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OZET

GLUKOKORTIKOID RESEPTOR GEN VARYANTLARININ
PSORIASIS HASTALARINDA DEGERLENDIRILMESI

Psoriasis immiin yanit sonucu gelisen kronik seyirli inflamatuvar bir deri
hastaligidir. Glukokortikoidler (GC) normal metabolizma isleyisi i¢in gerekli olmasinin
yant sira, giicli anti-inflamatuvar o6zelliklerinden dolayr psoriasis dahil bir ¢ok
inflamatuvar hastalikta kullanilmaktadir. GC’ler etkilerini glukokortikoid reseptdrleri
(GR) araciligr ile gosterirler. GR genindeki (NR3C1) genetik varyasyonlar GR’lerin
GC’lere ve DNA’ya baglanma yetenegini etkileyedigi gibi GR ekpresyonunu da
etkileyerek GC duyarliligini degistirebilirler. Bu degisim GC direncine veya GC
hipersensitivitesine neden olabilmektedir. Bu ¢alismada GR genindeki SNP’lerin
(Tth111l, N363S, Bcll, rs33388 ve GR-9B) psoriasis hastalarinda inflamasyon
belirtecleri (CRP, TNF-a, IL-6) ve hastalik siddeti (PASI) iizerine etkilerinin
arastirilmas1 amaglanmustir.

Psoriasis tanis1 konmus 101 birey ¢alismamizin hasta grubunu, saglikli 83 birey
ise kontrol grubunu olusturmaktadir. NR3C1 varyantlarinin genotiplemesi Real-Time
PCR yontemiyle tespit edilmistir. Serum CRP seviyesi immiinonefelometrik yontemle,
serum TNF-a ve IL-6 seviyeleri ise ELISA yontemiyle belirlenmistir.

Serum TNF-a seviyesi Tth1111 CC genotipi ile karsilastirildiginda TT genotipi
ve T alleli tasiyanlarda (CT+TT) artmaktadir. Serum IL-6 seviyesi ise hem CT ve TT
genotipinde hem de T alleli tasiyanlarda artmistir. Bununla birlikte serum TNF-a
seviyesi GR-98 AA genotipi ile karsilagtirlldiginda GG genotipinde, serum IL-6
seviyesi ise AG genotipi ve G alleli tasiyanlarda (AG+GGQG) istatistiksel olarak anlamli
sekilde artmigtir. Ayrica serum TNF-a ve serum IL-6 seviyeleri Tth111ll ve GR-98
birlikte tagimayanlar ile karsilastirildiginda bu polimorfizmleri beraber tasiyanlarda
artmigtir.

Sonu¢ olarak; GC direnciyle iligkili oldugu bilinen Tth111I ve GR-9B
polimorfizmleri, psoriasis hastalarinda TNF-o ve IL-6 pro-inflamatuvar sitokinlerinin

serum seviyelerini artirmaktadir.

Anahtar kelimeler: Psoriasis, Glukokortikoid, NR3C1,TNF-a, IL-6



ABSTRACT

EVALUATION OF GLUCOCORTICOID RECEPTOR GENE VARIANTS IN
PSORIASIS PATIENTS

Psoriasis is a chronic inflammatory disease of skin which emerges as a result of
immun response. Glucocorticoids (GC) are essential for the human metabolism and are
also used to treat inflammatory diseases including psoriasis due to their anti-
inflammatory effects. GC effects are mediated by the glucocorticoid receptors (GR).
Genetic variants in GR gene (NR3C1) may affect the ability of binding of GR to GC
and DNA. It may also affect the GR expression and change the sensitivity to GC. This
variance may lead to GC resistance or GC hypersensitivity. Our aim was to investigate
the effects of SNPs (Tth111l, N363S, Bcll, rs33388 and GR-9B) in GR gene on the
inflammation markers (CRP, TNF-a, IL-6) and the disease severity (PASI) in psoriasis
patients.

Patient group includes 101 individuals diagnosed with psoriasis and healthy 83
people forms the control group. Genotypes of NR3CL1 variants were detected by Real-
Time PCR. Serum CRP levels were measured with immunonephelometric method,
serum TNF-a and IL-6 levels were determined by ELISA.

Serum TNF-a levels were higher in the individuals with TT genoype ve T allele
(CT+TT) then the ones with Tth111l CC genotype. Serum IL-6 levels were elevated in
both CT and TT genotypes and T alleles. Besides this, serum TNF-a levels were
increased significantly in GG genotype when compared with the GR-98 AA genotype.
Serum IL-6 levels were increased significantly in G alleles (AG+GG). Moreover, serum
TNF-a and serum IL-6 levels were increased in the ones having both Tth111l and GR-
9B polymorphisms.

As a result; Tth111l and GR-9B GC polymorphisms, which are known to be
related with GC resistance, elevates the pro-inflammatory cytokines TNF-o and IL-6

levels in psoriasis patients.

Key words: Psoriasis, Glucocorticoid, NR3C1, TNF-a, IL-6
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1. GIRIS

Psoriasis immiin yanit sonucu gelisen kronik seyirli inflamatuvar bir deri
hastaligidir (Parisi, Symmons, Griffiths, & Ashcroft, 2013). Anormal keratinosit
proliferasyonu, vaskiiler hiperplazi ve T lenfositlerin dermis ve epidermise infiltrasyonu
ile karakterizedir (Lowes, Bowcock, & Krueger, 2007). Psoriasis prevalansi diinya
genelinde farkli toplumlarda %1°den %12’ye kadar degismektedir (Chandran &
Raychaudhuri, 2010). Psoriasis patogenezini agiklamak igin ¢esitli hipotezler
kurulmugtur. Gegmiste keratinositlerin artmis turnoverinin hastalia sebep oldugu
diisiiniilse de gilinlimiizde T lenfositlerin hastalifin patogenezinde asil rolii oynadigi
ifade edilmektedir (Mattozzi vd., 2013).

Glukokortikoidler (GC) normal metabolizma isleyisindeki rolleri ve tedavi edici
ozelliklerinden dolayr insan fizyolojisi i¢in 6nemlidir. GC’lerin insan viicudundaki
hemen hemen biitiin dokular tizerinde etkisi vardir (Bray & Cotton, 2003). Kortizol ¢ok
onemli bir endojen GC hormonudur ve normal biyolojik yolaklar i¢in gereklidir. Cesitli
kardiyovaskiiler, metabolik, immiinolojik fonksiyonlar1 ve hemostazi diizenleme veya
desteklemekle beraber immiinsiipresif rolii de bulunmaktadir (Bazs6 vd., 2015). Bunun
yaninda eksojen GC’ler giiclii anti-inflamatuvar ve immiinsiipresif etkilerinden dolay1
psoriasis, astim, romatoid artrit gibi inflamatuvar ve otoimmiin hastaliklarda siklikla
kullanilan ilaglardir (Hardy, Raza, & Cooper, 2012; Oakley & Cidlowski, 2013). Ancak
GC’lerin yan etkileri ve hastalarin GC’lere verdigi cevaplarda énemli farkliliklar s6z
konusudur (Yang, Ray, & Matthews, 2012).

GC’ler etkilerini glukokortikoid reseptorler (GR) araciligi ile gosterirler. GR

proteinini kodlayan NR3C1 (Nuclear Receptor Subfamily 3, Group C, Member 1)



genindeki genetik varyasyonlar GR’lerin GC’lere ve DNA’ya baglanma yetenegini
etkileyebildigi gibi GR ekspresyonunu da etkileyerek GC duyarliligini degistirebilirler.
Bu degisim GC direncine veya GC hipersensitivitesine neden olabilmektedir (Koper,
van Rossum, & van den Akker, 2014; Panek vd., 2015; van Rossum & van den Akker,
2010).

GC’ler lenfosit, eozinofil ve monosit sayisin1 azaltarak, 16kotrien salinimini ve
IgE bagimli histamini engelleyerek, pro-inflamatuvar sitokinlerin sentezini ve salinimini
(IFN-y, IL-1, IL-2, IL-3, IL-6, TNFa, GM-CSF gibi) durdurarak, lipokortin araciligiyla
fosfolipaz A2 aktivitesini inhibe edip arasidonik asit metabolizmasinin inflamatuvar
tirlinleri olan eikozanoidlerin (I6kotrienler ve prostaglandinler) sentezini durdurarak
anti-inflamatuvar etkilerini gosterirler (Panek vd., 2015).

Sitokinler hiicrelerin biiytime, fonksiyon ve farklilagmasini diizenlenmesinde rol
alan kiiciik ve biyolojik olarak oldukca aktif proteinlerdir. Bunun yaninda immiin
cevabin ve inflamasyonun yonlendirilmesinde ¢ok 6nemli gorevler iistlenmektedirler
(Arican, Aral, Sasmaz, & Ciragil, 2005). Pro-inflamatuvar sitokinler olan TNF-a, ve IL-
6’nin psoriasis hastalarinda belirgin olarak arttig1 bilinmektedir. TNF-a bircok hiicrenin
proliferasyonu, aktivasyonu ve farklilasmasini etkilemektedir. Ayrica IL-1, IL-6 gibi
pro-inflamatuvar sitokinlerin ve E-selektin, ICAM-1 gibi adhezyon molekiillerinin
sentezini uyarmaktadir. IL-6 dermis ve epidermis hiicrelerinin biiyiime ve
farklilasmasinda rol almakta ve T hiicrelerinin epidermise go¢ etmesini direkt olarak
uyarmaktadir. Sistemik inflamasyonun hassas bir belirteci olan CRP (C-reaktif protein)
karaciger tarafindan iretilen bir akut faz proteinidir. TNF-o ve IL-6 gibi CRP de
psoriasis hastalarinda artmaktadir (Dowlatshahi, van der Voort, Arends, & Nijsten,

2013).



NR3C1’de gozlenen tek niikleotid polimorfizmleri (SNP) reseptoriin transkript
miktarini, liganda kars1 ilgisini, niikleer translokasyonunu ve transkripsiyon
faktorleriyle  iligkisini  etkileyerek  GR’lerin  GC’lere  karst  duyarliligimi
degistirebilmektedir. Bunun sonucu olarak GC’lere asir1 duyarlilik veya direng
gelisebilmektedir (Koper vd., 2014). Daha oOnce yapilan c¢alismalarda NR3Cl1
SNP’lerinin GC duyarlilig ile iligkisi arastirllmistir. N363S, Bcell ve 1rs33388
SNP’lerinin GC duyarliligini artirdigi, Tth1111 ve GR-9B’nin ise GC direncine neden
oldugu gosterilmistir (Derijk vd., 2001; Huizenga vd., 1998; Koper vd., 2014; Stevens
vd., 2004; van Oosten vd., 2010; van Rossum & Lamberts, 2004; van Rossum vd.,
2003; Zalewski, Wasilewska, Zoch-Zwierz, & Chyczewski, 2008).

Bu calismada yukarida bahsedilen bilgiler géz oniine alimarak GR geninde
gbzlenen SNP’lerin (Tth111L, N363S, Bcll, rs33388 ve GR-9f) psoriasis hastalarinda
inflamasyon belirtecleri (CRP, TNF-a, IL-6) ve hastalik siddeti (PASI) {iizerine

etkilerinin arastirilmast amaglanmaistir.



2. ILGILI ARASTIRMALAR

2.1. Psoriasis

2.1.1. Tamim

Psoriasis genetik, immiinolojik ve g¢evresel faktorlerin neden oldugu kronik
inflamatuvar seyirli, T hiicre aracili otoimmiin bir deri hastaligidir. Diinya
popiilasyonunun %1-3’{inii etkilemektedir (Jabbari, Johnson-Huang, & Krueger, 2011).
Psoriasis patogenezini agiklamaya yonelik oOnemli gelismeler olmasina ragmen
hastaligin patojenik mekanizmasi giiniimiizde tam olarak bilinmemektedir (Kalkan vd.,

2014).

2.1.2. Epidemiyoloji

Psoriasis yaygin bir hastaliktir. Cocuklarda daha az gorilmekle birlikte
yetigskinlerde goriilme orani daha siktir. Psoriasis patogenezinde genetik ve cevresel
faktorlerin rol oynamasindan dolay1 hastaligin yayginligi diinyanin gesitli bolgelerine
gore degisiklik gostermektedir. Yapilan arastirmalarda ekvatora yakin iilkelerde (Misir,
Tayvan) daha az siklikta psoriasis oran1 gozlenirken, ekvatordan uzaklastik¢a (Avrupa,
Avustralya) artmaktadir. Avrupa {ilkelerinde yapilan caligmalarda psoriasis prevalansi
Ingiltere’de %2.2, Danimarka’da %3.73, Norveg¢’te %4.82, Italya’da %3.1, Fransa’da
%05.2 olarak bulunmustur. Avustralya’da yapilan ¢alismalarda psoriasis prevalansi %2.3

ve %6.6 olarak bildirilmistir. ABD’de beyaz irkta psoriasis prevalansi %3.6 iken afro-



amerikanlarda %1.9°dur (Parisi vd., 2013; Rachakonda, Schupp, & Armstrong, 2014).

Tiirkiye’de psoriasis prevalansi %1.3 tiir (Kundakci, Tiirsen, Babiker, & Giirgey, 2002).

2.1.3. Etiyoloji

Psoriasis risk faktorleri arasinda travma, bazi ilaglar, viral ve bakteriyel
infeksiyonlar, sigara, bazi insan 16kosit antijenleri (HLA), alkol, genetik yatkinlik gibi
bir ¢ok faktor sayilmaktadir.

Ailesel yakinlik olan bireylerde psoriasis orani yiiksektir. Monozigotik ikizlerde
%65-72, dizigotik ikizlerde ise %15-30 oraninda psoriasis gozlenmesi hastaligin
kalitimsal yoniinii gdstermektedir (Chandra, Ray, Senapati, & Chatterjee, 2015). immiin
sistem regiilasyonunda onemli gorevleri olan HLA antijenlerini kodlayan genler ile
psoriasis arasinda iliski bilinmektedir. Bu antijenlere 6rnek olarak HLA-B13, -B17, -
B39, -B57, -Cw7, -DR14 ve 6zelikle -Cw6 verilebilir (Elder vd., 1994). Erken yasta
baglayan psoriasisde HLA-Cw6 pozitifligi yiikksek orandadir (Gudjonsson & Elder,
2007). HLA antijenlerinin yaninda insan genomunda psoriasis i¢in risk olusturan ve
psoriasis yatkinlik bolgeleri (psoriasis susceptibility region, PSORS) olarak adlandirilan
lokuslar (PSORS1-9) tespit edilmistir (Liu, Krueger, & Bowcock, 2007). Bu
lokuslardan 6zellikle PSORS1 psosiasisde %35-50 oraninda gozlenmektedir. HLA-Cw6
geni PSORSI1 lokusunun bir pargasidir (Chandra vd., 2015). IL-10, IL-12B, IL-23R, IL-
13 ve TNF-a gibi sitokinleri kodlayan genlerde gdzlenen polimorfizmlerin psoriasis ile
iligkisi gosterilmistir (Baliwag, Barnes, & Johnston, 2015; Lee, Choi, Ji, & Song, 2012).

Genetik faktorler disinda bircok cevresel faktdr psoriasis patogenezinde rol
oynamaktadir. Fiziksel travma, psikolojik stres, giines yanigi, ameliyat, ilaglar ve

infeksiyonlar genetik olarak yatkinlig1 olan bireylerde psoriasisi tetikleyebilmektedir.



Bu faktorler ayrica hastaligi daha da kotiilestirebilir ya da siddetli niiksetmesine neden
olabilirler. B-blokorler, anjiotensin doniistiirii enzim (ACE) inhibitorleri, anti-
malaryaller ve lityum psoriasisi tetikleyici olabilirler. Bakteriyel, viral ve fungal
infeksiyonlar da psoriasis etiyolojisinde yer almaktadir. Ozellikle B-hemolitik
streptokok infeksiyonlarda bakteriyel endotoksinler siiperantijen gibi hareket ederek T
hiicreleri, makrofajlari, Langerhans hiicrelerini ve keratinositleri aktiflestirerek
psoriasisi tetikleyebilirler. HIV ve HPV viriislerinin neden oldugu viral infeksiyonlar da
psoriasisde bildirilmistir (Kormeili, Lowe, & Yamauchi, 2004). Alkol, sigara
tiketiminin de psoriasis patogenezine etkisinin oldugu iddia edilmektedir (Higgins,

2000).

2.1.4. Patogenez

Psoriasisin  epidermal kaynakli dogal (innate) ve edinsel (adaptive)
immiinojenler tarafindan T hiicrelerinin (CD4" ve CD8" lenfositler) siirekli uyarilmasi
sonucu olusan bir kronik inflamasyon oldugu diistiniilmektedir. Non-lezyonel derideki
hiicre kompozisyonu psoriatik lezyonlu deriye gore az miktarda olgunlasmamis
Langerhans hiicresi, az miktarda myeloid dendritik hiicre (DC), az miktarda yardimec1 T
hiicre (T helper, Th, CD4") ve nadiren sitotoksik T hiicre (T cytotoxic, Tc, CD8")
lenfosit icermektedir. Psoriatik lezyonel deri ise fazla miktarda olgun DC, myeloid DC,
plazmasitoid DC, natural killer (NK), nétrofil, makrofaj, CD4" ve CD8" hiicresi
icermektedir (Lima & Lima, 2011).

Psoriasisi travma, infeksiyon, ilaglar gibi bir ¢ok faktor tetikleyebilir.
Keratinositler farkli tehlikeli sinyallere cevap vererek dogal ve edinsel immiin sistemi

yonetirler. Keratinositler bu tehlikeli sinyaller sonucu LL-37, defensin ve S100 gibi



antimikrobiyal peptidleri tiretirler. Bunun yaninda epidermal yaralanma keratinositlerin
yiiksek miktarda CCL20 kemokinini fazla miktarda iiretmesine neden olmaktadir. Deri
infeksiyonu da deride TNF miktarini1 artirarak CCL20 Kimokin tiretimini uyarmaktadir.
Tetikleyicilerin etkisiyle uyarilan LL-37 ve CCL20 artis1 Toll-like reseptorler (TLR)
araciligi ile myeloid DC’leri aktiflestiriler (Jablonska & Majewski, 2001). Derideki
aktif myeloid DC alt gruplar IL-12 ve IL-23 iireterek T hiicrelerin aktivasyonunu ve
farklilasmasini destekler. Myeloid DC’ler tarafindan aktiflestirilen Thl, Thl7, Th22
yardimer T hiicre alt gruplart ve Tcl, Tcl7,Tc22 sitotoksik T hiicre alt gruplari ¢ok
miktarda interferon gama (IFN-y), IL-17, IL-22 ve TNF-a sitokinlerini {iretirler.
Keratinositler bu sitokinlere cevap olarak hiicre proliferasyonunu artirmanin yaninda,
kemokinler, sitokinler ve antimikrobiyal peptidler gibi inflamatuvar {irlinlerin mRNA
ekspresyonunu da artirir. Genel olarak uyarilmis keratinosit tirtinlerinin derideki immiin
hiicreler (DC, T hiicre ve notrofil) lizerinde feedback etkisi vardir. Bu nedenle kronik T
hiicre aktivasyonu siirekli olarak devam etmektedir (Lowes, Suarez-Farifias, & Krueger,
2014).

Psoriasis transkriptom analizlerinde keratinosit hiicrelerindeki IL-17 artis1 ve
anti-1L-17 tedavilerindeki basarilar IL-17’nin psoriatik fenotip sekillenmesinde anahtar
bir rol oynadigimi diisiindiirmektedir. Son yillarda yapilan bir arastirmada IL-17’nin
TNF-a ile beraber psoriasisde gen ekspresyonunu daha fazla degistirdigi bulunmustur
(Chiricozzi vd., 2011). Bu durum gen ekspresyonu NF-kB (nuclear factor kappa b)
araciligiyla diizenleyen TNF-a gibi IL-17’ninde NF-xB’yi aktiflestirebilecegini
gostermektedir. IL-17 psoriasis lezyonlarinda IL-19 ve IL-36y’y1 indiikleyerek
keratinositlerin proliferatif cevabina neden olmaktadir (Jablonska & Majewski, 2001;

Lowes vd., 2014). Ayrica IL-17, IFN-y ile etkilesime girerek keratinositlerin IL-6 ve IL-



8 gibi pro-inflamatuvar sitokinler iiretmesini ve T hiicrelerinin deriye akin etmesini

neden olmaktadir. IL-1, IL-6, IFN-y gibi uyaric1 sitokinlerin ve T hiicrelerin

keratinositler arasinda bulunmasi plazma membraninin hasarina neden olmasi

epidermisin hiperproliferasyona neden olan mekanizmalarla sonuglanir (Lima & Lima
2011).

Triggering factors
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Sekil 2.1. Psoriasis patogenezi (Jablonska & Majewski, 2001)



2.2. Glikokortikoid reseptor

GC’ler strese cevap olarak adrenal bezlerden salgilanan steroid hormonlardir.
Hipotalamus, strese maruz kalma durumunda kortikotropin salgilatict hormon (CRH)
salgilamak iizere uyarilir. CRH ise On pitiiiter bezin adrenokortikotropik hormon
(ACTH) salgilamasim1 uyarir. Sonra ACTH, adrenal korteksi GC salgilamasi igin
indiikler. GC’ler dokuya ozel ¢esitli etkiler gosterirler. Bu nedenle GC dengesinin
bozulmasi1 ciddi kardiyovaskiiler, metabolik ve immiinolojik komplikasyonlar gibi
patolojik durumlarla sonuglanmaktadir (Cruz-Topete & Cidlowski, 2015). Dolasimda
GC’lerin ¢ogu kortikosteroid-baglayici globuline bagh olarak bulunur. Az miktarda ise
albiimine baglidirlar. Dolagimdaki GC seviyesi CRH ve ACTH {izerine negatif feedback
ile diizenlenmektedir. Lipofilik 6zelliklerinden dolayr serbest GC’ler kolayca hiicre
membranint gegerek etkilerini gosterebilirler. Hiicre icinde GC diizenlenmesi 11-
hidroksisteroid dehidrojenaz (11-BHSD) tip 1 ve tip 2 enzimleri ile biyolojik olarak
aktif ve pasif formlarina doniistiiriilerek yapilmaktadir (Dejager, Vandevyver, Petta, &
Libert, 2014). insanda fizyolojik olarak aktif olan GC kortizol hormonudur. Kortizol
hormonu karbonhidrat, protein ve lipit metabolizmalarinin diizenlenmesinde oldugu
kadar immiinsiipresyonda da rol almaktadir. GC’ler ilk olarak romatoid artrit
tedavisinde basarili sekilde kullanilmasiyla diger inflamatuvar hastaliklarda kullanimi
genisleyerek devam etmistir (Hardy vd., 2012).

GC’ler biyoaktif aminler ve lipit mesajcilar salarak, vaskiiler adhezyon ve
gecirgenligi degistirerek, l16kosit aktivasyonunu saglayan pro-inflamatuvar sitokin ve
kemokinlerin ekspresyonunu baskilayarak inflamatuvar cevabi inhibe etmektedirler.
GC’ler makrofaj, NK, DC, notrofil, B ve T lenfosit hiicrelerinde bir¢cok pro-

inflamatuvar efektoriin ekspresyonunu etkin sekilde disiirmektedir. Ayn1 zamanda bu
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hiicre tiplerinin ¢ogunun proliferasyonunu, hayatta kalimmi ve farklilasmasini
degistirerek edinsel immiin cevabin gelismesini sekillendirirler (Clark & Belvisi, 2012).
Gigli anti-inflamatuvar ve immiinstipresif etkilerinden dolayr GC’ler bugiin diinyada
en yaygin recete edilen ilaglardan biridir. Sentetik GC’ler son yarim yiizyilda astim,
alerji, sepsis, romatoid artrit, iilseratif kolit, multipl skleroz gibi inflamatuvar ve
otoimmiin hastaliklarin tedavisi i¢in vazgecilmez olmustur. Ancak GC’lerin tedavideki
yararli etkileri osteoporoz, deride atrofi, diyabet, abdominal obezite, glokom,
cocuklarda biliylime geriligi, hipertansiyon gibi ciddi yan etkileri sonucu simirh
kalmaktadir. Bunlara ek olarak uzun siireli GC tedavisi alan hastalarda siklikla dokuya

0zgii GC direnci gelismektedir (Oakley & Cidlowski, 2013).

2.2.1. Glikokortikoid reseptor yapisi ve etki mekanizmasi

GR’ler ii¢ adet fonksiyonel bolgeden olugmaktadir: N-terminal alan (N-terminal
domain, NTD); merkezi DNA baglayici alan (central DNA-binding domain, DBD); C-
terminal ligand baglayici alan (C-terminal ligand-binding domain, LBD). Ayrica ilave
olarak DBD ve LBD birimlerini birbirine baglayan mentese (hinge, H) bolgesi
bulunmaktadir. Bu bélgelerinin her birinin spesifik fonksiyonlar1 vardir. Ornek olarak
NTD bolgesi koregiilator ve transkripsiyon elemanlarinin baglanmasina izin veren giiglii
bir transkripsiyonel aktivasyon fonksiyonuna (AF1) sahiptir. NTD bdlgesi kalintilarinin
biliyiik ¢ogunlugu post-translasyonel modifikasyonlara (PTM) maruz kalir. DBD bdélgesi
hedef gendeki DNA dizisinin taninmasini ve baglanmasini saglayan iki adet ¢inko
parmak motifi igerir. LBD bdlgesi ise koregiilatorler ile etkilesen ve ligand baglayan
diger aktivasyon fonksiyon (AF2) bolgesini icermektedir (Cruz-Topete & Cidlowski,

2015; Kadmiel & Cidlowski, 2013).
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Hem endojen hem de sentetik GC’ler etkilerini GR’ler araciligiyla gosterirler.
GC yoklugunda GR’ler sitoplazmada 1s1 sok proteinleri (HSP70, HSP90) gibi saperon
proteinlerine bagli halde bulunurlar. GC ile GR baglandiginda, GR konformasyonel bir
degisiklik gecirerek niikleusa dogru translokasyona ugrar. GR niikleusa gegtiginde
genomik mekanizmalarla (transaktivasyon veya transrepresyon) etkisini gosterir
(Kadmiel & Cidlowski, 2013).

GR’ler ii¢ farkli yol izleyerek gen ifadesini diizenlemektedirler. Birincisi;
GR’lerinin direkt olarak DNA’ya baglanarak gen ifadesini diizenlenmesidir. Bu yolda
GC-GR kompleksi niikleusa hareket eder ve homodimer yap1 olusturarak
glukokortikoid cevap elemeti (glucocorticoid responsive elements, GRE) olarak
adlandirilan hedef genin DNA dizisine baglanir. Olusan kompleks koaktivator yada
korepresor proteinleri baglayarak kromatin yapisini degistirir. Boylece RNA polimeraz
IT transkripsiyonunu baglatarak diger transkripsiyon mekanizmalarina olanak saglar ya
da inhibe eder. Ikincisi; DNA’ya bagl olan transkripsiyon faktorlerine baglanarak gen
ifadesinin diizenlenmesidir. GR’ler AP-1 (activator protein-1) ve NF-xB gibi pro-
inflamatuvar  transkripsiyon ~ faktorlerine  baglanarak  onlarin  aktivitelerini
baskilamaktadir. STAT gibi transkripsiyon faktorlerinin aktivitelerini ise artirmaktadir.
Ucgiinciisii; hem GR’lerin direkt olarak DNA’ya baglanirken ayn1 zamanda komsu DNA
bolgesine bagli halde bulunan transkripsiyon faktorleriyle etkileserek gen ifadesinin
diizenlenmesidir. Calismalar GR’lerin bu {ic mekanizmay1 da kullanarak inflamasyonu

inhibe ettigini gostermektedir (Oakley & Cidlowski, 2013; Rhen & Cidlowski, 2005).
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Sekil 2.2. GR etki mekanizmalar1 (Cruz-Topete & Cidlowski, 2015).

2.2.2. Glikokortikoid reseptor izoformlari

12

GR’ler insanlarda 5. kromozomda (5q31-32) lokalize olan NR3C1 adi verilen

tek bir genin {irtiniidiir. Ancak alternatif islemler sonucu fonksiyonel olarak farkli o

lan

birden fazla GR alt tipi olusturulur. GR sinyalizasyonundaki ¢esitlilik farklit GRE etkisi

ve alternatif splicing sonucu olusan birden fazla reseptér izoformundan ileri

gelmektedir. Bunlara ek olarak fosforilasyon, asetilasyon, ubikitinasyon

ve
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sumoylasyon gibi PTM’ler GR fonksiyonlarini degistirmektedir (Kadmiel & Cidlowski,
2013).

Insanda NR3C1 geni toplam dokuz ekzondan olusmaktadir. GR proteini ekzon
2-9 tarafindan kodlanmaktadir. GR’deki NTD boélgesi ekzon 2 tarafindan, DBD bdlgesi
ekzon 3 ve 4 tarafindan, H ve LBD bolgesi ise ekzon 5-9 tarafindan kodlanmaktadir.
GR transkriptinin u¢ kisminda bulunan ekzon 9’daki alternatif splicing islemi GR-a ve
GR-B olarak adlandirilan iki resept6r izoformunun olusmasina neden olmaktadir (Gross,
Lu, & Cidlowski, 2009; Oakley & Cidlowski, 2013). Her iki izoformun da GC’lere
verdigi cevap farklidir. GR-o GC’leri baglayan ve biyolojik olarak aktif olan
reseptordiir ve dokulardaki ekspresyonu GR-B’dan daha fazladir (Cruz-Topete &
Cidlowski, 2015). GR-a. 777 aminoasit igerirken, GR-f3 742 aminoasitten olugsmaktadir.
Her iki izoformun N terminal ucundaki ilk 727 aminoasidi aynidir. GR-f3 ayn1 olan bu
727 aminoasite ek olarak C terminal ucunda GR-o’da olmayan 15 aminoasit i¢erir. GR-
a ise C terminal ucunda GR-f’da olmayan 50 aminoasit igermektedir. Bu durumda hem
GR-a hem de GR-f’da NTD ve DBD bdlgeleri benzerdir. Ancak LBD bolgeleri
farklidir. GR-B’nin LBD bolgesi ligand baglayan ceplerin sekillenmesi igin gerekli
sarmal egrilerden yoksundur. Bu nedenle GRE’lere baglansa da GC’leri
baglayamadigindan transkripsiyonu aktive edemez (Bhatia, Muraskas, Janusek, &
Mathews, 2014). Bununla beraber GR-f izoformu bir dominant negatif inhibitor
fonksiyonu goriir ve bir¢ok GC iliskili hedef gen tizerinde GR-a aktivitesini antagonize
eder. GRE baglama i¢in yarigsma, transkripsiyonel koregiilatorler i¢in yarisma ve inaktif
GR-o/GR-B heterodimerlerinin olusmast GR-f aracili antagonizmanin temelini
olusturmaktadir. GR-f’nin GR-a aktivitesini inhibe etmesi yliksek GR-B seviyesi

varliginda GC direncine neden olabilmektedir (Oakley & Cidlowski, 2013). GR-B ¢ogu



14

dokuda bulunmakla birlikte GR-a ile karsilastirildiginda genellikle diisiik seviyelerde
ifade edilmektedir (Gross vd., 2009).

Alternatif splicing sonucu GR-B izoformuna ek olarak GR-y, GR-A ve GR-P
olarak adlandirilan ¢ farkli GR izoformu daha bilinmektedir (Cruz-Topete &
Cidlowski, 2015). GR-y ekzon 3 ve 4’li ayiran intron ig¢indeki bir alternatif splice
donoriiniin kullanilmasi sonucu olusur. Bu izoform DBD bolgesindeki iki ¢inko parmak
motifinin arasina tek bir arjinin kalintis1 ilavesini igermektedir. GR-y izoformu GR-o’ya
benzer sekilde genis 6lciide ifade edilerek GC ve DNA’ya baglanir. Ancak GC iliskili
genleri diizenleme yetenegi bozulmustur ve GC’ler tarafindan diizenlenen genler
tizerindeki transkripsiyonel profili GR-a’dan farklilik gosterir. GR-A izoformu LBD
bolgesinin N terminal kismini kodlayan ekzon 5-7 ve arasinin silinmesiyle olusur. GR-P
izoformu ise LBD bolgesinin C terminal bdlgesini kodlayan ekzon 8-9’un silinmesiyle
olusur. LBD bolgesindeki degisikliklerden dolayr GR-A ve GR-P izoformlar1 GC
baglayamazlar (Oakley & Cidlowski, 2013). Fizyolojik rolleri tam olarak anlagilamamis
olsa da calismalar bu izoformlarin bazi hematolojik kanser tiplerinde GC direncine
neden olabileceklerini gostermektedir (Cruz-Topete & Cidlowski, 2015).

Alternatif splicing sonucu olusan izoformlarin yaninda alternatif translasyon
baslamasi sonucu da ek GR izoformlar1 olugsmaktadir. Alternatif translasyon baslamasi
ekzon 2’de sekiz adet AUG baslama kodunu bulunmasindan dolayt GR mRNA
transkriptinin translasyonunun bu farkli bolgelerden baslamasindan kaynaklanmaktadir.
Alternatif translasyon baslamasi sonucu sekiz GR-a izoformu (GR-a-A, GR-a-B, GR-o-
C1, GR-a-C2, GR-a-C3, GR-0-D1, GR-0-D2 ve GR-a-D3) ve benzer sekilde sekiz GR-

B izoformu olusmaktadir (Kadmiel & Cidlowski, 2013; Oakley & Cidlowski, 2013).
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PTM’ler GR aktivitesinde onemli degisikliklere neden olmaktadirlar. Bunlardan
ilk tanimlanan ve en ¢ok c¢alisilan1 fosforilasyon modifikasyonudur. GR’ler NTD
bolgesindeki bazi serin aminoasidi kalintilarindan (Ser-113, Ser-134, Ser-141, Ser-203,
Ser-211, Ser-226 ve Ser-404) fosforillenerek kovalent modifikasyona ugramaktadirlar.
Fosforilasyon islemini MAPK (Mitogen-activated protein kinases), GSK-3 (Glycogen
synthase kinase 3) ve CDK (cyclin-dependent kinase) gibi ¢esitli kinaz enzimleri
gerceklestirmektedir (Cruz-Topete & Cidlowski, 2015; Oakley & Cidlowski, 2013).
Calismalar fosforillenmenin GR aktivitesini degistirdigini gostermistir. Ornegin Ser-211
kalintisinin fosforilasyonu GR’ler ile uyarilan gen transkripsiyonunu artirmaktadir
(Miller vd., 2005). Bununla beraber Ser-226 kalintisinin fosforilasyonu ise GR sinyal
transdiiksiyonunu azaltmaktadir (Chen vd., 2008). GR’lerde gézlenen diger bir PTM
¢esidi  ubikitinasyon modifikasyonudur. Ubikitin  spesifik lizin kalintilarina
baglandiginda proteinleri proteozomal yikim i¢in isaretleyen bir proteindir. GR’deki
Lys-419 kalintisinin ubikitinasyonunun da reseptorii proteozomal yikima ugratmaktadir
(Wallace & Cidlowski, 2001). GR’lerde gergeklesen diger bir PTM ¢esidi sumoylasyon
modifikasyonudur. Sumoylasyon SUMO (small ubiquitin-related modifier) peptidleri
araciliglyla  proteinlerin  lokalizasyonu, kromatin  yapisinin  organizasyonu,
transkripsiyon ve protein stabilizasyonu gibi ¢esitli hiicresel fonksiyonlarin
diizenlenmesini saglayan bir PTM ¢esididir. GR’deki spesifik lizin kalintilarinin (Lys-
277, Lys-293 ve Lys-703) sumoylasyonu ile GR transkripsiyonel aktivitesi
sumoylasyon gergeklesen yere bagli olarak artabilir veya azabilir (Oakley & Cidlowski,
2013). GR’lerde asetilasyon modifikasyonu da ger¢eklesmektedir. H bolgesindeki
spesifik lizin kalintilarnin (Lys-494 ve Lys-495) deasetilasyonu GR’lerin NF-kB

transkripsiyonel aktivitesinin etkin olarak baskilamasi i¢in gereklidir (Ito vd., 2006).
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Sekil 2.5. GR’ler tizerindeki post-translasyonel modifikasyonlar (Oakley & Cidlowski,
2013)

Ozet olarak; bircok GR izoformunun bulunmasi ve GR’lerde ¢ok fazla PTM
¢esidinin gozlenmesi GR’lerin genomik ve genomik olmayan etkilerindeki ¢esitliligine
katkida bulunmaktadir. Bu durum tek bir reseptoriin nasil bu kadar fazla fizyolojik

etkiye sahip oldugunu agiklamaktadir (Cruz-Topete & Cidlowski, 2015).

2.3. Glikokortikoid reseptorleri ve inflamasyon

GC’lerin anti-inflamatuvar etkisi kesfedildikten sonra inflamatuvar hastaliklarin
tedavisinde olduk¢a sik kullanilmaya baslanilmistir. GC ve GR’ler anti-inflamatuvar
etkilerini genellikle GR’ler ve diger transkripsiyon faktorleriyle etkilesime girerek
sitokin, kemokin, hiicre adhezyon molekiilleri ve inflamatuvar enzimleri kodlayan pro-
inflamatuvar  genleri  baskilamasiyla gosterirler. GC’ler inflamasyonu birgok

mekanizmay1 kullanarak baskilamaktadir (Busillo & Cidlowski, 2013; Uhlenhaut vd.,
2013).
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AP-1 ve NF-kB transkripsiyonel aktivitesini baskilama mekanizmasi, GR’lerin
anti-inflamatuvar mekanizmalarindan en ¢ok ¢alisilanidir. AP-1 proteini c-Fos/c-Jun alt
birimlerinden olusur ve bir¢ok sitokinin gen ifadesinin diizenlemesinde rol almaktadir.
GR’ler AP-1 inhibisyonunu 1) c-Jun alt birimine baglanarak, 2) promotor bdlgede
GRE’ye baglanmis haldeyken ayni zamanda c-Jun alt birimine baglanarak, 3) MAPK
fosfataz 1 (MKP-1) enzimini indiikleyerek bir MAPK iiyesi olan JNK’y1 (c-Jun N
terminal kinaz) inaktive edip c-Jun transkripsiyonel aktivitesini diigiirerek
gerceklestirmektedir (Cruz-Topete & Cidlowski, 2015).

AP-1 gibi NF-xB’de inflamasyon iliskili genlerin transkripsiyonel
diizenlenmesinde etkin rol almaktadir. Inaktif NF-kB sitoplazmada inhibitérii olan IkB
(Inhibitér kB) ile non-kovalent olarak baglidir (Cruz-Topete & Cidlowski, 2015). TNF-
a, IL-1, mikrobiyal patojenler, viral infeksiyonlar gibi inflamatuvar tetikleyiciler kB
kinaz1 aktive eder. Fosforillenme IxB’nin ubikitinasyonuna neden olarak proteozomlar
tarafindan yikilmasina yol agar. IkB’nin yikilmast NF-xB’yi serbest birakir (Rhen &
Cidlowski, 2005). Serbest kalan NF-xB translokasyon ile niikleusa geger. Niikleusa
gecen NF-kB bircok pro-inflamatuvar geni promotor veya enhensir bdolgelerine
baglanarak uyarir. GR’ler NF-kB aktivitesini su mekanizmalarla inhibe etmektedir; 1)
Fiziksel olarak NF-kB alt birimlerinden p65 ile etkilesime girerek NF-kB aktivitesini
baskilama, 2) GR’lerin GRIP (GR interacting protein) ile birleserek NF-«B/IRF3
(Interferon regulatory factor) heterodimerinin olusumunu engelleme, 3) GR’lerin
PTEFb (positive transcription elongation factor) ile RNA polimeraz Il enziminin
birlesmesini engelleyerek RNA polimeraz Il fosforilasyonunu ve aktivitesini dnlemesi,

4) GR’lerin HDAC (histone deacetylases) ile etkilesereck NF-kB’yi baskilamasi, 5)
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GR’lerin CREB1 (cAMP responsive element binding protein 1) baglayict protein ve
p300 protein kompleksi ile NF-xB etkilesimini 6nlemesi, 6) GR’lerin p53 ile etkilesime
girerek NF-kB’nin pro-inflamatuvar transkripsiyon aktivitesini degistirmesidir (Cruz-
Topete & Cidlowski, 2015).

NF-kB ve AP-1 disinda GR’ler baska pro-inflamatuvar yolaklardaki proteinler
ile de etkileserek anti-inflamatuvar etkilerini gosterirler. Annexin | (lipokortin-1)
sitozolik fosfolipaz A2 ile fiziksel olarak etkilesime girerek inhibe etmektedir.
Fosfolipaz A2 bir kinaz enzimi olan MAPK tarafindan fosforillenerek enzimatik
aktivitesini kazanmaktadir. Aktive olan fosfolipaz A2 enzimi membrandaki arasidonik
asit iceren fosfolipitleri hidroliz etmektedir. GC’ler annexin I’1 indiikleyerek fosfolipaz
A2’yi inhibe etmekte ve boylece arasidonik asit salinisini ve eikozanoidlerin
(prostaglandinler, tromboksanlar, prostasiklinler ve l6kotrienler) olusumunu
engellemektedir. GR’lerin siklooksijenaz 2 (COX2) enzimin iizerinde de diizenleyici
rolleri vardir. NFkB, COX2 enziminin transkripsiyonunu uyarmaktadir. GR’ler
tarafindan NFkB’nin engellenmesi prostoglandin tretimi i¢in temel bir enzim olan

COX2 enziminin de baskilanmasina neden olmaktadir (Rhen & Cidlowski, 2005).

2.4. Glikokortikoid reseptor gen (NR3C1) polimorfizmleri

GR geni (NR3C1) transkripsiyonel, post-transkripsiyonel ve translasyonel olarak
cok fazla cesitlilik gdstermenin yaninda genetik olarak da cesitlilik sergilemektedir.
Gilintimiizde GR geninde dbSNP’de (database SNP) listelenen {i¢ binin iizerinde aktif
SNP mevcuttur. Bu SNP’lerin ¢ogu intron ve translasyon olmayan (Untranslated region,
UTR) boélgelerde bulunmaktadir. Aynt zamanda ¢ogunun mindr allel frekansi (MAF)

%1’in altindadir. Ancak bu kadar ¢ok sayidaki SNP igerisinden birka¢ tanesi
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digerlerinden daha fazla dikkat ¢cekmektedir. NR3C1’de gozlenen polimorfizmlerin ya
transkript miktarmi degistirerek ya da transkriptin kodlanan fonksiyonunu degistirerek
etkisini gosterdigi diisiiniilmektedir. SNP sonucu olusan degisiklikler GC duyarliligini
degistirebilmektedir. NR3C1 geninde en ¢ok c¢alisilan polimorfizmler sunlardir;
Tth111l, ER22/23EK, N363S, Bcll ve GR-9p (Koper vd., 2014).

Tth111ll (rs10052957) polimorfizmi NR3C1 geninin yaklasik 27 kb
uzunlugundaki biiyiik bir intron bdlgesinin i¢inde, baslangi¢ yerinin 3807 kb upstream
(5’) tarafinda, promotor bolgesinde yer almakta ve C>T degisimiyle sonu¢lanmaktadir.
N363S (rs56149945) polimorfizmi ekzon 2'de bulunan 363. kodon dizisinin AAT>AGT
degisimiyle olusmaktadir. Bu degisim protein dizisinde asparajin>serin aminoasitlerinin
yer degisimiyle sonuglanmaktadir. Bcll (rs41423247) polimorfizmi ekzon 2 ve ekzon 3
arasindaki intron 2 (intron B) bolgesinde, ekzon 2 nin 646 bp downstream (3’) tarafinda
lokalizedir ve C>G degisimiyle sonuglanmaktadir. GR-9p (rs6198) polimorfizmi GR-3
izoformuna ait mRNA’nin terminal ekzonu olan ekzon 9B’nin 3> UTR bolgesinde

bulunan bir A>G degisimidir (Koper vd., 2014; Panek vd., 2015).
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3. YONTEM

3.1. Caliyma populasyonu

Calismamiza katilan bireyler Gaziosmanpasa Universitesi Saglik Arastirma ve
Uygulama Hastanesi Deri ve Ziihrevi Hastaliklar Poliklinigi’ne basvuran Kkisiler
arasindan secilmistir. Psoriasis tanis1 konmus ve psoriasis tanisi disinda bilinen baska
inflamatuvar hastaligi olmayan 101 birey ¢alismamizin hasta grubunu olusturmaktadir.
Kontrol grubunu ise; psoriasis tanisi almamus, bilinen herhangi bir sistemik ve
inflamatuvar hastaligi olmayan 83 birey olusturmaktadir. Calismaya baslamadan 6nce
Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu'na bagvuru yapilmis ve 14-KAEK-160 proje numarasiyla etik kurul onayi
alimmistir. Calisma i¢in gerekli kosullar1 tasiyan bireylere ¢alismamiz hakkinda bilgi
verilmis ve “Aydinlatilmis Onam Formu” imzalatilarak ¢alismaya katilmalari

konusunda onaylar1 alinmigtir.

3.2. Klinik skorlama (PASI)

Hastalik siddetinin belirlenmesi i¢in PASI skoru kullanilmistir. PASI skoru bas,
govde, lst ekstremiteler ve alt ekstremitelerin ylizey alanlarinin 0-6 arasinda ve
lezyonlarda goézlenen ii¢ parametrenin (eritem, indurasyon ve deskuamasyon) 0-4
arasinda derecelendirilmesi goz Oniine alinarak hesaplanmistir. Bu skorlamada en diisiik
skor 0, en yiiksek skor ise 72’dir. PASI skoru hesaplamasi su sekilde yapilmistir

(Louden, Pearce, Lang, & Feldman, 2004).
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Viicut yiizey alanlarinin yiizdesi:

bas (b): %10 / ist ekstremiteler (ii): %20/ govde (g): %30/ alt ekstremiteler (a): %40
Etkilenen bolgelerin yiizey alani derecelendirilmesi (A):

0: yok / 1:<%10 / 2: %10-29 / 3: %30-49 / 4: %50-69 / 5: %70-89 / 6: %90-100
Eritem (E), indurasyon (I), deskuamasyon (D) derecelendirilmesi:

0: yok / 1:hafif / 2:orta / 3: belirgin / 4: ¢ok belirgin

PASI skoru hesaplama formiilii:

0.1xAb(Eb+Ib+Db) + 0.2xAli(Eii+iii+Dii) + 0.3xAg(Eg+ig+Dg) + 0.4xAa(Ea+ia+Da)

3.3. Biyokimyasal Analiz

Serumda inflamasyon belirteclerinin tespit edilmesi amaciyla ¢aligmaya katilan
bireylerden bir gece agliktan sonra vacutainer tiiplere vendz kan 6rnekleri (5-10 mL)
alimmistir ve santriflij edilerek (4000 rpm, 15 dk.) serum Ornekleri elde edilmistir.
Serum ornekleri analiz edilene kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir.

Serum CRP seviyesi immiinonefelometrik yontemle BN 1l (Siemens
Diagnostics, Germany) sistemiyle tespit edilmistir. Bu yontemde; insan CRP proteinine
spesifik monoklonal antikorlarla kaplanmis polistren partikiiller, CRP igeren serum
ornegiyle karsilagtiginda agregasyon olusmaktadir. Bu agregatlar 6rnekten gecen 1s1k
demetini dagitmaktadir. Dagilan 15181in siddeti 6rnek icerisindeki CRP proteininin
konsantrasyonuyla orantilidir. Elde edilen deger konsantrasyonu bilinen standart degerle
karsilastirilarak CRP seviyesi belirlenmektedir.

Serum TNF-a ve IL-6 konsantrasyonlari sandvi¢ ELISA yontemiyle TNF-o-
EASIA ve IL-6-EASIA ticari kitleri (DIAsource ImmunoAssays S.A., Belgium)

kullanilarak belirlenmistir. Bu yontemde; belirli TNF-a ve IL-6 epitoplarina karsi
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yonlendirilmis monoklonal antikorlar kullanilmaktadir. Kalibratorler ve serum ornekleri
mikrotiter kuyucuklar iizerindeki primer antikorlarla ve HRP (horseradish peroxidase)
ile isaretli sekonder antikorlarla reaksiyon vermektedir. Belirli bir inkiibasyon
zamanindan sonra primer antikor/TNF-a (IL-6)/sekonder antikor/HRP seklinde bir
sandvi¢ modeli olusmaktadir. Mikrotiter kuyucuklarin yikanmasiyla baglanmayan
enzim isaretli antikorlarin uzaklastirilmasinin ardindan bagli enzim isaretli antikor
miktar1 bir kromojenik reaksiyonla olgiilmistiir. Kuyucuklardaki renklenme miktar
uygun dalga boyunda (450 nm) okunmustur. TNF-a ve IL-6 konsantrasyonu
kuyucuklardaki absorbans miktar1 ile dogru orantilidir. Son olarak konsantrasyonlari
bilinen kalibratorlerden yararlanilarak bir standart egri grafigi ¢izilmis ve bu grafikten

yararlanarak serum TNF-a ve IL-6 konsantrasyonlar1 belirlenmistir.

3.4. Genotipleme

Tth111l, N363S, Bcll, rs33388 ve GR-9 genotiplerinin belirlenmesi amaciyla
caligmaya katilan kisilerden EDTA igeren tiiplere tam kan (2-4 mL) 6rnekleri alinmistir.
Almman tam kan orneklerinden High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche
Diagnostics, Germany) kullanilarak DNA elde edilmistir. izolasyon prosediirii iiretici
firmanin talimatlarina gore gergeklestirilmistir. DNA 6rnekleri analiz edilene kadar -80
°C’de saklanmustir.

N363S, Bcll, rs33388 ve GR-9B polimorfizmlerinin genotiplenmesi
LightCycler® 480 Il (Roche Diagnostics Ltd., Rotkreuz, Switzerland) Real-Time PCR
sisteminde floresan isaretli Simpleprobe® (TIB MOLBIOL GmbH, Berlin, Germany)
kullanilarak ve erime egrisi analiziyle gerceklestirilmistir. Uretici firmanin talimatlari

dogrultusunda PCR karigimi her bir polimorfizm i¢in 10.4 pl H,O, 1 pl Reagent Mix
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(20X), 2 pl FastStart DNA Master HybProbe (10X), 1.6 ul MgCl, (25 mM) ve 5 ul
DNA (yaklasik 50 ng) olacak sekilde optimize edilmistir. PCR karigimi hazirlandiktan
sonra denaturasyon asamasi (95 °C, 10 dk.) ve amplifikasyon asamasini (95 °C, 10 sn.;
60 °C, 10 sn.; 72 °C, 15 sn.; 40 dongii) takiben erime egrisi analizi (95 °C, 30 sn.; 40
°C, 2dk.; 75 °C, 0 sn.) ile genotipler tespit edilmistir. Erime egrisi analizi sonucunda
N363S A alleli i¢in 60 °C, N363S G alleli i¢in 54 °C, Bcll C alleli i¢in 60 °C, Bcell G
alleli i¢in 53 °C, rs33388 A alleli igin 63 °C, rs33388 T alleli i¢in 58 °C, GR-9f A alleli
icin 48 °C ve GR-9B G alleli i¢in 56 °C sicaklikta erime piki elde edilmistir.

Tth111l polimorfizmi ise Applied Biosystems StepOnePlus® (Life
Technologies, Singapore) Real-Time PCR sisteminde floresan isaretli TagMan® probe
(Applied Biosystems) kullanilarak tespit edilmistir. Uretici firmanm talimatlar:
dogrultusunda PCR karisim1 5 pul TagMan Genotyping Master Mix (2X), 0.5 ul Reagent
Mix (20X, Assay ID: C 30158011 10) ve 4.5 ul DNA (yaklasik 50 ng) olacak sekilde
optimize edilmistir. PCR karisimi hazirlandiktan sonra denaturasyon (95 °C, 10 dk.) ve
amplifikasyon asamasi (95 °C, 15 sn.; 60 °C, 1 dk.; 40 dongii) gerceklestirilerek
Tth111l genotipi belirlenmistir. Amplifikasyon sonrasinda Tth1111 C alleli i¢in FAM,

Tth111I T alleli i¢in ise VIC floresan boyasinin 1simasinda artis elde edilmistir.

3.5. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS 15 (SPSS Inc. Chicago, IL) yazilimi kullanilarak
yapilmistir. Nominal degiskenler say1 ve yilizde olarak verilmistir. Siirekli degiskenler
ise ortalama, standart sapma, minimum deger, maksimum deger ve medyan olarak
verilmistir. Gruplar arasinda genotip ve allel frekanslarinin karsilastirilmasinda yerine

gore Ki-kare ya da Fisher’s exact testleri kullanilmistir. Degiskenlerin normal dagilima
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uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile incelenmistir. Siirekli degiskenlerin gruplar
aras1 karsilastirilmas1 Student t testi ya da Mann-Whitney U testi kullanilarak
yapilmistir. Degiskenler arasi iligkiler i¢in korelasyon katsayilar1 ve istatistiksel anlam
degerleri Spearman rank testi ile hesaplanmistir. P degerinin 0.05’in altinda oldugu

durumlar istatistiksel olarak anlamli sonug olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Klinik ve demografik ozellikler

Psoriasis ve kontrol grubuna ait klinik ve demografik 6zellikler analiz edilmis ve
Tablo 4.1°de gosterilmistir. Buna gore psoriasis ve kontrol grubu arasinda cinsiyet ve
yas bakimindan bir farklilik yoktur (sirasiyla P=0.269, P=0.246). Psoriasis hastalarinin
tan1 konma yas1 33.1 + 16.1 olarak, hastalik siiresi ise 9.3 + 8.1 olarak tespit edilmistir.
PASI skoru 11.9 + 9.8, CRP seviyesi 7.6 = 12.6 mg/L olarak bulunmustur. TNF-a ve
IL-6 seviyeleri psoriasis grubunda sirasiyla 26.4 + 6.3 pg/mL ve 12.2 £ 6 pg/mL,
kontrol grubunda ise sirasiyla 12.1 + 2.9 pg/mL ve 3.7 £ 2.5 pg/mL olarak bulunmustur.
Psoriasis grubunda TNF-a ve IL-6 seviyeleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli sekilde yiikselmistir (sirasiyla P<0.0001, P<0.0001). TNF-a ve IL-6

seviyelerinin gruplar arasi karsilastirilmasi Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Psoriasis ve kontrol gruplarinin klinik ve demografik 6zellikleri

Klinik ve demografik Psoriasis Kontrol P
parametreler (n=101) (n=83)

Cinsiyet (Erkek / Kadin) 47 (% 46.5) / 54 (% 53.5) 31 (% 37.3) /52 (% 62.7) 0.269
Yas (Y1) 42.5 £ 14.5 (15-75, 43) 40.1 £ 12.6 (18-64, 41) 0.246

Hastalik Tam1 Yas1 (Y1il)  33.1 +16.1 (1-72, 33) - -
Hastalik Siiresi (Y1) 9.3+8.1(1-33,8) - -

PASI 11.9+9.8 (1.2-49.2, 9) - -
CRP (mg/L) 7.6+ 12.6 (3.19-84.3,3.45) - -
TNF-o (pg/mL) 264463 (16.7-46.1,253)  12.1+£2.9 (6.8-19.5,12.0)  <0.0001
IL-6 (pg/mL) 12.2 £ 6 (3.1-27.3, 10.5) 3.7+2.5(0-9.5,3.1) <0.0001

Veriler ortalama + SD (min-max, medyan) olarak verilmistir.
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Sekil 4.1. Psoriasis ve kontrol grubunda TNF-a seviyelerinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.2. Psoriasis ve kontrol grubunda IL-6 seviyelerinin karsilastiriimasi

4.2. Genotip ve allel frekanslar:

Psoriasis ve kontrol gruplari arasinda Tth111l, N363S, Bcll, rs33388 ve GR-9p
polimorfizmlerine ait genotip ve allel frekanslarinin karsilagtirilmas: yapilmig ve Tablo
4.2°de gosterilmistir. Bu sonuglara gore herhangi bir polimorfizme ait genotip ve allel

frekansinda gruplar arasi istatistiksel fark bulunmamastir.



Tablo 4.2. Genotip ve allel frekanslar
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Genotip / Allel Psoriasis Kontrol P OR (95%Cl)
n (%) n (%)
Tth111l
cC 52 (51.4) 45 (54.2) 0.513
CT 35 (34.6) 31(37.3)
TT 14 (13.8) 7(8.4)
C 139 (68.8) 121 (72.8) 0.392 1.218 (0.774 - 1.918)
T 63 (31.1) 45 (27.1)
N363S
AA 98 (97) 81 (97.5) 0.823
AG 3(2.9) 2(2.9)
GG 0 0
A 199 (98.5) 164 (98.7) 0.817 1.236 (0.204 - 7.486)
G 3(1.4) 2(1.2)
Bcll
cC 63 (62.3) 51 (61.4) 0.622
CG 33(32.6) 25 (30.1)
GG 5(4.9) 7(8.4)
C 159 (78.7) 127 (76.5) 0.612 0.880 (0.538 - 1.440)
G 43 (21.2) 39 (23.4)
rs33388
1T 38 (37.6) 26 (31.3) 0.555
TA 41 (40.5) 34 (40.9)
AA 22 (21.7) 23 (27.7)
T 117 (57.9) 86 (51.8) 0.240 0.781 (0.516 - 1.180)
A 85 (42) 80 (48.1)
GR-9B
AA 66 (65.3) 48 (57.8) 0.472
AG 28 (27.7) 30 (36.1)
GG 7(6.9) 5(6)
A 160 (79.2) 126 (75.9) 0.448 0.826 (0.505 - 1.352)
G 42 (20.7) 40 (24)
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4.3. Tthll1ll genotiplerinin hastalik siddeti ve inflamasyon belirtecleri

iizerine etkisi

Tth1111 genotiplerine gore hasta grubu; CC genotipi tasiyanlar, CT genotipi
tasiyanlar, TT genotipi tasiyanlar ve T alleli tasiyanlar (CT + TT) olarak alt gruplara
ayrilmigtir. Tth1111 CC, CT ve TT genotipi tasiyan hastalarda PASI skorlamasi sirasiyla
11.58 £10.5, 13.46 = 9.71 ve 9.65 = 7.51, CRP seviyesi sirastyla 7.0 + 12.02 mg/L, 9.6
+ 15.45 mg/L ve 5.13 + 4.53 mg/L, TNF-a seviyesi sirastyla 25.05 + 5.55 pg/mL, 26.93
+ 6.97 pg/mL ve 30.19 £ 6.37 pg/mL, IL-6 seviyesi ise sirasiyla 10.81 + 5.24 pg/mL,
13.52 + 6.43 pg/mL ve 14.62 £ 6.58 pg/mL olarak bulunmustur. Tth111l CT + TT
grubunda ise PASI skoru 12.4 + 9.21, CRP seviyesi 8.32 + 13.37 mg/L, TNF-a seviyesi
27.86 + 6.9 pg/mL, IL-6 seviyesi ise 13.83 + 6.42 pg/mL olarak tespit edilmistir. CC
grubu ile diger gruplar arasinda PASI skorlari ve CRP seviyeleri bakimindan fark
gozlenmemistir. TNF-a seviyesi CC grubu ile karsilastirildiginda TT grubunda ve CT +
TT grubunda istatistiksel olarak anlamli sekilde artmistir (sirastyla P=0.004, P=0.026).
IL-6 seviyeleri CC grubu ile karsilastirildiginda CT, TT ve CC + TT gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli sekilde artmistir (sirasiyla P=0.038, P=0.029, P=0.010).
Tth111l genotipleri ile PASI, CRP, TNF-a ve IL-6 seviyeleri arasindaki iliskiler Sekil

4.3 ve Tablo 4.3’ de gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Tthl111l genotiplerinin PASI, CRP, TNF-a ve IL-6 seviyelerine etkisi

(*P=0.004; **P=0.026; ***P=0.038; ****P=0.029; *****P=0.010).



Tablo 4.3. Tth111l genotiplerinin PASI, CRP, TNF-a ve IL-6 seviyelerine etkisi
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Tth11ll CC CT TT CT+TT P P P
(n=52) (n=35) (n=14) (n=49) (CCvs.CT) (CCvs. TT) (CCvs.CT+TT)
PASI 11.58+10.5 13.46+9.71 9.65+7.51 124 +£9.21 0.144 0.715 0.317
(1.2-46.8, 8.4) (3.9-49.2,10.45)  (2.4-26.1,7.2) (2.4-49.2, 9.25)
CRP 7.0+£12.02 9.6 +15.45 5.13+4.53 8.32 +£13.37 0.456 0.299 0.873
(mg/L) (3.19-82.1,3.45)  (3.19-84.3,3.45)  (3.45-19, 3.45) (3.19-84.3, 3.45)
TNF-a 25.05 £5.55 26.93 +6.97 30.19 £6.37 27.86+6.9 0.167 0.004 0.026
(pg/mL)  (16.7-38.3,23.9)  (17.6-46.1, 26) (18.9-41.3, 30) (17.6-46.1, 26.6)
IL-6 10.81 £5.24 13.52 £ 6.43 14.62 £ 6.58 13.83 £6.42 0.038 0.029 0.010
(pg/mL)  (3.1-25.2, 9.25) (5.1-27.3, 11.9) (5.2-27.3,13.25)  (5.1-27.3,11.9)

Veriler ortalama + SD (min-max, medyan) olarak verilmistir.
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4.4. N363S genotiplerinin hastalik siddeti ve inflamasyon belirtecleri

iizerine etkisi

N363S genotiplerine gore hasta grubu; AA genotipi tasiyanlar ve AG genotipi
tasiyanlar olarak alt gruplara ayrilmistir. Calisma populasyonunda N363S GG genotipi
tasiyan hasta tespit edilmemistir (Tablo 4.2). N363S AA ve AG genotipi tasiyanlarda
PASI skorlamasi sirasiyla 12.11 £ 9.84 ve 5.73 £+ 2.65, CRP seviyesi sirasiyla 7.77 +
12.82 mg/L ve 3.45 £ 0.0 mg/L, TNF-a seviyesi sirastyla 26.48 + 6.4 pg/mL ve 26.26 +
5.71 pg/mL, IL-6 seviyesi sirastyla 12.16 = 5.94 pg/mL ve 16.13 £ 8.24 pg/mL olarak
bulunmustur. AA ve AG gruplar arasinda PASI, CRP, TNF-a ve IL-6 seviyeleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir ( sirasiyla P=0.151,
P=0.273, P=0.548 ve P=0.266). N363S genotipleri ile PASI, CRP, TNF-a ve IL-6

seviyeleri arasindaki iliskiler Sekil 4.4 ve Tablo 4.4” de gdsterilmistir.
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Sekil 4.4. N363S genotiplerinin PASI, CRP, TNF-a ve IL-6 seviyelerine etkisi
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Tablo 4.4. N363S genotiplerinin PASI, CRP, TNF-a ve IL-6 seviyelerine etkisi

34

N363S AA AG GG P P
(n=98) (n=3) (n=0) (AA vs. AG) (AA vs. GG)
PASI 12.11+£9.84 5.73 £2.65 - 0.151 -
(1.2-49.2, 9) (3.1-8.4,5.7)
CRP 777 +12.82 3.45+0.0 - 0.273 -
(mg/L) (3.19-84.3, 3.45) (3.45-3.45, 3.45)
TNF-a 26.48 + 6.4 24.26+5.71 - 0.548 -
(pg/mL) (16.7-46.1, 25.3) (20.2-30.8, 21.8)
IL-6 12.16 £ 5.94 16.13 +8.24 - 0.266 -
(pg/mL) (3.1-27.3, 10.5) (9.1-25.2, 14.1)

Veriler ortalama + SD (min-max, medyan) olarak verilmistir.
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4.5. Bcll genotiplerinin hastalik siddeti ve inflamasyon belirtecleri iizerine

etkisi

Bcell genotiplerine gore hasta grubu; CC genotipi tasiyanlar, CG genotipi
tasiyanlar, GG genotipi tasiyanlar ve G alleli tasiyanlar (CG + GG) olarak alt gruplara
ayrilmistir. Bell CC, CG ve GG genotipi tasiyan hastalarda PASI skorlamasi sirasiyla
12.69 + 10.56, 11.12 = 8.73 ve 8.4 + 6.42, CRP seviyesi sirastyla 7.93 = 12.33 mg/L,
7.4 £ 14.22 mg/L ve 5.51 + 3.84 mg/L, TNF-a seviyesi sirasiyla 26.76 + 6.63 pg/mL,
26.03 + 5.94 pg/mL ve 24.58 + 6.6 pg/mL, IL-6 seviyesi ise sirasiyla 12.43 + 6.36
pg/mL, 12.43 + 5.49 pg/mL ve 9.36 + 4.78 pg/mL olarak bulunmustur. Bcll CG + GG
grubunda ise PASI skoru 10.7 £+ 8.36, CRP seviyesi 7.15 + 13.3 mg/L, TNF-a seviyesi
25.84 + 5.96 pg/mL ve IL-6 seviyesi 12.02 + 5.45 olarak tespit edilmistir. CC grubu ile
diger gruplar arasinda PASI, CRP, TNF-a ve IL-6 seviyeleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark goézlenmemistir. Bell genotipleri ile PASI, CRP, TNF-a ve IL-6

seviyeleri arasindaki iligkiler Sekil 4.5 ve Tablo 4.5 de gosterilmistir.
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Tablo 4.5. Bcll genotiplerinin PASI, CRP, TNF-a ve IL-6 seviyelerine etkisi

37

Bcll cC CG GG CG + GG P P P
(n=63) (n=33) (n=5) (n=38) (CCvs. CG) (CCvs. GG) (CCvs. CG + GG)
PASI 12.69 + 10.56 11.12+8.73 8.4+6.42 10.7 £ 8.36 0.694 0.233 0.457
(1.2-49.2, 9) (2.4-40.8, 9.95) (4.8-18, 5.4) (2.4-40.8, 8.8)
CRP 7.93+12.33 7.4+14.22 5.51+3.84 7.15+13.3 0.768 0.852 0.832
(mg/L)  (3.19-82.1, 3.45) (3.27-84.3, 3.45) (3.45-12.3, 3.45) (3.27-84.3, 3.45)
TNF-a  26.76 = 6.63 26.03 + 5.94 24.58 £ 6.6 25.84+5.96 0.745 0.438 0.599
(pg/mL)  (17.9-46.1,25.3)  (16.7-38.4,25.7)  (17.6-35.4,23.7)  (16.7-38.4, 24.85)
IL-6 12.43 + 6.36 12.43 +5.49 9.36 +4.78 12.02 + 5.45 0.734 0.208 0.946
(pg/mL)  (3.1-27.3, 10.5) (5.1-25.1, 10.5) (5.2-16.3, 6.5) (5.1-25.1, 10.5)

Veriler ortalama + SD (min-max, medyan) olarak verilmistir.



38

4.6. Rs33388 genotiplerinin hastalik siddeti ve inflamasyon belirtecleri

iizerine etkisi

Rs33388 genotiplerine gore hasta grubu; TT genotipi tasiyanlar, TA genotipi
tasiyanlar, AA genotipi tasiyanlar ve A alleli tasiyanlar (TA + AA) olarak alt gruplara
ayrilmistir. Rs33388 TT, TA ve AA genotipi tastyan hastalarda PASI skorlamasi
sirastyla 11.72 £ 10.27, 14.55 + 10.51 ve 7.79 £+ 5.94, CRP seviyesi sirasiyla 7.61 + 13.9
mg/L, 6.78 = 7.79 mg/L ve 9.3 = 17.28 mg/L, TNF-a seviyesi sirasiyla 25.87 + 5.48
pg/mL, 26.59 + 7.08 pg/mL ve 27 + 6.61 pg/mL, IL-6 seviyesi ise sirasiyla 10.98 + 5.46
pg/mL, 12.69 + 5.99 pg/mL ve 13.74 £ 6.72 pg/mL olarak bulunmustur. Rs33388 TA +
AA grubunda ise PASI skoru 12.15 + 9.65, CRP seviyesi 7.66 + 11.91 mg/L, TNF-a
seviyesi 26.74 £ 6.87 pg/mL ve IL-6 seviyesi 13.06 £ 6.22 pg/mL olarak tespit
edilmistir. TT grubu ile diger gruplar arasinda PASI, CRP, TNF-a ve IL-6 seviyeleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir. Rs33388 genotipleri ile
PASI, CRP, TNF-a ve IL-6 seviyeleri arasindaki iligkiler Sekil 4.6 ve Tablo 4.6’ da

gosterilmistir.
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Sekil 4.6. Rs33388 genotiplerinin PASI, CRP, TNF-a ve IL-6 seviyelerine etkisi



Tablo 4.6. Rs33388 genotiplerinin PASI, CRP, TNF-a ve IL-6 seviyelerine etkisi

40

rs33388 TT TA AA TA + AA P P P
(n=38) (n=41) (n=22) (n=63) (TTvs. TA) (TTvs. AA) (TTvs. TA+AA)

PASI 11.72 £ 10.27 14.55+10.51 7.79 +5.94 12.15+9.65 0.113 0.115 0.695
(1.2-46.8, 8.7) (3.3-49.2, 12) (2.4-26.1,5.7) (2.4-49.2,9.2)

CRP 7.61+13.9 6.78 +7.79 9.3 +17.28 7.66 +11.91 0.592 0.685 0.570

(mg/L) (3.19-82.1,3.45)  (3.19-43.6,3.45)  (3.45-84.3,3.45)  (3.19-84.3, 3.45)

TNF-o 25.87 +5.48 26.59 +7.08 27+ 6.61 26.74+ 6.87 0.617 0.462 0.505

(pg/mL) (17.9-38.3,25)  (16.7-46.1,26)  (17.6-41.3,25.85)  (16.7-46.1, 26)

IL-6 10.98 + 5.46 12.69 + 5.99 13.74 + 6.72 13.06 + 6.22 0.188 0.088 0.095

(pg/mL) (3.1-25.2,9.25)  (5.1-27.3,11.2)  (5.2-27.3,11.2) (5.1-27.3, 11.2)

Veriler ortalama + SD (min-max, medyan) olarak verilmistir.
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4.7. GR-98 genotiplerinin hastahk siddeti ve inflamasyon belirtegleri

iizerine etkisi

GR-9B genotiplerine gore hasta grubu; AA genotipi tasiyanlar, AG genotipi
tasiyanlar, GG genotipi tasiyanlar ve G alleli tasiyanlar (AG + GG) olarak alt gruplara
ayrilmistir. GR-9B AA, AG ve GG genotipi tasiyan hastalarda PASI skorlamasi sirasiyla
11.54 £ 9.65, 13 + 10.98 ve 12.35 + 8.66, CRP seviyesi sirasiyla 6.44 + 10.76 mg/L,
11.23 = 17.09 mg/L ve 4.6 = 3.04 mg/L, TNF-a seviyesi sirasiyla 25.56 £ 5.62 pg/mL,
26.76 = 7.17 pg/mL ve 33.04 + 6.55 pg/mL, IL-6 seviyesi ise sirasiyla 11.10 £ 5.38
pg/mL, 14.31 + 6.46 pg/mL ve 15.24 + 7.39 pg/mL olarak bulunmustur. GR-98 AG +
GG brubunda ise PASI skoru 12.84 + 10.3, CRP seviyesi 9.9 + 15.51 mg/L, TNF-a
seviyesi 28.02 £+ 7.41 pg/mL ve IL-6 seviyesi 14.5 + 6.55 pg/mL olarak tespit edilmistir.
AA grubu ile diger gruplar arasinda PASI skorlar1 ve CRP seviyeleri bakimindan fark
gozlenmemistir. TNF-o seviyesi AA grubu ile karsilastirildiginda GG grubunda
istatistiksel olarak anlamli sekilde artmistir (P=0.001). AG + GG grubunda ise TNF-a,
seviyesi istatistiksel olarak anlamli olmasa da artis gozlenmistir (P=0.065). IL-6
seviyeleri AA grubu ile karsilagtirildiginda AG ve AG + GG gruplarinda istatistiksel
olarak anlamli sekilde artmistir (sirasiyla P=0.019, P=0.008). GR-9B genotipleri ile
PASI, CRP, TNF-a ve IL-6 seviyeleri arasindaki iliskiler Sekil 4.7 ve Tablo 4.7° de

gosterilmistir.
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Sekil 4.7. GR-9B genotiplerinin PASI, CRP, TNF-a ve IL-6 seviyelerine etkisi
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Tablo 4.7. GR-9pB genotiplerinin PASI, CRP, TNF-a ve IL-6 seviyelerine etkisi
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GR-9p AA AG GG AG + GG P P P
(n =66) (n=28) (n=7) (n=35) (AA vs. AG) (AAvs. GG) (AA vs. AG+GG)
PASI 11.54+ 9.65 13+10.98 12.35 + 8.66 12.84 +10.3 0.554 0.639 0.489
(1.2-46.8, 8.7) (2.4-49.2,9.2) (2.4-26.1, 10.6) (2.4-49.2,9.2)
CRP 6.44 +10.76 11.23 + 17.09 4.6 +3.04 9.9 +15.51 0.178 0.470 0.364
(mg/L) (3.19-82.1, 3.45) (3.19-84.3,3.45)  (3.45-11.5,3.45)  (3.19-84.3, 3.45)
TNF-a  25.56+5.62 26.76 +7.17 33.04 + 6.55 28.02 + 7.41 0.386 0.001 0.065
(pg/mL)  (16.7-38.4,24.55)  (17.6-46.1, 26) (21.2-41.3,33.4)  (17.6-46.1, 28.2)
IL-6 11.10 + 5.38 14.31 + 6.46 15.24 +7.39 14.5 + 6.55 0.019 0.093 0.008
(pg/mL)  (3.1-25.2,9.8) (5.2-27.3, 13) (7.1-27.3, 12.4) (5.2-27.3, 12.6)

Veriler ortalama + SD (min-max, medyan) olarak verilmistir.
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4.8. Tthllll ve GR-9B genotiplerinin birlikte hastahk siddeti ve

inflamasyon belirtegleri iizerine etkisi

Hasta grubu Tth111l ve GR-9B polimorfizmini beraber tasimayanlar (Tth1111
CC + GR-9B AA) ve bu polimorfizmleri heterozigot veya homozigot olarak beraber
tasiyanlar (Tth111ll CT ve TT + GR-9B AG ve GG) seklinde alt gruplara ayrilmustir.
Tth111ll CC + GR-9B AA grubunda PASI skorlamas1 11.58 = 10.5, CRP seviyesi 7 +
12.02 mg/L, TNF-a seviyesi 25.05 + 5.55 pg/mL ve IL-6 seviyesi 10.81 + 5.24
pg/mLolarak bulunmustur. Tth111l CT ve TT + GR-98 AG ve GG grubunda ise PASI
skorlamasi1 12.84 + 10.3, CRP seviyesi 9.9 + 15.51 mg/L, TNF-a seviyesi 28.02 + 7.41
pg/mL ve IL-6 seviyesi 14.5 £ 6.55 pg/mL olarak bulunmustur. Gruplar arasinda PASI
skoru ve CRP seviyesi arasinda istatistiksel olarak bir fark gozlenmemistir (sirasiyla
P=0.389, P=0.503). Tth11ll ve GR-9B polimorfizmlerini tasimayan gruba gore
karsilastirildiginda polimorfizmleri tagiyan grupta TNF-o ve IL-6 seviyeleri istatistiksel
olarak anlamli sekilde artmistir (swrasiyla P=0.036, P=0.005). Tth111I ve GR-9B
polimorfizmlerinin birlikte PASI, CRP, TNF-a ve IL-6 seviyeleriyle iligkisi Sekil 4.8 ve

Tablo 4.8de gosterilmistir.
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Tablo 4.8. Tth111l ve GR-9p genotiplerinin birlikte PASI, CRP, TNF-a ve IL-6 seviyelerine etkisi
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Tth1lll + GR-98 Mutant Allel Yok Mutant Allel Var P
(Tth111l CC + GR-9B AA) (Tth111l CT ve TT + GR-98 AG ve GG)
(n=52) (n=35)
PASI 11.58 £10.5 12.84 £10.3 0.389
(1.2-46.8, 8.4) (2.4-49.2, 9.2)
CRP 7+£12.02 9.9 £15.51 0.503
(mg/L) (3.19-82.1, 3.45) (3.19-84.3, 3.45)
TNF-a 25.05+5.55 28.02+7.41 0.036
(pg/mL) (16.7-38.3, 23.9) (17.6-46.1, 28.2)
IL-6 10.81 £5.24 14.5 £6.55 0.005
(pg/mL) (3.1-25.2, 9.25) (5.2-27.3, 12.6)

Veriler ortalama + SD (min-max, medyan) olarak verilmistir.



4.9. Klinik parametreler arasindaki korelasyon iliskileri

47

Hasta grubunda yas ile CRP ve TNF-a seviyeleri arasinda pozitif korelasyon

gbzlenmistir (sirasiyla r=0.191, P=0.055; r=0.23, P=0.020). Bununla beraber PASI

skoru ile hastalik tani yasi arasinda negatif korelasyon (r=-0.277, P=0.017), hastalik

stiresi ile pozitif korelasyon (r=0.506, P<0.0001) tespit edilmistir. CRP ile TNF-a ve IL-

6 arasinda ise pozitif korelasyon tespit edilmistir (sirastyla =0.273, P=0.005; r=0.192,

P=0.055). Klinik parametreler arasinda korelasyon iligkileri Tablo 4.9’da gosterilmistir.

Tablo 4.9. Klinik parametreler arasinda korelasyon iliskileri

Istatistiksel PASI CRP TNF-a IL-6

Deger
Yas r 0 0.191 0.23 0.008

P 0.9998 0.0554 0.0209 0.9361
Hastahik Tanm r -0.277 0.153 0.17 -0.012
Yasi P 0.0175 0.1262 0.0883 0.902
Hastahk r 0.506 0.095 0.046 0.049
Siiresi P <0.0001 0.3439 0.6467 0.6266
PASI r - 0.041 0.15 -0.017

P - 0.733 0.2065 0.884
CRP r - - 0.273 0.192

P - - 0.0058 0.055
TNF-a r - - - 0.14

P - - - 0.1611
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5. TARTISMA

Bu c¢alismada elde ettigimiz sonuglara gore Tth111I CC genotipi ile
karsilastirildiginda serum TNF-a seviyesi TT genotipi ve T alleli tasiyanlarda (CT +
TT) artmaktadir. Serum IL-6 seviyesi ise hem CT ve TT genotipinde hem de T alleli
tasiyanlarda artmistir (Sekil 4.3, Tablo 4.3). Bununla birlikte GR-9B AA genotipi ile
karsilastirildiginda serum TNF-a seviyesi GG genotipinde, serum IL-6 seviyesi ise AG
genotipi ve G alleli tasiyanlarda (AG + GGQ) istatistiksel olarak anlamli sekilde artmistir
(Sekil 4.7, Tablo 4.7). Bu sonuglara ilave olarak Tth111I ve GR-9p birlikte tasimayanlar
ile karsilastirildiginda bu polimorfizmleri beraber tasiyanlarda serum TNF-a ve serum
IL-6 seviyeleri artmustir (Sekil 4.8, Tablo 4.8). Diger yandan Tth111I ve GR-98
polimorfizminlerinin PASI ve CRP seviyelerine etki etmedigi tespit edilmistir.

Tth111I polimorfizminin NR3C1 geninin promotor aktivitesini degistirdigi
belirtilmis ve yiiksek giinliik kortizol seviyesi, 1 mg dexametazon'a (DEX) kars1 azalmis
kortizol cevabi, diisiik insiilin ve kolesterol seviyeleri iliskilendirilmistir. Yapilan
calismalarda Tthl1111 polimorfizminin etkisini GR-9B, ER22/23EK ve Bcll
polimorfizmlerinden biri ya da bir kagiyla beraber bulundugunda gosterdigi One
stirilmiistiir (De ludicibus, Franca, Martelossi, Ventura, & Decorti, 2011; Koper vd.,
2014; Nicolaides, Galata, Kino, Chrousos, & Charmandari, 2010). Guillain-Barre
sendromunda Bcll ile beraber, multiple skleroz'da ise Bcll ve ER22/23EK ile beraber
hastalik siddetinin arttig1 bildirilmistir (Dekker vd., 2009; van Winsen vd., 2009).
Bununla birlikte GR-9B ile beraber bipolar bozuklukta koruyucu rolii olabilecegi

belirtilmistir (Spijker & van Rossum, 2009). Son olarak Tth1111 polimorfizminin astim
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hastalarinin periferal kan lenfositlerinde TGF-B1 ekpresyonunun artmasina neden
oldugu gosterilmistir (Panek vd., 2015).

GR-9B polimorfizminin neden oldugu A>G degisimi mRNA iizerindeki
“ATTTA” dizisinin “GTTTA” olarak degisimiyle sonu¢lanmaktadir. “ATTTA” dizisine
sahip GR-B reseptor izoformu dayaniksizdir. Dizinin “GTTTA” olarak degismesi ise
GR-B mRNA’smin daha istikrarli hala gelmesine neden olmaktadir. Sonugta GR-9f
polimorfizmi GC’lere karst duyarsiz reseptér izoformu olan GRf’ya ait mRNA’nin
stabilitesini artirarak GC direncine neden olabilmektedir (Derijk vd., 2001; Schaaf &
Cidlowski, 2002; van den Akker vd., 2006). Genis bir populasyonda yiiriitiilen bir
calismada GR-9f polimorfizmini homozigot tasiyanlarda inflamatuvar bir hastalik olan
kardiyovaskiiler hastalik (CHD) riskinin 2.8 kat, kalp krizi (MI) riskini ise 2.2 kat
artirdigi gosterilmistir. Yine ayn1 ¢alismada 6nemli inflamatuvar belirteclerinden hs-
CRP ve IL-6'nin homozigot tasiyicilarda anlamli olarak arttigi bunun yaninda intima-
medya kalinliginin da artis gosterdigi kaydedilmistir. Sonu¢ olarak yazarlar GC
direncine neden oldugundan dolayr homozigot GR-9 tasiyicilarinda kortizoliin pro-
inflamatuvar sistem {izerinde baskilayici etkisini tam olarak gosteremedigini
belirtmislerdir (van den Akker vd., 2008). GR-9B polimorfizminin inflamatuvar bir
hastalik olan romatoid artrit ile iliskisine dikkat ¢eken c¢alismalarda bulunmaktadir
(Derijk vd., 2001; van Oosten vd., 2010).

Psoriasis patogeneziyle iliskili olan ve GC’ler tarafindan GR araciligiyla
baskilanan cesitli sinyal yolaklar1 mevcuttur. NF-xB yolagi bunlardan bir tanesidir.
Hiicre proliferasyonu ve farklilasmasinda, apoptoziste ve inflamatuvar yolaklarda
anahtar diizenleyici bir 6ge olarak NF-kB psoriasis patogenezinde temel bir

transkripsiyon faktoriidiir. Yapilan ¢alismalarda psoriatik lezyonlarda aktif NF-xB



50

seviyesinin arttig1 gosterilmistir (Goldminz, Au, Kim, Gottlieb, & Lizzul, 2013; Lizzul
vd., 2005; Moorchung vd., 2014). Aralarinda psoriasis patogenezinde rol oynayan LL-
37 ve TNFao’'ninda oldugu bir ¢ok faktér NF-xB’yi aktiflestirebilmektedir. Ayni
zamanda psoriasis i¢in genetik risk faktorleri arasinda sayilan CARD-14 ve PSORS-2
NF-kB aktivasyonunda rol alirlar (Jordan vd., 2012). Psoriasisde NF-xB’nin
keratinositlerin hayatta kalimini ve epidermal hiperproliferasyonunu artirdigi da one
stirilmektedir (Doger vd., 2007; Takada, Singh, & Aggarwal, 2004). NF-xB bir ¢ok
pro-inflamatuvar sitokinin (IL-1, IL-6, IL-8 ve TNFa gibi) iiretimini artirmaktadir
(Bantel, Schmitz, Raible, Gregor, & Schulze-Osthoff, 2002; Moorchung vd., 2014;
Refojo, Liberman, Holsboer, & Arzt, 2001).

Psoriasis tedavisinde olduk¢a sik kullanilan GC’ler NF-xB yolagin1i GR’ler
araciligiyla gesitli mekanizmalarla inhibe etmektedirler. GR’lerin fiziksel olarak NF-xB
alt birimlerinden p65 ile etkilesime girereck NF-xB aktivitesini baskilamasi, GRIP ile
birleserek NF-kB/IRF3 heterodimerinin olusumunu engellemesi, pTEFb ile RNA
polimeraz II enziminin birlesmesini engelleyerek RNA polimeraz II fosforilasyonunu ve
aktivitesini onlemesi, HDAC ile etkileserek NF-kB’yi baskilamasi, CREB1 ve p300
protein kompleksi ile NF-xB etkilesimini 6nlemesi ve p53 ile etkilesime girerek NF-
kB’nin pro-inflamatuvar transkripsiyon aktivitesini degistirmesi bu mekanizmalar
arasinda sayilabilmektedir (Cruz-Topete & Cidlowski, 2015).

MAPK ve AP-1 yolaklar1 GR’ler tarafindan baskilandigi bilinen bir diger
yolaklardir. NF-xB gibi AP-1 ve MAPK yolaklar1 da proliferasyon, farklilasma, gen
ekpresyonu, apoptozis ve inflamatuvar olaylarda anahtar bir transkripsiyon faktoriidiir.
TNF-a ve biiylime faktorleri gibi etkenler MAP3K gibi kinaz enzimlerini uyararak diger

MAPK enzimlerini (p38, JNK, ERK) aktiflestirirler. Aktif JNK ise AP-1’i
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aktiflestirerek bir¢ok pro-inflamatuvar sitokinin ekpresyonunu artirir (Busillo &
Cidlowski, 2013). Psoriatik lezyonel deride p38 MAPK aktivitesinin arttigi
gosterilmistir (Wang vd., 2009; Yu vd., 2007). Keratinositlerde p38 MAPK araciligiyla
S100 ve defensin gibi antimikrobiyal peptidlerin upregiilasyonunun arttig1 tespit
edilmistir (Hau vd., 2013; Mose, Kang, Raaby, Iversen, & Johansen, 2013). TNF-a ve
IFN-y gibi sitokinler p38 MAPK tarafindan transkripsiyonel ve mRNA transkriptlerinin
stabilizasyonu gibi post-transkripsiyonel olarak diizenlenmektedir (Brook, Sully, Clark,
& Saklatvala, 2000; Mavropoulos, Sully, Cope, & Clark, 2005). Psoriatik lezyonlarda
aktivitesinin arttig1 tespit edilen MK2 (MAPK-activated protein kinase), p38
MAPK’nin fosforilleyerek aktiflestirdigi kinazlardandir. MK2 psoriasis patogenezinde
rol oynayan IFN-y, TNF-a, IL-6 ve IL-8 gibi pro-inflamatuvar sitokinlerin
diizenlenmesinde rol almaktadir (Hegen, Gaestel, Nickerson-Nutter, Lin, & Telliez,
2006; Kotlyarov vd., 1999). ERK1/2 ve p38 MAPK yoluyla aktive olan CREB, STAT-3
ve STAT-1 gibi lezyonel psoriatik deride aktivitesi artmis transkripsiyon faktorleri
TNF-a, IL-6 ve IL-8 gibi pro-inflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunu artirmaktadir
(Mavropoulos, Rigopoulou, Liaskos, Bogdanos, & Sakkas, 2013).

GC’ler AP-1 ve MAPK yolaklarini inhibe etmektedir. GC’ler GR araciligiyla
AP-1 inhibisyonunu c-Jun alt birimine baglanarak, promotor boélgede GRE’ye
baglanmis haldeyken ayni zamanda c-Jun alt birimine baglanarak ve MAPK fosfataz 1
(MKP-1) enzimini indiikleyerek bir MAPK iiyesi olan JNK’y1 (c-Jun N terminal kinaz)
inaktive edip c-Jun transkripsiyonel aktivitesini diisiirerek gergeklestirmektedir (Cruz-
Topete & Cidlowski, 2015). GC’ler MKP-1 aktivitesini artirmakla kalmaz ayni
zamanda yikimini da azaltmaktadir (Wu vd., 2004). Biitin MAPK yolaklarini inhibe

eden MKP-1, JNK’ya ilave olarak ERK ve p38 MAPK’y1 da inhibe etmektedir. Bunlara
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ek olarak GC’ler psoriasisle iligkili COX-2’yi inhibe ederek arasidonik asitin
inflamatuvar triinleri olan eikozanoidlerin iiretimini engellemektedir (Barnes, 2006;
Mavropoulos vd., 2013).

Bulgularimiza goére Tth1lll ve GR-9B polimorfizmlerini tasiyan psoriasis
hastalarinda TNF-a ve IL-6 serum seviyelerinin artmasi, GC’lerin psoriasis
patogenezinde de etkin sekilde rol alan NF-xB, AP-1 ve MAPK yolaklar iizerindeki
baskilayici etkisiyle agiklanabilir. Buna gore Tth111ll ve GR-9B polimorfizmlerinin
neden oldugu GC direnci sonucunda bu yolaklari TNF-a ve IL-6 seviyelerini artirmasi
engellenememis olabilir.

Calismamizda NR3C1 genindeki N363S, Bcll ve rs33388 polimorfizmleride
arastirilmistir. Ancak bu ii¢ polimorfizminde psoriasis hastalarinda PASI, CRP, TNF-a
ve IL-6 seviyelerine etkisi gozlenmemistir.

Daha once yapilan c¢alismalar N363S polimorfizminin artmis transaktivasyon
kapasitesine sahip oldugunu ve artmig GC duyarliligina neden oldugunu goéstermektedir
(Manenschijn, van den Akker, Lamberts, & van Rossum, 2009). Tam olarak etkisini
nasil gosterdiginin molekiiler mekanizmasi agik degildir. Ancak asparajin aminoasidinin
serine doniistimiiniin reseptoriin AF1 bolgesinde fonksiyonel degisiklige sebep oldugu
distintilmektedir (Koper vd., 2014; Panek vd., 2015). N363S polimorfizmi ile iligkisi
gosterilen bozukluklar arasinda artmig viicut kiitle indeksi (BMI), artmis LDL ve
trigliserid konsantrasyonu, koroner arter hastaligi, kemik mineral yogunlugunda azalma,
bronsiyal astim ve Bcll polimorfizmi ile birlikte romatoid artrit riskinde azalma
gosterilebilir (Di Blasio vd., 2003; Huizenga vd., 1998; Kuningas, Mooijaart,
Slagboom, Westendorp, & van Heemst, 2006; Lin, Wang, & Morris, 2003; Panek vd.,

2012; van Oosten vd., 2010).
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Bcll polimorfizminin obezite, otoimmiin ve inflamatuvar hastaliklarla iligkisini
arastiran bir¢ok calisma yapilmistir. G alleli tasiyanlarin GC duyarliligini artirdigi
belirtilmektedir (Manenschijn vd., 2009). Bcll polimorfizminin neden oldugu obezite ile
artmis GC duyarlili@ arasinda pozitif iliski tanimlanmistir. Genglerde G alleli
tasiyanlarda BMI, bel-kalga orani ve abdominal yag artis1 bulunmustur. Yash bireylerde
ise Bcll polimorfizmi bulunduranlarin diisiik BMI, bel-kalga oranina sahip oldugu
bildirilmistir. Obezitenin yaninda Bcll polimorfizmi ile yiliksek insiilin seviyesi ve
hipertansiyon arasinda da iliski tespit edilmistir (Manenschijn vd., 2009). Total
kolesterol, LDL kolesterol, trigliserid ve HbAlc gibi kardiyovaskiiler hastalik riskleri
arasinda iliski bulunamamistir. Ancak Bcll ve N363S polimorfizmini birlikte
bulunduranlarda total kolesterol ve LDL kolesterol seviyesinin arttigi, kan basinci
yiiksekligine egilim gosterilmistir (Di Blasio vd., 2003; Kuningas vd., 2006). Bcll
polimorfizmi otoimmiin ve inflamatuvar hastaliklarda da c¢alisilmistir. Graves goz
hastaligiyla Bcll polimorfizmi arasinda iligki bulunmustur. Hastalifin hafif siddetli
seyrettigi hastalarda Bell frekansi daha fazla iken, hastalik siddeti fazla olan hastalarda
daha azdir. Bunun sebebi G allelinin GC duyarliligimni artirmasindan dolay1 endojen
GC’lere cevap olarak immiin ve inflamasyon reaksiyonlarin azalmasit olarak
aciklanmistir (Boyle vd., 2008). Bu duruma paralel olarak N363S polimorfizmi ile
beraber romatoid artrit (RA) hastaliginin gelisim riskini azalttigi bildirilmistir (van
Oosten vd., 2010). Yapilan arastirmalar inflamatuvar barsak hastaliginda da Bcll
tasiyanlarin GC tedavisine daha iyi cevap verdigini ve Bcll tasiyanlarda hastalik riskinin

azaldiginm1 géstermistir (De ludicibus vd., 2007; van Oosten vd., 2008).
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Sonug olarak; bu galismada psoriasis hastalarinda NR3C1 geninde bulunan
Tth111l ve GR-9p polimorfizmlerinin hem tek baslarina hem de beraber serum TNF-a
ve IL-6 seviyelerini artirdigi gosterilmistir. Psoriasis patogenezinde rol alan bu pro-
inflamatuvar  sitokinlerin serum seviyelerindeki artis Tthl111I ve GR-9
polimorfizmlerinin neden oldugu GC direnci ile agiklanabilir. Ancak elde ettigimiz bu
sonuglar daha ileri molekiiler ¢alismalar ve daha biiyiik psoriasis hasta gruplarinda

calisilarak kesinlestirilmelidir.
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