE GRANULYSIN IN THE PATHOGENESIS OF PSORIASIS

Esra ERMIS

Bilent Ecevit University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Molecular Biology

Thesis Advisor: Assoc. Prof. Dr. Sevim KARAKAS CELIK
June 2017, 65 pages

Psoriasis etiology is an autoinflammatory dermatosis characterized by sharply defined,
erythematous, pearlescent white squamous cells of unknown origin. The most accepted
mechanism in the etiopathogenesis of psoriasis is the induction of inflammation with

keratinocyte hyperproliferation.

Granulizin is a cytolytic antimicrobial peptide (AMP) that is secreted together with granzyme
and perforin from the granules of human cytotoxic T lymphocytes (CTLs) and natural killer
(NK) cells, it has been immunohistochemically proven that the expression of granulisin is
increased in lesions of psoriasis. However, there is not investigating the relationship between

GNLY gene polymorphisms and psoriasis.

100 unrelated patients diagnosed with psoriasis and 100 healthy individuals without any
inflammatory disease were included in our study. GNLY rs7908 and GNLY rs10180391 gene
polymorphism frequencies were determined using PCR and RFLP method and the results were

analyzed by chi-square and logistic regression analysis.



ABSTRACT (continued)

GNLY rs7908 genotype frequency was 51%, 41% 8% for GG, GC and CC genotypes in the
patient group; 37%, 44% and 19% in the control group. GNLY rs10180391 genotype frequency
was 41%, 47%, 17% for CC, CT and TT strains in the patient group; 44%, 41%, 15% in the

control group.

We found that the genotype of GNLY rs7908 CC and the C allele showed a protective effect
against psoriasis and reduced the severity of the disease that the rs10180391 SNP did not play
an effective role in the pathogenesis of psoriasis.

Functional studies of GNLY rs7908 and GNLY rs10180391 gene polymorphisms on the risk
of developing psoriasis and on disease progression will lead to the development of new
treatment methods against psoriasis.

Keywords: Psoriasis, Granulysin, GNLY, rs7908, rs10180391, Polymorphism

Science Code: 401.02.02
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BOLUM 1

GIRIS

Psoriazis, immiin aracili mekanizmalarla gelisen, fiziksel oldugu kadar psikolojik problemlere
de yol acan, Immun Mediated Inflammatory Disease (IMID) grubu icerisinde tanimlanan,
kompleks, kronik otoinflamatuar bir hastalik ¢esitidir. Psoriazisin etyopatogenezi hala tam
olarak bilinmese de genectik ve ¢evresel faktorler hastalik gelisiminde &nemli bir rol

oynamaktadir (Glrer ve Gokalp 2012).

Psoriazisin dinya niifusunun yaklasik % 1-3'inde ve her yasta gorillmesi, toplum saglig
icindeki onemini giderek arttirmaktadir. Giinluk aktivitelere engel olusturan fiziksel harabiyet
yaninda, utang, endise, sucluluk, sosyal geri ¢ekilme, toplumdan dislanma, is bulmada zorluk,
cinsel sorunlar, depresyon ve hatta intihar egilimi gibi psikososyal hayati olumsuz yonde
etkileyen bir ¢ok duygu ve duruma yol acabilir. Bu nedenle, etkilenen bireylerin yasam
kalitesini en az kalp hastaligi, diabetes mellitus, kanser ve depresyon gibi hastaliklar kadar
diisiirebilmektedir. Ongorillemeyen remisyon ve alevlenmelerle giden kronik bir seyir
gostermesi, hastalarin yasamlar1 boyunca stirecek olan bir tedavi ve takip siirecine alinmasint

gerektirmektedir (Fortune vd. 2002, Griffiths ve Barker 2010).

Immiinoloji ve molekiiler biyoloji dallarindaki biiyiik gelismelere paralel olarak etyolojide rolii
olabilecek hiicreler, araci inflamatuar molekiiller ve yolaklar her gecen gin daha iyi

aydinlanmakla birlikte etyolojisi hala belirsizligini korumaktadir.

Son yillarda yasanan gelismeler 1siginda, psoriazis patogenezinde dogal ve kazanilmis
immiunitenin roli oldugu bilinmektedir. T hicreleri enfeksiyonlara kars1 viicudu korur. Ancak
psoriazis hastalarinda T hiicreleri kendi cilt hiicrelerine saldirir. Viicut daha fazla deri hiicresi
tireterek buna cevap verir. Deri hiicrelerinin bu hizli tiretimi derinin normal yenilenme siirecini

bozar. Normal deri hicreleri 21-28 giinde olgunlasirken psdriazisde hiicreler 2-3 giinde



olgunlagsmaya baslar. Bu nedenle eski deri dokiilmeden yenileri olusur. Olii ve canl hiicreler

gozle goriilebilecek sekilde birikmeye baslar (Sabat vd. 2007).

PsOriyatik plaklarin olusumundaki patolojik siire¢, dendritik antijen sunucu hucreler
(Langerhans hiicreleri, plazmositoid dendritik hiicreler, olgun miyeloid dendritik hiicre alt
gruplar) tarafindan CD4+ ve CD8+ T lenfositlerin aktiflesmesi ile baglamaktadir. Antijen
tanima isleminin ger¢eklesebilmesi i¢in immiunolojik sinaps yoluyla bir hiicre-hticre etkilesimi
gerekmektedir. Bu immiinolojik sinapsta bir cok yardimci molekul gorev almaktadir.
T lenfositlerin sinirsiz gogalmasi sonucunda gesitli inflamatuar sitokinlerin, kemokinlerin ve
biiyiime faktorlerinin asirt salinimi ger¢eklesmektedir. PsoOriazis plaklarinda baskin olarak
bulunan sitokinler Th-1 lenfositlerden salinir ve antijen sunan hiicrelerden salinan sitokinler de
ortama katkida bulunur. inflamatuar hiicrelerden salinan sitokinler, kemokinler ve biiyiime
faktorlerinin epidermal keratinositleri hedef alarak, asirt ¢ogalmalarina, anormal sekilde
baskalagsmalarina ve apoptotik sinyallere karsi direng gostermelerine yol agar. T-hiicrelerinden
salman sitokinlerin neden oldugu yeni damar olusumu keratinositlerin ¢ogalmasina destek

saglar (Sabat vd. 2007, Prinz 2003).

Deride antimikrobiyal peptid (AMP) Gretimi enfeksiyonlardan korunmak icin birincil sistemdir
ve bazi AMP’lerin mikrobiyal enfeksiyona yanit olarak miktarlar1 artar. Granilizin
antimikrobiyal peptid ailesinin sitolitik ve proinflamatuar peptid yapisindaki bir tiyesidir. T
hicreleri ve dogal oldiiriicii (Natural Killer (NK)) hicrelerin grandllerinde bulunur, bu
hlcrelerden granzim ve perforinle birlikte salgilanir. CD8+ T lenfositlerin baslica goérevi
hedeflenmis hiicre 6limidir (apoptozis). Granullerinde bulunan perforin ve grandlizin
maddelerini salgilayarak enfekte konakg1 hiicreyi dldiiriir. Son yillarda yapilan bir ¢caligmada
psoriazis lezyonlarinda graniilizin ekspresyonunun artmis oldugu immiinohistokimyasal olarak
saptanmistir (Krensky ve Clayberger 2009). Ayrica GNLY gen polimorfizminin kronik Hepatit
B gibi enfeksiyon hastaliklart ile iliskili oldugu belirlenmistir ancak GNLY gen polimorfizmleri

ile psoriazis arasindaki iliskiyi arastiran bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Calismamizda psoriazis hastaliginin etiyopatogenezinde GNLY gen polimorfizmlerinin roll
arastirtlarak psoriazise yatkinlik profili olusturulmasma katki saglananacaktir. Tedavisi
oldukga zor olan bu hastalik, hem hastaya hemde topluma maddi manevi yiik getirmektedir. Bu

hastalik iizerinde yapilan ¢aligmalar hasta yasam kalitesi, ulusal ekonomi ve toplumsal refah



acisindan Onemli olup, ayni zamanda bilimsel birikime katki saglayacak ve psoriazis

hastaliginin tedavisine yonelik arastirmalara 151k tutacaktir.






BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1 PSORIAZIS

2.1.1 Tamim

Psoriazis; sik goriilen, kronik, remisyon ve relapslarla seyreden genetik, immiinolojik ve
cevresel faktorlerin etyolojide rol oynadigi diisiiniilen inflamatuvar bir cilt hastaligidir. Cilt
lezyonlar1 iyi sinirh, eritemli plak veya papiiller lizerine yerlesmis parlak sedefi beyaz
skuamlarla karakterize olup halk arasinda Sedef Hastalig1 olarak da adlandirilir (Griffiths ve

Barker 2010).

2.1.2 Tarihge ve Epidemiyoloji

Psoriazis hakkindaki ilk bilgiler antik ¢aga kadar uzanmaktadir. Psériazisin tanimlandigi ilk
yazili belgeler Hipokrates’e ait (M.O. 460-377) olup eserinde "psora” ve "lepra” terimlerini
kullanmistir. Yunanca’da "psora" terimi kasintili ve skuamli deri hastaliklart igin
kullanilmaktadir. 1841 yilinda Viyanali bir dermatolog olan Ferdinand von Hebra (1816-1880)
ise, "psoriazis" ismini bu hastaliga verip hastalifi gliniimiizdeki haliyle tanimlayan ilk kisi
olmustur (Giirer ve Adigen 2008). Psoriazis ¢ok uzun yillardir biliniyor olmasina ragmen, 6ne
stiriilen teorilerden higbiri hastalik veya nedenleri iizerine tam bir agiklama getirememistir.
Glinlimiizde ¢ok sayida arastirma merkezi psoriazisi arastirmakta ve yeni tedavi metotlar
gelistirmeye calismaktadir. Her Ekim ayinin 29’u Dilnya Psoriazis Giinii olarak kabul edilmis

olup etkinlikler diizenlenmektedir.

Tiim diinyada yaygin sekilde goriilen psoriazisin prevalanst % 1-3 arasinda degismektedir.

Diinyanin her yerinde ve her irkta goriilebilen hastaligin siklig1 etnik, cografik ve cevresel



faktorlere bagli olarak degiskenlik gostermektedir. Psoriazise yatkinlik, beyaz irkta daha
belirgindir. Psoriazis, Kuzey Amerika ve Bati1 Avrupa’da sik goriilmekte birlikte, Japonlar ve

Cinliler gibi sar1 irkta, Latin Amerikalilarda, kizilderililerde, eskimolarda ve zencilerde ise daha
az goriilmektedir. iklim kosullarindan da etkilenen hastalik ekvatora yakin iilkelerde daha az

goriiliirken kutuplara dogru gidildikge siklig1 artmaktadir.

Cilt lezyonlar1 mevsimsel degisiklik gostermekte olup kis ve ilkbahar aylarinda alevlenme
egilimindedir. Hastaligin prevalansi en yiiksek Norveg’te olup ingiltere’de % 1.5-1.6, Amerika
Birlesik Devletleri’nde % 0.5-2.5 ve Cin’de % 0.2°dir (Griffiths ve Barker 2010, Kerkhof 2008,
Gudjonsson vd. 2008, Kundakei vd. 2002). Kundake1 ve arkadaslarinin yaptiklari bir ¢alismada
ise Tirkiye’de psoriazis sikliginin % 1.3 oldugu belirlenmistir. Yas temel alinarak yapilan
caligmalarda mutlak bir periyot veya aralik gosterilememektedir. Lomholt, Faroe adalarinda
yaptig1 caligmada baslangic yasin1 12 olarak bildirmistir. Amerika Birlesik Devletleri’nde
yapilan ¢aligmada hastaligin baslangic yast 28 iken, Cin’de ise baslangi¢ yasi 36 olarak
saptanmigtir. Hastaligin baslangi¢ yasinin bimodal dagilim gosterdigi bildirilmistir. Erken pik
donemi 16-22 yaslar1 arasinda iken; ge¢ pik donemi 57-60 yaslar arasi olarak belirtilmistir.
Bununla birlikte kadinlarda psoriazis daha erken yaslarda ortaya ¢ikmaktadir ve kadinlarda
ortalama psoriazis baslangig yasi 16, erkeklerde 22 olarak bulunmustur (Griffiths - Barker 2012,
Lomholt 1963, Henseler ve Christophers 1985). Psoriazis kadin ve erkekleri esit oranda
etkilerken tlilkemizde yapilan bir ¢alismada psoriazisin kadinlarda 1,5 kat daha sik oldugu

bildirilmistir. (Kundakci vd. 2002).

2.1.3 Klinik

Psdriazis, derinin kronik inflamatuar bir hastaligidir. Klinik bulgular kronik bir seyir izleyebilir
ve aniden ortaya cikabilir. Diger yandan mevcut lezyonlarda gerileme olurken yeni lezyon
cikiglart da goriilebilir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda, baslangi¢ yasiyla doku antijenleri
arasindaki iligkilere dayanilarak, psoriazisin klinik bulgular1 benzer, fakat baslangi¢ yaslari,
genetik ozellikleri farkli iki tipi oldugu bildirilmistir. Tip I psoriazis 40 veya 40 yasindan 6nce
baslar. Ailesel gegis belirgin olarak g6zlemlenir ve insan l6kosit antjenleri (Human Leucocyte
Antigen = HLA) ile iligkilidir. Lezyonlar generalize olmaya egilimli olmakla birlikte dlizensiz
klinik gosterir. Tip Il psoriazis 40 yasindan sonra baglayan, ailesel gegisin nadir goriildiigi,
HLA ile iliskisi zayif olan tipidir. Klinik bulgulari tip I’e gore daha hafif olmakla birlikte eklem



ve tirnak tutulumu daha siktir (Plewig vd. 2000, Giines ve Altiner 2005, Ortonne 1999).

Psoriaziste deri, sacli deri, eklem ve tirnaklar tutulabilmektedir.

Psoriaziste tutulma olan bolgelerdeki derinin  karakteristik  6zeliklerinden  biri
hiperproliferasyondur. Proliferatif fazda olan hiicre miktar1 normal hiicre miktarinin iki katina
ciktig1 goriilmiistiir. Normal bir derideki germinatif tabakada htcrelerin % 60-70°i buyume
fazindayken, psoriazisli deride germinatif hiicrelerin % 100’¢ yakini biiylime fazina gegmistir.
Psoriaziste epidermiste kok hiicre oraninin yiiksek olmasi, boliinen hiicrelerin hiicre siklus
sayilarinin artmasi ve hiicrelerin apoptoza normal deri keratinositlerine kiyasla daha direngli
olmalar1 ve apoptozun azalmasmin sonucu olarak derideki hiperplastik ve hiperkeratotik

gorliniim ortaya ¢cikmaktadir (Sara¢ ve Kapicioglu 2015).

Derideki lezyonlar 6zellikle diz, dirsek, ekstremite ekstansorlerine ve lumbosakral bolgeye
yerlesir (Bilen 2005). Lezyonlarin biiyiikligiine ve sekillerine gore punktat, guttat, numuler,
plak, tiniversal, aniiler, geografik gibi isimler alir. Lezyonlarin morfolojilerine veya yerlesim
yerlerine gore psoriazisin farkli klinik tipleri vardir. Lezyonlar morfolojik 6zelliklerine goére
psOriazis vulgaris, guttat, pustuler, eritrodermik, follikiler ve seboreik psoriazis, yerlesim
yerlerine gore saglh deri psOriazisi, palmoplantar psoriazis, invers psoriazis, tirnak psoriazisi,
psoriatik artrit, napkin psoriazis, genital ve perianal psoriazis olarak siniflandirilabilir (Naldi ve
Gambini 2007, Meier ve Sheth 2009). Psoriazisli hastalarin yaklasik % 90’1 plak psoriazisli
(Psoriazis vulgaris) hastalardir (Griffiths ve Barker 2007).

2.1.3.1 Psoriazis Vulgaris

Psoriazisin en sik goriilen klinik formu olup; eritemli, keskin sinirh, lizeri sedefi-beyaz veya
glimiis rengi skuamlarla kapl plaklarla karakterizedir. Lezyonlarin sekil ve biiyiikliikleri
farklilik gosterebilir. Lezyonlar ¢ogunlukla bilateral ve simetrik olarak diz ve dirsekler, sach
deri, lumbosakral bolge, el ve ayaklara yerlesme egilimindedir. Lezyonlarin bu alanlar1 tercih

etmesinin sebebi travma ile agiklanmaktadir (Giilekon 2008).



2.1.3.2 Guttat Psdriazis

Guttat psoriaziste kaba goriiniimlii ¢cok sayida 1 cm’den kiiclik psoriatik lezyonlar vardir.
Ozellikle ¢ocuklarda ve geng eriskinlerde sik goriilen bir psériazis tipidir. Psoriatik aile dykust
olmayan cocuk ve genclerde akut deri dokuntist olusumu tipiktir. Siklikla streptokoksik
enfeksiyonlar lezyonlar1 tetikler. Enfeksiyonun gerilemesiyle lezyonlar genellikle
kendiliginden kaybolur. Lezyonlar yaygindir, daha dnceden farkli tipte psoriazisi olan hastalar
guttat psoriazis olarak alevlenebilir. Cocuklarda genelde haftalar aylar icinde gerilerken,
eriskinlerde kroniklesebilmektedir (Gulekon 2008, Naldi ve Gambini 2007).

2.1.3.3 Eritrodermik Psoriazis

Eritrodermik psoriazis sik olarak goriilmeyen akut ve kronik formlarin oldugu, eritemin en
baskin 6zellik olarak gozlendigi psoriazis tipidir. Viicudun % 80 ve daha fazlasii tutabilen
yaygin bir formdur. Bagtan ayaga kadar yaygin eritem ve pullanma ile karakterizedir. Bazi
hastalarda koruyucu bariyer kaybina bagli enfeksiyon ve sivi kaybina sekonder elektrolit
anormallikleri gibi komplikasyonlar 6lime varan riskler tasir. Kronik plak tip psoriazisin
zamanla generalize forma doniismesi ile ortaya ¢ikan bir tablo olabilecegi gibi hastalik bazen
dogrudan eritrodermik sekilde de baslayabilir. Irritan topikal tedavilere yanit olarak generalize

Koebner cevabi seklinde de ortaya ¢ikabilir (Boyd ve Mender 1989).

2.1.3.4 Pustuler Pso6riazis

Piistliler psoriazis yasami tehdit eden komplikasyonlar: olabilen steril piistiillerle seyreden
psoriazisin siddetli bir formudur. Yaygin olarak halsizlik, ates, diare, l16kositoz ve hipokalsemi
ile birlikte gorilebilir. Hepatik anormalliklerle iliskisi gosterilmistir. Gebelik, enfeksiyonlar,

oral glukokortikoidler pustiler psoriazis icin tetikleyici olabilir (Lizuka vd. 2003).

2.1.3.5 Palmoplantar PsoOriazis

El i¢i ve ayak tabaninda simetrik yerlesim gosteren, keskin sinirli, eritemli ve kalin yapisik
skuamli plaklarla karakterizedir. Siklikla el ve ayaklarda fissiirler olusturur ve buna agr eslik

eder. Palmoplantar psériazisde eritem baskin degildir. Hatta kimi zaman gézlenmez, daha ¢ok



skuam hakimdir (Pettey vd. 2003). Siddetli seyrettiginde el hareketlerini kisitlayip hastalarin

sabah tutuklugu benzeri anamnez vermelerine sebep olabilir.

2.1.3.6 Psoriatik Artrit (PsA)

Psoriatik artrit (PsA); negatif romatoid faktorle karakterize olup, psériazis esnasinda gortlen
artrittir. Artropati, psoriazisin tek sistemik belirtisidir. Artrit psoriazisli hastalarin % 5-
25’inde gozlenir. % 10-15 olguda psoriatik artrit semptomlar: deri lezyonlar: olusmadan da
ortaya ¢ikabilir. Yapilan ¢alismalarda psoriatik artrit ile HLA B27, HLA Cw6, HLA DR4
arasinda anlamli iligkiler saptanmistir (Dhir ve Aggarwal 2013).

2.1.3.7 Tirnak Psoriazisi

Psoriazisteki tirnak tutulumlarinin orani tam olarak belli degildir. Yaklasik olarak psoriazisli
hastalarin % 50’sinde el tirnagi % 35’inde ayak tirnak tutulumu goralir. Olgularin % 5' inde
deri tutulumu olmadan tirnak tutulumu gorilebilir. Psoriazisteki tirnak tutulumlari tirnak
matriks tutulumu (pitting, 16konisi, lunulada kirmizi lekeler ve tirnak plagi ¢ukurlagsmasi) ve
tirnak yatagi tutulumu (onikoliz, yag damlalar1 veya salmon lekeleri, splinter hemoraji ve
hiperkeratoz) bulgularint igermektedir. Cok siddetli tirnak tutulumu onkomikozla
karistirilabilen kalinlagmis dokiilebilen tirnakla sonuglanir (Jiaravuthisan vd. 2007).

2.1.3.8 invers Psoriazis

Deri kivrimlarinda kirmizi parlak ve ¢ogunlukla skuamsiz plaklar seklinde goriilen psoriazis
varyantidir. En sik aksilla, meme alti, antekiibital, inguinal ve intergluteal bolgede yerlesir.
Lezyonlar canli kirmizi, keskin sinirli ve simetrik yerlesimlidir. Siirtinme ve nemden dolay1

uzerlerinde skuam bulunmaz (Gudjonsson vd. 2008).

2.1.3.9 Klinik Skorlama

Psoriazis siddetini belirlemek amaciyla en sik kullanilan klinik skorlama sistemi psériazis alan

siddet indeksidir. PASI (Psoriazis Area and Severity Index) dort viicut bolgesindeki (bas [b],



govde [g], Ust ekstremite [u], alt ekstremite [a]); eritem (E), indurasyon (1), ve deskuamasyon

(D) derecesinin belirlenmesi ile hesaplanir.

Psoriazis siddeti PASI skoruna gore PASI<3 ise hafif, 3<PASI<10 ise orta siddetli, PASI>10

ise siddetli olarak gruplandirilmistir. PASI hesaplanirken su formiil kullanilir:

0,1x(Eb+Ib+Db)xAb+0,2x(Eu+lu+Du)xAu+0,3x(Eg+I1g+Dg)xAg+0,4x(Ea+la+Da)xAa

2.1.4 Etiyoloji ve Tetikleyici Faktorler

Psoriazisin nedeni tam olarak aydinlatilamamis olup genetik yatkinligin psoriazis olusumunda
etkili oldugu bilinmektedir. Ancak cevresel faktorler, enfeksiyonlar, ilaclar, psikojenik faktérler
ve travmanin hastaligin ¢ikisimi tetikledigi ve hastaligin alevlenmesine neden oldugu

diistinilmektedir (Neimann vd. 2006).

2.1.4.1 Genetik Yatkinhk

Ailede psoriazisli bir vaka olmasi psoriazis gelisimi bakimindan en net ortaya konmus bir risk
faktoraduar. Psoriazis ya da psoriatik artrit hastalarinin yaklasik olarak % 40’min birinci derece
akrabalarinda bu hastalik goriilmektedir. Ailede her iki ebeveynde de psoriazis var ise
cocuklarda da gorulme ihtimali % 50, tek bir ebeveynde var ise bu ihtimal yaklasik % 16’dur.
Aile dykusu olmayan bir ¢ocukta ise psoriazis gelisme riski % 1-2°dir (Neimann vd. 2006).
Ikizlerde yapilan calismalarda da hastalikla ilgili yiiksek konkordans gdzlenmistir. Monozigot
ikizlerde konkordans orani yaklasik % 70 iken dizigotik ikizlerde bu oran % 20 civarindadir
(Brandrup vd. 1982). Yapilan genetik arastirmalarda ilk olarak kromozom 6p21 lokusunda
yerlesen bir psoriazis geni bulunarak PSORS-1 (psoriazis susceptibility locus 1) adi verilmistir.
Bunu takiben farkli lokalizasyonlardaki diger psoriazis genleri tanimlanmigtir. Psdriazise neden
oldugu bilinen bu genlerdeki cesitlilik, hastaligin poligenik ve multifaktoriyel oldugu goriisiinii
desteklemektedir. Son c¢alismalarda, psoriazisle ilgili diger genler PSORS1:6p21.3,
PSORS2:17g25, PSORS3:4q, PSORS4:1g21, PSORS5:3g21, PSORS6:19p13-q13,
PSORS7:1p34-35, PSORS8:16q12-q13, PSORS9:4028-31 seklinde dokuz farkli lokalizasyonda
tespit edilmistir (Capon vd. 2002)(Cizelge 2.1).
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Psoriaziste HLA sisteminin kesfi, psoriazisin genetik zemininin tanimlanmasina yardimeci
olmustur (Griffiths ve Barker 2007). Psoriazisli hastalarin Major Histokompatibilite Kompleksi
(MHC) sinif-1 antijenlerinden HLA B13, B17, Bw16, Bw17, Bw6, Bw37, Bw57, A30 ve MHC
smif-1l antijenlerinden HLA-DR7’yi tasidig1 gosterilmistir. Etnik gruptan bagimsiz olarak
yapilan caligmalarda en kuvvetli iliski, HLA-Cw6 ile gosterilmistir (Szczerkowska-Dobosz
2004). HLA-BW13 ve B13 pozitifligi hastaligin ailevi oldugunu gostermekle birlikte, oldukga
yaygin deri tutulumu ve ilerleyici klinikle de iligkilidir. Psdriazisin bazi klinik formlar1 ile HLA
tipleri arasinda da pozitif bir iliski mevcuttur. Generalize piistiiler psoriaziste HLA Bwl17,
psoriatik artritte HLA B27 (Veale ve FitzGerald 2002), eritrodermik psoriaziste HLA B13 ve
B17 antijenlerinin birlikteligi bildirilmistir. Guttat psoriazisli hastalarda HLA Cw6 insidansi
artmistir (Szczerkowska-Dobosz 2004).

Cizelge 2.1 Psoriazis ile iligkili genler (TUrsen 2010).

Lokus E;ﬁg]s%%rﬂ Aday gen/ Marker  Muhtemel gen fonsiyonu
PSORSL1 6p21.3 HLACW- 0602 MHC 1- bagim antijen
presentasyonu
Hematopoietik ve polarize
PSORS2 17925 SLC9A3R1/ NAT9 epitelyal hiicre
disregllasyonu
IFN Regulator Faktor 2
PSORS3 4q32-35 D4S1535 (IRF2) (Transkriptor
Faktor)
IFN Regulator Faktor 2
PSORS4 4q32-35 D4S1535 (IRF2) (Transkriptor
Faktor)
PSORS5 3021 SLC12A8 Potasyum/klorid transporter
PSORS6 19p13-q13 D19S425 Bilinmiyor
PSORS7 1p35-34 Bilinmiyor
PSORS8 16q12-13 Bilinmiyor
PSORS9 4q31-34 D4S1597 Bilinmiyor
NOD2 Monosit_le_rde_: bakteriyel
PSORSS1 16q12 protein urunler igin intraseluler

reseptor
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2.1.4.2 Tetikleyici Faktorler

Travma

Mekanik, UV, yanik, cerrahi benzeri fiziksel ve kimyasal travmalar, psikolojik stres gibi dis
etkenler genetik predispoze bireylerde psoriazis gelisimini tetikleyerek baslangic atagi
olusturabilir. Bu etkenler psoriazisi kotiilestirebilir veya siddetli relapsa neden olabilir
(Kormeili vd. 2004).

Ilaclar
B-bloker, ACE inhibitorleri, antimalaryaller ve lityum gibi medikasyonlar psoriazisi baglatabilir
veya tekrarlatabilir (Kormeili vd. 2004).

Enfeksiyonlar

Cesitli  mikroorganizmalarin  psoriazisin  patogenezinde etkili oldugu wuzun siiredir
bilinmektedir. Bu mikroorganizmalar; bakteriler (streptokokus pyogenes, stafilokokus aureus),
mantarlar (malassezia, kandida albicans) ve virlsler (papilloma virus, retrovirus, endojen
retrovirusler)’dir. Genellikle streptokokal bogaz enfeksiyonu esnasinda veya sonrasinda guttat
psOriazis’ lezyonlari ortaya ¢ikmaktadir. Ovigne vd. 2002 yilinda immiinfloresan ¢aligmalarla
psoriatik epidermiste streptokokal driinler veya bunlarla ¢apraz reaksiyon veren antijenlerin
varligint saptamistir (Ovigne vd. 2002). Human immunodeficiency virus I’'in (HIV-I1)
psOriazisde ciddi alevlenmelere sebebiyet verdigi; Fry ve Baker’in HIV pozitif kisilerde

psOriazis insidans artigini gostermesiyle kanitlanmistir (Fry ve Baker 2007).

Psikojenik Faktorler

Hastaligin baslangicinda veya alevlenmesinde ruhsal travmalarin 6nemli bir rol oynadigi,
psoriatik olgularin genellikle i¢ine kapanik, duygusal gereksinimlerini yansitamayan, kendine
glivensiz ve sosyal iliskilerde basarisiz kisilik yapilarina sahip insanlarda oldugu bilinmekte,
bu nedenlede psoriazis psikosomatik hastaliklar igerisinde siniflandirilmaktadir (Gilekon
2008). Psoriazis psikojenik bir etken olarak sayilan stres ile de tetiklenmektedir. Stresin
substans P ve vazoaktif intestinal peptit gibi néropeptitler araciligi ile keratinositleri uyararak
etkili oldugu bildirilmistir (Poikolainen vd. 1999).
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Sigara

Psoriazisin ortaya ¢ikmasinda ve alevlenmesinde Sigara igmenin etkili olduguna dair bir¢ok
calisma vardir. Keratinositler nikotinik ve kolinerjik reseptorlere sahiptir. Sigara icilmesiyle
hiicrelere kalsiyum girisi olmakta ve bdylece hiicre dongiisii hizlanmaktadir. Buna ek olarak
sigara igcmek hiicrelerde oksidatif hasara yol agmaktadir (Jankovic vd. 2009). Fazla sigara
icmenin hastaliga yakalanma riskini ve klinik ciddiyetini de arttirdig1 gosterilmistir (Fortes vd.
2005).

Alkol

Alkol alimi, var olan psoriazisi sadece siddetlendirmekle kalmay1p hastaligin dogasini, seyrini
ve tedaviye yanitin1 da etkilemektedir. Yapilan genis ¢apli bir ¢alismada psoriatik hastalar
arasinda hem alkolizm prevalansinda bir artis, hem de daha yiiksek bir alkol alim1 saptanmustir.
Alkol alimma devam etmek, hem hasta uyumunu 6nlemekte, hem de tedaviye dirence neden
olarak morbiditeye katkida bulunmaktadir. Alkol almay1 birakmak ise, hastaligin remisyonuna

neden olabilmektedir (Higgins 2000).

Giines 15181

Ultraviyole 1sinlar, orta ve ciddi siddetteki psoriazisde kullanilabilen bir tedavi yontemidir.
Ekvatora yakin bélgelerde psoriazisin daha az siklikta gériilmesi, dogal ultraviyolenin psoriazis
Uzerindeki olumlu etkisini gosterse de siddetli giines 15181 maruziyeti hastalarin kiigtik bir
kisminda tetikleyici rol oynayabilmektedir. Yaz aylarinda bu hastalarin lezyonlarinda
alevlenmeler gorulebilir (Elder vd. 2001). 2009°da Rutter vd. nin yaptig1 bir ¢alismada siddetli
fotosensivitenin eslik ettigi psoriazisin ¢ogunlukla kadinlar etkiledigi, HLA-Cw6 ile iligkili
oldugu ve aile Oykiisii olanlarda ultraviyolenin daha fazla etki ettigi goriilmiistiir (Rutter vd.

2009).

Obezite

Obezite; viicut kitle indeksinin (VKI) 30 ve iizeri olmas1, morbid obezite ise 35 ve iizeri olmasi
olarak tanimlanmaktadir (Bremmer vd. 2010). Obezite ve psoriazis arasindaki iligki ilk kez,
Isveg’te 10 yillik bir ¢alismanin ardindan Lindegard tarafindan saptanmustir (Lindegard 1986).
Amerika Birlesik Devletlerinde yapilan bir kohort arastirmasinda ise psoriazis gelisimi ve
obezite arasinda kilo ile dogrusal bir iliski gosterilmistir (Azfar ve Gelfand 2008). Obezitenin

bir proinflamatuar durum oldugunun, adipoz dokunun ise immin sistem ve endokrin sistemin
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icinde tanimlanmasi; obez hastalarin psoriazis gelisimine yatkinliginin aydinlatiimasinda

yardimc1 olmustur (Bremmer vd. 2010).

Endokrin Faktorler

Generalize pustuler psoriazisde hipokalseminin hastaligi tetikleyici bir faktor oldugu
gosterilmistir. Ayrica gebeligin de hastalik aktivitesini degistirebilecegi diisiintilmiistiir. 65
gebe hastanin degerlendirildigi bir calismada; % 40’1nin lezyonlarinda iyilesme, % 14’inkinde
kotiilesme saptanmistir (Dunna ve Finley 1989, Boyd vd. 1996). Genel olarak psoriazis

seyrinde gebelik doneminde bir diizelme sonrasinda ise kétiilesme oluyor denilebilir.

2.1.5 Patogenez

Psoriazisin karakteristik ozellikleri; keratinosit hiperproliferasyonu, epidermis ve dermiste
inflamatuar hicre infiltrasyonu ve dermis damarlarinda genislemedir. Bu degisiklikler, dogal
ve kazanilmig immun sistemin aktivasyonuyla tetiklenebilmektedir (Victor vd. 2003).
Psoriaziste mitoz hizi artmis, hiicre yenilenme zamani (turnover time) hizlanmis ve hiicrelerin
yasam stireci azalmistir. Normalde 26-28 guin olan epidermal yenilenme siireci Psoriazis te 3-4
giine inmistir. Bu kisalmis siire¢ kendini klinik olarak kalin skuamlarin olusumu seklinde
gostermektedir. Enerjinin ¢ogu mitotik aktivite i¢in harcandigindan protein sentezi igin
harcanan enerjinin azalmasi ile tonoflaman ve keratohiyalin sentezi azalir ve olgunlagma eksik
kalir. Psoriazis lezyonlarinda mikrovaskiiler yap1 degisiklikleri bulunmaktadir. Dermisteki
damarlarda genisleme ve kivrilmalar, tist dermiste perivaskuler hiicre infiltrasyonu goralir.
Ozellikle venoz kapiller ve prekapiller veniiller etkilenmektedir (Burgdorf vd. 2008).
Lezyonlarin klinik goériinlimii ¢cogunlukla epidermal degisiklikleri yansittigindan bir donem
patolojik olaylarin primer kaynaginin keratinositler oldugu diisiiniilmekteydi. Son yillarda
olayin temelinde immunolojik mekanizmalarin oldugu ortaya ¢ikarilmistir ve ¢aligmalar sonucu
elde edilen veriler Psoriazisin T hiicre aracili otoimmun inflamatuar bir hastalik oldugunu

diistindiirmektedir (Krueger ve Bowcock 2005).
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Psoriazisin immun sistem hastaligi oldugunu destekleyen gozlem ve bulgular sunlardir:
1. Agirlikli olarak T hiicrelerinin efektor islevlerini baskilayan siklosporine iyi yanit
g6zlenmesi,
2. Psoriazis olmayan bir vericiden alinan kemik iliginin psoriazisli hastaya transplantasyonu
sonrasi psOriazisin iyilesmesi; psoriazisi olan bir vericinin iliginin, transplante edildigi kiside
psOriazis olusturmast,
3. Agir kombine immun yetmezligi olan farelere psOriatik hastalarin lezyon olmayan
derisinin transplantasyonu ve otolog periferik beyaz kan hiicrelerinin verilmesi sonrasi
psoriazis gelismesi,
4, Immun sistemde 6zgiin hedefleri olan biyolojik ajanlara iyi yanit alinmast,
5. Immun sistemin hiicre ve molekiillerinin manipiilasyonu ile olusturulan hayvan modelleri

(Wolk vd. 2009).

2.1.5.1 T Lenfositler

Herhangi bir antijene maruz kalinmasi durumunda derinin antijen sunucu hiicreleri (Dendritik
hiicre (DH)) bu antijeni hiicre igerisine alir. DH’ler igerisinde antijenler islenerek peptidler
haline getirilir ve bu peptidler hicre icindeki MHC’ler ile birleserek MHC-peptid kompleksi
olarak hiicre yiizeyine tasinir. Bu esnada immatiir DH olgunlasir, migrasyon yetenegi artar ve
bolgesel lenf nodlarina dogru hareket eder. Lenf nodlarina ulasan DH’ler yiizeyindeki antijeni
sunmak igin T lenfositlere baglanir (Gupta vd. 2004). Bu baglanma ‘immunolojik sinaps’ olarak

isimlendirilir.

T lenfositin, DH ylzeyindeki antijeni tanimasi1 ve aktiflesmesi sonucu 3 tip T lenfosit
olusmaktadir (Bilgi¢ 2011).

1. Efektor T hicresi olarak adlandirilan, strekli inflamasyonlu dokuya go¢ ederek efektor
fonksiyonlarini yerine getirip apoptozla 6len hiicreler,

2. Efektor-bellek T hicresi olarak adlandirilan siirekli kan ile periferik dokular arasinda
hareket eden dokuda bir uyaran ile karsilasinca sitokin salan hiicreler,

3. Santral bellek T hicresi olarak adlandirilan ve lenf nodu ile kan arasinda hareket eden,

ancak ikinci bir uyaran oldugunda ¢ogalarak efektor fonksiyonlarini yerine getiren hiicreler.
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Psoriazis lezyonlarindaki T lenfositlerin blyuk bir ¢ogunlugunu efektor bellek T hiicreleri
olusturur. Psoriaziste ve diger inflamatuar cilt hastaliklarinda efektor—bellek T hticrelerinin
deriye hareketini saglayan CLA (cutaneous lymphocyte-associated antigen)’dir (Bilgi¢ 2011).
Dogal T lenfositler iirettikleri sitokinlerin tiirii ve islevlerine gére Thl, Th2, Th17 ve Treg
(regulatuvar T hiicreleri) olmak iizere 4 farkli hilcre tipine polarize olur. Psoriazis te bu
polarizasyonu belirleyen temel faktoriin dendritik hiicrelerden salinan sitokinler oldugu
diistintilmektedir. Psoriazis, Thl paterni bir hastalik olarak kabul edilmektedir (Naldi ve
Gambini 2007). Sonu¢ olarak psoriazis te heniiz tanimlanmamis antijene spesifik CLA+
efektor-bellek tipi T lenfositleri, Thl, Th17, alt gruplarina polarize olmakta ve uyar1 halinde
dokudan salgilanan kemokinler araciligiyla deriye gocerek efektdr fonksiyonlar: yerine

getirmektedir (Bilgi¢ 2011) (Sekil 2.1).

2.1.5.2 Dendritik Hucreler

Psoriatik lezyonlarda bol miktarda dendritik hiicre varligi saptanmistir. Bunlar Langerhans
hicreleri, dermal dendrositler, plazmositoid ve myeloid dendritik hicrelerdir. Dendritik
hiicreler hem antijenin alinip islenmesini ve T lenfositlere sunumunu saglar, hem de salgiladig:
sitokinler araciligtyla T hiicresinin hangi yoOne polarize olacagini belirler. Psoriazis
lezyonlarinda plazmositoid dendritik hiicrelerin sayica arttig1 ve IFN-a yolaginin aktive oldugu
saptanmistir. Myeloid dendritik hiicreler ise TNF-a tiretmekte, T hiicrelerinin Thl, Th17
polarizasyonunu saglamaktadir (Griffiths ve Barker 2007, Bilgi¢ 2011).
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Psoriatik Plak

(CD45RO+: Bellek T Hiicreleri, CD45RA+: Naif T Hucreleri)

Sekil 2.1 Normal ve psoriatik deride T hiicre yanitinin olusturulmasi (Prinz 2003).

2.1.5.3 Notrofiller

Erken lezyonlarda epidermis icerisinde ve 6zellikle de parakeratoz alanlarinda yogun olarak
bulunur. Notrofiller, 16kosit elastaz enzimleri sayesinde keratinosit proliferasyonuna neden olur
ve epidermal antijenlerin ortaya ¢ikmasini kolaylastirir. Hastaligin 6zellikle piistiiler ve guttat
psoriazis formlarinda ¢ok dnemli rol oynamaktadir (Griffiths ve Barker 2007).

2.1.5.4 Makrofajlar
Hastalik patogenezine en 6nemli katkilari, patogenezdeki en 6nemli sitokinlerden TNF-a’y1 en

bol iireten hiicre olmalaridir. Urettikleri IL-6 ve IL-8 araciligiyla keratinositleri uyarirlar (Bilgig

2011).
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2.1.5.5 Keratinositler

Keratinositler ¢ok sayida sitokin iireterek derideki inflamatuar reaksiyonu yonetirler. TGF-a
ureterek vaskuler endotelyal biylime faktorini (VEGF) artirir, anjiogenezisi ve keratinosit
proliferasyonunu uyarirlar (Victor vd. 2003). Psoriazisteki epidermal proliferasyonu uyaran en
temel faktor Thl ve Thl7 hicrelerince dretilen IL-20 ve IL-22°dir. IL-22 keratinosit
proliferasyonunun yanisira antimikrobial peptidlerden B-defensinlerin yapimini da uyarir

(Wolk vd. 2009).

2.1.5.6 Sitokinler ve Kemokinler

Psoriazis lezyonlarinda aktif T lenfositler tarafindan salinan ve tip 1 sitokinler olan IL-1, 6, 8,
12, TNF-a, IFN-y ve ayrica IL-23, 1L-17, IL-20, IL-18 diizeyleri yliksektir. Hastalikta goriilen
kronik inflamasyon ve keratinosit proliferasyonuna bu sitokinlerin neden oldugu bilinmektedir.
IL-8, noétrofil kemotaksisini, keratinosit proliferasyonunu ve anjiogenezi uyarir. |L-20,
keratinosit proliferasyonunu saglar ve derideki inflamatuar reaksiyonlari diizenler. IFN-y , tiim
lenfosit alt gruplart ve endotel hiicrelerinin aktivasyonunu ve ¢ok sayida sitokin salinimini
saglar TNF-a psoriazisteki inflamasyon, anjiogenez agisindan son derece énemlidir (Victor vd.
2003, Wolk vd. 2009).

2.1.5.7 Regulator Hucreler
Psoriaziste temel sorunun immun stimulasyon mu yoksa immun reaksiyonu
sinirlayan/yatistiran mekanizmalarin islevsel bozuklugu mu oldugu bilinmemektedir. Treg

hiicrelerinin, fonksiyonel bozukluklari nedeniyle, Th1 ve Th17 hiicrelerini inhibe edememeleri

patogenezde dnemli olabilir (Bilgi¢ 2011).
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2.2 GRANULIZIN

2.2.1 Tanimlama

Graniilizin, insan sitotoksik T lenfositleri (CTL'ler) ve dogal oldiiricii (NK) hiicrelerin
granillerinde bulunan sitolitik bir antikmikrobiyal peptiddir (AMP). Granulizinin 6neminin

anlagilmasi i¢in oncelikle AMP’ler iyi bilinmelidir.

Canli organizmalar endojen antibiyotikler ve dezenfektanlar gibi islev goren ¢esitli AMP’ler
iiretirler (Lehrer ve Ganz 1999, Gallo ve Kenneth 1998, Kumar vd. 2001). Bu peptidlerin cogu,
enfeksiyona karsi dogal bagisiklik efektorleridir. Evrimsel olarak korunmus olan bu peptidler
genellikle pozitif yuklidir ve hem hidrofobik hem de hidrofilik bdlgeleri vardir, bu da
molekiiliin sulu ortamlarda ¢6ziinebilmesini ve lipid bakimindan zengin membranlara girmesini
saglar. AMP bir kez hedef mikrobiyal zar i¢ine girdiginde, hedef hiicreleri c¢esitli
mekanizmalarla 6ldurur (1zahpanad ve Gallo 2005). Canlilardaki AMP’ler ii¢ ana yapisal gruba
ayrilmistir. Grupl; sekropinler, bombininler, magaininler ve temporinleri iceren sistein
kalintilarindan yoksun lineer peptidlerden olusur. Grup 2; bocek ve memeli defensinlerini
iceren intramolekdiler distilfit bagi olusturan sisteini esit sayida bulunduran peptitlerden olusur.
Grup 3 peptitleri prolin ve arginin ile birlikte yuksek oranda siradis1 aminoasit igerigine sahiptir
ve bu sinifa domuz PR-39 ve sigir Bac-5 dahildir (Andreu ve Rivas 1998, Kumar vd. 2001).
AMP’ler tipik olarak 12-50 amino asit uzunlugunda ve net pozitif bir yiike sahiptir. Bunun
aksine, graniilizin 129 amino asit uzunlugunda, 14 negatif ve 20 pozitif yik icerir. Bu yuzden,
islevsel olarak diger antimikrobiyal peptidlerle iliskili olmasina ragmen, yapisal olarak ayri bir
smifin pargasidir (Kumar vd. 2001). 1800’den fazla AMP tanimlanmistir (Url-2) ve bunlarin
20’den fazla tipi memeli derisinde lokalizedir (Lai ve Gallo 2009).

Memelilerdeki AMP siiflandirmasini genel olarak 3 grup altinda toplayabiliriz (Cizelge 2.2);
Katelisidinler, Defensinler ve Sapozinler.
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Cizelge 2.2 Insan antimikrobiyal peptidlerinin temel dzellikleri (Izahpanad ve Gallo 2005).

Katelisidinler Defensinler Sapozinler
a- . e
IL-37 . B-Defensinler Granulizin
Defensinler
Va1 Katelisidin éncisi B-sarmal B-tabaka a-heliks
p Lineer amfipatik a-Heliks 6 sistein motifi 6 sistein motifi Katyonik
37 amino asit, diger Disulfid Disulfid kopriiler C o
islenmis formlar kopruler C I-6; 1-5; 2-4; 3-6 Amfipatik
2-5; 3-5
Ketatinositler, nétrofiller, g
N oo Notrofil
mast hiicreleri akciger, raniiller (HNP Deri. akciger
testis, gut, lenfositler 9 erl, akeiger ve
. 1-4) bagirsak epitel
tarafindan inflamasyon ve . . . .
Kaynak o ; hicreleri T hiicreleri
hasar gorilen boélgelerde o
iiretilir Baglrsalf Paneth _
' hiicreleri ve Notrofiller
I genital bolge
Ter ve tukirukte bulunur. (HD 5.6)
. o Yapisal ve Yapisal ve
Dizenleme Yapisal ve uyarilabilir Yapisal uyarilabilir uyarilabilir

Antimikrobiyal
ozellikler

Genis spektrum

Genis spektrum

Genis spektrum

Genis spektrum

Diger 6zellikler

Anjiyogenez
Mast hiicre kemotaksisi
Yara iyilesmesi

Aktiflestirilmis
monositlerde
TNF-ave IL-1
ekspresyonunu
arttirir.
Artmis salgi

Bellek T hiicreleri
ve olgunlasmamis
dendritik hiicrelerin
kemotaksisi
Prostoglandin
tretiminin artmasi

Sitotoksik tiimorler

Apoptosizin artmast
Doku reddi

Katelisidinler enfeksiyon veya epitelyal yaralanmay1 takiben konak yanitinin ilk sathasinda

onemli rol oynar (Palffy vd. 2009). Insan katelisidin molekiliniin, sistein proteaz inhibitorii

islevini gorerek, Escherichia coli ve methisilin direncli Staphylococcus aureus (MRSA)

patojenlerine kars1 antimikrobiyel aktivite gosterdigi bildirilmistir (Zaiou vd. 2003).

Defensinler, antimikrobiyel peptidlerin genis bir grubunu olustururlar ve katelisidinler gibi

keratinosit ve mukozal epitelyal hiicrelerde bulunur. Bu katyonik peptidler, 6 ile 8 sistein

aminoasiti iceren karakteristik disiilfit kopriilerine sahiptir. Disiilfit baglarinin sirasi,

defensinleri o, B, 0 olmak iizere 3 alt sinifa ayirir. insanda, sadece o ve p-defensinler

bulunmaktadir. insanlarda, nétrofiller (HNP1-4) ve paneth hiicreleri (HNPS5, 6) tarafindan ifade

edilen 6 adet a-defensin (insan notrofil peptidi [HNP] 1-6) tespit edilmistir. a-defensinler,

ozellikle adenoviruslara kars1 giiclii antiviral aktivite sergilerler (Izadpanah vd. 2005, Smet vd.
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2005, Harder ve Schroder 2005). Bunun yani sira 4 adet de insan B-defensini (HBD1-4) epitel
ve periferik kan hiicrelerinde ifade edilir. HBD1-4 genis spektrumlu antimikrobiyal aktiviteye
ve bagisiklig1 diizenleme fonksiyonuna sahiptir. HBD1 epitelde yapisal olarak ifade edilirken
HBD2-4 sadece pro-inflamatuvar sitokinler ve mikrobiyal {iriinler varliginda ifade edilebilir.
Bunlara ek olarak Th17 sitokinleri olan IL-17A ve IL-22 HBD2'nin indUkleyicisidir (Morizane
ve Gallo 2012).

Granulizin, son grup olan sapozin benzeri proteinleride (SAPLIP) iceren sapozin ailesinin bir
Uyesidir. Sapozinler, ¢esitli lipid parcalayan enzimlerin aktivatorleri olarak islev goren kiigiik
lizozomal proteinlerdir. (Munford vd. 1995). Memelilerdeki sapozin grubu proteinlere sapozin
A-D, NK-lizin, pulmoner surfaktan protein-B (SP-B), lipid hidrolaz, agiloksiacil hidrolaz, asit
sfingomiyelinaz ve grandlizin gibi 6rnekler verilebilir. SAPLIP ailesinde sistein rezidileri
korunmustur. Ailenin diger tiyeleri alt1 sistein rezidiisii igerirken farkli olarak graniilizin bes

sistein rezidusl icermektedir.
Bu sisteinlerin protein yapist ve fonksiyonu i¢in 6nemli olan intramolekiler disiilfid baglar

olusturabilecegi diistiniilmiis Nukleer Manyetik Rezonans (NMR) spektroskopisi ile bu goriis
dogrulanmustir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2 Granulizinin 3 boyutlu yapisinin gosterimi. 1-5 arasindaki rakamlar heliksleri, N ve
Cise N ve C terminalini belirtir. Disllfit baglar1 1. ve 5. Helikslerle 2. ve 3. heliksleri
birbirine baglar (Anderson vd. 2003).

Sitolitik graniillerde bulundugu ve c¢esitli hiicresel hedefleri parcaladig: i¢cin 519, Granilizin
olarak yeniden adlandirilmistir (Kumar vd. 2001).

Granulizin, katelisidin ve defensinler gibi epitel hiicreler tarafindan tretilmez, T hicreleri
tarafindan deriye getirilir (Jongstra vd. 1987). CTL'ler, tek bir transkriptten 15kDa ve 9 kDa'lik
iki grandlizin peptidi Gretirler. 15 kDa peptidin hem amino hem de karboksi uglarindan
islenmesi sonucu graniilizinin 9 kDa formu olusturulur (Kumar vd. 2001). Graniilizin, kisa
ilmeklerle birbirine baglanmis bes alfa (a)) heliksden olusmus olup (Sekil 2.1) AMP'lere benzer
sekilde pozitif yiiklii (Sekil 2.3) ve hidrofobik bir ylizeyden olusur (Izadpanah ve Gallo 2005).
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Sekil 2.3 Graniilizinin yapisinda yer alan pozitif ve negatif yiikler. Pozitif yiikler yesil, negatif
yukler pembe olarak renklendirimistir (Anderson vd. 2003).

Andreu ve ark. Granulizin 3. heliksinin antibakteriyel etkinlige sahip oldugunu Wang ve ark.
ise merkez bolgesindeki 2. ve 4. helikse (Sekil 2.1) karsilik gelen peptitlerin bakteri ve timor
hiicrelerine kars litik aktivite gosterdigi bildirmistir (Krensky ve Clayberger 2005, Anderson
vd. 2003).

Lipozomlarla yapilan arastirmalar, pozitif yiiklii graniilizinin negatif yiiklii fosfolipidlere
baglandigini gostermistir (Kaspar vd. 2001). Pozitif reziduler, grandlizinin hedef mikrop veya
timor hiicrelerinin negatif yiikli yiizeyine yOnlenmesini saglar. Birden fazla granilizin
molekild, 1, 2 ve 3 numarali helikal dogrultusunda yuvarlanarak zarmn biitiinliigiinii bozabilir
(Sekil 2.2). Buda 'makaslama' hareketi ile graniilizinin litik yiizeyini daha da ortaya ¢ikarmasina
ve zara daha derinlemesine nufuz ederek onu biikmesine veya yirtmasina izin verecektir

(Krensky ve Clayberger 2005).
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Graniilizin ve bazi graniilizin peptidleri hiicre 6liimiinii indiiklemesine ragmen bugiine kadar
sitotoksisite i¢in herhangi bir spesifik graniilizin reseptorii tanimlanmamistir (Krensky ve
Clayberger 2005). Graniilizin, yiike dayali olarak hedef hiicre yiizeyine baglandiktan sonra
hiicre ylizeyinde kanal olusumunu saglar. Bunun sonucunda hiicre igine kalsiyum akis1 ve hiicre
ici depolardan kalsiyum salinmasi artarken, sitozolik potasyum seviyesi kalsiyuma bagimli bir
potasyum pompasinin aktivasyonunun sonucu olarak azalir (Okada vd. 2003). Hucre igindeki
kalsiyumda artig-potasyumda azalis ve graniilizin varligi (eger ATP mevcutsa) mitokondriyal
hasara yol acar. Mega kanallar agilir ve hem sitokrom ¢ hem de apoptoz indukleyici faktor
(AIF) saliir. Elektron taginimi engellenir ve reaktif oksijen tiirleri artar. Sitokrom c salimi, AIF
ile birlikte endoniikleaz aktivasyonunu ve standart apoptozu tetikleyen bir kaspaz kaskadini
baslatir (Sekil 2.4). Bu olaylar birkag dakika i¢inde meydana gelirken ayni1 zamanda graniilizin
tarafindan seramid iiretimi i¢in sfingomiyelinaz aktiflestirilirek yavas bir sekilde
sifingomiyelinden seramid iiretimini arttirilir. Bdylece graniilizin tarafindan daha yavas bir

sitotoksisite yolu da indiiklenmis olur (Gamen vd. 1998).
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Sekil 2.4 Graniilizinin hiicre 6liim mekanizmasindaki rolii (Anderson vd. 2003).

Granulizin ayn1 zamanda 16kosit alt gruplari i¢in bir kemoatraktan olup hem monositleri hem
de dendritik hucreleri aktive edebilir ve proenflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunu

indukleyebilir (Krensky ve Clayberger 2009).
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2.2.2 Granulizin’in Klinikteki Onemi

Granilizin, enfeksiyonlar, kanser, transplantasyon, cilt problemleri ve ireme komplikasyonlari
gibi sayisiz hastalikla iliskilendirilmistir. Ayrica birgok ¢alismada, bulasici hastaliklara verilen
konak yanitinda da granilizinin énemi gosterilmistir. 1998'de ilk kez 9 kDa rekombinant
graniilizinin in vitro olarak uygulanmasiyla patojen bakteri, mantar ve parazitlerin genis bir
yelpazesini Oldirdiigii saptanmistir. Graniilizinin 6nemini ortaya c¢ikaracak en Onemli
calismalardan biri olarak graniilizinin dogrudan veya perforinle birlikte intraseliler
Mycobacterium tuberculosis'i (Mtb) dldirmesi gosterilebilir (Stenger vd. 1998). Ayrica Mtb'yi
oldirme kapasitesine sahip CD4+ ve CD8+ T lenfositlerinin biyuk miktarlarda granulizin
icerdigi ve 6ldirmenin perforin veya Fas-Fas Ligand etkilesimine bagl olmadigi gosterilmistir.

Bdylece granilizinin kendine 6zgl bir 6ldiirme mekanizmasi kullandig1 da kanitlanmstir.

Mycobacterium leprae'nin (clizzama neden olan ajan) c¢alismalarinda ilk kez graniilizin
ifadesinin bulasict bir hastaligin klinik durumu ile korele oldugunu gosterilmistir. Kutanoz
lepra lezyonlarinda graniilizin ifadesinin tiiberkiiloz lezyonlar1 ile karsilastirildiginda alt1 kat

daha fazla miktarda oldugu bulunmustur (Ochoa vd. 2001).

Viral ajanlar tarafindan enfekte hiicrelere kars1 graniilizin etkinligi aragtirildiginda granulizinin
varicella-zoster replikasyonunu bloke ederek enfekte hiicrelerin apoptozunu tetiklerken (Hata
vd. 2001), Human Immunodeficiency Virus (HIV) replikasyonu (zerinde ise hi¢bir etkisinin

bulunmadig saptanmistir (Mackewicz vd. 2000).

Grantilizin ifadesi ¢esitli kanserler ile de iliskilendirilmistir. Tiimorsiiz hastalar kontrollere
benzer diizeylerde graniilizin eksprese ederken, kanser hastalarinda graniilizin diizeylerinde
anlamli bir azalma (p <0.005) saptanmustir. Fakat perforin seviyeleri tim gruplarda benzer
sekilde koreledir. Bu c¢alisma, dolasimdaki NK hiicrelerinde bozulmus granilizin

ekspresyonunun tiimor progresyonuyla korele oldugunu gostermistir (Kishi vd. 2002).
Graniilizin ekspresyonunun akut rejeksiyon ve steroid direnci i¢in bir biyobelirte¢ oldugu

Sarwal vd. (2001) tarafindan gosterilmistir. Soccal vd. (2000) akciger, Sarwal vd. (2001)

bobrek rejeksiyonunda graniilizin ifadesinin artmis oldugunu gostermislerdir. Kotsch vd.
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(2004) idrar tortusundaki (urinary sediment) artmis graniilizin mRNA ekspresyonunun hem

erken hem de gecikmis renal allograft ret i¢in iyi bir biyobelirteg¢ oldugunu bildirmislerdir.

Graniilizinin, folikiilit, psoariazis, akne, liken planus ve viral vezikiiller dahil ¢esitli cilt
hastaliklarinda 6nemli bir hasar aracisi oldugu calismalarla gosterilmistir (Oono vd.2004,
Raychaudhuri vd 2004, McInturff vd. 2005, Ammar vd. 2008, Morizane vd. 2005). Chung vd.
(2008) hem Stevens-Johnson sendromunda (SJS) hem de toksik epidermal nekrolizde (TEN)

yayilmis keratinosit 6liimiinde graniilizinin 6nemli bir araci oldugunu gostermistir.

2.2.3 GNLY Gen Polimorfizmleri

Tek Nukleotid polimorfizmleri (SNP'ler), bir baz ciftinin popilasyonun >% 1'inde yer
degistirmesi olarak tanimlanir ve en yaygin olarak genomun kodlanmayan bdlgelerinde
bulunur. Genom boyu baglanti ¢alismalart (GWAS); hastalikli (hasta) bir grup ile saglikli
(kontrol) bir grubun tim allel frekenaslar1 karsilastirilarak klinik olarak tanimlanmis bir
hastalikla (fenotip) iliskili DNA'daki SNP'leri belirlemeyi amaclar. Uluslararasi HapMap
Projesi, GWAS tarafindan degerlendirilebilecek ortak SNP'lerin ¢ogunu tanimlamistir. Tim bu
caligmalara goére kromozom 2 iginde GNLY geninde (Sekil 2.5) tek nlkleotid polimorfizmleri
(SNP) rapor etmislerdir. Elgarhy vd. (2015)’nin yaptig1 bir ¢aligmada graniilizin ifadesinin
artmasi ile psoriazis siddeti arasinda pozitif bir korelasyon imminohistokimyasal olarak
gosterilmistir. Fakat su ana kadar GNLY gen polimorfizmleri ile psoriazis arasinda herhangi bir

calisma yapilmamugtir.
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Sekil 2.5 GNLY geninin kromozom tzerindeki yeri (Url-1).

GNLY ile iliskilendirilen ve bu tez calismasinda arastirilan rs7908 ve rs10180391
polimorfizmleri sirasiyla GNLY’de ekzon 6, 3’Untranslated Region (3’UTR) ve downstream
500°de bulunmaktadir. Kromozom 2:85.698.633 lokasyonundaki C bazinin yerine G bazinin
gecmesi ile olusan varyant GNLY rs7908 (C/G) polimorfizmi olarak tanimlanmistir. GNLY

rs7908 losin yerine valin aminoasitinin gecti§i mutasyona neden olan yanlis anlamli bir
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varyanttir. Kromozom 2:85.699.222 lokasyonundaki C bazinin yerine T bazinin ge¢mesi ile
olusan varyant GNLY rs10180391 (C/T) polimorfizmi olarak tanimlanmstir. Literatiirde GNLY

rs7908 ve rs1018091 polimorfizmleri ile hastaliklar arasindaki iliskiyi inceleyen bir ¢alisma

mevcut degildir.
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BOLUM 3

GEREC VE YONTEM

3.1 HASTA GRUBU

Calismamiza Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi Uygulama ve Arastirma Merkezi Deri
ve Ziihrevi Hastaliklar Poliklinigine bagvuran hastalardan psoriazis tanis1 konulmus 56 kadin
ve 44 erkek, toplam 100 hasta dahil edildi. Hastalara, aragtirmanin amaci ve igerigi ile ilgili
bilgilendirme yapilip, onam formu okutulup imzalatildi. Bu calisma Biilent Ecevit Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan (Proje numarasi 2015-50737594-04)
desteklenmis olup ¢alismamizin etik kurul onay1 28.05.2015 tarihinde 2015-24-26/05 numarali
etik kurul toplantisinda (Ek A) alindu.

Calismaya dahil edilen tiim hastalarin yasi, cinsiyeti, tirnak tutulumu, hastalik baslangi¢ yas,
psoriazis tipi ve ailede psoriazis hikayeleri kaydedildi. Hastalar aile 6ykislne (aile dykusu
bulunan ve bulunmayan), hastalik baslangi¢ yasma (tip I<40 yas ve tip [I>40 yas), tirnak

tutulumuna ve PsA varligina gore gruplara ayrildi.

3.2 KONTROL GRUBU

Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi Uygulama ve Arastirma Merkezi Deri ve Zihrevi
Hastaliklar Poliklinigine herhangi bir kronik, enflamatuvar ya da infeksiy6z hastaligi olmayan,
rutin kontrolleri i¢in basvuran 43 erkek ve 57 kadin toplam 100 saglikli kisi kontrol grubuna
dahil edilmistir.

Hastalar ve saglikli kontrollerin rutin kontrolleri sirasinda verdikleri kandan 2 ml’si alinarak

GNLY rs7908, rs10180391 gen polimorfizmleri ¢alisildi. Calismalar Biilent Ecevit Universitesi
Fen-Edebiyat Fakdltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalinda yapildi.
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3.3 METOD

3.3.1 Kullamlan Arag ve Gerecler

3.3.1.1 Kullanilan Cihazlar

= Thermal Cycler (BIO-RAD T100™ )

* Buzdolabi (Bosch)

= Santriftj (Nlve NF 048)

=  Vorteks (Nive NM 110)

= Is1 Blogu (Inovia UHB-1)

= Etlv (Nuve EN 500)

= Mikropipet seti (Thermo Scientific- Finnpipette)

»  Mikrodalga Firin (Altus ALMD 17B)

» Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Thermo Scientific EC 300XL)
= Elektroforez Tanki (JUNYI®)

= Jel Goriintiileme Sistemi (Vilber Lourmat Bio-Print ST4)
= Derin Dondurucu (Bosch)

= Otoklav (Nuve)

= Hassas Terazi (Rad-Wag)

3.3.1.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

= E.Z.N.A.® Blood DNA Mini Kit (Omega)

* % 99’luk Etil Alkol

= EDTA

= T1503 SIGMA Trizma® base

= Asetik Asit

= Ethidium Bromide

= QOrange G (SNP Biyoteknoloji)

= Agarose (Biomax)

» PCR Buffer-(NH4)2SO4 (Thermo Scientific)
= dNTP Mix (Fermantes)
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=  MgCl2 (Thermo Scientific)

= Distile Su (Ezcacibasi)

= Tag DNA Polimeraz (Thermo Scientific)
= Primerler (Eurofins Genomics)

=  BbvClI (New England Biolabs)

= Asel (Thermo Scientific)

= 100bp Marker (Thermo Scientific)

3.3.1.3 DNA Izolasyonunda Kullanilan Kimyasallar

DNA izolasyonu icin E.Z.N.A.® Blood DNA Mini Kit (Omega) kullanilmstir. Kit igerigi
cizelge 3.1°de verilmistir. Kit igerigi kullanim klavuzunda verilen bilgiler dogrultusunda
asagidaki sekilde kullanima hazirlanmistir.

HBC Buffer: 80 mL buffer iizerine 32 mL izopropanol eklenmistir.

DNA Wash Buffer: 25 mL (zerine 100 mL % 100’lUKk etil alkol eklenmistir.

Cizelge 3.1 E.Z.N.A.® Blood DNA mini kit (Omega) icerigi.

Kimyasal Adi Miktan
BL Buffer 60 mL
HBC Buffer 80 mL
DNA Wash Buffer 3x25 mL
Elution Buffer 160 mL
OB Protease Solution 6 mL

3.3.1.4 Elektroforez icin Kullamlan Kimyasallar

TAE Tamponu (50X Stok Soltisyonu)
= 242 g Tris base
= 57.1 ml glacial acetic acid
= 37.29 Na2EDTA.2H.0
= HyOile 1 litreye tamamla. pH 8.0 ile 8.5 arasinda olmah
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Yurutme Tamponu
1litre 1X Tris-Asetik Asit-EDTA (TAE) icin;
= 20 ml 50X Stok Solusyona 980 ml H20 eklenir.

% 3 Agaroz Jel Cozeltisi
= 200 ml 1X TAE Buffer

= 69 Agarose
= 12ul Ethidium Bromide

% 1.5 Agaroz Jel Cozeltisi
= 200 ml 1X TAE Buffer
= 3 gAgarose
= 12pl Ethidium Bromide

3.3.2 Periferik Kandan DNA Elde Edilmesi

3.3.2.1 Prensip

Hcreler tim nuklezlar: inhibe eden bir koatropik tuz (guanidin HCL) varliginda proteinaz K
ile kisa bir siire inkiibe edillir. Bu inkiibasyon sonucunda hiicreler pargalanir. Agiga ¢ikan
genomik DNA piiriifikasyon filtre tiipiinde bulunan fiber glas yapiya secici olarak baglanir.
Fiber glas yapiya baglanan genomik DNA’y1 kontamine edici hiicresel elemanlardan
arindirmak ve ortamdaki diger molekiillerden ayrilmasi i¢in yikama ve satrifij islemleri
uygulanir. Bu islem 06zel bir inhibitér uzaklastirici tampon ve yikama tamponu ile
gergeklestirilir. Son olarak diisiik yogunluklu tuz eliisyonu ile fiber glasa bagli genomik DNA

bu yapilardan ayristirilir.

3.3.2.2 Protokol

Hasta ve kontrollerden tam kan tiipiine 2 ml kan alindi ve DNA, OMEGA E.Z.N.A® Blood
DNA izolasyon kiti kullanilarak elde edildi. Kit icinde bulunan ve 1.5 ml hacme sahip tiplerin
icine konan 250 pl kan tzerine; 250 pl Buffer BL, 5 pl RNase A ve 25 ul OB proteaz enzimi

eklendi ve bu karisim 10 saniye vortekslendikten sonra O6nceden 65°C’ye ayarlanmis su
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banyosunda 10 dakika inkibe edildi. Siire bitiminde su banyosundan alinan tiiplerin {izerine
260 pl saf alkol eklendi ve HiBind® DNA spin kolona aktarildi. Dakikada 10.000 devir hiz ile
1 dakika santrifiij edildikten sonra, alttaki tiip atilarak yeni tiip kondu ve spin kolondaki igerigin
Uzerine 500 ul HBC Buffer ilave edildi. Santrifiij asamasi tekrarlandiktan sonra 700 ul Wash
Buffer eklendi ve 1 dakika santrifiij edildi. Wash Buffer ile yikama asamasi tekrarlandiktan ve
spinler yeni tlipe yerlestirildikten sonra dnceden 65°C’ye ayarlanmig inkiibatorde 1sitilmig 75
ul Elution Buffer eklendi. Dakikada 10.000 devir hiz ile 1 dakika yapilan santrifiij sonras1 tiipler
degistirilmeden yine 75 pl Elution Buffer eklendi ve son kez 10.000 devir/dak ile 1 dakika
santrifiij edildi. Ustteki spin kolon atilarak alttaki tiipte bulunan DNA yeni tiipe aktarild1 ve bu
asamalarin sonucunda yaklagik 40-60 ng/pl konsantrasyonda 150 pl DNA elde edildi.

3.3.3 PCR ile Ilgili Gen Bélgesinin Amplifikasyonu

3.3.3.1 GNLY rs7908 (C/G) Gen Polimorfizmi

Kromozom 2: 85.698.633 lokasyonundaki C bazinin yerine G bazinin gegmesi ile olusan GNLY
157908 (C/G) polimorfizmi ¢alisildi. Arastirilmakta olan gen bolgesi 5'- TGT TCA GTA GGG
TCA GGT GG-3'(F) ve 5-GAT TCT GGA TCG AGG AAG CG -3'(R) primer giftleri
kullanilarak amplifiye edildi (Url-3, Eurofins Genomics). Toplam 25 pL hacim iginde her
primerden 1.5 pmol, 30 mmol/L Tris-HCI (pH 8.3), 80 mmol/L KCI, 1.0 mmol/L MgCl>, her
bir ANTP’den 0.6 mmol/uL, 4 tnite Tag DNA polimeraz ve 3 uL DNA iceren PCR karigimi
kullanild1. “Biorad T100™ Thermal Cycler” cihazi ile asagidaki ¢alisma protokoliinde ¢alisildi.

95°C 3 dakika.............. 1 Dongii.......... (ilk Denatiirasyon)
95°C 1 dakika.......} oo, (Denatiirasyon)
56°C 1.5 dakika............ 35 DoOngd ....... (Baglanma)

72°C 1 dakika........ e, (Uzama)

72°C 7 dakika........ .....1 DOngd........... (Son uzama)

Amplfikasyon sonunda elde edilen Grlinler % 1.5°lik agaroz jelde kosturularak bant boylari (225

bp) goruntulendi.
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3.3.3.2 GNLY rs10180391 (C/T) Gen Polimorfizmi

Kromozom 2: 85.699.222 lokasyonundaki C bazinin yerine T bazinin gegmesi ile olusan GNLY
rs10180391 (C/T) polimorfizmi ¢aligildi. Arastirilmakta olan gen bolgesi 5'- AAG CAA CAG
AAG TCT CAG CC-3"(F) ve 5°-CTG CCA AGA GAG AAG CGA AC -3'(R) primer ciftleri
kullanilarak amplifiye edildi edildi (Url-3, Eurofins Genomics). Toplam 25 pL hacim icinde
her primerden 1.5 pmol, 30 mmol/L Tris-HCI (pH 8.3), 80 mmol/L KCI, 1.0 mmol/L MgClo,
her bir ANTP’den 0.6 mmol/puL, 4 Unite Tag DNA polimeraz ve 3 uLL DNA’dan olusan PCR
karisimi kullanildi, “Biorad T100™ Thermal Cycler” cihazi ile asagidaki ¢alisma protokoliinde

calisild.
95°C 3 dakika.............. 1 Déngii.......... (ilk Denatiirasyon)
95°C 1 dakika........ e oeeveee e (Denatiirasyon)
55°C 1.5 dakika......|...... 35 Dongl ....... (Baglanma)
72°C 1 dakika........ e, (Uzama)
72°C 7 dakika........ .....1 DOngd........... (Son uzama)

Amplfikasyon sonunda elde edilen Grlinler % 1.5’lik agaroz jelde kosturularak bant boylar1 (209

bp) gorintulendi.

3.3.4 Jelin Hazirlanmasi ve Jel Elektroforezde Goriintiileme

Bir litrelik cam sise igine 242 g Tris base, 57.1 ml glacial acetic acid ve 37.2 g Na2EDTA.2H;0
Olculip pH 8.0 ile 8.5 arasinda olacak sekilde 1 litre 50X TAE tampon ¢ozeltisi hazirlandi. 1X
TAE hazirlamak igin 1litrelik siseye 20 ml 50X TAE tizerine 980 ml distile su eklendi.

Konsantrasyonu, PCR sonrasi iiriinler i¢in %1.5’lik; enzim kesimi sonrasi iiriinler igin %3’k
olacak sekilde tampon ¢ozelti ve agaroz karigtirilarak mikrodalga firinda 80°C’de 1sitildi.
Karisim, 60°C’ye sogutulduktan sonra iizerine % 7°lik olacak sekilde etidyum bromid
(Amresco, cat. no: 126K317) eklendi, jel kabina aktarilip uygun taraklar yerlestirildikten sonra
jelin oda 1sisinda donmasi saglandi. Jel donduktan sonra taraklar cikartildi. Incelenecek
ornekten 5 pL alind1 ve daha onceden 5 kat distile su ile sulandirilarak 1X olarak hazirlanmig

olan 5 puL jel yiikleme solusyonu (DZJY001, lot: 0610J12) ile karistirilarak her bir kuyucuga
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yiiklendi. Jel tankinda (JUNYI®) 120 mV gii¢ kaynag ile 40 dakika yiiriitiilen 6rneklerin
fotografi, jel goriintiileme cihazi ile (Vision-Capt Software) alindi.

3.3.5 Degerlendirme

3.3.5.1 GNLY rs7908 (C/G) Gen Polimorfizmi

PCR sonrasi elde edilen 225 bp uzunlugundaki amplifikasyon iiriinii %1.5’lik agaroz jel
elektroforezi ile géruntulendikten sonra 8 tnite BbvClI enzimi (Cizelge 3.2) ile kesilmesi igin
16 saat 37°C’lik kuru ettivde inkiibe edildi.

Cizelge 3.2 Enzimlerin ¢alisma kosullart.

Enzim Kesim bolgesi Calisma sicakhgi Inkiibasyon siiresi

BbvC1 5’-CCATCAGC-3’ 37°C 16 saat
3’-GGAGT CG-5’

Asel 5-AT "TAAT-3’ 37°C 16 saat
3-TAATATA-5’

Enzim kesimi sonras1 %3’liikk agaroz jelde 120 mV giic ile yaklasik bir saat yiiriitiilerek; C aleli
igin 183 ve 42 bp, G aleli igin 225 bp boylarinda bantlar elde edildi (Sekil 3.1).

Marker

Sekil 3.1 GNLY rs7908 gen polimorfizmi jel elektroforez gorintisi. 100 bp’lik DNA
belirtecinin yanindaki 3,4 nolu drnekler GC; 1,6 nolu drnekler CC ve 2,5 nolu
ornekler GG genotipindedir.
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3.3.5.2 GNLY rs10180391 (C/T) Gen Polimorfizmi

PCR sonrasi elde edilen 209 bp uzunlugundaki amplifikasyon tiriini %1,5’lik agaroz jel
elektroforezi ile goruntulendikten sonra 4 (nite Asel enzimi (Cizelge 3.2) ile kesilmesi i¢in 16
saat 37°C’lik kuru etiivde inkiibe edildi. Enzim kesimi sonras1 %3’liik agaroz jelde 120 mV gii¢
ile yaklasik bir saat yiiriitlilerek; C aleli i¢in 209 bp, T aleli i¢in 145 ve 64 bp boylarinda bantlar
elde edildi (Sekil 3.2).

Sekil 3.2 GNLY rs10180391 gen polimorfizmi jel elektroforez gorintisi. 100 bp’lik DNA
belirtecinin yanindaki 2,4,5 nolu 6rnekler CT; 1,6 nolu 6rnekler CC ve 3 nolu 6rnek
TT genotipindedir.

3.3.6 Istatiksel Degerlendirme

Calismanin analizinde SPSS 18.0 for Windows (Chicago, IL) paket programi kullanilmis olup
calismamizda yer alan 6lgiim degiskenleri ortalama ve standart sapma ile birlikte, kategorik deger
alan degiskenler frekans ve yiizde ile gosterilmistir. Gruplar arasinda genotipler bakimindan
farklilik olup olmadigr Ki-kare testi ile 6lgtim degiskenlerinin parametrik test varsayimlari Shapiro-
Wilk testiyle analiz edilmistir. Iki grup arasmda farklilik olup olmadigi, parametrik test
varsayimlarini sagladigi durumlarda iki ortalama arasindaki farkin 6nemlilik testi, parametrik test
varsayimlarinin  saglanmadigi durumlarda Mann-Whitney U testi kullanilarak yapilmistir.
Genotipler arasinda Olglim degiskenleri bakimindan farklilik olup olmadigi parametrik test
varsayimlarinin saglandigi durumlarda tek yonlii varyans analizi (ANOVA), parametrik test
varsayimlarinin saglanmadig1 durumlarda Kruskal Wallis varyans analizi uygulanmistir. Sonuglar

% 95 giiven araliginda degerlendirilip ve p<0.05 degeri anlaml1 kabul edilmistir.
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BOLUM 4

BULGULAR

4.1 SOSYODEMOGRAFIK VE KLiINiK BULGULAR

Calisma, Biilent Ecevit Universitesi Uygulama ve Arastirma Merkezi Deri ve Ziihrevi
Hastaliklar polikliniginde psoriazis tanist almis 56 kadin (% 56), 44 erkek (% 44), toplam 100
hasta ve ¢esitli sebeplerle Deri ve Ziihrevi Hastaliklar1 Poliklinigine bagvurmus herhangi bir
otoimmin ve otoinflamatuar hastaligi bulunmayan 57 kadin (% 57), 43 erkek (% 43) toplam
100 kontrol {izerinden yapildi. Caligmaya alinan tiim bireylerin yaslar1 15-80 yas arasinda
degismekteydi. Hasta grubunun yaslar1 20-80 arasinda olup yas ortalamas: 41.31+ 13.46 yil
olarak tespit edildi. Kontrol grubunun yaslart 15-80 arasinda olup ortalama yas1 41.26+ 11.59
yi1l olarak tespit edildi. Her iki gruba ait sosyodemografik 06zellikler cizelge 4.1°de

gosterilmistir.

Cizelge 4.1 Psoriazis hasta ve kontrol grubunun cinsiyet ve yasa gore dagilimi.

Kontrol n(% ) Hasta n(% )
Erkek 43 (% 43) 44 (% 44)
Kadn 57 (% 57) 56 (% 56)
Yas 39,49+ 12.06 41,31+ 13.46
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4.1.1 Psoriazis Hastalarimin Klinik Ozellikleri

Hastalar psoriazisin klinik tipleri agisindan degerlendirildiginde 100 hastadan 60’1 plak tip
psoriazis vulgaris (% 60), 13 tanesi guttat tip psoriazis (% 13), 13 tanesi artritin eslik ettigi
psoriazis (% 13), 3’0 pustller psoriazis (% 3) ve bir tanesi eritrodermik psoriazis (% 1) olarak
tespit edildi. Psoriaziste lezyonlar keskin sinirli, eritemli, {izeri skuamli ise tipik (plak+guttat),
nadiren tedaviye direncli ise atipik (Eritrodermik, Artropatik, Pustiler) olarak siniflandirilmistir
(Ozeren vd. 2004).

Calismaya dahil edilen hastalar tirnak tutulumu agisindan incelendiginde hastalarin 42’sinde
(% 42) tirnak tutulumu saptanirken, 58 (% 58) olgunun tirnaklari normal olarak degerlendirildi.
Hastalar, hastalik baslangi¢ yasina gore; erken baslangi¢ch psoriazis (40 yas ve alt1) ve geg
baslangi¢li psoriazis (40 yas iistii olarak) olmak tizere iki gruba ayrildi. Hastalarin 83 tanesinin

ge¢ baglangigli, 17 tanesinin erken baslangigli psoriazisi oldugu belirlendi.

Calismaya alinan psoriazis hastalarinin 24 tanesinde aile hikayesi varken 76 tanesinde ise aile

hikayesi yoktu. Hastalarin tanimlayici bilgileri ¢izelge 4.2 ve sekil 4.1” de verilmistir.

Cizelge 4.2 Psoriazis hastalarinin klinik 6zellikleri.

Klinik Ozellik Simiflandirma n(%)
Tipik (plak+guttat) 83(% 83)
Psoriazis tipleri Atipik (Erltrodernjlk"(n:l) +Artropatik 17(% 17)
(n=13)+Pustller (n=3))
o . Var 24(% 24)
Aile hikayesi Yok 76(% 76)
Tirnak tutulumu var 42 (% 42)
Yok 58(% 58)
PASI skoruna gore Hafif 60(% 60)
psbriazis sidditi Orta 32(% 32)
Siddetli 8(% 8)
Hastalik Baslangi¢ Yasina Erken baslangig (Tip 1<40 yas) 83 (% 83)
Gore Geg baslangig (Tip 2 >40 yas) 17 (% 17)
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Sekil 4.1 Psoriazis hastalarinin klinik 6zellikleri.

42 HASTA VE KONTROL GRUPLARININ GNLY GEN POLIMORFIiZM
FREKANSLARININ KARSILASTIRMASI

4.2.1 GNLY rs7908 (C/G) Gen Polimorfizmi

Psoriazis hastalar1 ve saglikli kontrol grubu GNLY rs7908 (C/G) gen polimorfizmi agisindan
incelendiginde kontrol grubunun 19’unun (% 19) CC genotipinde, 44’sinin (% 44) GC
genotipinde, 37’sinin (% 37) GG genotipinde oldugu saptandi. Hasta grubunun ise 8’inin (% 8)
CC genotipinde, 41(% 41)’inin GC genotipinde, 51(% 51)’inin GG genotipinde oldugu
saptand1. Genotip dagilimi agisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmis olup, CC genotipinin kontrol grubunda GG genotipine oranla anlamli derecede
yiksek oldugu bulunmustur (p=0.031, OR=0.305 CI=0.121 — 0.773) (Cizelge 4.3, Sekil 4.2).

GNLY rs7908 (C/G) gen polimorfizmi igin kontrol ve hasta gruplari alel frekanslari ag¢isindan
karsilastirildiginda C alel frekansi kontrol grubunda % 41, hasta grubunda % 28.5 olarak
bulundu. G alel frekansi ise kontrol grubunda % 59, hasta grubunda % 71,5 olarak bulundu. Alel
frekanslar1 agisindan da kontrol ve hasta grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulundu (p=0.012; OR=0.574; CI=0.378-0.870) (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.3 Psoriazis hastalarinda ve saglikli kontrollerde GNLY rs7908 gen polimorfizm
genotip frekanslari.

Saghkh Poriazis
SNP Genotip  kontroller  hastalar1 P degeri OR (95 % CI)
n=100 n=100
GG 37 (% 37) 51 (%51)
Rs7908 Referans
©GNLY ey 44 (% 44) 41 (%41) 0031  0.676(0.371-1.232)
0.305 (0.121-0.773)
cC 19(%19) 8 (% 8)
60

50
40
30
20
10

GG

GC cc
m KONTROL HASTA

Sekil 4.2 GNLY rs7908 gen polimorfizm genotip frekanslari.

Cizelge 4.4 Psoriazis hastalarinda ve saglikli kontrollerde GNLY rs7908 gen polimorfizminin

allel dagilimi.

Saghkh PsoOriazis
SNP Alel Kontroller Hastalar1 P degeri OR (% 95 Cl)
n=100 n=100
% 59 %715
rs 7908 0.012 0.574 (0.378-0.870)
% 41 % 28.5
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4.2.2 GNLY rs10180391 (C/T) Gen Polimorfizmi

Psoriazis hastalar1 ve saglikli kontrol grubu GNLY rs10180391 (C/T) gen polimorfizmi
acisindan incelendiginde kontroliin 44’0 (% 44) CC genotipinde, 41’i (% 41) CT genotipinde,
15’1 (% 15) TT genotipi olarak saptandi. Hasta grubunun ise 41’inin (% 41) CC genotipinde,
42’sinin (% 42) CT genotipinde, 17’sinin (% 17) TT genotipinde oldugu saptandi. Genotip
dagilimi acisindan iki grup arasinda istatistiksel agidan anlamli farklilik bulunamadi (p=0.886,

OR=1.216; C1=0.539-2.746) (Cizelge 4.5, Sekil 4.3).

GNLY rs10180391 (C/T) gen polimorfizmi igin kontrol ve hasta gruplari allel frekanslart
acisindan karsilastirildiginda C allel frekansi1 kontrol grubunda % 64.5 hasta grubunda ise % 62
bulundu. T allel frekansi ise kontrol grubunda % 35.5 hasta grubunda ise % 38 olarak bulundu.
Allel frekanslar1 bakimindan kontrol ve hasta grubu arasinda istatistiksel agidan anlamli

farklilik bulunamadi (p=0.678; OR=1.114; CI=0.741 - 1.672) (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.5 Psoriazis hastalarinda ve saglikli kontrollerde GNLY rs10180391 gen polimorfizm
genotip frekanslari.

Saghkh Pdriazis

SNP Genotip  Kontroller  hastalar1 P degeri OR (95 % CI)
n=100 n=100
CC 44(% 44) 41 (% 41) .
Referans
Rs10180391
T 41 (% 41 42 (% 42 : 1. : -2.01
(GNLY C/T) C (% 41) (% 42) 0.886 099 (0.600 — 2.013)

1.216 (0.539 — 2.746)
TT 15(% 15) 17 (% 17)
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Sekil 4.3 GNLY rs10180391 gen polimorfizm genotip frekanslari.

Cizelge 4.6 Psoriazis hastalarinda ve saglikli kontrollerde GNLY rs10180391 gen
polimorfizminin allel dagilimi.

Saghkh Psoriazis
SNP Alel Kontroller Hastalar1 P degeri OR (% 95 Cl)
n=100 n=100
rs C % 64.5 % 62
10180391 T % 355 % 38 0.678 1.114 (0.741-1.672)

4.2.3 GNLY rs7908 (C/G) ve rs10180391 (C/T) Polimorfizmleri Haplotip Analizi

Caligmamizda GNLY rs7908 (C/G) ve rs10180391 (C/T) gen polimorfizmleri ile haplotip agisindan

aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamistir (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.4).

Cizelge 4.7 Psoriazis hastalarinda ve saglikli kontrollerde GNLY rs7908/GNLY rs 10180391
haplotip dagilimlari.

Haplotip Saghkh Psdriazis o
rs7908/ rs10180391 Kontroller Hastalar1 P degeri OR (% 95Cl)
n=100 n=100
GC % 39 % 42.5 0.036  Referans
GT % 20 % 29 0.269 1.331 (0.802-2.208)
CcC % 25.5 % 19.5 0.180 0.702 (0.418-1.178)
CT % 15.5 %9 0.060 0.533 (0.276-1.028)
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Sekil 4.4 GNLY rs7908-rs10180391 gen polimorfizmlerinin haplotip dagilima.

43 HASTA GRUBU KLINIiK OZELLIKLERININ, POLIMORFiZMLER iLE
KARSILASTIRILMASI

4.3.4 Psoriazis Tipine Gore GNLY rs7908 (C/G) ve GNLY rs1018039 (C/T) Gen

Polimorfizimlerinin Karsilastirilmasi

Psoriazis tipi (tipik, atipik) ve saglikli kontrol grubu GNLY rs7908 (C/G) ve GNLY
rs10180391(C/T) gen polimorfizmleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
bulunamamistir. Psoriazis hastalariin % 15’1 tipik, % 85’1 atipik ps0Oriazise sahiptir.

rs 7908 (C/G) polimorfizminde; atipik psoriazis hastalarin 5’i (% 33.3) GG genotipine, 7’si
(% 46.7) GC genotipine, 3’U (% 20) CC genotipine sahipken; tipik psoriazis hastalarin 46’s1 (%
54.1) GG genotipine, 34’0 (% 40) GC genotipine, 5’i (% 5.9) CC genotipine sahiptir.
rs10180391 (C/T) polimorfizminde; atipik psoriazis hastalarin 7’si (% 46.7) CC genotipine,
6’s1 (% 40) CT genotipine, 2’si (% 13.3) TT genotipine sahipken; tipik psoriazis hastalarin 34’1
(% 40) CC genotipine, 36’s1 (% 42.4) CT genotipine, 15°i (% 17.6) TT genotipine sahiptir
(Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.8 Psoriazis alt tiplerinde (Tipik/Atipik) GNLY rs7908 ve GNLY rs10180391 genotip

frekanslari.
. PsOriazis Alt Tipi

SNP Genotip Tipik Atipik
GG 46 (% 54.1) 5 (% 33.3)
rs7908 GC 34 (% 40) 7 (% 46.7)

cc 5 (% 5.9) 3 (% 20)
cC 34 (% 40) 7 (% 46.7)

rs10180391 cT 36 (% 42.4) 6 (% 40)
TT 15 (% 17.6) 2 (% 13.3)

4.3.5 Psoriazis Siddetine (PASI) Gére GNLY rs7908 (C/G) ve GNLY rs10180391 (C/T) Gen

Polimorfizimlerinin Karsilastirilmasi

GNLY rs10180391 (C/T) ve GNLY rs7908 (C/G) genotipleri ile psoriazis siddeti (PASI)
karsilastirildiginda; rs7908 GG genotipini tagiyanlarin 28’1 (% 46.7) hafif, 17°si (% 53.1) orta,
6’s1 (% 75) siddetli, GC genotipini tagiyanlarin 25’1 (% 41.7) hafif, 14’0 (% 43.8) orta, 2’si (%
25) siddetli, CC genotipini tastyanlarin 7°si (% 11.7) hafif, 1’i (% 3.1) orta siddetli psoriazis
hastas1 olup CC genotipine sahip siddetli hasta saptanmamistir (Cizelge 4.9 ve Sekil 4.5).
Genotip dagilimi agisindan U¢ grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamadi
(p=0.278).

Rs10180391 CC genotipini tasiyanlarin 28’1 (% 46.7) hafif, 11’i (% 33.4) orta, 2’si (% 25)
siddetli, CT genotipini tasiyanlarin 22’si (% 36.7) hafif, 15’i (% 46.9) orta, 5’1 (% 62.5) siddetli,
TT genotipini tasiyanlarin 10’u (% 16.7) hafif, 6’s1 (% 18.8) orta, 1 kiside siddetli psoriazis
hastas1 olup genotip dagilimi agisindan U¢ grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunamadi (p=0.583).
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Cizelge 4.9 Psorizis siddetine (PASI) gére GNLY rs7908 (C/G) ve GNLY rs10180391 (C/T) gen

polimorfizmlerinin Karsilastiriimasi.

Psoriazis Siddeti (PASI)

SNP Genotip P Degeri
Hafif Orta Siddetli
GG 28 (% 46.7) 17 (% 53.1) 6 (% 75)
rs7908 GC 25(% 41.7) 14 (% 43.8) 2 (% 25) 0.278
CcC 7 (% 11.7) 1(%3.1) 0 (% 0)
CcC 28 (% 46.7) 11 (% 33.4) 2(% 25)
rs10180391 CT 22 (% 36.7) 15(% 46.9) 5 (% 62.5) 0.583
TT 10/% 16.7) 6 (% 18.8) 1(% 12.5)
30
25
20
15
10
5
0 L _ L
rs7908 GG rs7908 GC  rs7908 CC  rs10180391 rs10180391  rs10180391
cc cT T
W Hafif = Orta mSiddetli

Sekil 4.5 Psoriazis siddeti ile GNLY rs7908/rs10180391 gen polimorfizmleri arasindaki
dagilim.
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BOLUM 5

TARTISMA

Psoriazis etyolojisi net olarak bilinmeyen keskin sinirli, eritemli, sedefi beyaz skuamlarla
karakterize bir dermatozdur (Neimann vd. 2006). Genetik faktorlerin hastaligin baslangig
yasina, klinik belirtilerine, tipine ve siddetine katkist oldugu bilinmektedir. Genetik
farkliliklarin immiin hiicre ve keratinositleri aktive edecek uyariy1 vererek (PSORS2) ve/veya
primer antijen sunumunu etkileyerek (HLA-Cw6 lokusuyla iliskili PSORS1) hastaligin
gelisimine yol agabilecegi hipotezi ileri siiriilmektedir (Gudjonsson ve ark 2004, Galadari vd.

2005).

Psoriazis son yillarda {ilseratif kolit, crohn hastaligi, romatoid artrit, ankilozan spondilit ve
behget hastaliginin i¢inde yer aldigi Immun Mediated Inflammatory Disease grubunda
siiflandirilmaktadir (Davidovici vd. 2010). Son 25 yilda psdriazis patogenezi lizerinde yapilan
aragtirmalar sonucunda hastalifin T-lenfosit aracili bir hastalik oldugu goriisii agirhik
kazanmigtir (Sara¢ ve Kapicioglu 2015). Psdriazis etiyopatogenezinde en ¢ok kabul edilen
mekanizma, bu siirecte sitokinlerle kemokinlerin asil rol aldigir ve lenfosit aktivasyonunun
anahtar basamak oldugu, devaminda ise keratinosit hiperproliferasyonu ile inflamasyonun
tetiklenmesidir (Gotttlieb ve Bos 2002, Ferahbas 2004).

Graniilizin, sitotoksik T lenfositleri (CTL) ve dogal 6ldiirticii hiicrelerin (NK) graniillerinde
bulunan pozitif ylkla sitolitik bir antikmikrobiyal peptit (AMP) ¢esidi olup; ilk kez efektér T
lenfositleri tarafindan ifade edilen genlerin arastirilmasi sirasinda tanimlanmistir (Krensky ve
Clayberger 2005, Jongstra vd. 1987). Grandlizinin ¢esitli enfeksiyonlar, kanser,
transplantasyon, cilt problemleri ve tGreme komplikasyonlar1 basta olmak iizere ¢ok sayida

hastalikla iliskili oldugu belirlenmistir (Krensky ve Clayberger 2009).
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Yapilan bu tez ¢alismasinda otoinflamatuar bir hastalik olan psoriazis ile GWAS caligmalariyla
GNLY geninde tanimlanmigs GNLY rs7908(G/C) ve GNLY rs10180391(C/T) gen
polimorfizmleri arasindaki iliski degerlendirildi. Literatlirde psoriazis ile GNLY gen
polimorfizmleri arasindaki iliskiyi arastiran bir c¢alismaya rastlanmamistir. GNLY gen
polimorfizmlerinin roli kronik karaciger hastaligi ve HIV ile enfekte hasta gruplarinda
aragtirtlmistir. (Park vd. 2012, Hou vd. 2015). Ayrica ¢alismamizda daha énce GNLY gen
polmorfizm ¢alismalarinda kullanilan yontemlerden farkli olarak Rectriction Fragment Length
Polimorphisym (RFLP) yontemi kullanilmistir. Bu yontem, diger metodlara gore daha ucuz,

nesnel, basit, hassas ve hizli bir yaklasim sunmaktadir (Bowles vd. 1993).

Calismamizda yer alan psdriazisli hasta ve kontrol grubu arasinda yas dagilimlar1 bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamustir (p=0.230). Aykol vd. (2011) 640
psoriazisli vaka tlizerinde yaptiklar1 arastirmada, hastaligin genis bir yas dagilim gosterdigini
(1-77 yas) ve hastalik iizerinde birey yasinin bir faktor olarak etki etmedigini ileri slirmiistiir.
Calismamiza dahil edilen hasta ve kontrol grubu arasinda da cinsiyet bakimindan istatistiksel
olarak anlamli bir iligkinin bulunmadig: tespit edilmistir (p=0.887). Pstriazis her iki cinsiyette
de esit siklikla goriilmekte ancak kadinlarda daha erken yaslarda baslayabilmektedir (Barker
2001). Aykol vd.nin 2011 yilinda psoriazisli bireyler iizerine yapmis olduklar1 ¢alismada
kadin/erkek orani 1 olarak rapor edilmistir, arastirmamizda da bu oran 1 olarak bulunmustur

(Aykol vd. 2011).

Graniilizin; 2 numarali kromozomun p11.2 lokasyonundaki GNLY geni tarafindan kodlanir.
GNLY geninin 6 ekson icerdigi tespit etmistir. GNLY rs10180391 (C/T) gen polimorfizmi C
bazinin yerine T bazinin gegmesi ile olusan Downstream varyant 500 bolgesinde tanimlanmis
olan bir SNP olup yabanil aleli sitozin (C) olarak bildirilmistir. Calismamiz sonucunda kontrol
grubunun 44°0nin (% 44) CC genotipinde, 41’inin (% 41) CT genotipinde, 15’inin (% 15) TT
genotipinde oldugu saptandi. Hasta grubunun ise 41’inin (% 41) CC genotipinde, 42’sinin (%
42) CT genotipinde, 17’inin (% 17) TT genotipinde oldugu saptandi. Genotip dagilimi
acisindan iki grup arasinda istatistiksel acidan anlamli bir farklilik bulunamadi (p=0.842,
OR=1.236; C1=0.592-2.580). Alel frekanslar1 acisindan da kontrol ve hasta grubu arasinda
istatistiksel agidan anlamli bir farklilik bulunamadi (p=0.886). Hou vd. 2015°te ¢aligmamizdan
farkli olarak GNLY rs1866139 ve rs11127 gen polimorfizmleri ile HBV enfeksiyonu arasindaki
iliskiyi arastirmistir. Sonuglarimizla benzer sekilde yapilan bu arastirmada da GNLY rs1866139
ve GNLY rs11127 ile HBV enfeksiyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligkisi
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saptanamamistir. Bu durum GNLY rs10180391 ve GNLY rs11127 polimorfizmlerinin protein

aktivitesi ve/veya miktarinda etkili olmamasindan kaynaklaniyor olabilir.

GNLY rs 7908 genindeki C/G tek nikleotid polimorfizmi (SNP), kromozom 2:85.698.633
lokasyonundaki C bazinin yerine G bazinin gegmesi ile olusan, 6. ekzonun 3’UTR bdlgesinde
tanimlanmis olan bir varyant olup yabanil aleli C olarak bildirilmistir. GNLY rs7908’deki C—G
tek nikleotid degisimi ile graniilizinde Losin—Valin aminoasit doniisiimii (Leul50Val)
meydana gelmektedir. Literatiirde rs7908 polimorfizmi ile iliskilendirilmis herhangi bir calisma
bulunamamistir. Calismamiz sonucunda kontrol grubunun 19’unun (% 19) CC genotipinde,
44’sinin (% 44) GC genotipinde, 37’sinin (37%) GG genotipinde oldugu saptandi. Hasta
grubunun ise 8’inin (% 8) CC genotipinde, 41’inin (% 41) GC genotipinde, 51’inin (% 51) GG
genotipinde oldugu saptandi. Genotip dagilimi acisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark saptanmis olup, CC genotipinin kontrol grubunda GG genotipine oranla anlaml
derecede ylksek oldugu bulunmustur (p=0.031). GNLY rs7908 (C/G) gen polimorfizmi igin
kontrol ve hasta gruplar1 alel frekanslar1 agisindan karsilastirildiginda C allelinin psoriazis
hastaligina kars1 koruyucu etki olusturdugu bulunmustur (p: 0.012, O.R: 0.574 (0.378 - 0.870)
Ayn1 zamanda PASI skoruna gore hasta grubu hafif, orta, yiiksek olarak siiflandirildiginda;
iki polimorfizm agisindan da istatistiksel olarak anlamli bir degisim gozlenmemistir. Fakat
GNLY rs7098 polimorfizmi i¢in CC oraninin GG ve GC ye gore hafif siddetli hastalarda orta
siddetli ve siddetli hastalara gére sayica fazla oldugu tespit edilmistir. Yani hastalik siddetine
bagli olarak CC genotip frekansinin da azaldigi goriilmiistiir. Ancak bu azalis vaka sayisinin

diisiik olmas1 nedeniyle istatistiksel anlam yakalayamamuistir.

GNLY gen polimorfizmleri i¢in yapilan haplotip analizi sonucunda ise psoriazis hastalari ile
kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gozlenmedi. Fakat GNLY rs7908
C allelinin kontrol grubundaki frekansi hasta grubundaki frekansinin yaklasik 1.4 katidir.
Dolayisiyla C alleli psoriazis i¢in koruyucu bir etki sagliyor gibi gorlinmektedir. Buda
psoriazisde GNLY rs7908 SNP’sindeki C allelinin koruyuculugunu destekleyen bir veridir.
GNLY geninden alternatif splaysing mekanizmas1 kullanilarak ayni hiicrede 4 farkli protein
varyantinin sentezlendigi tespit edilmistir. GNLY rs7908 (C/G) degisikligi 1-3. varyantta
3’UTR bolgesine denk geldiginden protein dizisinde bir degisiklige sebep olmamaktadir. 3’
UTR Dbolgesi mRNA’nin stabilizasyonunu, ¢ekirdek disina ¢ikmasini, subseliiler
lokalizsayonunu etkileyerek gen ekspresyonunu post-transkripsiyonel olarak dizenler

(Mignone vd. 2002). Ayrica 3’UTR bolgesindeki niikleotid degisimleri ciddi patolojilere
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sebebiyet vermektedir (Conne vd. 2000). Bu sonuglar 1s1ginda GNLY’nin 6. ekzonu igeren ve
3’UTR bolgesinde yer alan rs7908 C allelinin granilizin protein miktarini ya da aktivitesini
azaltarak psoriazise sebep olan karmasik immiin faktorlerin ortadan kalkmasina neden oldugu
diistiniilmektedir. Aktivite azalmasun nedeni olarak ise rs7908 SNP’sinin proteinde yapmis
oldugu aminoasit degisikligi (Losin—Valin) diisiiniilebilir. Losin ve Valin aminoasitlerinin
ikiside nonpolar ve hidrofobik 0Ozelliktedir. Valin aminoasitinin yapisal olarak Losin
aminoasitinden farki bir metilen(-CH2) grubunu eksik tasimasidir. Bu eksiklik molekdl igci
etkilesimleri  degistirerek  granilizin  aktivitesini diisirmiis olabilir. Bu hipotezin

aydinlatilabilmesi i¢in biyokimyasal ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Elgarhy vd. nin 2015’te yaptiklar1 ¢alismada bulgularimizi destekler nitelikte olup psoriazis
lezyonlarinda graniilizin ekspresyonunun artmis oldugu immiinohistokimyasal olarak
gosterilmistir. Benzer sekilde Raychaudhuri vd. de (2004) psoriazis plaklarindaki lezyonel T
hiicreleri ve dermal dendrositlerde graniilizin seviyelerinin artigini ifade etmislerdir. Bunun
yanisira Elgarhy vd. (2015)’nin yaptig1 ¢alismada graniilizin ifadesinin artmasi ile psoriazis
siddeti arasinda pozitif bir korelasyon oldugu da belirlenmistir. Ayrica Marijana vd. nin 2015’te
yapmis olduklar1 calismada da psoriazisli hastalarin epidermisinde saglikli olanlara oranla
CD8+ T lenfositlerinin fazla miktarda bulundugunu ve bunlarin sitozollerinde perforin, granzim
B, graniilizin gibi sitolitik molekiillerin fazla miktarda olmasi; bu maddelerin psdriazis
patogenezinde rol oynayabilecegini ileri siirmiislerdir. Bu grubun hipotezine gore, Th ve Tc
hiicreleri tarafindan salgilanan tip 1 ve tip 17 sitokinler, keratinositlerin cogalmasini uyarirken,
CD8+ T hiicreleri keratinositlerin ¢ogalmasini kisitlayict bir etki gostererek deri homeostazini
koruyor olabilir. Klinik tablo ve lezyon olusumu bu iki mekanizma arasindaki dengeye ve
birinin predominasyonuna baglidir. CD8+ T hiicre sitotoksititesi, sitozoliinde bulunan granzim
B, perporin ve graniilizin igerigi ile dogrudan iligkilidir. Jongh vd. 2005 yilinda psdriatik
kerotinositlerde AMP’lerin asir1 ifadesi oldugunu kerotinosit hiperproliferasyonu ve anormal
farklilagmasindan bagimsiz olarak bulmustur. Ve AMP’lerin asir1 ifadesini dogal ya da adaptif

immiinitenin isareti olarak yorumlamislardir.

Psoriazis patogenezinde rol oynayan interlokin (IL)-12, IL-23, IL-22, IL-17, IL-6, IFN-y
sitokinleri ve tip I interferonlar reseptdrlerine baglandiginda, Janus kinaz (JAK)I ve JAK2
proteinleri aktive olur. Bu aktivasyon psdriatik deri lezyonlarinin olusumuyla ilgili genlerin
transkripsiyonuna yol acan sinyal yollarini aktiflestirir (Papp vd. 2016). Kim vd. nin 2017
yilinda yayinladiklar arastirmada psoriazis hastalarinda JAK2 rs784919 genindeki T allelinin

50



hastalik riskini 0.77 kat azalltigin1 yani T varyant allelinin bizim ¢alismamizdaki C varyant
alleli gibi koruyucu bir etki sagladigi gosterilmistir. 1L-17 proinflamatuar sitokinlerin,
antimikrobiyal peptidlerin ve kemokinlerin salinmasindan sorumludur (Lowes vd. 2008,
Ouyang 2010). Ozer vd. nin psoriazis ile IL-17F His161Arg polimorfizmi arasindaki iliskiyi
arastirmak icin yaptiklari ¢alismanin sonuglart da bulgularimizi destekler nitelikte olup, C

allelinin koruyucu bir faktor oldugu gosterilmistir (Ozer vd. 2014).

Paukkonen vd. (1992) psoriatik plak olusumunun CD8+ T hiicrelerinin epidermise
infiltrasyonu ile korele oldugunu gostermistir (Paukkonen vd. 1992). Daha sonraki ¢caligmalarda
kandaki yuksek CD8+ T hiicre miktarinin psoriazis siddeti ile korele oldugu ve bu hiicrelerin

kanla lezyonlara aktif olarak gectigi tespit edilmistir (Sigmundsdottir vd. 2001).

2012 yilinda Kore’de Park vd. tarafindan GNLY genindeki genetik varyasyonlarin konagin
Hepatit B Virtis (HBV) enfeksiyonuna kars1 yanitini etkileyip etkilemedigini belirlemek amact
ile GNLY gen polimorfizmleri (5’UTR rs2886767 (C> T), intron rs1561285 (G> C) ve 4. ekzon
rs11127 (T> C)) ile HBV kaynakli kronik karaciger hastaligi arasindaki iliski aragtirilmistir. Bu
caligmada da genetik varyasyonlarin koruyucu etki gosterdigi saptanmustir (p<0.015 ). Park vd.
¢alismanin sonuglarini; HBV ile enfekte olmus hiicrelerin konak CD8+ T veya NK hiicreleri
araciligiyla uzaklastirilmasinin, HBV temizlenmesinde GNLY genetik varyasyonunun énemli

bir faktor oldugu seklinde yorumlamistir (Park vd. 2012).

Birgok calismada graniilizin ile dermatoz arasindaki iliski arastirilmistir. Liken Planusda (LP)
grandlizinin normal deriye gére 100-200 kat daha fazla ifade edildigi Pivarcsi vd. (2004)
tarafindan gosterilirken hem Stevens-Johnson Sendromu (SJS) hem de Toksik Epidermal
Nekrolizdeki (TEN) yaygin keratinosit 6liimlerinde anahtar rol oynadigi da Braff vd. tarafindan
2005 yilinda belirlenmistir. Graniilizinin dendritik hiicreler ve makrofajlar iizerinde
kemoaktraktan ve stimule edici etkileri olan bir alarmin gibi davranarak CTL proliferasyonunu
arttirdigit Tewary vd. (2010) tarafindan gosterilmistir. Yapilan bu tez calismasindan elde
ettigimiz veriler sonucunda da GNLY genindeki rs7908 C/G polimorfizminin granilizinin
alarmin gorevini azaltarak psoriazisin immiuinopatogenezindeki hticrelerin normal seyrinde

islevlerine devam etmelerini saglamis olabilecegi gorisii ileri surulebilir.

Bu ¢alismada GNLY rs7908 ve rs10180391 SNP’lerine bakilmis olup; rs7908 deki C allelinin

psoriazis hastaligi i¢in koruyucu O6zellikte oldugu ve hatta psoriazis siddetiyle ters orantili
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oldugu saptanmigtir. Literatiirde GNLY gen polimorfizmleri ve immiin hastaliklar arasindaki
etkilesimleri inceleyen ¢ok az sayida ¢aligma bulunmasi, psoriazis patogenezinin oldukca
karmasik olmasi nedeni ile graniilizinin psoriazisdeki etkisinin aydinlatilmasi i¢in daha fazla

caligmaya ihtiyag vardir.

Psériazis prevalans: Ingiltere’de % 1.5-1.6, Amerika Birlesik Devletleri'nde % 0.5-2.5 ve
Cin’de % 0.2’dir (Griffiths ve Barker 2010, Kerkhof 2008, Gudjonsson vd. 2008, Kundakci vd.
2002). Hastalik prevalansinin toplumlara gore degisiklik gostermesi nedeniyle arastirmamizin
farkl etnik gruplar tlizerinde de galisilmasi psoriazisde GNLY roliiniin aydinlatilmasina katki

saglayacaktir.

Ayrica immiin sistem kaynakli farkli hastalik patogenezlerinde klinik ve fonksiyonel olarak

yapilacak ¢aligmalara da ihtiya¢ oldugu goriilmektedir.
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BOLUM 6

SONUC VE ONERILER

Psoriazisin diinya niifusunun yaklasik % 1-3'inde ve her yasta goriilmesi, toplum sagligi
icindeki onemini giderek arttirmaktadir. Giinluk aktivitelere engel olusturan fiziksel harabiyet
yaninda, utang, endise, sucluluk, sosyal geri ¢ekilme, toplumdan diglanma, is bulmada zorluk,
cinsel sorunlar, depresyon ve hatta intihar egilimi gibi psikososyal hayati olumsuz yonde
etkileyen bir ¢ok duygu ve duruma yol agabilir. Bu nedenle, etkilenen bireylerin yasam
kalitesini en az kalp hastaligi, diabetes mellitus, kanser ve depresyon gibi hastaliklar kadar
diisiirebilmektedir. Ongérillemeyen remisyon ve alevlenmelerle giden kronik bir seyir
gostermesi, hastalarin yasamlar1 boyunca stirecek olan bir tedavi ve takip siirecine alinmasini
gerektirmektedir. Psoriazisin olusumundaki temel patoloji kerotinositlerin hiperproliferasyonu
ve inflamasyonudur. Normalde 26-28 giin olan epidermal yenilenme siireci kisalmistir. immiin
sistem hiicreleri olan T lenfositler ve keratinositler arasindaki etkilesim psoriazis patogenezinde
rol oynamaktadir. Psoriazisli dokuda T-lenfosit sayisi ve aktivasyonu artmistir. T lenfositlerin
fazla cogalmasi sonucunda c¢esitli inflamatuar sitokinlerin, kemokinlerin ve biiyiime
faktorlerinin asir1 salinimi ger¢eklesmektedir. T lenfositleri grandllerinde granzim, perforin,
graniilizin gibi litik peptidler barindirir. Bu peptidleri kodlayan genlerdeki degisiklikler
psoraziside etkileyecektir.

Calismamizda psoriazis ile GNLY rs7908 (C/G) ve GNLY rs10180391 (C/T) gen

polimorfizmleri arasindaki iligki arastirilmis olup elde edilen sonuglar asagida siralanmastir:

1. GNLY rs10180391 (C/T) gen polimorfizmi igin genotip (p=0.886) ve alel frekanslar
(p=0.678) agisindan psoriazis hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir iliski bulunamamustir.

2. GNLY rs7908 (C/G) gen polimorfizmi; genotip (p=0.031) ve alel frekanslar1 (p=0.012)
acisindan psoriazis hastalart ve kontrol grubu karsilatirildiginda CC genotipi kontrol

grubunda istatistiksel olarak anlamli bulunmus olup koruyucu oldugu saptanmistir
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(OR=0.305 C1=0.121 - 0.773). C allelinin de benzer sekilde koruyucu etki gosterdigi
tespit edilmistir (OR=0.574 CI=0.378 — 0.870).

3. GNLY rs10180391 (C/T) ve GNLY rs7908 (C/G) genotipleri ile psoriazis siddeti (PASI)
arasinda istatiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamistir. Ancak CC genotipini
bulunduran hastalarin % 11.7°i hafif, % 3.1’ orta, % 0’1 siddetli grubundadir. Yani CC
genotipinin hastaligin siddeti ile ters orantili oldugu goriilmektedir.

4. GNLY geninden alternatif splaysing mekanizmasi kullanilarak ayni hiicrede 4 farkl
protein varyantinin sentezlendigi tespit edilmistir. GNLY rs7908 (C/G) degisikligi 1-3.
varyantta 3’UTR bolgesine denk geldiginden protein dizisinde bir degisiklige sebep
olmamaktadir. 3’ UTR bolgesi mRNA 'nin stabilizasyonunu, ¢ekirdek disina ¢ikmasini,
subseliler lokalizsayonunu etkileyerek gen ekspresyonunu post-transkripsiyonel olarak
duzenler (Mignone vd. 2002). Conne vd. e gore 3’UTR bdlgesindeki nikleotid
degisimleri ciddi patolojilere sebebiyet vermektedir (Conne vd. 2000). Bu bilgiler g6z
onlinde bulunduruldugunda buradaki niikleotid degisikliginin graniilizin diizeyini
diisiirticii bir etki yaptig1 diistintilmektedir. GNLY rs7908 (C/G) degisikligi 4. varyantda
ise 6. ekzona denk gelerek gen liriinlinde aminoasit degisikligine yol acar. Bu degisim
proteinin a-sarmalinda Losin—Valin doniisiimii olarak kendini gosterir. Losin ve Valin
aminoasitlerinin ikiside nonpolar ve hidrofobik 6zelliktedir. Valin aminoasitinin Losin
aminoasitinden farki bir metilen (CH2) grubunu eksik tasimasidir. Bu eksiklik molekiil
ici etkilesimleri degistirerek graniilizin aktivitesini diisiirmiis olabilir. Bu hipotezin

aydinlatilabilmesi i¢in biyokimyasal ¢aligmalarin yapilmasina ihtiyag vardir.
Yaptigimiz bu galisma sonucunda GNLY rs7908 C allelinin psoriazis icin koruyucu etki
gosterdigi ve hastaligin siddetini diistirdiigii, rs10180391 SNP’sinin (GNLY’nin downstream

500) ise psoriazis patogenezinde etkin bir rolliniin olmadig: tespit edilmistir.

GNLY rs7908 ve GNLY rs10180391 gen polimorfizmlerinin psoriazis gelisim riski ve hastalik

seyri iizerine olan etkilerinin tam olarak anlasilabilmesi i¢in ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Yapilacak olan galigsmalar psoriazis hastalarinda yeni tedavi ve ila¢ metodlart gelistirilmesi

acisindan 6nem tagiyacaktir.
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