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PSORIASISLILERDE KANDA FOXP3 GENINDE TSDR METILASYONU VE
SiTOKIN DUZEYLERININ BELIRLENMESI

Burcu ACIKGOZ, Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler T1p
Anabilim Dali, 35340, Inciralt, [zmir

OZET

Deride kirmiz1 ve sedefi renkte kabuklarin bulunmasiyla karakterize, immiin sistem
temelli kronik bir hastalik olan psoriasisin kesin tedavisinin bulunmamasi nedeniyle hastalarin
yasam kalitesi kotii etkilenmektedir. Efektor T hiicrelerin etkinliklerini baskilamada goérevli
regiilator T (Treg) hiicreler, yiiksek diizeyde FOXP3 ekspresyonuyla karakterizedir. FOXP3
ekspresyonunun kararliligi, CpG’ce zengin ve korunmus intronik bdlge olan TSDR
metilasyonuyla iliskilendirilmektedir. Treg hiicrelerdeki metilasyonun, otoimmiin hastaliklarin
Ve psoriasisin patogenezinde rolii oldugu diisiintilmektedir. Proinflamatuar 6zellikteki IL-17 ve
IL-36 ile antiinflamatuar 6zellikteki IL-10 ve IL-35’in psoriasis patogeneziyle ilgili oldugu

diisiiniilse de kesin bir sonuca varilamamuistir.

Bu ¢aligmada, psoriasislilerde periferik kanda FOXP3 TSDR metilasyon diizeylerinin,
FOXP3 mRNA ekspresyon diizeyi ve segilmis sitokinlerin diizeylerinin belirlenmesi ve
bulgularin hastalik siddeti ve tedavi durumuyla iligkisinin arastirilmasi amaclanmistir. Bunun
icin psoriasisli hasta (n=38) ve saglikli kontrol grubundan (n=20) alinan kan 6rneklerinden
HRM-PCR yo6ntemiyle FOXP3 TSDR metilasyon analizi, real-time PCR yontemiyle FOXP3
mRNA ekspresyon analizi ve ELISA yontemiyle plazma interlokin diizeylerinin analizi

gerceklestirilmistir.

Hasta ve kontrol grubunda FOXP3 TSDR metile durumda olup, iki grubun erime sicaklik
degerleri ve FOXP3 mRNA diizeyleri arasinda anlamli fark bulunmamastir. Sitokin diizeyleri
incelendiginde IL-10 hastalarda anlamli olarak diisiik bulunmustur. Hastalarda psoriasis alan
siddet indeksi (PASI) skorlariyla IL-35 pozitif; hastalik siddeti diisiik olan hastalarda PASI
skorlartyla IL-17A pozitif, FOXP3 ekspresyonuyla I1L-35 negatif; hastalik siddeti orta-siddetli
olan hastalarda PASI skorlariyla IL-36G ve FOXP3 ekspresyonuyla IL-17A pozitif korelasyon

gostermektedir.



Sonug olarak FOXP3 TSDR metilasyonunun psoriasisteki durumunun daha hassas
yontemlerle arastirilmasi gerektigi, incelenen sitokinlerin hastalik siddetine yonelik onemli
gostergeler olabilecegi, bunun i¢in ¢alismanin daha fazla kisi ve hastaliga yonelik cesitli

gruplandirmalarla incelenmesinin faydali olacagi diistiniilmektedir.

Anahtar sozciikler: Psoriasis, regiilator T hiicre, FOXP3, TSDR, metilasyon, interlokin.



DETERMINATION OF FOXP3 TSDR METHYLATION AND CYTOKINE
LEVELS IN THE BLOOD OF PATIENTS WITH PSORIASIS

ABSTRACT

Psoriasis is a common, immune-mediated inflammatory disease which is characterized
by red colored plaques with well-defined borders and silvery-white dry scales on the skin. Due
to psoriasis being a life-long disease and the lack of definitive treatment of the disease, patients
are affected by the poor life quality. Regulator T (Treg) cells, which are responsible for
suppressing the activity of effector T cells, are characterized by high levels of FOXP3
expression. The stability of FOXP3 expression is associated with the methylation of TSDR, a
CpG-rich and conserved intronic region. Methylation level of Treg cells is thought to have an
impact on the pathogenesis of autoimmune diseases and psoriasis. Although proinflammatory
cytokines (IL-17 and IL-36) and antiinflammatory cytokines (IL-10 and IL-35) are thought to
be related to the pathogenesis of psoriasis, no definite result has been obtained.

In this study, it was aimed to determine the levels of FOXP3 TSDR methylation, FOXP3
MRNA expression and selected cytokines in the peripheral blood samples of patients with
psoriasis and to investigate their relationship with disease severity and treatment status. To
perform this task, blood samples taken from patients with psoriasis (n=38) and healthy control
group (n=20). To determine FOXP3 TSDR methylation status, FOXP3 mRNA expression and
interleukin levels; HRM-PCR, real-time PCR and ELISA methods were performed

respectively.

In the patient and control groups, FOXP3 TSDR was methylated. There was no significant
difference between the melting temperature values and FOXP3 mRNA levels of two groups.
Among the cytokine results, only IL-10 was found to be significantly lower in patients. There
was positive correlation between IL-35 levels and psoriasis area and severity index (PASI)
scores in the patient group; IL-17A levels and PASI scores in patients with mild psoriasis; IL-
17A and FOXP3 expression levels, IL-36G levels and PASI scores in patients with moderate-
to-severe psoriasis. There was negative correlation between IL-35 and FOXP3 expression

levels in patients with mild psoriasis.



In conclusion, it is suggested to analyse the FOXP3 TSDR methylation level of patients
with psoriasis using more precise methods. The investigated cytokines may be important
indicators of disease severity. Therefore, it would be better to use more detailed grouping and
larger sample sizes in further studies.

Key Words: Psoriasis, regulator T cell, FOXP3, TSDR, methylation, interleukin.



1. GIRIS VE AMAC

Psoriasis, goriilme sikligi %2-3 olan deride kirmizi ve sedefi renkte kabuklarin

bulunmasiyla karakterize, immiin sistem temelli kronik bir hastaliktir (1).

Regiilator T (Treg) hiicreler, efektor T hiicrelerin etkinliklerini baskilama gorevi olan bir
T hiicre alt grubudur, Treg hiicre olusumu ve islevi i¢in en 6nemli diizenleyici transkripsiyon
faktorii olan FOXP3’ii (forkhead box protein 3) yiiksek diizeyde eksprese ederler (2). Esas
olarak gen baskilamada gorevli FOXP3, genomda Treg hiicreye 6zgii hipometile bolgelerde
gen aktivasyonunu saglamaktadir (3). FOXP3 ekspresyonunun kararliligi, FOXP3 gen
bolgesindeki CpG’ce zengin, korunmus intronik bolge olan ‘Treg-specific demethylated
region’ (TSDR) metilasyonuyla iliskilidir (4). TSDR hipometilasyonu, Treg hiicre soy
ozellikleri icin Onemlidir, transkripsiyon faktdrlerinin tanima ve baglanmasini saglayarak
FOXP3 transkripsiyonunda arttirici etki gosterir (3). Epigenetik ¢alismalar, Treg hiicrelerindeki
metilasyonun, psoriasis patogenezinde rolii oldugunu gostermektedir (5, 6). FOXP3 TSDR
metilasyon ve FOXP3 mRNA ekspresyon diizeylerinin hastalik siddeti ve hastalarin tedavi

durumu ile iligkisinin aragtirilmasi yararli olacaktir.

Psoriasis patogenezinde etkili, inflamatuar 6zellikteki 1L-17’nin hastalik varliginda ve
siddetine bagli olarak arttig1 gosterilmistir (7, 8). IL-17 iizerine arttirict etkide bulundugu
diistiniilen IL-36nin psoriatik deri lezyonlarinda varligi bilinmektedir (9, 10). IL-17 ve IL-36
plazma diizeylerinin belirlenmesi, hastaligin  patogenezinin aydinlatilmasina katki
saglayacaktir. IL-35, Treg aktivasyonunun diizenlenmesini saglayarak otoimmiin hastaliklarin
tedavisi i¢in yeni bir potansiyel hedef olarak goriilmektedir (11). Antiinflamatuvar 6zellikteki
sitokinlerden IL-10 ile IL-35’in plazmada bulunma miktar1 baz alinarak psoriasis ve Treg

iliskisinin arastirilmasi yararl olacaktir.

Bu ¢aligmanin amaci psoriasisli hastalarda periferik kan 6rneklerindeki FOXP3 geninin
TSDR bolgesinin metilasyonunun ve FOXP3 mRNA ekspresyonunun, seg¢ilmis sitokinlerin
(IL-10, 17, 35, 36) plazmada bulunma diizeyleriyle karsilastirarak hastalik patogenezinde olasi
roliiniin degerlendirilmesidir. Bu sayede klinik veriler, epigenetik ve inflamatuvar degisiklikler
ile birlikte degerlendirilecek ve hastalik bir biitiin olarak incelenmis olacaktir. Calismadan elde
edilen sonuglar ile bu parametrelerin psoriasis tani, izlem ve tedavisinde potansiyel

biyobelirtegler olarak kullanilmasina yonelik faydali bilgiler edinilecektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Psoriasis

Halk arasinda sedef hastaligi olarak bilinen psoriasis, goriillme siklig1 %2-3 arasinda
degisen, deride kirmizi ve sedefi renkte kabuklarin bulunmasiyla karakterize, immiin sistem
temelli kronik bir hastaliktir (1). Inflamatuar bir deri hastalig1 olan psoriasis, dogustan ve
kazanilmig immiin sistem hiicreleri ve molekiilleri araciligiyla gelismektedir (12). Hayat boyu
stiren bu hastaligin kesin bir tedavisinin olmamasi nedeniyle, hastalarin yasam kalitesi kotii
etkilenmektedir. Genetik, ¢evresel ve immiinolojik durumlarin hastaligin immiinopatogenezine
tetikleyici etkisi oldugu bilinmektedir. Giiniimiizde hastaligin patogenezi tam olarak

aydinlatilamamis olup, bu konu hakkinda ¢alismalar devam etmektedir (1).
2.1.1. Klinik Ozellikleri

Psoriasis; inflamasyon, epidermiste hiperproliferasyon, epidermis farklilasmasindaki
bozulma sonucu goriilen pullanma, vaskiiler degisikliklerden dolay1 gelisen kizariklik olmak
tizere klinik olarak dort durum ile karakterize edilmektedir (13). Psoriatik lezyondaki histolojik
ozelliklerin belirli immiinolojik yanitlar ile iliskili oldugu disiiniilmektedir (1). Psoriasisin

karakteristik 6zelliklerinin histolojik ve immiinolojik etkileri asagidaki gibi 6zetlenebilir:

e Anjiyogenik faktorlerin etkisiyle papiller kan damarlarinda goriilen genisleme ve kivriml
olmasi gibi damar yapisindaki degisiklikler, deride kizariklik, kanama ya da psoriasisin
ayirict Ozelliklerinden eriteme neden olmaktadir (1, 14).

e Polimorfoniikleer 16kositlerin dermal damarlardan epidermis i¢ine girdigi iltihaplanma
slireci karakteristik Ozellikler arasinda yer almaktadir. Lezyonlarda proinflamatuvar
sitokinlerin salinmasindan sorumlu CD4+ T hiicreler dendritik hiicrelerle birlikte tist
papiller dermiste ve CD8+ T hiicreler ise epidermiste ¢ok¢a bulunmaktadir (1, 14).

e Keratinosit tabakasinda gergeklesen asir1 hiicre boliinmesi sonucu akantoz, epidermal
cikintilarda uzama (papillomatoz) ve graniiler tabakada kayip (hipogranuloz)
gelismektedir (1).

e Keratinosit cekirdeklerinin kornifiye tabakada bulundugu epidermal farklilagsmadaki
bozulma (parakeratoz) ve graniiler tabaka kaybi psoriasisin ayirici 6zelliklerinden olup

epidermisteki bu degisiklikler pullanmaya neden olmaktadir (14).



2.1.2. Psoriasis Alt Tiirleri

Psoriasisin pek cok farkli alt tiirii bulunmaktadir. Kronik plak, generalize piistiiler,
lokalize pistiiler, guttat, eritrodermik ve tirnak psoriasisi bunlardan bazilaridir. Psoriasis
vulgaris (kronik plak psoriasis) aralarinda en ¢ok goriilen alt tiirdiir ve kirmizi, pullu ve kabarik
plak goriintiisii ile karakterize olup genellikle dirsekler, dizler ve kafa derisinde tutulum
gostermektedir (15). Birgok kiiciik papiiliin hizla gelismesi ve yayginlasmasi ile karakterize
olan guttat psorasisli hastalarin yaklasik yaris1 kendiliginden diizelirken diger yarisinda kronik
plak psoriasise doniismektedir (16). Psoriasis alt tiplerinden diger ikisi lokalize ve generalize
pustiiler psoriasistir. Generalize piistiiler psoriasis, yaygin kizariklik ve subkorneal piistiiller ile
karakterize, siklikla sistemik semptom ve bulgularin eslik ettigi nadir goriilen bir alt tiptir (17).

Psoriasisteki inflamasyon ¢ogu zaman sadece deri ile sinirli olsa da bazi hastalarda
eklemleri de etkileyerek artrite neden olmaktadir. Psoriatik artrit (PSA), erozif poliartikiiler bir

hastaliga dontiserek eklem tahribati ve islevsellik kaybina neden olabilir (1).
2.1.3. Skorlama

Kronik plak psoriasiste hastalik siddeti genellikle giivenilir ve tekrar edilebilir bir
skorlama yontemi olan Psoriasis Alan Siddet indeksi (PASI) ile belirlenmektedir. Bu skorlama
yonteminde derideki eritem, kepek ve kalinlik gibi semptomlar anatomik lokalizasyonlarina
gore derecelendirilir ve en yiiksek degeri 72°dir (12, 18). PASI<10 oldugu durumlarda hastalik
siddeti hafif, PASI>10 oldugunda hastalik siddeti orta-siddetli olarak belirlenmektedir. Bu

degerlendirmeye gore tedavi segimine yon verilebilmektedir (19, 20).
2.1.4. Tedavi

Psoriasisin kesin bir tedavisi olmamakla birlikte kullanilan tedaviler ile hastalig1 en kisa
siirede kontrol altina almak ve hastalifin etkilerini en aza indirmeye calisilmaktadir. Tedavi
yaklasimlar1 fototerapi, topikal preparatlar, sistemik ajanlar, biyolojik ilaglar ve psikososyal
miidahaleleri igermektedir (21). Hastalik siddetinin hafif ve orta oldugu durumlarda tedavi igin
genellikle topikal tedavi uygulanirken, topikal tedavinin yeterli gelmedigi hastalar igin
fototerapi ya da siklosporin, metotreksat, asitretin, fumarik asit esterleri gibi sistemik ajanlar
tercih edilmektedir (22). Kimi hastalarda hastaligin kontrol altina alinabilmesi i¢in bu tedavi

yontemlerinin birlikte kullanilmas1 gerekebilmektedir (21). Tedavinin izleminde PASI
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skorundaki degisim 6nemlidir. Tedaviye bagl olarak PASI skorunun %75 azalmas: tedavi
yonteminin hasta i¢in uygun oldugunu gosterirken, PASI skorundaki azalmanm %50 ve daha

diisiik oldugu durumlarda tedavi yonteminin yeniden diizenlenmesi gerekmektedir (19).
2.1.5. Tetikleyici Faktorler

Psoriasis enfeksiyon, ilaglar, fiziksel ya da duygusal stres gibi ¢evresel uyaranlarla
tetiklenen, inflamasyonun diizenlenmesindeki bozuklugun genetik olarak programlanmig
oldugu bir hastalik olarak tanimlanmaktadir (23). Cevresel uyaranlara sigara ve alkol kullanimi
eklenebilir. Bunlarin disinda yaralanmanin da gevresel bir tetikleyici oldugu bilinmekte olup

hastada yaralanma sonras1 yaranin oldugu bolgede Koebner fenomeni gelisebilmektedir (24).

Genetik faktorlerden mutasyonlarin, tek niikleotid polimorfizminin (SNP) ve deri
transkriptomunun psoriasis patogenezine etkisi oldugu bilinmektedir. Kompleks bir hastalik
olan psoriasis ile ilgili 30’dan fazla riskli SNP saptanmis olup, 2006-2017 yillar1 arasinda
psoriasis igin risk olusturan 60’tan fazla gen bélgesi tanimlanmstir (12, 17). ikiz calismalari,
konkordans oraninin tek yumurta ikizlerinde %35-72 arasi, ¢ift yamurta ikizlerinde ise %12-23
arast oldugunu gostermektedir (24). Aile temelli caligmalar ile 12 kadar psoriasisle iliskili ana
(PSORS) gen bolgesi tanimlanmigtir (12). Psoriasis igin MHC igindeki PSORS1’in en giiglii
duyarlilik lokusu, HLA-Cw6’nin ise birincil iliskili alel oldugu disiiniilmektedir (25).
Gergeklestirilen GWAS calismalart ile MHC genleri disinda IL-23/Th17 yollarinda yer alan
genler, NF-kB sinyal yollarinda yer alan genler ve epidermal farklilasma genlerinin psoriasisle
iligkilendirilmesi, bu genlerin patogenezde de yer aldigini gosterir niteliktedir (1). Son yillarda
deri ve immiin sisteme etki eden IL36RN ve CARD14 genlerinin mutasyona ugramasinin

bagimsiz olarak psoriasisi tetikleyebilecegi diigiiniilmektedir (12).

Epigenetik mekanizmalardan DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar: ve mikroRNA
ekspresyonunun gen ekspresyonu ve kromatin yeniden modellemesinde degisiklige neden

olmasi nedeniyle, ¢evresel faktorlerin bu yollarla psoriasisi tetikleyebilecegi diistiniilmektedir
(26).

2.2. Psoriasis Patogenezi

19. yilizyilda psoriasisin anormal keratinosit diizenlenmesi ya da inflamatuvar kaynakli

bir siire¢ oldugu diisiiniilmekteyken hiicresel immiinoloji tekniklerinin geligsmesi ile 1970lerde
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beyaz kan hiicrelerinin psoriasiste 6nemli bir rolii oldugu anlasilmigtir. 1980lerden itibaren
caligmalarda T hiicrelere odaklanilmis, psoriatik lezyonlarda T hiicrelerin varligi, fonksiyonel

olarak 6dnemi ve hastalarda T hiicre aktivasyon molekiillerinin serumda arttig1 gosterilmistir

7).

Bazi major histokompatibilite kompleksi genlerinin psoriasis ile iligkisi, psoriatik
plaklarin gelisiminin erken donemlerinde T hiicre birikimi ve aktivasyonu ile sitokin
salinmasini inhibe eden siklosporine alinan hizli yanit, psoriasis patogenezinde inflamatuvar
hiicrelerin ve 6zellikle T hiicrelerin 6nemli rol oynadigini gosteren kanitlardandir. Bu nedenle
caligmalar psoriatik epidermisteki T hiicre birikimi ve psoriasis patogenezinde T hiicrelerin

roliinii arastirmaya odaklanmistir (28).
2.2.1. Iimmiin Sistem

Psoriasis, immiin sistem aracili, organ spesifik (deri ya da deri ve eklemler) inflamatuvar
hastalik olarak tanimlanmaktadir (23). Immiin sistemde gorev alan pek ¢ok hiicre ve molekiil,
psoriasis patogenezinde etkilidir. Keratinositler ve immiin sistem hiicrelerinden T hiicreler
hastalik patogenezinin temelini olusturmaktadir (12). T hiicreler, psoriasiste gozlenen derideki
keratinosit birikiminde baslica goérev almaktadir ve hastalik siirecinin T hiicreler tarafindan

tetiklenen keratinositlerin boliinerek ¢ogalmasiyla devam ettigi bilinmektedir (12, 23).

Psoriatik deri lezyonlarinda dogustan bagisiklik hiicreleri olan nétrofiller, dendritik AP
hiicreler ve NKT hiicreler ve kazanilmis bagisiklik hiicrelerinden T hiicreler, inflamatuar
infiltrat ile bir arada bulunmaktadir (23). Normal deride dermis tabakasinda az miktarda T hiicre
ve dendritik hiicre bulunabilirken, bu hiicreler epidermis tabakasinda bulunmamaktadir.
Psoriatik lezyonlarda bu hiicreler belirgin sekilde artarak epidermis tabakasina go¢ etmektedir.
Epidermisin alt hiicre tabakasiyla simirlanmis dendritik hiicreler psoriatik epidermisi infiltre
ederken, nétrofiller kornifiye epidermiste kiiciikk agregatlar halinde toplanmaktadir (29).
Bagisiklik hiicrelerinin infiltrasyonu patogenezin anahtari olarak degil, daha ¢ok asir1 cogalan

keratinositlerin bir sonucu olarak goriilmektedir (30).

Psoriatik deride iki T hiicre sinifinin da (CD4+ Th hiicreler ve CD8+ sitotoksik hiicreler)
artmig olarak bulundugu yapilan ¢alismalarla gdsterilmistir (30). T hiicre tiplerinin psoriasisteki

yeri Tablo 1’de ozetlenmistir. Bu hiicreler, psoriasiste hastaligin aktivitesini arttirict etki
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gostermektedir. Inflamatuar miyeloid dendritik hiicrelerden salinan IL-23 ve IL-12, psoriatik
sitokinlerin (IL-17, interferon-y, timor nekrozis faktor-o ve 1L-22) yiiksek miktarda liretiminde
gorevli olan IL-17-ireten T hiicre, yardimc1 T hiicre (Th) 1 ve Th22 hiicrelerin aktive

edilmesine yol agmaktadir (31).

Tablo 1. T hiicre tiplerinin psoriasisteki yeri (23).

T hiicre alt grubu Psoriasisteki yeri
CD4+ T hiicre a/f (konvansiyonel yardimci | Thl sitokinlerinin (IL-2, IFN-y, TNF-a)

T hiicreler) iiretilmesi ve inflamasyonun siirdiirtilmesi

CD8+ T hiicre a/P (konvansiyonel sitotoksik | Epidermise gog, Th1 sitokinlerinin {iretilmesi

T hiicreler) ve keratinosit hiperplazisi

NK T hiicreler, TCR o/ (NK T lenfosit) (¢ift | Keratinosit glikolipidlerinin taninmasi, IFN-
negatif ya da CD* NKT hiicreler) y tretilmesi ve Thl inflamasyonu
CD4+ CD25+, TCR a/f (regiilator T | Psoriasisli hastalarda deri ve kandaki

hiicreler) baskilama islevinde eksiklik

IFN: Interferon; IL: interlokin; NK: natural Killer; TCR: T hiicre reseptérii; Thl: yardimer T

hiicre 1; TNF: timor nekroz faktori.

Deri lezyonlarinda ve kandaki Treg hiicrelerin baskilayici aktivitesinin yetersiz olmasi
nedeniyle T hiicrelerin asir1 cogalmasi ve bu hiicrelerdeki sitokin ve kemokin tiretimindeki artis
kontrol altina alinamamaktadir. Sitokinlerin ve biiyiime faktorlerinin asir1 tiretilmesi, epidermal
keratinositlerin asir1 gogalmasina, hiicrelerde anormal farklilasmaya ve apoptotik sinyallere
kars1 diren¢ gelismesine neden olmaktadir. Bu epidermal hiperproliferasyon, T hiicrelerde
tiretilen inflamatuar sitokinler tarafindan yonlendirilen neoanjiyogenez ile desteklenmektedir

(23). Psoriasis patogenezindeki 6nemli olaylarin sematik 6zeti Sekil 1’de gosterilmistir.

T hiicrelerinin psoriasisteki kritik rolii, T hiicre baskilayici ajanlar kullanildiginda hastalik
durumunda iyilesmenin g6zlemlenmesiyle kesfedilmistir (30). Bu nedenle T hiicre
aktivasyonunun baskilanmasi, IL-10 gibi diizenleyici sitokinlerin kullanimi ile Thl ve Th2
hiicreler arasinda dengenin saglanmasi ve inflamatuar sitokinlerin baskilanmasi gibi ¢esitli

yontemler tedavide kullanilmak tizere arastirilmaktadir (32).
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Sekil 1. Psoriasis patogenezindeki 6nemli olaylarin sematik 6zeti (23).
2.2.2. Treg Hiicreler

Treg hiicreler, asir1 ve anormal immiin yanit1 bastirarak immiin tolerans ve homeostazin
korunmasini saglayan dzellesmis CD4+ T hiicre alt grubudur (33). Immiin sistemde diizenleyici
fonksiyonu olan bu hiicreler, efektér T hiicrelerin etkinliklerini baskilamakla gorevlidir (34).
Treg hiicreler ile efektor T hiicreler arasindaki denge, antijen uyarimi her iki populasyonu da

aktive ettiginden dinamik olarak siirdiiriilmektedir (35).

Treg hiicreler, genellikle direkt olarak T hiicreleri ve/veya dendritik hiicreleri
baskilamaktadir. Bu siirecin ti¢ farkli diizenleyici yol olan sitokinler, hiicre-hiicre etkilesimiyle
direkt baskilama ve biiyiime faktorleri icin rekabet araciligiyla gergeklestigi diistiniilmektedir
(34). Treg hiicre aracili immiin yanitin baskilanmasinda ¢esitli sinyal mekanizmalar1 ve TGF-

B, IL-10, IL-35 gibi sitokinlerin iiretimi 6nemlidir (36).

Treg hiicreler genel olarak CD4, CD25 ve transkripsiyon faktorii olan FOXP3
ekspresyonu ile karakterizedir (36). Bu hiicreler, total T hiicrelerin %1-3’{inii (37), dolasimdaki

CD4+ hiicrelerin yaklasik %10 unu olusturmaktadir (23). Treg hiicrelerinin cogunlugu timusta
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gelisirken, bazilari periferal lenf digiimlerindeki CD4+ T hiicrelerin indiiklenmesi ile
gelismektedir (23, 33). Bu 6zelliklerinden dolay1 Treg hiicreler kkeni ve FOXP3 ekspresyon
durumuna gore gruplandirilmaktadir (Tablo 2). Bunlara ek olarak periferik kanda FOXP3Mo"
CD45RA" CD25"%" FOXP3'™¥ CD45RA* CD25"" ve FOXP3'" CD45RA™ CD25"" olmak
tizere li¢ ayr1 FOXP3 eksprese eden CD4+ T hiicre oldugu bilinmektedir. Hiicrelerdeki FOXP3

ekspresyonu ile Treg hiicrelerin baskilama 6zellikleri dogru orantilidir (2).

Tablo 2. Immiin baskilayici Treg popiilasyonlar1 ve 6zellikleri (38).

Hiicre tipi Fenotip Baskilama mekanizmasi

Timusta tretilmis dogal | CD4+ CD25+ FOXP3+ | Hiicre-hiicre temasi bagiml
Treg hiicreler (nTreg) (CTLA-4/CD80/CD86)

Sitokin bagimli (IL-10, TGF-B)
Periferal indiiklenmis | CD4+ CD25+ FOXP3+ | Hiicre-hiicre temast bagimli

Treg hiicreler (iTreg) (CTLA-4/CD80/CD86)
Sitokin bagimli (IL-10, TGF-B)
Tr1 hiicreler CD4+ CD25+ FOXP3- | Sitokin aracili (IL-10)
|L-10Mgn
Th3 hiicreler CD4+ CD25+ FOXP3- | Sitokin aracili (IL-10, TGF-B)
TGF-pe"
iTreg-35 CD4+ CD25+ FOXP3- | Sitokin aracili (IL-35)
IL-35(+)

Normalde insan derisinde bulunan T hiicrelerin %5-10’u, Treg hiicrelerden olusmaktadir

(39). Bu hiicreler, immiinolojik yaniti baskilamada ve derideki immiinolojik dengenin
korunmasinda gorevlidir. Bu nedenle Treg hiicrelerin say1 ve fonksiyon degisiklikleri ile Treg
hiicre aracili baskilamaya karsi direngli efektor T hiicrelerin gelismesi, T hiicre
diizenlenmesinde bozukluga yol agabilir (34). Literatiirde psoriasislilerde deri ve dolasimdaki
Treg hiicre sayisinin arttigini ya da azaldigini gosteren pek cok calisma bulunmaktadir. Bu
calismalarin yani sira Treg sayisinda bir degisiklik olmamasina ragmen baskilama aktivitesinde
azalma oldugu da gosterilmistir. Ancak Treg hiicrelerdeki fonksiyon bozuklugunun nedenleri
hala bilinmemektedir (39). Bunlara ek olarak psoriatik lezyonlarda FOXP3+ Treg hiicrelerin
12



IL-17 eksprese eden hiicrelere doniismesi ve bu hiicrelerin patojenik IL-17 iireticileri olmasi ile
inflamasyonun siirdiiriilmesinin Treg ve efektdr T hiicreler arasindaki dengeyi bozabilecegi
diistiniilmektedir (40). Treg hiicrelerin psoriasis patogenezindeki rolii ile ilgili kesin bir sonuca
varilamamis olup bu konuda daha fazla ¢alisma yapilmasi gerektigine dikkat ¢ekilmektedir
(34). Treg hiicre biyolojisinin ayrintili olarak incelenmesi ve ortaya koyulmasiyla yakin
gelecekte psoriasis gibi immiinolojik bozukluklar i¢in spesifik ve giivenli tedavi yontemlerinin

gelistirilebilecegi diisiiniilmektedir (35).
2.2.3. FOXP3

Treg hiicrelerde yiiksek diizeyde eksprese edilen, Treg hiicre olusumu ve islevi i¢in en
onemli diizenleyici transkripsiyon faktorii olan FOXP3, Treg hiicreler i¢cin molekiiler belirte¢
ve hiicre soyuna 6zgii bir faktor olarak kabul edilmektedir (2, 34). CD4+ CD25+ T hiicrelerin
2000lerin basinda karakterize edilmesinin ardindan ilerleyen yillarda FOXP3’iin Treg hiicreler
icin spesifik bir belirteg oldugu bulunmustur. Self tolerans ve immiin homeostazin
diizenlenmesi i¢in vazgecilmez olan Treg hiicrelerin FOXP3 mutasyonu gibi nedenlerle
fonksiyon bozukluguna ugramasinin, 6liimciil otoimmiinite, immiinopatoloji ve alerjiye neden
olabilecegi bilinmektedir (41). nTreg hiicrelerin timik farklilagmasi i¢in esas olan FOXP3, Treg
hiicrelerin baskilayici aktivitesi i¢in gerekli olan bir dizi gen ile Treg hiicrelerin proliferatif ve
metabolik olarak uygunlugunu diizenlerken alternatif T hiicre farklilasma yollari
baskilamaktadir (34). FOXP3’iin, Treg ve epitel hiicrelerdeki hedef genler i¢in transkripsiyonel
aktive edici ya da baskilayici gérevinin 6nemli oldugu bilinse de bu diizenlemenin mekanizmasi

tam olarak aydinlatilamamustir (42).

FOXP3 ekspresyonu, Treg hiicrelerin baskilayici islevleri i¢in gereklidir. FOXP3
eksikliginde Treg hiicre kaynakli baskilamanin ortadan kalktigr cesitli calismalar ile
kanitlanmistir. FOXP3’lin spesifik olarak Treg hiicrelerde eksprese edildigi ve Treg hiicre
gelisimi i¢in gerekli oldugu, FOXP3* ve FOXP3" fareler iizerinde yapilan deneyler ile
gosterilmistir. Calismada FOXP3’iin Treg hiicrelerin gelisimi ve bu hiicreler tarafindan efektor
T hiicreler iizerine baskilayici etkinin gerceklestirilebilmesi i¢in yeterli oldugu belirtilerek,
FOXP3’iin Treg hiicrelere 6zgii bir belirte¢ oldugu one siiriilmiistiir (43). Fareler {izerinde
yapilan bir baska calismada, naive T hiicrelerde FOXP3 ekspresyonu saglandiginda bu
hiicrelerin Treg hiicrelere donistiigii gosterilmistir. Bu bilgiye dayanarak FOXP3’iin Treg
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hiicre gelisimi i¢in anahtar gen oldugu 6ne siiriilmiistiir. FOXP3 transdiiksiyonu ile T hiicrelerin
Treg hiicrelere doniismesi sayesinde otoimmiin ve inflamatuvar hastaliklarin tedavisi ve
transplantasyon toleransinda terapdtik olarak kullanilabilmesi i¢in ¢aligilmasi gereken bir konu
olduguna dikkat ¢ekilmistir (44). FOXP3 mutasyonuna bagli olarak regiilator ve efektor T hiicre
fonksiyonlarindaki bozukluklarin incelendigi hasta ¢alismasinda, IPEX sendromu (Immiin
disregiilasyon, poliendokrinopati, enteropati, X'e bagli gecen) olan hastalarda FOXP3
ekspresyonunun yoklugunda immiin baskilanmanin azaldigr gosterilmistir. Calismada
hastalardaki Treg aktivasyon ve fonksiyon bozuklugunun, regiilatér ve efektor T hiicrelerdeki
aktivasyon-yanit kusurlariin kombinasyonu olarak ortaya ¢iktigi hipotezi 6ne siirilmistiir

(45).

Epigenetik faktorlerden biri olan DNA metilasyonunun psoriasis patogenezinde etkili
oldugu diisiiniilmektedir. DNA metilasyonu, hiicresel farklilagma, genomdaki kararsizlik,
imprinting ve X kromozomunun inaktivasyonu gibi biyolojik diizenlemelerden sorumlu
epigenetik susturma mekanizmasidir. Metilasyon, sitozinlerin 5'-karbon uglarma DNA
metiltransferazlarca metil grubu eklenmesi ile ger¢eklesmektedir (46). Calismalarin birinde
psoriasisli hastalarin doku ve periferik kan mononiikleer hiicrelerindeki metilasyon diizeyleri
saglikl1 kontrollere gore yiiksek bulunmustur. Ayrica hasta 6rnekleri ile PASI skorlar1 arasinda
da pozitif iliski oldugu gosterilmistir (47). Anti TNF-o (adalimumab) ile tedavi ve topikal
tedavinin sonuclarinin karsilastirildigr bir calisma sonucunda adalimumab kullaniminin
FOXP3/CD4 T hiicre oraninin artisin1 sagladigi goriilmiistiir. Bu sonugtan yola ¢ikilarak

metilasyon diizeylerinin ila¢ kullanimina bagli olarak degisebilecegi diisiiniilmektedir (48).

X kromozomunda bulunan FOXP3 geni, korunmus promoter bdlgesinin yani sira
korunmus ii¢ proksimal intronik bolge (conserved noncoding DNA sequence; CNS1, CNS2,
CNS3) ile ti¢ kodlanmayan ve 11 kodlanan ekzondan olusmaktadir (49-51). Genomda sinirli
sayida Treg hiicreye 6zgii hipometile bolge bulunmaktadir. FOXP3, esas olarak gen baskilama
gorevindeyken bu bolgelerde gen aktivasyonunu saglamaktadir (3). FOXP3 genindeki yiiksek
oranda korunmus, kodlanmayan bdlgeler olan promoter, TGFB-duyarli element ve TSDR
bolgelerindeki epigenetik modifikasyonlarin, FOXP3 transkripsiyonunun diizenlenmesinde
onemli oldugu bilinmektedir (52). FOXP3 ekspresyonunun kararliligi 6zellikle, TSDR ya da
CNS2 olarak bilinen, FOXP3 gen bdlgesindeki CpG’ce zengin, korunmus intronik bolgelerin
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metilasyonuyla iligkilidir (4). Enhancer b6lge olan TSDR’deki hipometilasyon, Treg hiicre soy

ozellikleri igin 6nemlidir (3).

Treg spesifik demetilasyon paterni, Treg hiicrelerin uzun siireli kararliligi ve fonksiyonu
ile yliksek diizeyde uyumlu oldugundan, bu epigenetik paternin FOXP3 ekspresyonu ile birlikte
Treg hiicrelerin saptanmasi i¢in giivenilir bir belirteg oldugu diisliniilmektedir (33). TSDR
metilasyon diizeyinin degistirilmesinin, FOXP3 ekspresyonunun aktivite ve kararliligina etki
ettigi in vitro deneyler ile gosterilmistir, FOXP3 ekspresyonunun kararliligt TSDR
demetilasyonu ile iligkili bulunmustur. TSDR metile durumda ise FOXP3’{in transkripsiyonel
aktivitesinde azalma gozlenmistir (5). TSDR enhancer aktivitesi, demetilasyon durumuna bagli
olarak degismektedir. Demetilasyon varliginda transkripsiyon faktorlerinin tanima ve
baglanmast saglanarak FOXP3 transkripsiyonunda arttirici etki goriilmektedir (53). Treg
hiicrelerde FOXP3 TSDR metile durumda degil iken, regiilator olmayan T hiicreler de dahil

olmak iizere diger tim kan hiicrelerinde metile durumdadir (54).

Literatiirde psoriasisli hastalarda FOXP3 TSDR metilasyonunun incelendigi tek ¢aligma
metilasyonun psoriasis patogenezinde etkili oldugunu gostermektedir. Calisma ile periferik
kanda FOXP3 TSDR metilasyonunun otoimmiin hastaliklara (sistemik lupus eritematozus ve
psoriasis) etkisi gosterilmistir. Yapilan calismada psoriasisli hastalarin FOXP3 TSDR
metilasyon diizeyleri saglikli kontrollere gore yiiksek bulunmustur. FOXP3 TSDR metilasyon
durumunun saptanmast i¢in kullanilan HRM-PCR yonteminin, farkli hastaliklarda periferik
kandaki Treg hiicre diizeylerini yansitan giivenilir ve kolay uygulanabilir bir belirte¢ olabilecegi
Onerilmistir. Caligmada otoimmiin hastaliklarda demetilasyona yonelik kullanilacak tedavilerin
yanitinin, FOXP3 TSDR metilasyonu ile izlenebilmesinin faydali olacagi 6n goriilmiistiir.
Calismada sadece kadin hastalarin kan 6rneklerinin kullanilmasi ve hastalik siddeti ile ilgili bir

bilgi bulunmamast bir eksikliktir (6).
2.2.4. interlékinler

Disaridan gelen uyarilara yanit olarak immiin sistem hiicreleri tarafindan salgilanan
kiigiik ¢oziiniir proteinler sitokin olarak adlandirilmaktadir. Sitokin sinyali, hiicrelerin
fonksiyonel olarak yardimci, sitotoksik, hafiza veya antikor salgilama potansiyeline sahip
uygun hiicre soylarina farklilasmast igin kritik 6neme sahiptir. Sitokinler, yapilarina ve reseptor

kompozisyonuna bagli olarak birka¢ farkli ailenin tyelerinden olusmaktadir. Bunlar
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hematopoietinler, interlokinler, interferonlar, TNF ailesi, immiinoglobiilin siipergen ailesi,

kemokinler ve adipokinlerdir (55).

Bir ¢esit sitokin olan interlokinler, immiin hiicrelerde iiretilip hiicre ve dokularda gesitli
yamitlar ortaya ¢ikaran biiyiik bir immiinomodiilator protein grubudur. interldkinler, otokrin ya
da parakrin olarak hedef hiicrelerin yiizeyinde bulunan yiiksek afiniteli reseptorlere baglanirlar
(56). Bu baglanma ile hiicrelerde aktivasyon, ¢ogalma, farklilasma, immiin reaksiyonlarin
diizenlenmesi, hiicre biiylimesinin baskilanmasi, diger sitokinlerin iiretiminin indiiklenmesi ya
da baskilanmasi gibi cesitli olaylar1 baslatirlar. Interlokinler bu 6zelliklerine gore
antiinflamatuar ve proinflamatuar olarak gruplandirilirlar. Bu iki grup arasindaki dengenin
bozulmas1 immiin sistemin islevini diizgiin bir sekilde yerine getirememesine neden olmaktadir

(57).

Literatiirdeki pek ¢ok c¢aligmada psoriatik lezyonlarda ¢ogu inflamatuar interlokinin
artmis olarak bulundugu ve bu interlokinlerin serum konsantrasyonlarinin psoriasis siddeti ile
iliskili oldugu gosterilmistir. Hangi intelokinlerin hastalik siirecinde 6nemli rol oynadiginin

anlasilmasi ile potansiyel tedavi hedeflerinin belirlenebilecegi diisiiniilmektedir (58).
2.2.4.1. 1L-17

Th17 hiicreler tarafindan iiretilen, yapica benzer alt1 proteinden (IL-17A — IL-17F) olusan
IL-17 ailesi, hiicre dis1 patojenlere kars1 T hiicre aracili immiin yanittan sorumludur (59). IL-
17’nin en iyi bilinen islevi bakteriyel ve fungal enfeksiyonlara karsi koruma saglamasidir (60).
Genellikle IL-17 olarak gegen IL-17A en ¢ok CD4+ Thl17 hiicrelerde ve daha az olarak
nétrofiller, eozinofiller ve CD8+ T hiicrelerde iiretilmektedir (59). Bu hiicrelerin, IL-1p ve IL-
23 gibi gesitli proinflamatuar sitokinler ile uyarilmasi aracihigiyla IL-17 sekresyonu
gergeklesmektedir (61). 35 kDa agirhigindaki bu sitokin, epitelyal/endotelyal hiicreler,
fibroblastlar, osteoblastlar, monositler ve makrofajlar1 hedef alarak proinflamatuar sitokinler,
kemokinler ve metalloproteinazlarin indiiksiyonunu saglamaktadir (62). IL-17 reseptorleri esas
olarak keratinositlerin yiizeylerinde eksprese oldugundan bu hiicreler IL-17A igin temel
hedeflerdendir. IL-17A, reseptor kompleksine baglandiginda transkripsiyon faktorii NF-xB’yi

aktive ederek proinflamatuar genlerin ekspresyonuna yonlendirmektedir (63).

16



Son donemde yapilan ¢alismalarda psoriasis patogenezi iizerine etkisinin fazla oldugu
diistiniilen inflamatuar 6zellikteki IL-17, 22 ve 23 {izerinde odaklanilmistir (31). Bu ii¢ sitokinin
psoriasis varliginda ve hastalik siddetine bagli olarak arttigini belirten ¢alismalar bulunmaktadir
(7, 8). Bunlardan IL-17’yi ve IL-23’1i hedef alan tedavinin psoriasis siddetini diisiirticii etkisi
gosterilmistir (64). IL-17’nin psoriatik lezyonlarda ayni zamanda IL-36y’y1 indiiklemesi ile
keratinositlerde proliferatif yanita yol acabilecegi ve bu nedenle IL-17’nin psoriasiste

keratinositlerin en dnemli patojen uyaricisi oldugu diistiniilmektedir (31).

Literatiirde psoriasislilerde IL-17 diizeylerinin incelendigi pek ¢cok ¢aligma bulunma olup
bu c¢aligmalardan c¢ok cesitli veriler elde edilmistir. Calismalarin biiyliik ¢ogunlugunda IL-
17A’nin psoriatik lezyonda fazla bulundugu sonucu elde edilmesi nedeniyle IL-17A’nin, lokal
bir etki gostererek keratinositlerdeki kemokin ekspresyonunu arttirmasiyla epidermal
patolojinin siirdiiriilmesine neden oldugu disiiniilmektedir (65). IL-17 serum diizeyleri
incelendiginde ¢ogu calismada lezyon sonuglarina benzer olarak psoriasislilerde yiiksek ve
PASI skorlari ile korele bulunmustur (66, 67). Psoriasis tedavisinde I1L-17 sinyal yolagini hedef
alan yeni terapdotiklerin denendigi klinik ¢alismalar artarak devam etmektedir (68). Orta-siddetli
psoriasis grubunda gergeklestirilen klinik c¢alismalardan yola ¢ikilarak IL-17 yolag:
inhibitorlerinin  psoriasis tedavisi i¢in umut verici sonuglar ortaya koyabilecegi

diistiniilmektedir (65).
2.2.4.2. 1L-36

IL-36, Keratinositler dahil epitelyal hiicrelerde iiretilen IL-1 ailesine dahil edilen
sitokinlerdendir (69). IL-36 genel olarak, ayni biyolojik aktiviteye sahip ii¢ ayr1 molekiil olan
IL-36a (IL-1F6), IL-36p (IL-1F8) ve IL-36y (IL-1F9) i¢in kullanilmaktadir (70). Keratinositler,
plazma hiicreleri, kolonik fibroblastlar, T hiicreler ve monositlerde tiretildigi diisiintilen IL-
36’nin hedef hiicreleri olarak sinoviyal fibroblastlar, CD4+ T hiicreler ve dendritik hiicreler
gosterilmektedir (71). 18 kDa agirligindaki bu proinflamatuar sitokin deride yiiksek diizeyde
eksprese edilmektedir (10). IL-36’nin esas olarak keratinositler ve miyeloid dendritik hiicreler
tizerinden etki gosterdigi, T hiicrelerde IL-36 reseptdr ekspresyonu goriilmemesi nedeniyle
dolayl: yoldan T hiicre aktivasyonu ile derideki inflamasyonun artmasina neden oldugu
diistintilmektedir (72). IL-36’nin derideki inflamasyonun diizenlenmesinde 6nemli olmasinin

yan1 sira akciger ve beyindeki inflamasyonda da diizenleyici islevinin olabilecegi
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distintilmektedir (9). IL-36’nin, NF-«xB ve MAP kinaz aktivasyonu ile diger IL-1 ailesi
tiyelerine benzer sinyal yolaklar1 araciligryla hedef hiicrelerdeki hiicresel aktiviteyi, sitokin ve
kemokin sekresyonunu ve ¢esitli immiin hiicrelerin  aktivasyonunu indiikledigi

diistiniilmektedir (73).

IL-36 nin psoriatik deri lezyonlarinda varlig1 yapilan caligmalarla gosterilmistir (70). IL-
36 izoformalarinin gen ekspresyon diizeyleri psoriatik deride normal deriye gore yiiksek
bulunmakla birlikte sadece IL-36y hem lezyonel olmayan hem de lezyonel psoriatik deride artis
gostermektedir; lezyonel psoriatik deride artis daha fazladir (69). IL36’nin IL-17, 22 ve 23’iin
salinmasini artirici etki gosterdigi ve IL-36 izoformlar: ile reseptorlerinin psoriasiste yiiksek
diizeyde eksprese olmasi nedeniyle psoriasis patogenezinde 6nemli oldugu diisiiniilmektedir
(10). IL-36’nin generalize piistiiler psoriasiste inflamatuar yanit gelismesi ve bu yanitin
diizenlenmesinde baskin oldugu gosterilmistir. Buna bagl olarak psoriasis alt tiplerine yonelik
tedavi tiirleri gelistirilmesi gerektigi diistiniilmektedir (74). 1L-36, tedavi i¢in potansiyel hedef

olan sitokinler arasinda goriilmekte ve bu amagla yapilan ¢alismalar devam etmektedir (58).
2.2.4.3.1L-10

Keratinositler, Treg hiicreler, makrofajlar ve monositler gibi farkli hiicre populasyonlari
tarafindan Ttretilen IL-10, proinflamatuar sitokinlerin sentezini baskilama yetenegindeki
antiinflamatuar sitokindir (75). 20.5 kDa agirligindaki bu sitokin makrofajlar, monositler, T ve
B hiicreler, NK hiicreler, mast hiicreleri, dendritik hiicreler ve graniilositleri hedef alarak immiin
baskilama gorevini yerine getirmektedir (62). IL-10 hedef hiicredeki reseptor kompleksine
baglandiktan sonra JAK-STAT yolagimi aktive ederek secici olarak gen transkripsiyonunun
aktivasyonu ya da inhibisyonunu saglar. 1L-10, sitokinler iizerinde immiin baskilayici etkiye
sahip oldugundan otoimmiin hastaliklarin tedavisi i¢in potansiyel hedef olarak goriilmektedir
(76).

Yapilan caligmalarda psoriasislilerdeki IL-10 diizeyleri ile ilgili ¢cok ¢esitli sonuglar elde
edilmistir. Calismalarin ¢ogunda IL-10 miktarinin psoriatik lezyonlarda normal dokuya gore
daha az bulunmasi nedeniyle psoriasis tedavisinde IL-10 etkinliginin degerlendirilmesi
gerektigi distiniilmektedir (77). IL-10’un serumdaki miktarinin incelendigi ¢alismalarin

¢ogunda psoriasisliler ile saglikli kisiler arasinda anlamli fark bulunmamustir (75).
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2.24.4.1L-35

IL-12 ailesinden olan I1L-35, EBI3 (Epstein-Barr virus-induced gene 3) tarafindan
kodlanan IL-27 reseptoriiniin B alt birimi ve IL12A tarafindan kodlanan IL-12 reseptoriiniin
a/p35 alt biriminden olusan heterodimerik bir sitokindir (78). 60 kDa agirligindaki bu sitokin
baslica Treg hiicrelerde iiretilip ¢esitli T hiicre alt gruplarint hedef alarak etki gostermektedir
(62). Son yillarda yapilan ¢alismalar Treg hiicreler disinda Breg ve CD8+ Treg hiicrelerde de
IL-35’in tretildigini gOstermektedir (55). IL-35’in onemli islevleri Treg hiicrelerin
proliferasyonu, Th17 hiicrelerin islevinin baskilanmasi ve inflamatuar yanitin baskilanmasidir
(62). IL-35’in, Th17 hiicrelerin fonksiyonu ile IL-17 salinmasinin azalmasini saglayarak Treg
hiicrelerin immiin baskilayici etkisine biiyiik ol¢lide katki sagladigi bilinmektedir. Bu etkilerin
IL-10 salinmasi ile diizenlendigi diisiiniilmektedir (10). IL-35, Treg hiicreleri uyararak I1L-35
tireten Treg hiicrelerin olusumunu saglayabilir. 1L-35 ile uyarilmis Treg hiicreler, 1L-10 ile
uyarilmis Treg hiicrelere benzer olarak immiin baskilayici etki gostermektedir (79). Diger IL-
12 ailesi liyelerinde oldugu gibi IL-35’in, reseptoriine baglanmasinin ardindan JAK-STAT
yolagini aktive ederek gen ekspresyonu ve hiicresel yaniti baglattigi diisiiniilmektedir (80). Bu
islevlerinden dolay1 antiinflamatuvar 6zellikteki 1L-35, Treg aktivasyonunun diizenlenmesini
sagladigindan otoimmiin hastaliklarin tedavisi i¢in yeni bir potansiyel hedef olarak

goriilmektedir (11).

Otoimmiin bir hastalik olan romatoid artritli (RA) hasta drnekleri incelendiginde aktif RA
hastalarinda serum IL-35 diizeyleri ile Treg hiicrelerin sayis1 diisitk bulunmustur. Bu ¢alisma
ile IL-35’in, RA patogenezindeki periferal immiin yanit sirasinda gorillen T hiicre
aktivasyonunun, Treg-aracili olarak baskilanmasindaki rolii gosterilmistir (81). Treg hiicrelerin
psoriasisteki rolii goz Oniine alindiginda, IL-35’in psoriasis i¢in 6nemli bir diizenleyici
olabilecegi diisiiniilse de literatiirde bu konuda sinirli sayida ¢aligma bulunmaktadir. Psoriasis
serum IL-35 diizeylerinin incelendigi ¢aligmalarin birinde IL-35 diizeyin saptanamamigken

(82), digerinde saglikli kisiler ile psoriasisliler arasinda anlamli fark bulunmamistir (83).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Arastirmanin Tipi
Arastirma tanimlayici bir ¢aligmadir.
3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Arastirma, Haziran 2016 — Ocak 2018 tarihleri arasinda, Dokuz Eyliil Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii Molekiiler Tip Anabilim Dal1 ve Tip Fakiiltesi Dermatoloji Anabilim
Dali tarafindan ortaklasa ylriitiildii. Arastirma kapsaminda yapilan deneyler Dokuz Eyliil
Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Laboratuvari’nda (ARLAB) gerceklestirildi.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi / Calisma Grubu

Calismaya Aralik 2016 — Aralik 2017 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi Dermatoloji Anabilim Dali Poliklinigi’ne bagvuran 18 yasindan biiyiik psoriasisli
hastalar (n=38) ve saglikli kisiler (n=20) dahil edildi. Psoriasis disinda 6nemli bir dermatolojik
hastalig1 bulunanlar ¢alismaya dahil edilmedi. Tedavi olmayan hastalarin ilk kan alimindan
onceki bir ay boyunca sistemik tedavi gormemis, 15 giin boyunca topikal tedavi géormemis
olmasina dikkat edildi. Saglikli kontrol grubu, cesitli nedenlerle Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi Dermatoloji Anabilim Dal1 Poliklinigi’ne basvuran, sistemik etkilenimi olan bir

hastalig1 ve ilag kullanimi1 olmayan kisilerden olustu.
3.4. Calisma Materyali

Aralik 2016 — Aralik 2017 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi
Dermatoloji Anabilim Dali Poliklinigi’ne bagvuran psoriasisli hastalar ve saglikli kontrol
grubundan rutin kan alimina ek olarak 9 mL kan alindi. Arastirmada hasta ve kontrol grubundan

aliman kanlardan elde edilen plazma, DNA ve RNA Ornekleri ¢aligma materyali olarak

kullanilda.
3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Bagimh degiskenler: FOXP3 TSDR metilasyon diizeyi, FOXP3 ekspresyon diizeyi, sitokin

diizeyleri.

Bagimsiz degiskenler: Psoriasis tipi, tedavi durumu, PASI skoru.
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Kontrol degiskenleri: Yas ve cinsiyet.
3.6. Veri Toplama Araclar

Calismada kullanilan yontemlerin akis semasi Sekil 2°de verilmektedir.

{ Klinik Verilerin Elde Edilmesi ve Periferik Tam Kan Orneklerinin Toplanmasi W

Hasta ornekleri Saghkh kontrol
(n=38) ornekleri (n=20)

C ® ) (" £|7 h |
Tam Kandan DNA izolasyonu Tam Kandan RNA izolasyonu [ Kandan Plazma Elde Edilmesi J
I C 4 I
, ¥ V¥ \ ¥
DNA Konsantrasyonu Olgiimii RNA Konsantrasyonu Ol¢iimii ELISA Yontemi ile Sitokin
) L ) Ol¢ilimii
[ N (IL-10, 17, 35, 36)
'd N ' {} N\
Bisiilfit Modifikasyonu RT-PCR ile cDNA Sentezi
o J \e J
' ilk N 4 il} N\
HRM-PCR ile Metilasyon Analizi qPCR ile Ekspresyon Analizi
IL J o J ‘
.‘ T :

Istatistiksel Degerlendirme ve Sonuclarin Tartisiimasi

Sekil 2. Calismada kullanilan yontemlerin akis semast

3.6.1. Klinik Verilerin Elde Edilmesi ve Periferik Tam Kan Orneklerinin

Toplanmasi

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Dermatoloji Anabilim Dali Poliklinigi’ne
bagvuran 18 yasindan biiyiik, psoriasisli hastalar ve saglikli kontrol grubu olarak belirlenen
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Dermatoloji Anabilim Dali Poliklinigi’ne basvuran
kisiler arasinda sistemik etkilenimi olan bir hastalifi ve ila¢ kullanimi olmayan kisiler,
bilgilendirilmis goniillii oluru alinarak ¢alismaya dahil edildi. Psoriasis disinda 6nemli bir
dermatolojik hastaligi bulunanlar ¢alismaya dahil edilmedi. Hasta kisi sayis1 n=38, saglikl kisi
sayis1 n=20’dir. Hastalik alt gruplarina gore kisi dagilimi asagidaki gibidir:

» Kronik plak psoriasis, n=36

» Palmoplantar piistiiler psoriasis, n=2
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Hastalarin rutin kontrolleri sirasinda klinisyen hekimlerce hastalara ait veriler
(demografik veriler, psoriasis alt gruplarmin bilgisi, tedavi durumu, PASI skorlar1 gibi)
degerlendirildi. Hastalar, tedavi olan (n=16) ve olmayan (n=22) seklinde iki gruba ayrildu.
Tedavi olmayan hastalarin kan alimindan onceki bir ay boyunca sistemik tedavi gérmemis, 15
giin boyunca topikal tedavi géormemis olmasina dikkat edildi.

Tedavi gruplar1 asagidaki gibidir:

» Topikal tedavi: kortikosteroid (klobetazol propiyonat), n=12
* Asitretin, n=1
+ Siklosporin, n=1
» Topikal tedavi: kortikosteroid (klobetazol propiyonat)+Asitretin, n=1
» Topikal tedavi: kortikosteroid (klobetazol propiyonat)+Metotreksat, n=1
Ornekler, onam formu imzalatilarak hasta ve kontrollerin bilgisi ve izni dogrultusunda
topland1 (EK-1 ve EK-2).

Kontrol ve hastalardan rutin kan alimina ek olarak 9 mL kan alindi. Kanlar EDTA’l1 kan
tiiplerine alindiktan sonra tiipler yavasca alti-yedi kez alt iist edildi. Ornekler bekletilmeden
1000 x g’de 15 dk 4 °C’de santrifiij edildi. Elde edilen plazma 6rnekleri porsiyonlanarak -80
°C’de sakland.

3.6.2. FOXP3 TSDR Metilasyon Analizi
3.6.2.1. Tam Kandan DNA izolasyonu

Elde edilen kan Orneklerindeki FOXP3 TSDR metilasyon diizeylerinin
degerlendirilebilmesi i¢in dncelikle DNA izolasyonu yapildi. Tam kandan DNA izolasyonu,
GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific) kullanilarak gerceklestirildi. Kit
protokolii asagidaki gibi uygulandi:

e 1.5 mL’lik tiipteki 200 pL kan 6rneginin {izerine 20 pL proteinaz K soliisyonu ve 450 L
lizis soliisyonu eklendi, karisim vortekslendi. Tip 56 °C’deki 1s1 blogunda 30 dk
bekletildi. Bu siire boyunca karisim, araliklarla 10 kez vortekslendi.

e Karisgima 200 pL %100 etanol eklendi ve karisim vortekslendi.

e Hazirlanan lizat, toplama tiipiiniin i¢indeki kolona aktarildi ve kolon 6000 x g’de 1 dk

santrifiij edildi.
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e Kolon yeni toplama tiipiine yerlestirildi. Kolona 650 pL birinci yikama tamponu eklendi
ve kolon 8000 x g’de 1 dk santrifiij edildi.

e Toplama tiipiindeki s1v1 bosaltilip kolon toplama tiipline geri yerlestirildi. Kolona 650 uL
ikinci yikama tamponu eklendi ve kolon 20000 x g’de 3 dk santrifiij edildi.

e Kolon, 1.5 mL tiipe yerlestirildi. Kolona 75 pL eliisyon tamponu eklendi ve kolon 2 dk
oda sicakliginda bekletildikten sonra 8000 x g’de 1 dk santrifiij edildi. Bu basamak
tekrarlandi ve elde edilen 150 pL’lik eluat -20 °C’de saklandi.

3.6.2.2. DNA Konsantrasyonun Belirlenmesi

Bisiilfit modifikasyonundan dnce DNA konsantrasyonu ve safliginin belirlenebilmesi
icin NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific) cihazi ile 6lgiim gergeklestirildi.
Cihaz DNA modunda 1 pL eliisyon tamponu ile kalibre edildikten sonra 1 pL 6rnek ile 6l¢iim
gerceklestirildi. 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda okuma yapildi ve konsantrasyon ng/pL
olarak elde edildi. Ornegin safligini belirlemede kullanilan 260/280 absorbans orani 1.7 ile 1.9

degerleri arasinda olan 6rnekler bisiilfit modifikasyonu i¢in kullanildi.
3.6.2.3. Bisiilfit Modifikasyonu

DNA metilasyon diizeyinin incelenebilmesi i¢in bisiilfit modifikasyonu EpiJET Bisulfite
Conversion Kit’i (Thermo Scientific) kullanilarak ger¢eklestirildi. Modifikasyon sonrasi
metillenmis C degisime ugramazken, metillenmemis C baz1 U’e donlismektedir. Bisiilfit
modifikasyonu gergeklestirilmis Ornekler PCR ile ¢ogaltildiginda reaksiyon sonunda
metillenmis C-T ciftleri bir degisime ugramazken, metillenmemis C-T ¢iftleri A-T ciftlerine
doniismiis olur (84).

Kullanilan kit protokol dogrultusunda uygulanda:

e Konsantrasyonlar1 belirlenen 6rnekler 20 pL.’de 400 ng DNA olacak sekilde nuclease-
free su ile seyreltilip PCR tiipiine aktarildi. Orneklerin iizerine 120 pL modifikasyon
reaktifi eklendi.

e Tipler termal dongii cihazina yerlestirildikten sonra 98 °C’de 10 dk, 60 °C’de 150 dk
protokolii uygulandi.

e Toplama tiipiine yerlestirilmis mikrokolona 400 pL baglama tamponu eklendi. Termal

dongii cihazindan ¢ikarilan 6rnekler mikrokolona aktarildi. Mikrokolon 12000 rpm’de 30
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sn santrifiij edildi. Toplama tiiptindeki sivi bosaltilip mikrokolon toplama tiipiine geri
yerlestirildi.

e Mikrokolona 200 pL yikama tamponu eklendi ve mikrokolon 12000 rpm’de 30 sn
santrifiij edildi. Toplama tiipiindeki sivi bosaltilip mikrokolon toplama tiipline geri
yerlestirildi.

e Mikrokolona 200 pL destilfonasyon tamponu eklendi. Mikrokolon 20 dk oda sicakliginda
bekletildikten sonra 12000 rpm’de 30 sn santrifiij edildi. Toplama tiipiindeki sivi
bosaltilip mikrokolon toplama tiipiine geri yerlestirildi.

e Mikrokolona 200 pL yikama tamponu eklendi ve mikrokolon 12000 rpm’de 30 sn
santrifiij edildi. Toplama tiipiindeki sivi bosaltilip mikrokolon toplama tiipline geri
yerlestirildi.

e Mikrokolona 200 pL yikama tamponu eklendi ve mikrokolon 12000 rpm’de 60 sn
santrifiij edildi.

e Mikrokolon, 1.5 mL tiipe yerlestirildi. Mikrokolona 10 pL eliisyon tamponu eklendi ve
12000 rpm’de 60 sn santrifiij edildi. Elde edilen 6rnekler -20 °C’de saklandi.

3.6.2.4. HRM-PCR (High Resolution Melt-Polimerase Chain Reaction)
ile Metilasyon Analizi

HRM-PCR yontemi kullanilarak, bisiilfit modifikasyonu uygulanmis orneklerdeki
metilasyon diizeylerine ait veriler elde edildi. Yontem baz ¢iftleri arasindaki hidrojen baglarinin
kirilmasina baglh sicaklik degisimlerine dayali ol¢lim yapmaktadir. Bisiilfit modifikasyonu
sonrasi degisime ugramayan metile C-G baz ¢iftleri arasinda iglii hidrojen bagi varken, metile
olmayan C-G baz ciftleri A-T baz ¢iftine doniistiigii i¢in aralarinda ikili hidrojen bagi
bulunmaktadir. Bu farka bagli olarak metile 6rneklerin erime sicakliklar1 daha ytiksek, metile
olmayan 6rneklerin erime sicakliklar1 daha diisiik ¢ikmaktadir (6).

PCR reaksiyonu i¢in Luminaris Color HRM Master Mix (Thermo Scientific), Human
FOXP3 Methylation Assay — ADS783’teki (EpigenDx) primer ¢ifti (ADS783FP ve ADS783
RPB), bisiilfit modifikasyonu gergeklestirilmis %100 metile ve %100 unmetile insan kontrol
DNA o6rneklerini igeren EpiTect PCR Control DNA Set’i (QIAGEN) ve bisiilfit modifikasyonu
gerceklestirilmis DNA ornekleri kullanildi. Liyofilize primerlere 180 puL nuclease-free su
eklenerek 10 uM’lik soliisyonlar hazirlandi. 40 ng/uL  konsantrasyonundaki bistilfit
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modifikasyonu uygulanmis DNA oOrnekleri 1:8 oraninda seyreltildi. 10 ng/uL
konsantrasyonundaki metilasyon kontrolii DNA 6rnekleri 1:2 oraninda seyreltildi. Ornekler ve
kontrol DNA 6rnekleri 5 ng/uLL konsantrasyonunda esitlendi.

HRM-PCR reaksiyonu i¢in Tablo 3’teki reaksiyon karisimi hazirlandi ve 10 pL’lik
reaksiyon karisimi 0.1 mL hacimdeki dortlii strip tiiplerine pipetlendi. Negatif kontrol i¢in
nuclease-free su kullanildi. Tipler, kapaklar1 kapatildiktan sonra cihaza yerlestirildi. Rotor-
Gene Q (QIAGEN) cihazi kullanilarak analiz gergeklestirildi.

Tablo 3. HRM-PCR reaksiyon igerigi.

Kimyasal Eklenen Miktar Son Konsantrasyon
Master Mix (2X) SuL 1X
Forward Primer (10 uM) 0.5 uL 0.5 uM
Reverse Primer (10 uM) 0.5 uL 0.5 uM
DNA Ornegi (5 ng/uL) 4 uL 20 ng
Toplam | 10 pL.

Analiz igin 95°C’de 10 dk ve (95°C’de 10 sn, 60 °C’de 30 sn, 72 °C’de 20 sn) x45 dongii
programi1 uygulandi. 95 °C’de 1 dk ve 40 °C’de 1 dk bekletildikten sonra 70 °C’den 95 °C’ye
0.1°C’lik artis ile cizilen erime egrisi ve erime sicaklik degerleri elde edildi. Ornekler iiglii
calisildi ve hesaplama icin ayn1 6rnegin bulundugu ii¢ tiipten elde edilen erime sicakliklarinin

ortalamalar1 kullanildi.
3.6.3. FOXP3 Ekspresyon Analizi
3.6.3.1. Tam Kandan RNA izolasyonu

Psoriasis ve FOXP3 metilasyonun iligkisinin gosterilebilmesi i¢in kandaki FOXP3 RNA
diizeylerine bakildi. Tam kandan RNA izolasyonu, Total RNA Mini Kit (Blood/Cultured Cell)
(Geneaid) kullanilarak gergeklestirildi. Kit, protokol dogrultusunda uygulandi:

e 1.5 mL’lik tiipteki 300 pL kan 6rneginin tizerine 1 mL RBC lizis tamponu eklendi ve alt
ist edilerek kanistirildi. Tiip 10 dk buzda bekletildi. Bu siire boyunca karisim 2 kez
vortekslendi. Karisim 3000 x g’de 5 dk santrifiij edildikten sonra siipernatant atildu.
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Tiipiin dibindeki hiicre peleti 100 uL. RBC lizis tamponu ile siispanse hale getirildi.
Uzerine 400 pL RB tamponu ve 4 pL B-merkaptoetanol eklendi. Karisim sertge
calkalandiktan sonra 5 dk oda sicakliginda bekletildi.

Karisima 500 pL %70 etanol eklendi ve karisim sertce calkalandi. 500 pL karisim,
toplama tiipiiniin i¢indeki kolona aktarildi ve kolon 16000 x g’de 1 dk santrifiij edildi.
Toplama tiiptindeki sivi bosaltilip kolon toplama tiipline geri yerlestirildi. Karigimin
kalani kolona aktarild1 ve kolon 16000 x g’de 1 dk santrifiij edildi.

Kolon yeni toplama tiipiine yerlestirildi. Kolona 400 pL. W1 tamponu eklendi ve kolon
16000 x g’de 30 sn santrifiij edildi.

Toplama tiiptindeki s1v1 bosaltilip kolon toplama tiipiine geri yerlestirildi. Kolona 600 pL
yikama tamponu eklendi ve kolon 16000 x g’de 30 sn santrifiij edildi. Bu basamak tekrar
edildi.

Toplama tiiptindeki sivi bosaltilip kolon toplama tiipiine geri yerlestirildi. Kolonu
kurutmak i¢in 16000 x g’de 3 dk santrifiij edildi.

Kolon, 1.5 mL tiipe yerlestirildi. Kolona 20 pL. RNase-free su eklendi ve kolon 1 dk oda
sicakliginda bekletildikten sonra 16000 x g’de 1 dk santrifiij edildi. Elde edilen RNA
ornekleri -80 °C’de saklandi.

3.6.3.2. RNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi

cDNA sentezinden once RNA konsantrasyonu ve safligimin belirlenebilmesi igin

NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific) cihazi ile 61giim gergeklestirildi. Cihaz

RNA modunda 1 pL RNase-free su ile kalibre edildikten sonra 1 pL Ornek ile 6l¢lim

gerceklestirildi. 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda okuma yapildi ve konsantrasyon ng/uL

olarak elde edildi. Ornegin safligin1 belirlemede kullanilan 260/280 absorbans orani1 1.9 ile 2.1

degerleri arasinda olan 6rnekler cDNA sentezi i¢in kullanildi.

3.6.3.3. Komplementer DNA (cDNA) sentezi

Konsantrasyonu belirlenmis izole RNA oOrneklerinden cDNA elde edebilmek icin

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit’i (Thermo Scientific) kullanildi. PCR kosullar1 ve

PCR karisimi kit talimatlarma uygun olarak hazirlandi. Ornekler 11 pL’de 1000 ng RNA olacak
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sekilde nuclease-free su ile seyreltildi. Toplam hacim 20 pL olacak sekilde steril PCR
tiiplerinde PCR reaksiyonu hazirlandi (Tablo 4).

Tablo 4. cDNA sentezi reaksiyon igerigi.

Kimyasal Eklenen Miktar
RNA 06rnegi 1000 ng
Nuclease-free su 0-11 pL

Oligo (dT)1s primer 1 ul

5X Reaction Buffer 4 ulL

RiboLock RNase Inhibitor (20 U/uL) 1 uL

10 mM dNTP Mix 2 uL

RevertAid M-MuLV RT (200 U/uL) 1 uL

Toplam | 20 pL

Hazirlanan PCR reaksiyonuna, termal dongii cihazinda 42 °C’de 60 dk, 70°C’de 5 dk ve
son adim 4 °C olan program uygulandi. Elde edilen cDNA 6rnekleri -80 °C’de saklandi.

3.6.3.4. Real-Time PCR ile Ekspresyon Analizi

Gergek-zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (real-time Polymerase Chain Reaction),
kullanilan niikleik asitlerin kiigiik miktarlarin1 algilama ve 6lgme kapasitesine sahip 1s1ma
temelli niceliksel bir yontemdir (85). Yontem temel olarak ii¢ basamaktan olusmaktadir:
Denatiirasyon (denaturation) basamaginda ¢ogaltilacak DNA yiiksek sicaklik ile tek zincir
haline getirilir. Baglanma (annealing) basamaginda primerler optimum sicaklikta tek zincirli
DNA’ya baglanir. Son olarak uzama (elongation/extension) basamaginda DNA polimeraz
enzimi aracilifiyla ortamdaki deoksiniikleotid trifosfatlarin (ANTP) baglanmasiyla primer
dizisinin uzamasi saglanir (86).

FOXP3 ekspresyon analizi i¢in Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (Thermo
Scientific), hedef gen FOXP3 ve internal kontrol geni olarak g-aktin genleri igin tasarlanan
primerler (87) ve cDNA o6rnekleri ile PCR reaksiyonu hazirlandi. Kullanilan primer dizileri

Tablo 5’te verilmistir.
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Tablo 5. Ekspresyon analizi i¢in kullanilan primerler.

Gen Primer Dizisi PCR Uriinii

FOXP3 Forward: 5'-CTGACCAAGGCTTCATCTGTG-3’ 175 baz ¢ifti
Reverse: 5'-ACTCTGGGAATGTGCTGTTTC-3’

p-aktin Forward: 5-AGTTGCGTTAC ACCCTTTCTTG-3' 150 baz ¢ifti
Reverse: 5'-TCACCTTCACCGTTCCAGTTT-3’

Liyofilize primerlere nuclease-free su eklenerek 150 uM olacak sekilde primer ana stok
soliisyonlar1 hazirlandi. Ana stok 1:15 oranda seyreltilerek 10 uM ara stok soliisyonlari
hazirlandi.

Real-Time PCR reaksiyonu i¢in Tablo 6’daki reaksiyon karisimi hazirlandi ve 20 pL’lik
reaksiyon karisimi 96 kuyucuklu PCR plaklarina pipetlendi. Kalip DNA olarak, 40 uL.’de 1000
ng olacak sekilde nuclease-free su ile 1:2 oraninda seyreltilen cDNA &rnekleri (25 ng/uL)
kullanildi. Negatif kontrol i¢in nuclease-free su kullanildi. Buharlasmay1 6nlemek i¢in plak,

kapatici film ile kaplandi. LightCycler 480 (Roche) cihazi kullanilarak analiz gergeklestirildi.

Tablo 6. Real-Time PCR reaksiyon igerigi.

Kimyasal Eklenen Miktar Son Konsantrasyon
Maxima SYBR Green qPCR Master Mix | 10 uL 1X
(2X)
Forward Primer (10 uM) 0.6 uL 0.3 uM
Reverse Primer (10 uM) 0.6 uL 0.3 uM
cDNA Ornegi (25 ng/uL) 5ul 125 ng
Nuclease-free Su 3.8 uL
Toplam | 20 pL.

Analiz igin 95°C’de 10 dk ve (95°C’de 15 sn, 60 °C’de 30 sn, 72 °C’de 30 sn) x40 dongii
programi uygulandi. Erime egrisi analiziyle iiriinlerin kalite kontrolii gergeklestirildi. Ornekler
ticli calisildi ve hesaplama i¢in {i¢ kuyucuktan elde edilen Ct degerlerinin ortalamalari

kullanildi. Géreceli gen ekspresyon analizi 224t yontemi kullanilarak gerceklestirildi (88).
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3.6.3.5. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR oOrneklerinin varligr ve amplifikasyonun dogru gergeklesip gerceklesmediginin
gosterilebilmesi i¢in o6rnekler PCR reaksiyonundan sonra %4’liikk agaroz jelde elektroforeze
edildi. %4 liikk agaroz jel, 4 gram agarozun 1X TBE tamponunda ¢oziilmesiyle hazirlandi.
Coziilme islemi 1sitilarak gergeklestirildikten sonra ¢oziinen agaroz kisa siire oda sicakliginda
bekletildi ve ¢ozeltiye 5 uL SafeView Classic (ABM) eklendi. Hazirlanan jel, jel dokiim
aparatina dokiilerek, kuyularin olusmasi i¢in tarak yerlestirildi. Jelin soguyarak, jellesme
slirecinin tamamlanmasi i¢in 30 dakika oda sicakliginda beklendi. Tarak donan jelden dikkatli
bicimde ¢ikarilarak yiiklemenin yapilacagi kuyular elde edildi. Hazirlanan jel igerisinde 1X
TBE tamponu bulunan elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforeze edilecek ornekler, 6X
jel yiikleme tamponu ile kargtirilarak 10 pL karisim kuyulara yiiklendi. Orneklerin
biiyiikliiklerinin saptanmasi i¢in 10 uL. O'RangeRuler 20 bp DNA Ladder (Thermo Scientific)
kuyulara yiiklendi. 10 V/em gerilim uygulanarak orneklerin elektroforeze olmasi saglandi.

Elektroforez sonuglar1 UVP EpiChemi® Darkroom sistemi ile gériintiilendi.
3.6.4. ELISA Analizi

Hastalardan ve saglikli kontrol grubundan elde edilen plazma 6rneklerindeki 1L-10, 17A,
35, 36G sitokinlerinin miktarlart “sandwich” enzim bagli immunosorbent testi (ELISA) ile
Olciildii. Kullanilan standartlar ve 6rnekler, ylizeyi istenen sitokine 6zgii antikor ile kaplanmig
mikrokuyucuklarda biyotinile antikor reaktifi ile birlikte bekletilir. Sitokinler kuyucuklarin
yiizeyindeki antikorlara baglanirken, biyotinile antikor da baglanan sitokinlere baglanir.
Yikama basamagmin ardindan eklenen horseradish peroksidaz (HRP), sitokinlere bagl
biyotinile antikorlara baglanir. Bir diger yikama basamaginin ardindan eklenen
tetrametilbenzidin (TMB) substrati HRP’ye baglandiginda mavi renk gozlenir. Asidik
ozellikteki stop soliisyonu eklendiginde mavi renk, sartya doniisiir ve sonlandirilan reaksiyon
belirtilen dalga boyunda okutulur. Ornekler ikili ¢alisildi ve ayni &rnegin bulundugu iki
kuyucuktan elde edilen absorbans degerlerinin ortalamalari1 konsantrasyon hesaplanmasi i¢in
kullanilds. ikili ¢alisilan 6rneklerden elde edilen %CV degerleri IL-10 i¢in 4.4, IL-17A igin 9.6,
IL-35 i¢in 8.7 ve IL-36G icin 1.9 olarak hesaplandi.
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3.6.4.1. IL-10 Ol¢iimii

Hasta ve kontrol grubu plazma 6rneklerindeki IL-10 miktarinin belirlenmesi i¢in Human
IL-10 ELISA Kit’i (Thermo Scientific) kullanildi. Kit, protokol dogrultusunda uygulandi:

e Standart ve 6rnekler kuyucuklara 50’ser pL pipetlendi. Kuyucuklara 50’ser uL biyotinile
antikor reaktifi pipetlendi. Plak, kapatici film ile kaplanarak 2 saat oda sicakliginda
bekletildi.

e Kuyucuklar 300’er pLL yikama soliisyonu ile ii¢ kez yikandi.

e Kuyucuklara 100’er pL Streptavidin-HRP soliisyonu eklendi. Plak, kapatici film ile
kaplanarak 30 dk oda sicakliginda bekletildi.

e Kuyucuklar 300’er pL yikama soliisyonu ile ii¢ kez yikandi.

e Kuyucuklara 100’er phL TMB substrat soliisyonu eklendi. Plak 30 dk oda sicakliginda ve
karanlikta bekletildi.

e Kuyucuklara 100’er pL stop soliisyonu eklendi.

e Absorbanslar spektrofotometrik plak okuyucuda 450 nm ve 550 nm’de Ol¢iildii.
0OD450’den OD550 cikartilarak Delta OD hesaplandi.

Konsantrasyonlar 600 pg/mL, 240 pg/mL, 96 pg/mL, 38.4 pg/mL, 15.36 pg/mL
standartlar kullanilarak olusturulan dogrusal standart grafigi ile hesaplandi (Sekil 3). Duyarlilig
3 pg/mL’nin altinda olan kitin segiciligi test edilmis olup insan IL-1a, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6,
IL-7, IL-8, TNFa, TNFf ve IFNy ile ¢apraz reaksiyon gostermedigi belirtilmistir.

IL-10 Standart Grafigi
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Sekil 3. IL-10 standart grafigi.
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3.6.4.2. IL-17A Ol¢iimii

Hasta ve kontrol grubu plazma o6rneklerindeki IL-17A miktarinin belirlenmesi i¢in

Human IL17A ELISA Kit’i (Thermo Scientific) kullanildi. Kit, protokol dogrultusunda

uygulandi:

Kuyucuklara 50’ser puL biyotinile antikor reaktifi pipetlendi. Standart ve Ornekler
kuyucuklara 50’ser pL pipetlendi. Plak, kapatici film ile kaplanarak iki saat oda
sicakliginda bekletildi.

Kuyucuklar 300’er pLL yikama soliisyonu ile {i¢ kez yikandi.

Kuyucuklara 100’er pL. Streptavidin-HRP soliisyonu eklendi. Plak, kapatict film ile
kaplanarak bir saat oda sicakliginda bekletildi.

Kuyucuklar 300’er pLL yikama soliisyonu ile ii¢ kez yikandi.

Kuyucuklara 100’er pnL. TMB substrat soliisyonu eklendi. Plak 30 dk oda sicakliginda ve
karanlikta bekletildi.

Kuyucuklara 100’er pL stop soliisyonu eklendi.

Absorbanslar spektrofotometrik plak okuyucuda 450 nm ve 550 nm’de Odlgiildii.
0OD450’den OD550 ¢ikartilarak Delta OD hesaplandi.

Konsantrasyonlar 2000 pg/mL, 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62.5

pg/mL, 31.25 pg/mL standartlar kullanilarak olusturulan dogrusal standart grafigi ile hesaplandi

(Sekil 4). Duyarliligi 5 pg/mL’nin altinda olan Kitin segiciligi test edilmis olup insan IL17B,
IL17D, IL17E, IL17F, IL2, IL4, IL5, IL6, IL8, IL10, IL12, IL13 ve IL16 ile capraz reaksiyon

gostermedigi belirtilmistir.
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IL-17A Standart Grafigi
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Sekil 4. IL-17A standart grafigi.

3.6.4.3. IL-35 Ol¢iimii

Hasta ve kontrol grubu plazma 6rneklerindeki IL-35 miktarinin belirlenmesi igin Human

IL-35 (Interleukin 35) ELISA Kit’i (Elabscience) kullanildi. Kit, protokol dogrultusunda

uygulandi:

Standart ve 6rnekler kuyucuklara 100’er pL pipetlendi. Plak, kapatici film ile kaplanarak
90 dk 37 °C sicakligindaki etiivde bekletildi.

Kuyucuklar bosaltildiktan sonra kuyucuklara 100’er pL biyotinile antikor reaktifi
pipetlendi. Plak, kapatici film ile kaplanarak bir saat 37 °C sicakligindaki etiivde
bekletildi.

Kuyucuklar 300’er uL. yikama soliisyonu ile ii¢ kez yikandi.

Kuyucuklara 100’er pL Streptavidin-HRP soliisyonu eklendi. Plak, kapatict film ile
kaplanarak 30 dk 37 °C sicakligindaki etiivde bekletildi.

Kuyucuklar 300’er pL yikama soliisyonu ile bes kez yikandi.

Kuyucuklara 90’ar pL substrat soliisyonu eklendi. Plak, kapatici film ile kaplanarak 30
dk 37 °C sicakligindaki etiivde bekletildi.

Kuyucuklara 50’ser uL stop soliisyonu eklendi.

Absorbanslar spektrofotometrik plak okuyucuda 450 nm’de 6l¢iildii. OD450’den ODkor
cikartilarak Delta OD hesaplanda.

32



Konsantrasyonlar 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62.5 pg/mL, 31.25
pg/mL, 15.625 pg/mL standartlar kullanilarak olusturulan dort-parametreli lojistik standart
egrisi ile hesaplandi (Sekil 5). Duyarliligr 9.375 pg/mL olan kitin se¢iciligi test edilmis olup

insan IL-35 analoglari ile ¢apraz reaksiyon gostermedigi belirtilmistir.

IL-35 Standart Grafigi
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Sekil 5. IL-35 standart grafigi.
3.6.4.4. 1L-36G Olg¢iimii

Hasta ve kontrol grubu plazma orneklerindeki IL-36G miktarinin belirlenmesi i¢in
Human IL-36G (IL-1F9) ELISA Kit’i (Thermo Scientific) kullanildi. Kit, protokol
dogrultusunda uygulandi:

e Standart ve ornekler kuyucuklara 100’er uL pipetlendi. Plak, kapatici film ile kaplanarak
diisiik devirde calkalayicida 150 dk oda sicakliginda bekletildi.

e Kuyucuklar 300’er pL yikama soliisyonu ile dort kez yikandi.

e Kuyucuklara 100’er pL biyotinile antikor reaktifi pipetlendi. Plak, kapatici film ile
kaplanarak diisiik devirde galkalayicida 1 saat oda sicakliginda bekletildi.

e Kuyucuklar 300’er pL yikama soliisyonu ile dort kez yikandi.

e Kuyucuklara 100’er pL Streptavidin-HRP soliisyonu eklendi. Plak, kapatict film ile
kaplanarak diislik devirde calkalayicida 45 dk oda sicakliginda bekletildi.

e Kuyucuklar 300’er pL yikama soliisyonu ile dort kez yikandi.
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e Kuyucuklara 100°’er uLL TMB substrat soliisyonu eklendi. Plak diisiik devirde
calkalayicida 30 dk oda sicakliginda ve karanlikta bekletildi.

e Kuyucuklara 50’ser uL stop soliisyonu eklendi.

e Absorbanslar spektrofotometrik plak okuyucuda 450 nm ve 550 nm’de oOl¢iildii.
0OD450’den OD550 ¢ikartilarak Delta OD hesaplandi.

Konsantrasyonlar 3000 pg/mL, 1200 pg/mL, 480 pg/mL, 192 pg/mL, 76.80 pg/mL, 30.72
pg/mL, 12.29 pg/mL standartlar kullanilarak olusturulan dort-parametreli lojistik standart egrisi
ile hesaplandi (Sekil 6). Duyarliligi 13 pg/mL olan kitin se¢iciligi test edilmis olup insan IL-
1F1 (IL-1a), IL-1F2 (IL-1pB), IL-1F3 (IL-1ra), IL-1F4 (IL-18), IL-1F5 (IL-36ra), IL-1F6 (IL-
36a), IL-1F7 (IL-37), IL-1F8 (IL-36p), IL-1F10 (IL-38) ve IL-1F11 (IL-33) ile c¢apraz

reaksiyon gostermedigi belirtilmistir.

IL-36G Standart Grafigi

351y = 6.7085567+(0.048519449-6.7085567)/(1+(x/3750.5628)"1.1153498)
3 R? = 0.9999
E 25
o
B 2
13, 15
o 1
o

05

0
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 6. IL-36G standart grafigi.
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Arastirmada kullanilan cihazlar Tablo 7°de belirtilmistir.

Tablo 7. Arastirmada kullanilan cihaz listesi.

Adi/Modeli

Projede Kullanmim Amaci

Sogutmali santrifiij cihazi/Sigma 2K15C

Plazma elde edilmesi, DNA ve RNA

izolasyonlar1

Vorteks/Velp Scientifica Zx®

DNA ve RNA izolasyonlari

Is1 blogu/Major Science

DNA izolasyonu

Buzdolabi/Argelik

Ornek, kimyasal ve kitlerin saklanmas1

Derin dondurucu (-80°C)/Colora UF85-
300S

Orneklerin saklanmasi

Spektrofotometre/ Thermo Scientific

NanoDrop 2000 Spectrophotometer

DNA ve RNA konsantrasyon ve saflik

Ol¢timii

Termal dongti cihazi/Techne TC-412

cDNA sentezi, bisiilfit modifikasyonu

Real-time PCR cihazi/QIAGEN Rotor-
Gene Q

HRM-PCR

Real-time PCR cihazi/ Roche LightCycler
480

Real-time PCR

Gii¢ kaynagi/ATTO AE-8450

Agaroz jel elektroforezi

Elektroforez sistemi/Thermo Minicell
Primo EC320

Agaroz jel elektroforezi

Jel goriintiileme sistemi/ UVP EpiChemi?

Agaroz jel elektroforezi

Darkroom

Spektrofotometrik plak okuyucu/ BioTek | ELISA
Synergy HT

Calkalayici/IKA K S 130 basic ELISA
Etiiv/Memmert ELISA

Otoklav/Hirayama Hiclave HV - 50

Su ve plastik malzemelerin sterilizasyonu
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3.7. Arastirma Plani1 ve Takvimi

Projelendirme | Eyliil 2015 — Subat 2016
Omneklerin Toplanmasi, Plazma Elde | Aralik 2016 — Aralik 2017
Edilmesi, DNA ve RNA izolasyonu
CcDNA Sentezi | Ocak 2017 — Aralik 2017
Real-time PCR Analizi | EKim 2017 — Aralik 2017
Bisiilfit Modifikasyonu | Nisan 2017 — Aralik 2017
HRM-PCR Analizi | Kasim 2017 — Ocak 2018
ELISA Analizi | Haziran 2017 — Aralik 2017
Istatistiksel Analiz ve Tez Yazimi | Aralik 2017 — Subat 2018

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Arastirma sonuclarinin istatistik analizi SPSS 20.0 istatistik programi kullanilarak
yapildi. Olgiimle elde edilen veriler ortalama ve standart sapma, medyan, minimum ve

maksimum degerleri ile, gruplanmis veriler say1 ve ylizde dagilimlari ile sunuldu.

Sayisal verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile
degerlendirildi. Kolmogorov-Smirnov testinin sonucu 0.05’ten kii¢iikk oldugu igin tiim
parametreler normal dagilima uygun bulunmadi. Gruplar arasindaki farki belirlemek i¢in ki-
kare testi ve Mann-Whitney U testi kullanildi. Bulgular arasinda korelasyon olup olmadigi
Spearman korelasyon analizi kullanilarak belirlendi. p<0.05 degerleri istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

3.9. Arastirmanin Simirhhiklar

Calismaya bir yil i¢in 60 psoriasisli dahil edilmesi ongoriilmiis olup calisma siiresi
sonunda 38 hastaya ulasilabildi. Guttat tip, palmoplantar piistiiler tip, generalize piistiiler tip ve
kronik plak psoriasisli hasta drneklerinin elde edilmesi 6ngdriilmekle birlikte ¢alisma sonunda
bu cesitlilik saglanamadi. Calismaya dahil edilen kronik plak ve palmoplantar piistiiler
psoriasislilerin  sayilart dengeli olmadigi igin hastalik alt tiriine bagli analizler
gerceklestirilemedi. Calisma planinda hastalarin tedavi Oncesi ve sonrast Ol¢limlerinin

karsilastirmali olarak incelenmesi hedeflenmisken hastalarin kontrollere diizenli olarak
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gelmemesi nedeniyle tedavi Oncesi/sonrasi analizleri gerceklestirilemedi. Ayrica ¢alismaya
dahil edilen hasta sayis1t beklenenden az oldugu i¢in tedavi olan hastalar da ¢alismaya dahil
edilip, farkli hastalar i¢in tedavi var/yok seklinde iki grup arasinda analizler gergeklestirildi.
Calismada hastalarin kullandiklar1 tedavilere gore (topikal tedavi, adalimumab, fototerapi,
asitretin-siklosporin) gruplandirilip incelenen parametrelerin analizinin gergeklestirilmesi
planlanmisken, tedavi gruplarindaki hasta sayilarinin yeterli ve dengeli olmamasi nedeniyle bu

hedef gergeklestirilemedi.
3.10. Etik Kurul Onay1

Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu 22.10.2015 tarih
ve 2015/24-25 numarali kararinda; 2298-GOA protokol numarali ¢alismamizin etik agidan
sakincali olmadigina karar vermistir (EK-3). Calisma, hasta ve kontrol grubundan aydinlatilmis

onam almarak gergeklestirildi (EK-1 ve EK-2).
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4. BULGULAR

Calisma psoriasis tanisi konulan 38 hasta ve 20 saglikli kisiden olusan kontrol grubu ile

gergeklestirildi.

Hasta grubunun %44.7°si (n=17) kadm, % 55.3’i (n=21) erkek; kontrol grubunun
%35.0’1 (n=7) kadin, %65.0’1 (n=13) erkekti. Yapilan degerlendirmede iki grup arasinda
cinsiyet bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0.474). Hasta ve kontrol

grubunun cinsiyet 6zellikleri ve yas ortalamalar1 Tablo 8’de gdsterilmistir.

Tablo 8. Hasta ve kontrol grubunun cinsiyet 6zellikleri ve yas ortalamalari.

Grup Cinsiyet n (%) Yas Ort. £SD Min./Maks. Medyan

Hasta 38 (65.5)  47.9+15.1 22/85 51
Kadin 17 (44.7) 46.0 £16.5 27/85 42
Erkek 21 (55.3) 49.4 £14.0 22/75 51

Kontrol 20 (34.5) 36.6 +8.4 27152 34
Kadin 7 (35.0) 38.6 £9.0 27/50 35
Erkek 13 (65.0) 35.5+8.3 27/52 32

Hastalarin 36’sinda kronik plak, ikisinde palmoplantar piistiiler tipte psoriasis mevcuttu.
Hastalik siddeti PASI skoruna bagl oldugundan palmoplantar piistiiler psoriasis hastalar1 bu
gruplandirmaya dahil edilmedi. Kronik plak psoriasis hastalarinin 21’inde hastalik siddeti
diisiik iken 15’inde orta-siddetli diizeydeydi. Hastalarin 22’si kan alimindan 6nceki bir ay
boyunca sistemik tedavi gormemis, 15 giin boyunca topikal tedavi gérmemis iken 16 hasta
Tablo 9°da belirtilen tedavilerden birini kullanmaktaydi. Hastalarin 19’unun psoriasis disinda
kronik bir hastalig1 var iken geri kalan 19 hastanin psoriasis disinda kronik bir hastalig

bulunmamaktaydi. Hastalarin gruplara gére dagilimi Tablo 9°da gosterilmistir.
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Tablo 9. Hasta gruplar1 ve 6zellikleri.

Hasta gruplan n %
Psoriasis alt tiirii Kronik plak 36 94.7
Palmoplantar pistiiler 2 5.3
Hastahk siddeti Diisiik (PASI<10) 21 58.3
Orta-siddetli (PASI>10) 15 41.7
Tedavi durumu Var 16 421
Yok 22 57.9
Tedavi tiiri Topikal 12 75.0
Asitretin 1 6.3
Siklosporin 1 6.3
Topikal+asitretin 1 6.3
Topikal+metotreksat 1 6.3
Kronik hastalik Var 19 50.0
Yok 19 50.0

Hastalarin PASI skorlar1 1.2 ile 46.0 arasinda degismekteydi. PASI skorlarinin ortalamasi

11.8 £9.4, medyan degeri 7.6 olarak tespit edildi. Hastalarin PASI skoruna gore dagilimi Tablo

10°da gosterilmistir.

Tablo 10. Hastalarm PASI skoru dagilimu.

Gruplar Ort. £SD Min./Maks. Medyan
PASI skoru 11.8 £9.4 1.2/46.0 7.6

<10 5.7+1.8 1.2/8.2 5.6

>10 20.3 £9.0 12.0/46.0 17.6

4.1. FOXP3 TSDR Metilasyon Diizeyleri

HRM analizi ile incelenen hasta ve kontrol grubu o&rnekleri elde edilen grafikte,

metilasyon kontrolii olarak kullanilan %100 metile 6rnekler ile aynm1 bolgede goriildii. HRM
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grafiginden yola ¢ikilarak hasta ve kontrol 6rneklerinin tiimiiniin metile oldugu sonucu elde

edildi. %100 unmetile kontrol, grafikte daha diislik sicaklik derecesinde goriildii. Metile ve

unmetile kontroller arasindaki fark grafikte gosterildi. Bisiilfit modifikasyonunun gerceklesip

gerceklesmedigini kontrol etmek igin EpiTect PCR Control DNA Set’indeki (QIAGEN) bisiilfit

modifikasyonu uygulanmamis %100 unmetile kontroliine diger ornekler ile birlikte bisiilfit

modifikasyonu uygulandi ve grafikte %100 unmetile kontrol ile ayni bdlgede goriildi. Bu

sayede bistilfit modifikasyonunun dogru bir sekilde uygulandig: gosterildi (Sekil 7).

Rephcate View|
10
) Hasta 1
Kontrol 1
© [ S— %100 Metile Kontrol
T %100 Unmetile Kontrol
\ %100 Unmetile Bisilfit Modifikasyonu Kontrolii
% & ~.\‘\\
~_ @ N |
/9 e m2 74 786 78 780 82 784 786 788 80 72 794 796 ‘53&‘2:: 802 804 806 8038 810 812 814 816 818 820 822 824 826 8238
Rolor-Gene @ Senes Software 20.2

Sekil 7. HRM PCR ile elde edilen erime egrisi drnegi.

Hasta ve kontrol orneklerinin erime sicaklik degerleri karsilagtirildiginda anlamli fark

bulunmadi (p=0.174) (Sekil 8).
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Erime Sicakligi
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[@)]

Kontrol Hasta

Sekil 8. Hasta ve kontrol grubunun erime sicakliklari (Standart hata ¢izgi ile gosterilmistir.).

Hastalik siddeti agisindan erime sicaklik degerleri karsilastirildiginda anlamli fark
bulunmadi (p=0.222) (Sekil 9).

Hastahk Siddeti

81,14

81,12
G 81,10
< 81,08
2’ 81,06
81,04
81,02
81,00
80,98
80,96
80,94

-

Erime Sicakl

Diisiik Orta-siddetli

Sekil 9. Hastalik siddeti gruplarinin erime sicakliklari (Standart hata ¢izgi ile gosterilmistir.).

Tedavi olan ve olmayan hastalarin erime sicaklik degerleri karsilastirildiginda anlamli
fark bulunmadi (p=0.178) (Sekil 10).
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Tedavi Durumu

81,14

81,12
G 81,10
< 81,08
2 81,06
81,04
81,02
81,00
80,98
80,96
80,94

1

Erime Sicakh

Var Yok

Sekil 10. Tedavi gruplarinin erime sicakliklari (Standart hata ¢izgi ile gosterilmistir.).

Psoriasis diginda bir hastaligi olan ve olmayan hastalarin erime sicaklik degerleri

karsilastirildiginda anlamli fark bulunmadi (p=0.118) (Sekil 11).

Kronik Hastalik

Erime Sicakhg (°C)

Var Yok

Sekil 11. Kronik hastalik gruplarinin erime sicakliklari (Standart hata ¢izgi ile gosterilmistir.).

4.2. FOXP3 Ekspresyon Diizeyleri

2—AAC

Tiim hasta ve kontrol ornekleri i¢in goreceli gen ekspresyon analizi T yontemi

kullanilarak gerceklestirildi. internal kontrol geni olarak S-aktin geni kullanilds.
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FOXP3 ekspresyon diizeyi agisindan hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli fark
bulunmadi (p=0.242) (Sekil 12).

Goreceli FOXP3 Ekspresyonu
o o0 2o o B BoRF
N S D (0] o N B
o o o o o (@) o

e

o
o
o

Kontrol Hasta

Sekil 12. Hasta ve kontrol grubunun goreceli FOXP3 ekspresyon diizeyi (Standart hata ¢izgi

ile gosterilmistir.).

Hastalik siddeti gruplar1 arasinda FOXP3 ekspresyonu kiyaslandiginda anlamli fark
bulunmadi (p=0.665) (Sekil 13).

Hastalhik Siddeti
1,60
1,40
1,20
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00

Goreceli FOXP3 Ekspresyonu

Diisiik Orta-siddetli

Sekil 13. Hastalik siddeti gruplarinin goreceli FOXP3 ekspresyon diizeyi (Standart hata ¢izgi

ile gosterilmistir.).
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FOXP3 ekspresyonu diizeyi acisindan tedavi olan hastalar ve tedavi olmayan hastalar

arasinda anlamli fark bulunmadi (p=0.554) (Sekil 14).
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Yok

Sekil 14. Tedavi gruplarinin goreceli FOXP3 ekspresyon diizeyi (Standart hata ¢izgi ile

gosterilmistir.).

FOXP3 ekspresyonu diizeyi agisindan kronik hastalig1 olan ve olmayan hastalar arasinda
anlaml1 fark bulunmadi (p=0.872) (Sekil 15).
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Sekil 15. Kronik hastalik gruplarinin goreceli FOXP3 ekspresyon diizeyi (Standart hata ¢izgi

ile gosterilmistir.).
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4.2.1. Agaroz Jel Elektroforezi

FOXP3 ve p-aktin primer g¢iftleri kullanilarak elde edilen PCR iiriinleri, amplifikasyon
varh@ ve biiyiikliik agisindan kontrol igin %4’liik agaroz jelde yiiriitiildii. Uriinlerin
biitinligiini korudugu ve beklenen baz ¢ifti degerlerinde oldugu gosterildi (Sekil 16).

Marker 20 bg
Hasta 35
Hasta 36
Hasta 37
Hasta 38
Kontrol 20
Marker 20 bg
Hasta 36
Hasta 37
Hasta 38
Kontrol 20
Marker 20 bg

)
o)
s
R
w
b
=

Sekil 16. Real-time PCR iiriinlerinin %4’liikk agaroz jeldeki drnek goriintiisii. PCR {iriinlerinin
biyiikligii; FOXP3 175 bg, p-aktin 150 bg’dir.

4.3. interlokin Diizeyleri

Hasta grubunun IL-10 degerleri 11.63 pg/mL ile 452.88 pg/mL arasinda olup ortalamasi
32.81 £70.61 pg/mL, medyan degeri 21.10 olarak tespit edildi. Kontrol grubunun IL-10
degerleri 20.40 pg/mL ile 592.00 pg/mL arasinda olup ortalamast 61.29 +127.76 pg/mL,
medyan degeri 24.70 olarak tespit edildi (Sekil 17). Kontrol grubunda IL-10 degerleri hasta
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (p=0.008) (Tablo 11).
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Kontrol

Sekil 17. Hasta ve kontrol grubunun IL-10 degerleri (Kisi sonuglar tiggen ile, medyan degeri

¢izgi olarak gosterilmistir.) (*p=0.008).

Tablo 11. Hasta ve kontrol grubunda interlokin konsantrasyonlarinin istatistiksel analizi.

IL-10 (pg/mL) IL-17A (pg/mL) | IL-35 (pg/mL) IL-36G (pg/mL)
Ort. £SD Ort. £SD Ort. £SD Ort. £SD

Grup (Medyan) (Medyan) (Medyan) (Medyan)

Kontrol 61.29 £127.76 12.83 +£5.59 29.31 +14.35 30.05 +£30.13
(24.70) (14.00) (29.22) (18.23)

Hasta 32.81 £70.61 11.24 +4.26 36.05 £36.44 25.54 £36.56
(21.10) (13.29) (23.41) (16.88)

p 0.008 0.134 1.000 0.287
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Hasta grubunun IL-17A degerleri 3.80 pg/mL ile 17.57 pg/mL arasinda olup ortalamasi
11.24 +4.26 pg/mL, medyan degeri 13.29 olarak tespit edildi. Kontrol grubunun IL-17A
degerleri 4.80 pg/mL ile 21.14 pg/mL arasinda olup ortalamasi 12.83 +5.59 pg/mL, medyan
degeri 14.00 olarak tespit edildi (Sekil 18). Iki grup arasinda IL-17A diizeyi bakimindan anlaml
fark bulunmadi (p=0.134) (Tablo 11).
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Kontrol Hasta

Sekil 18. Hasta ve kontrol grubunun IL-17A degerleri (Kisi sonuglari tiggen ile, medyan degeri

cizgi olarak gosterilmistir.).

IL-35 6l¢iimlerinde kontrol grubundan 4, hasta grubundan 10 kisi disindaki degerler
Olciilebilir diizeyde degildi. Hasta grubunun IL-35 degerleri 11.61 pg/mL ile 132.99 pg/mL
arasinda olup ortalamasi 36.05 £36.44 pg/mL, medyan degeri 23.41 olarak tespit edildi. Kontrol
grubunun IL-35 degerleri 12.23 pg/mL ile 46.58 pg/mL arasinda olup ortalamasi 29.31 +14.35
pg/mL, medyan degeri 29.22 olarak tespit edildi (Sekil 19). Iki grup arasinda IL-35 diizeyi
bakimindan anlamli fark bulunmadi (p=1.000) (Tablo 11).

Hasta grubunun IL-36G degerleri 10.14 pg/mL ile 227.96 pg/mL arasinda olup ortalamasi
25.54 £36.56 pg/mL, medyan degeri 16.88 olarak tespit edildi. Kontrol grubunun IL-36G
degerleri 10.84 pg/mL ile 140.85 pg/mL arasinda olup ortalamasi 30.05 £30.13 pg/mL, medyan
degeri 18.23 olarak tespit edildi (Sekil 20). iki grup arasinda IL-36G diizeyi bakimimdan anlamli
fark bulunmadi (p=0.287) (Tablo 11).
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Sekil 19. Hasta ve kontrol grubunun IL-35 degerleri (Kisi sonuglar1 {iggen ile, medyan degeri

cizgi olarak gosterilmistir.).
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Sekil 20. Hasta ve kontrol grubunun IL-36G degerleri (Kisi sonuglari tiggen ile, medyan degeri

¢izgi olarak gosterilmistir.).

48



Hastalar hastalik siddetine gore gruplandirildiginda iki grup arasinda interlokin diizeyleri

bakimindan anlamli fark bulunmadi (Tablo 12).

Tablo 12. Hastalik siddeti diisiik ve orta-siddetli olan hastalarin interlokin konsantrasyonlarinin

istatistiksel analizi.

IL-10 (pg/mL) IL-17A (pg/mL) | IL-35 (pg/mL) IL-36G (pg/mL)
Hastahk Ort. £SD Ort. £SD Ort. £SD Ort. =SD
siddeti (Medyan) (Medyan) (Medyan) (Medyan)
Diisiik 42.02 £94.77 10.23 +4.40 18.70+10.15 21.86 £19.02
(21.20) (13.29) (15.23) (16.88)
Orta- 21.01 £7.50 12.37 +4.09 53.40 +46.18 11.88 £54.39
siddetli (21.00) (14.00) (42.08) (17.01)
p 0.773 0.244 0.076 0.395

Hastalar tedavi durumuna gore gruplandirildiginda iki grup arasinda interlokin diizeyleri

bakimindan anlamli fark bulunmadi (Tablo 13).

Tablo 13. Tedavi olan ve olmayan hastalarin interlokin konsantrasyonlarinin istatistiksel

analizi.
IL-10 (pg/mL) IL-17A (pg/mL) | IL-35 (pg/mL) IL-36G (pg/mL)
Tedavi Ort. +SD Ort. £SD Ort. £SD Ort. £SD
durumu (Medyan) (Medyan) (Medyan) (Medyan)
Tedavi var | 20.16 £9.18 10.31 £4.35 41.41+46.29 32.48 £53.05
(17.41) (12.93) (23.41) (16.82)
Tedavi yok | 42.01 £92.27 11.91 +4.16 28.02 £16.43 20.48 £17.12
(21.70) (13.29) (25.87) (16.94)
p 0.280 0.270 1.000 0.872

Hastalar psoriasis disinda kronik hastalig1 olup olmamasina gére gruplandirildiginda iki

grup arasinda interlokin diizeyleri bakimindan anlamli fark bulunmadi (Tablo 14).
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Tablo 14. Psoriasis diginda kronik hastaligi olan ve olmayan hastalarin interlokin

konsantrasyonlarinin istatistiksel analizi.

IL-10 (pg/mL) IL-17A (pg/mL) | IL-35 (pg/mL) IL-36G (pg/mL)
Kronik Ort. £SD Ort. £SD Ort. £SD Ort. £SD
hastalik (Medyan) (Medyan) (Medyan) (Medyan)
Var 22.92 +11.24 11.58 £4.28 38.14 £43.66 29.69 +48.85
(21.20) (13.29) (16.78) (16.76)
Yok 42.69 £99.58 10.89 £4.31 31.18 +£14.33 21.38 £18.40
(21.00) (12.57) (36.51) (17.14)
p 0.770 0.576 0.732 0.397

Hasta bulgular1 arasinda korelasyon olup olmadig: incelendiginde sadece PASI skoru ile

IL-35 diizeyi arasinda giiclii diizeyde (r=0.648) pozitif yonde korelasyon bulundu (p=0.043)

(Sekil 21). Korelasyon sonuglar1 Tablo 15’te gosterilmistir.
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Sekil 21. Hastalarda PASI skoru — 1L-35 korelasyon grafigi.
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Tablo 15. Hasta bulgularinin korelasyon analizi.

Gruplar r p

PASI Skoru — FOXP3 Metilasyonu -0.097 0.573
PASI Skoru — FOXP3 Ekspresyonu -0.154 0,369
PASI Skoru — IL-10 -0,410 0.812
PASI Skoru — IL-17A 0.285 0.092
PASI Skoru — IL-35 0.648 0.043
PASI Skoru — IL-36G 0.216 0.205
FOXP3 Metilasyonu — FOXP3 Ekspresyonu | -0.211 0.204
FOXP3 Metilasyonu — IL-10 0.139 0.406
FOXP3 Metilasyonu — IL-17A -0.169 0.311
FOXP3 Metilasyonu — IL-35 0.055 0.881
FOXP3 Metilasyonu — IL-36G 0.033 0.846
FOXP3 Ekspresyonu — IL-10 0.013 0.939
FOXP3 Ekspresyonu — IL-17A 0.004 0.981
FOXP3 Ekspresyonu — IL-35 -0.382 0.276
FOXP3 Ekspresyonu — IL-36G -0.092 0.583
IL-10 — IL-17A 0.183 0.271
IL-10 — IL-35 -0.115 0.751
IL-10 — IL-36G -0.054 0.747
IL-17A — 1L-35 0.088 0.809
IL-17A — 1L-36G 0.260 0.114
IL-35 - IL-36G -0.127 0.726

Hastalik siddeti diisiik olan hasta bulgular1 arasinda korelasyon olup olmadigi
incelendiginde PASI ile IL-17A diizeyi arasinda orta diizeyde (r=0.499) pozitif ydnde
korelasyon (p=0.021) (Sekil 22) ve FOXP3 ekspresyon diizeyi ile IL-35 diizeyi arasinda ¢ok

giicli diizeyde (r=0.900) negatif yonde korelasyon (p=0.037) (Sekil 23) bulundu. Korelasyon

sonuglar1 Tablo 16°da gosterilmistir.
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Tablo 16. Hastalik siddeti diisiik olan hasta bulgularinin korelasyon analizi.

Gruplar r p

PASI Skoru — FOXP3 Metilasyonu 0.105 0.651
PASI Skoru — FOXP3 Ekspresyonu -0.249 0,277
PASI Skoru — IL-10 -0,155 0.502
PASI Skoru — IL-17A 0.499 0.021
PASI Skoru — IL-35 0.300 0.624
PASI Skoru — IL-36G 0.013 0.955
FOXP3 Metilasyonu — FOXP3 Ekspresyonu | -0.239 0.297
FOXP3 Metilasyonu — IL-10 0.072 0.756
FOXP3 Metilasyonu — IL-17A -0.115 0.620
FOXP3 Metilasyonu — IL-35 0.700 0.188
FOXP3 Metilasyonu — IL-36G 0.265 0.247
FOXP3 Ekspresyonu — IL-10 -0.003 0.991
FOXP3 Ekspresyonu — IL-17A -0.404 0.070
FOXP3 Ekspresyonu — IL-35 -0.900 0.037
FOXP3 Ekspresyonu — IL-36G -0.208 0.365
IL-10 — IL-17A -0.020 0.931
IL-10 - IL-35 -0.600 0.285
IL-10 — IL-36G -0.003 0.991
IL-17A — 1L-35 -0.354 0.559
IL-17A — 1L-36G 0.249 0.277
IL-35 - IL-36G -0.200 0.747
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Sekil 22. Hastalik siddeti diisiik olan hastalarda PASI skoru — IL-17A korelasyon grafigi.
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Sekil 23. Hastalik siddeti diisiik olan hastalarda FOXP3 ekspresyon diizeyi — IL-35 korelasyon

grafigi.
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Hastalik siddeti orta-siddetli olan hasta bulgular1 arasinda korelasyon olup olmadig:
incelendiginde PASI ile 1L-36G diizeyi arasinda giiclii diizeyde (r=0.532) pozitif yonde
korelasyon (p=0.041) (Sekil 24) ve FOXP3 ekspresyon diizeyi ile IL-17A diizeyi arasinda gii¢lii
diizeyde (r=0.583) pozitif yonde korelasyon (p=0.022) (Sekil 25) bulundu. Korelasyon
sonuglart Tablo 17°de gosterilmistir.

Tablo 17. Hastalik siddeti orta-siddetli olan hasta bulgularinin korelasyon analizi.

Gruplar r p

PASI Skoru — FOXP3 Metilasyonu 0.291 0.292
PASI Skoru — FOXP3 Ekspresyonu -0.088 0,756
PASI Skoru — IL-10 -0,254 0.361
PASI Skoru — IL17A -0.189 0.500
PASI Skoru — IL-35 0.100 0.873
PASI Skoru — IL-36G 0.532 0.041
FOXP3 Metilasyonu — FOXP3 Ekspresyonu | -0.380 0.163
FOXP3 Metilasyonu — IL-10 0.208 0.458
FOXP3 Metilasyonu — IL-17A -0.408 0.131
FOXP3 Metilasyonu — IL-35 0.500 0.391
FOXP3 Metilasyonu — IL-36G -0.168 0.548
FOXP3 Ekspresyonu — IL-10 -0.082 0.771
FOXP3 Ekspresyonu — IL-17A 0.583 0.022
FOXP3 Ekspresyonu — IL-35 -0.100 0.873
FOXP3 Ekspresyonu — IL-36G -0.129 0.648
IL-10 — IL-17A 0.338 0.219
IL-10 — IL-35 0.200 0.747
IL-10 - IL-36G -0.136 0.629
IL-17A — 1L-35 0.100 0.873
IL-17A — 1L-36G 0.248 0.373
IL-35 - IL-36G -0.300 0.624
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Sekil 24. Hastalik siddeti orta-siddetli olan hastalarda PASI skoru — IL-36G korelasyon grafigi.
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Sekil 25. Hastalik siddeti orta-siddetli olan hastalarda FOXP3 ekspresyon diizeyi — IL-17A

korelasyon grafigi.
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5. TARTISMA
5.1 FOXP3 ve Psoriasis Iliskisi

Psoriasis patogenezinin énemli nedenlerinden birinin deride gelisen immiinitenin Treg
hiicreler aracilidi ile diizenlenememesi oldugu diisiiniilse de yapilan ¢alismalardan dolagimdaki
Treg diizeyi ile ilgili farkli sonuglar elde edilmistir. Psoriasislilerde Th17 ve FOXP3+ Treg
hiicrelerin lezyon ve dolagimda bulunma yiizdelerinin akis sitometrisi yontemi ile incelendigi
pek cok calisma bulunmaktadir. Bu c¢aligmalarin birinde Th17 hiicrelerin dolasima gore
lezyonda daha fazla bulundugu, FOXP3+ Treg hiicrelerin ise lezyon ve dolasimda benzer
oranlarda bulundugu belirtilmistir (89). Dolasimdaki Treg hiicre oraninin incelendigi bir
calismada bu oranin hastalarda kontrollere gore anlamli olarak diisiik oldugu bulunurken,

hastalarda Treg orani ile PASI skorlar1 arasinda korelasyon bulunmamuistir (90).

Lezyonda ve periferik kandaki FOXP3+ Treg hiicre sayisinin psoriasis alt tiirlerindeki
durumunu arastiran bir ¢alismadan Treg hiicrelerin kronik plak psoriasislilerde guttat
psoriasislilere ve kontrol grubuna gore daha yiiksek oranda bulundugu sonucu elde edilmistir.
Guttat psoriasislilerde FOXP3+ Treg hiicre sayilarinin kontrol grubundan diisiik bulundugu
belirtilmistir. Hastalarmn dolasimdaki FOXP3+ hiicre yiizdesinin PASI skorlar1 ile pozitif
korelasyon gosterdigi saptanmistir. Dolasimdaki IL-17+ hiicrelerin yilizdesi incelendiginde
FOXP3+ hiicre sonuglarinin tersi olarak guttat psoriasislilerde yiiksek, kontrol grubunda diistik,
kronik plak psoriasislilerde ise iki gruba gore de diisikk oldugu bulunmustur. Elde edilen bu
sonuglar FOXP3+ Treg hiicre fonksiyonunun inflamasyonda dengesiz olabilecegi gibi FOXP3+
Treg hiicrelerin farkli psoriasis alt tiplerinde farkli oranlarda bulunmasi, bu hiicrelerin psoriasis

olusumunda farkl: etkilerinin olabilecegi seklinde degerlendirilmistir (91).

Benzer bir ¢calismada Th17 ve Treg hiicrelerin dolasimdaki yilizdeleri incelenmis ve Th17
hiicreler hastalarda kontrollere gore anlamli olarak yiiksek iken Treg hiicreler i¢in iki grup
arasinda anlamli fark bulunmamistir. Treg hiicrelerin dolasimdaki yiizdesi hastalik siddetine
gore incelendiginde ise orta-siddetli hastalik grubunda kontrollere gére anlamli olarak yiiksek
oldugu belirtilmistir. Her iki hiicre grubunun dolasimdaki yiizdeleri ile PASI skorlar1 pozitif
korelasyon gostermektedir. Th17/Treg hiicre orani ile PASI skorlar1 arasindaki korelasyon
incelendiginde dolasimda pozitif korelasyon, lezyonda ise negatif korelasyon oldugu

belirtilmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikilarak Th17 ve Treg hiicrelerin hastalik siddetini
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etkileyebilecegine, lezyondaki IL-17 yogunlugunun Treg hiicreler aracilifiyla diizenlenmedigi
ancak bu durumun altinda farkli bir diizenleme mekanizmasi olabilecegine dikkat ¢ekilmistir

(92).

Dolagimdaki Treg diizeyinin bir gostergesi olarak FOXP3 mRNA ekspresyonunun
incelendigi caligmalarin bir kisminda ekspresyon diizeyinin normale gore diisiik oldugu
belirtilmistir (87, 93-95). Periferik kan mononiikleer hiicrelerindeki FOXP3 mRNA
ekspresyonunun incelendigi calismada hastalarda down-regiilasyon saptanmistir. Hastalara 12
haftalik tedavi uygulandiktan sonra ekspresyon diizeyi incelendiginde tedaviye yanit veren
hastalarda FOXP3 mRNA ekspresyonunun anlamli olarak arttig1 goriilmiistiir (93). Benzer bir
diger calismada hastalarda kontrollere gore FOXP3 mRNA ekspresyonunun daha diisiik
oldugu, hastalarin dar bant UVB tedavisinden sonra ekspresyon diizeylerinin tedavi 6ncesine
gore anlamli olarak arttigi gosterilmistir. Calismada ayrica dolasimdaki Treg ve Thl7
hiicrelerin durumu da incelenmis ve hastalarda Treg hiicrelerin kontrollere gore diisiik, Th17
hiicrelerin ise yiiksek miktarda oldugu bulunmustur (94). Baska bir ¢alismada da benzer sekilde
psoriasislilerde Th17 hiicre ylizdesi kontrollere gore yiiksek, Treg hiicre yiizdesi diisiik ve
bununla uyumlu olarak FOXP3 mRNA diizeyi de diisiik bulunmustur (87). Benzer sonuglar
elde edilen bir diger ¢aligmada dolasimdaki Treg hiicre ylizdesi ve mRNA ekspresyon
diizeyinin hastalik siddeti ile iliskisi incelenmis ve siddetli hastalik grubu sonuglarinin hastalik

siddeti orta olan gruba gore anlamli olarak diisiik oldugu belirtilmistir (95).

Psoriasislilerde dolasimdaki Treg diizeyinin incelendigi ¢aligmalarin bazilarinda ise hasta
ve kontrol grubu arasinda FOXP3 mRNA ekspresyon diizeyi agisindan anlamli fark
bulunmamustir (96-98). Dolagimdaki Treg hiicrelerdeki FOXP3 mRNA ekspresyonunun
incelendigi bir c¢alismada hasta ve kontrol grubunda benzer olarak Treg hiicrelerde
ekspresyonun diger T hiicrelere gére 50 kat daha fazla oldugu bulunmustur. Bu ve ¢alismanin
diger sonuclarindan yola ¢ikilarak hastalarda Treg sayisinda ya da FOXP3 mRNA ekspresyon
diizeyinde bir azalma olmamasina ragmen Treg hiicrelerdeki baskilayic aktivitesindeki kayip
nedeniyle immiin diizenleyici islevini gergeklestiremedigi, Treg hiicrelerdeki bu fonksiyon
kaybinin psoriasis patogenezi i¢in Onemli olabilecegi diisiiniilmektedir (96). Bir bagka
calismada dolasimdaki Treg hiicre diizeyinin hasta ve kontrol grubunda benzer bulunmasi, Treg

hiicrelerin miktarindan ¢ok fonksiyonelliginin dnemli oldugu fikrini destekler niteliktedir (97).
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Kronik plak psoriasislilerde yapilan bir calismada hastalarin lezyonlarinda saglikli dokuya gore
FOXP3 mRNA ekspresyonu daha fazla iken periferik kan mononiikleer hiicreleri akis
sitometrisi ile Treg karakterli hiicreler ve FOXP3 mRNA ekspresyon diizeyi agisindan

incelendiginde hasta ve kontroller arasinda anlamli fark bulunmamistir (98).

Bu ¢aligmada psoriasisliler ile kontrol grubu arasinda FOXP3 mRNA ekspresyon diizeyi
acisindan anlamli fark bulunmamistir. Dolayisiyla incelenen hasta grubu i¢in Treg hiicre
sayisinda azalma saptanmamis olup bu sonug, Treg hiicrelerin fonksiyon kaybinin psoriasis

gelismesinde etkili olabilecegini diislindiirmektedir.

Treg hiicrelerle ilgili gerceklestirilen ¢alismalarda FOXP3 geninin epigenetik
diizenlenmesi {iizerine odaklanilmis ve TSDR metilasyonunun Treg hiicreler i¢in 6nemli
oldugunu gosteren sonuglar elde edilmistir. Gergeklestirilen in vivo ¢alismada TSDR’nin
metilasyon durumunun sadece FOXP3 geninin transkripsiyonunu diizenlemedigi, ayrica
FOXP3 ekspresyonunun kararli bir sekilde siirdiiriilmesi i¢in dnemli rol oynadigi gosterilmistir
(5). Insanlarda dolasimdaki Treg hiicrelerin incelendigi bir ¢alismada sadece Treg hiicrelerde
TSDR’nin demetile oldugu bulunmustur. Calismada FOXP3 mRNA veya protein saptama
yontemlerinin Treg ve aktive edilmis T hiicreler arasinda ayrim yapabilmek igin yeterli
olmadigi, TSDR demetilasyonu baz alinarak yapilacak Ol¢iimlerin Treg hiicrelere o6zgii

sonuglar1 yansitacagi belirtilmistir (99).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda kanser, sepsis, alerji ve atopik dermatit gibi cesitli
hastalik gruplarinda dolagimdaki Treg hiicre gostergesi olarak FOXP3 TSDR metilasyon
durumu incelenmistir (100-104). Literatiirde psoriasislilerde dolagimdaki FOXP3 TSDR
metilasyonunun incelendigi sadece bir ¢calisma bulunmaktadir. Mevcut calismada PASI skorlar
belirtilmeyen 30 psoriasisli ve 23 saglikli kadindan alinan tam kandan izole edilen DNA
orneklerinin FOXP3 TSDR metilasyon diizeyi HRM-PCR araciligiyla incelenmistir. Calismada
metilasyon kontrolleri kullanilmamais olup sonuglar erime sicaklik degerlerinin karsilastirilmasi
seklinde analiz edilmistir. Sonu¢ olarak erime sicakliklar1 karsilastirildiginda psoriasisliler
(78.62 +0.20) ile kontroller (78.44 +0.25) arasinda anlamli fark (p<0.01) bulundugu,
psoriasislilerde FOXP3 TSDR metilasyonunun yiiksek oldugu ve dolayisiyla dolasimdaki Treg
diizeyinin diisiik olacag1 belirtilmistir (6).
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DNA metilasyon durumunun HRM-PCR araciligiyla incelenmesinin miimkiin oldugu
2010 yilindan giiniimiize gergeklestirilen aragtirmalar ile gosterilmistir (105-109). Bu yontem
metile ve unmetile DNA’nin farkli termal kararliliga sahip olmasina bagl olarak metilasyon
kontrolleri baz alinarak belirleme ve kantifikasyon saglamaktadir (105). Yakin zamanda
gerceklestirilen bir calismada DNA metilasyon durumunun incelenmesi i¢in kullanilan HRM-
PCR yontemi, daha yaygin olarak kullanilan spesifik PCR ve pyrosekans analizi ile
kiyaslanarak incelenmis ve HRM-PCR yonteminin metilasyon analizi i¢in kullanilabilecek

basit, diisiikk maliyetli, biiyiik oranda kesin ve hizli bir yontem oldugu belirtilmistir (109).

Bu caligmada tam kandan FOXP3 TSDR metilasyonu standardize edilmis primer cifti
(Human FOXP3 Methylation Assay — ADS783) ve metilasyon kontrolleri kullanilarak HRM-
PCR analizi ile gergeklestirilmistir. Analiz sonucunda hasta ve kontrol 6rneklerinin tiimii metile
bulunmus, erime sicakliklar karsilastirildiginda literatiirdeki tek ¢alismanin (6) aksine iki grup
arasinda anlamli fark saptanmamistir. Bu durumun, hasta ve kontrol grubunun homojen
ozelliklerde olmamasi, kisi sayisinin yeterli olmamasi, hasta grubunun kendi i¢inde farkl
ozelliklere sahip olmasi (hastalik siddeti, hastalik alt tiirii, tedavi durumundaki farkliliklar gibi),
metilasyon durumu incelenen bolgenin ayni olmamasi ya da deneysel farkliliklar nedeniyle

olabilecegi diisliniilmektedir.

Literatirde Human FOXP3 Methylation Assay — ADS783 kullanilarak FOXP3 TSDR
metilasyon durumunun farkli yontemlerle incelendigi calismalar bulunmaktadir. Saglikli
kisilerin dolasimdaki Treg hiicreleri izole edilip bu hiicrelerdeki FOXP3 TSDR metilasyonu
HRM-PCR analiziyle incelendiginde Treg hiicrelerin yiiksek oranda demetile oldugu ve kararli
FOXP3 ekspresyonu ile karakterize olduklar1 belirtilmistir (110). Bir bagka ¢alismada tam
kandan izole edilen FOXP3+ Treg hiicrelerin TSDR metilasyon diizeyi pyrosekans analizi ile
gercgeklestirilmis ve Treg hiicrelerdeki FOXP3 TSDR metilasyonunun yiiksek oranda olmasinin

kararli Treg hiicre soyu iiretilmesine engel olabilecegine deginilmistir (111).

Bu ¢alismada FOXP3 TSDR metilasyonu agisindan incelenen bolgede hasta ve kontrol
grubu arasinda anlamli fark bulunmamistir. Bu yiizden, FOXP3 TSDR metilasyonunun
incelenen hasta popiilasyonu igin ayirict bir kriter olmadigi diisiiniilebilir. Ancak, ¢alisma
yontemsel olarak ele alinirsa tam kandan izole edilen DNA Ornekleri kullanildigr i¢in Treg

hiicre diizeyi bilinmemektedir. Bu nedenle bu calismada kullanilan yontemin Treg hiicrelere
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0zgli oldugu diisiiniilen FOXP3 TSDR metilasyon diizeyini yansitacak diizeyde hassas
olmadig diisiiniilmesi gereken ikinci bir olasiliktir. Elde edilen sonuglarin daha fazla kisi sayis1

ve farkli yontemlerle ele alinmasi gerektigi diisiiniilmektedir.
5.2. Interlokin Diizeyleri ve Psoriasis Iliskisi
5.2.1.1L-10

Hiicrelerarasi haberlesmeyi saglayan sitokinler psoriasis patogenezinde dnemli bir yere
sahip olup, bu alanda ¢okga calisma bulunmaktadir. Sitokinler arasindaki pozitif-negatif ve
otolog geri bildirim diizenlemeleri, sitokin ag1 dinamik dengesini saglamaktadir. IL-10, bu
diizenlemede yer alan 6nemli hiicresel immiin inhibitdrlerdendir (112). Literatiirde psoriasisli
hastalarin dolasimdaki IL-10 diizeylerinin degerlendirildigi pek ¢ok ¢alisma bulunmakta olup
bu caligmalarda ortak bir sonuca varilamamistir. IL-10’un psoriasis ile iliskisini ele alan
calismalar disinda psoriasis tedavisinde IL-10’un kullanildig1 calismalar da literatiirde yer
almaktadir (113, 114). Hasta IL-10 diizeylerini kontrole gore yiiksek ve diisik bulan
calismalarin yani sira iki grup arasinda anlamli farkin saptanmadigi calismalar da
bulunmaktadir. Mart 2011 tarihine kadar yayinlanan makalelerin incelendigi bir meta-analizden
hasta ve kontrol IL-10 diizeyleri arasinda anlamli fark bulunmadigi ve bu durumun yas,
cinsiyet, PASI skoru ya da psoriasis alt tiiriine bagli olmadig1 belirtilmistir (75). Literatiirde IL-
10 konsantrasyon diizeylerinin ¢aligmalar aras1 farklilik gosterdigi goriilmiistiir (Tablo 18). Bu
farkin kullanilan 6l¢iim yontemi, 6rnek tipi ve hasta ve kontrol gruplarinin degisken olmasindan

kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Hasta ve kontrol grubu arasinda IL-10 diizeylerinin karsilastirildigi ¢aligmalarin cogunda
iki grup arasinda anlamli fark bulunmamustir (7, 115-123). Kronik plak psoriasis hastalarinda
IL-10 diizeylerinin kontrollerle kiyaslandiginda anlamli fark bulunmayan bir c¢alismada,
hastalarin PASI skorlar1 ile IL-10 diizeylerinin korelasyonu incelendiginde de anlamli fark
saptanmamustir (7). Bir baska benzer ¢alismada hastalik siddeti farkl olarak diisiik (PASI<7.5),
orta (PASI=7.5-12.5) ve siddetli (PASI>12.5) seklinde gruplandirilmis ve bu gruplar arasinda
da IL-10 diizeyi bakimindan anlamli fark bulunmamuistir (120). Psoriasiste sitokin diizeylerinin
hastalik siddeti ve alt tipi ile iligkisinin incelendigi bir ¢alismada orta-siddetli diizeydeki
hastalik gruplarindan kronik plak psoriasis, psoriatik artrit ve eritrodermik psoriasis ile kontrol

grubu IL-10 diizeyleri karsilastirildiginda anlaml fark saptanmadig gibi PASI skorlari ile de
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korelasyon bulunmamistir. Ayni ¢alismada diisiik siddetli kronik plak psoriasis hastalar1 IL-10
diizeyleri incelendiginde, kontrol grubu ve orta-siddetli hasta grubuna gore yiiksek bulunmus

fakat PASI skorlar1 ile korelasyon saptanmamistir (121).

Literatiirde hastalarda dolasimdaki IL-10’un yiiksek diizeyde oldugunu gdsteren
caligmalar da bulunmaktadir (124-129). Bu ¢alismalardan birinde hastalarin polisiklik aromatik
hidrokarbon ve UV radyasyon ile tedavilerinden sonra IL-10 diizeyinde tedavi 6ncesine gore
anlamli azalma goriilmesine ragmen bu diizey kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (126). Etanercept ile tedavi edilen hastalarda sitokin degisimlerini inceleyen bir
calismada tedavi ile hastalarin PASI skorlar1 diiserken, tedavi oncesinde yiiksek IL-10
diizeyinin tedaviden sonra azaldig1 belirtilmistir (127). Hastalarda IL-10 diizeyi kontrollere
gore yiiksek bulunan bir baska calismada tedavi 6ncesi ve sonrast IL-10 degerleri arasinda

anlamli fark saptanmamistir (128).

Tamil etnik grubunda IL-10 ve FOXP3 gen polimorfizminin psoriasis ile iligkisini
arastiran ¢alismadan IL-10 polimorfizminin psoriasis riskini arttirirken, FOXP3
polimorfizminin psoriasis riski tasimadigi sonuglarinin yani sira hastalarda plazma IL-10
diizeyinin kontrollere gdére anlamli olarak yiiksek oldugu ve incelenen genotiplerin IL-10
diizeyi ile iliskili olmadigi bulunmustur (129). Misir’da yapilan bir ¢alismada IL-10
polimorfizminin psoriasis riski ile iliskili oldugu ve hastalarda serum IL-10 diizeyinin
kontrollere gore anlamli olarak diisiik bulundugu, genotipler arasinda IL-10 diizeyinin anlaml

olarak farkli oldugu belirtilmistir (130).

Tiim bu ¢aligmalara ek olarak literatiirde IL-10 diizeyini hastalarda kontrollere gore diisiik
bulundugu c¢alismalar da yer almaktadir (112, 130-135). Bu calismalarin birinde hastalar
kullandiklar1 tedavilere gore gruplandiginda sistemik (efalizumab, siklosporin, asitretin) tedavi
kullanan hastalarda IL-10 diizeyinin lokal tedavi (topikal, UVB) kullananlara gore daha yiiksek
oldugu belirtilmis (132). Bir bagka ¢alismada hastalarin tedavi dncesi ve sonrasi IL-10 degerleri
karsilagtiritlmis ve tedavi sonrast IL-10 diizeyinin arttig1r gosterilmistir (133). Kronik plak ve
eritrodermik psoriasiste IL-10 diizeylerinin arastirildigi bir ¢alismada kronik plak psoriasiste
kontrole gore anlamli diizeyde diisiik iken eritrodermik psoriasis grubunda bu iki gruba gore

anlamli olarak yiiksek bulunmus (112). Hasta IL-10 diizeyi, kullanilan kitten saglanan saglikli
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kontrol grubu verileri ile kiyaslandiginda diisiik bulunan bir ¢alismada, ustekinumab tedavisi

sonrasi da IL-10 diizeyinde degisiklik olmadigi belirtilmistir (135).

Bu ¢alismada hastalarin IL-10 diizeyi kontrollere gore anlamli olarak diisiik bulunmustur.
Bu sonug, Treg hiicrelerin sistemik fonksiyonel eksikliginin bir yansimasi olarak plazma IL-10

diizeyindeki azalmanin psoriasis patogenezine zemin hazirlayabilecegi hipotezini destekler
niteliktedir.
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Tablo 18. IL-10 ve psoriasis iliskisinin incelendigi ¢aligmalar ve elde edilen bilgiler.

psoriasis (N=3)

n Psoriasis tiirii Siddeti (PASI) IL-10 diizeyi (pg/mL) Ornek tiirii | Olciim yontemi | Kaynak
Hasta n=18 Kronik plak psoriasis Orta-siddetli Hasta 4.99 +5.8 Serum ELISA 115
Kontrol n=10 (20.19 £4.5) Kontrol 8.99 +8.8 (2003)
Anlaml fark yok, p belirtilmemis
Hasta n=12 Kronik plak psoriasis Belirtilmemis Hasta saptanamayan diizeyde Serum ELISA 131
Kontrol n=5 (n=9) Kontrol 6.49 +1.3 (Boncuklu, (2003)
Guttat psoriasis (n=2) multiplex)
Eritrodermik psoriasis
(n=1)
Hasta n=5 Belirtilmemis Belirtilmemis Hasta 2.06 £0.52 Serum ELSIA 116
Kontrol n=5 Kontrol 2.63 £0.55 (2004)
p belirtilmemis
Hasta n=45 Belirtilmemis Belirtilmemis Hasta 9.48444 £11.68606 Serum ELISA 124
Kontrol n=45 Kontrol 0.75680 +0.37151 (2005)
p=0.000
Hasta (PsA) Kronik plak psoriasis Belirtilmemis Belirtilmemis Serum ELISA 125
n=43 (n=40) Hastalarda yiiksek (BoncukKlu, (2007)
Kontrol n=23 | Palmoplantar piistiiler p=0.0107 multiplex)
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Hasta n=40 Kronik plak psoriasis Belirtilmemis Anlaml fark yok Serum ELISA 122
Kontrol n=40 | (n=21) (6.26+6.23) (2007)
Guttat psoriasis (n=11)
Eritrodermik psoriasis
(n=6)
Scalp psoriasis (n= 2)
Hasta n=65 Kronik plak psoriasis Orta-siddetli Hasta 0.52 +0.68 Plazma ELISA 132
Kontrol n=114 Kontrol 2.9 +8.4 (2008)
p=0.0227
Hasta n=55 Belirtilmemis Belirtilmemis Hasta 4.88 (3.60-5.20) Serum ELISA 126
Kontrol n=47 Kontrol 1.18 (0.76-1.74) (2008)
Hasta n=45 Belirtilmemis Belirtilmemis Belirtilmemis Serum ELISA 127
(Sandwich, (2008)
multiplex)
Hasta n=61 Kronik plak psoriasis (8.09 +£6.83) Hasta 11.8 +4.3 Serum ELISA 128
Kontrol n=31 Kontrol 9.9 +2.7 (2010)
p=0.0082
Hasta n=125 Belirtilmemis Orta-siddetli Hasta medyan 0.8 (0.8-41.2) Serum ELISA 135
Kontrol n>30 Kontrol medyan 2.0 (0-5.2) (2010)

p belirtilmemis
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Hasta n=65 Kronik plak psoriasis Disiik Belirtilmemis Plazma ELISA 121
Kontrol n=10 | (n=45) Orta-siddetli Anlaml fark yok (BoncukKlu, (2010)
PsA (n=10) (gruplar igin) multiplex)
Eritrodermik psoriasis (Kronik plak 1:
(n=10) 44.20 +£7.31)
(Kronik plak 2:
8.7 £7.0)
(PsA 60.40 £6.43)
(Eritodermik
64.60 +4.92)
Hasta n=112 Kronik plak psoriasis Diisiik Hasta 177 +£18.6 Serum ELISA 133
Kontrol n=78 | (n=102) Orta-siddetli Kontrol 294 +£16.9 (2010)
Guttat psorisasis (n=7) (7.3£4.2,0.7-32.3 | p<0.01
Eritrodermik psoriasis araliginda)
(n=5)
PsA (n=8)
Hasta n=14 Kronik plak psoriasis Diisiik Hasta 11.50 (2-100) Serum ELISA 123
Kontrol n=14 Orta-siddetli Kontrol 3.90 (1-10) (Boncuklu, (2010)
(ort. 8.5, 2.0-25.3 | p=0.14 multiplex)

araliginda)
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Hasta n=30 Belirtilmemis Belirtilmemis Hasta 11.75 £17.68 Serum ELISA 117
Kontrol n=30 Kontrol 17.01 +£35.32 (Sandwich) (2011)
p=0.469
Hasta n=10 Belirtilmemis Belirtilmemis Hasta 109.2 (84.87-139.4) Serum ELISA 134
Kontrol n= 20 Kontrol 114.71 (91.85-138.09) (2011)
p belirtilmemis
Hasta n=58 Kronik plak psoriasis Diisiik Hasta 0.86 +0.81 Serum ELISA 118
Kontrol n=58 Orta-siddetli Kontrol 0.68 £0.30 (Array) (2012)
(9.5+5.6) Anlamh fark yok
Hasta n=71 Kronik plak psoriasis Diisiik Hasta 8.5 +5.1 Serum ELISA 7
Kontrol n=15 Orta-siddetli Kontrol 7.2 +0.8 (Boncuklu, (2012)
(7.9+£5.2, 1.0- p=0.268 multiplex)
25.4 araliginda)
Hasta n=36 Kronik plak psoriasis Belirtilmemis Kronik plak 4.78 £3.65 Serum ELISA 112
Kontrol n=15 | (n=20) Eritrodermik 12.62 +4.57 (2014)

Eritrodermik psoriasis
(n=16)

Kontrol 7.39 £2.82
K-EP p=0.0007
KP-PP p=0.0001
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Hasta n=110 Kronik plak psoriasis Diisiik Hasta 12.1 £9.8 medyan 10.2 (5- | Serum ELISA 129
Kontrol n=120 Orta-giddetli 50) (Sandwich) (2014)
(34.5+18.3,7-65 | Kontrol 19.9 #£11.1 medyan 20
araliginda) (6.7-70)
p<0.0001
Hasta n=19 Kronik plak psoriasis Belirtilmemis Hasta 0.46 +0.07 Serum ELISA 119
Kontrol n=17 Kontrol 0.47 £0.17 (2015)
Anlamh fark yok
Hasta n=28 Kronik plak psoriasis Diisiik n=13 Hasta 89.4 £18.68 Serum ELISA 120
Kontrol n=28 | (n=24) Orta n=7 Kontrol 117.2 +23 .4 (2016)
Guttat psoriasis (n=1) Siddetli n=8 p=0.36
Karisik (n=3) (10.02 £7.8)
Hasta n=360 Kronik plak psoriasis Diisiik n=171 Hasta 12.98 (0.10-145.24) Plazma ELISA 130
Kontrol n=360 | (n=338) Orta-siddetli Kontrol 12.31 (0.78-74.04) (2017)

Guttat psoriasis (n=11)
Eritrodermik psoriasis
(n=6)

Piistiiler psoriasis (n=5)

n=189
(10.54 £5.7)

p=0.007
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5.2.2 1L-17

Proinflamatuar diizenleyicilerden IL-17°nin psoriasisli hastalarda dolasimdaki
degerlerinin incelendigi pek ¢ok calisma olup bu calismalardan ortak bir sonug elde
edilememistir. Hasta IL-17 diizeylerini kontrole gore yiiksek bulan ¢aligmalar ile iki grup
arasinda anlamli farkin saptanmadigi ¢alismalar ¢ogunluktadir. Kasim 2015 tarihine kadar
yayinlanan makalelerin incelendigi bir meta-analizden hastalarin plazma IL-17 diizeylerinin
kontrollere gore daha yiiksek oldugu saptanmis, IL-17’nin psoriasis gelismesinde etkili

olabilecegi belirtilmistir (67).

Hasta ve kontrol grubu arasinda IL-17 diizeylerinin karsilastirildigi ¢aligmalarin cogunda
hastalarda IL-17 diizeyi kontrollere gore yiiksek bulunmustur (87, 92, 94, 95, 133, 136-146).
Caligmalarin birinde IL-17 diizeyi hastalarda kontrollere gore yiiksek bulunmus ve IL-17
diizeyi ile PASI skorlar1 arasinda pozitif yonde anlamli korelasyon oldugu belirtilmistir
(p=0.0001) (133). Hastalarin IL-17 diizeyleri yiiksek bulunan bir diger ¢alismada IL-17 diizeyi
PASI skorlart ile pozitif olarak anlamli korele bulunmustur (p=0.001). Hastalik siddetine gore
ayrilan gruplar arasinda kiyaslama yapildiginda orta ve siddetli hastalik grubunda kontrol
grubuna gore anlamli olarak yiiksek, hastalik siddeti gruplar arasinda da siddetle paralel
anlamli fark bulunmustur (disiik=51.41 +10.74, orta=65.74 +13.27, siddetli=73.04 +15.68
pg/mL) (92). PASI skorlar1 IL-17 diizeyi ile pozitif olarak korele olan bir diger ¢alismada
siddetli hastalik grubu IL-17 diizeyleri (95.6 £70.7) hastalik siddeti diisiik bulunan gruba (35.9
+52.4) gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0.001) (137). IL-17 diizeyi kontrollere gore
yiiksek bulunan hasta grubu hastalik siddetine gore degerlendirildiginde iki grupta da kontrole
gore anlamli olarak yliksek bulunmasinin yani sira hastalik siddeti yiiksek olan grup bulgulari,
orta hastalik siddeti grubuna gore de anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0.05) (95). IL-17A
diizeyini diger ¢aligmalardan farkli olarak akis sitometrisi yontemi ile degerlendiren bir
caligmada hastalarda kontrollere gore yiiksek ¢ikan IL-17A diizeyleri ile PASI skorlar1 arasinda
korelasyon = bulunmamistir. Calismada  hastaligin  aktif olup olmamasina gore
degerlendirildiginde IL-17A’nin aktif hasta grubunda daha yiiksek oldugu ve IL-17A’nin
psoriasis aktivitesi ile hastaligin erken evresi i¢in Oonemli olabilecegi belirtilmistir (138).

Brezilyali hastalarda IL-17A diizeyini arastiran bir ¢alismada kontrollerde ve ¢ogu hastalarda
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IL-17A saptanabilir diizeyde olmamasina ragmen hastalarda anlamli olarak yiiksek diizeyde

oldugu, PASI ile IL-17A arasinda korelasyon olmadig1 saptanmustir (139).

Literatiirde IL-17 diizeylerinin tedavi ile degisimini inceleyen ¢alismalar da
bulunmaktadir. Hastalarda serum IL-17 diizeyleri PASI skorlar ile pozitif korele olarak yiiksek
bulunan bir ¢aligmada hastalar iki tedavi grubuna ayrilmis, etanercept kullanan grupta IL-17
diizeyinde anlaml diisiis goriiliirken (21.48 £14.01, p<0.001) asitretin kullanan grupta fark
bulunmamuistir (48.60 +19.86) (142). Benzer bir diger ¢alismada asitretin tedavisinden sonra
hastalarin 1L-17 diizeyleri (65.92 +16.19) tedavi Oncesine gore anlamli olarak diisiik
bulunmustur (p<0.01), bu farkin ik farkliligi, deneysel tasarim ve deneysel sartlara baglh
olabilecegi diistinilmiistiir (143). Tedavi i¢in adalimumab kullanilan bir ¢alismada tedavi
sonrast IL-17 degerleri 6ncesine gore anlamli olarak diisiik ve hatta kontrol grubundan da diisiik
bulunmustur (p<0.001) (144). Adalimumab tedavisi uygulanan bir diger ¢alismada benzer
sekilde tedavi sonras1 IL-17 degerleri dncesine gore anlaml olarak diisiik ve PASI skorlar ile
IL-17 degerleri pozitif yonde korele bulunmustur (p<0.05) (146). PASI skorlar1 IL-17 ile pozitif
yonde korele olan bir ¢alismada dar bant UVB tedavisinden sonra hasta IL-17 diizeyleri (1.810
+1.287) tedavi Oncesine gore anlamli olarak diisiik (p<0.05) bulunurken kontrollerle
kiyaslandiginda anlamli fark saptanmamigtir (p=0.634) (145). Benzer bir baska ¢alismada da
dar bant UVB tedavisi sonrasi hastalarin IL-17 diizeylerinde anlamli diisiis oldugu

gosterilmistir (94).

Hasta ve kontrol grubu arasinda IL-17 diizeylerinin karsilastirildigr iki grup arasinda
anlamli fark bulunmayan ¢alismalar da fazlaca bulunmaktadir (7, 8, 121, 123, 125, 128, 147-
151). Tirk popiilasyonunda yapilan bir ¢alismada hasta ve kontroller arasinda IL-17 diizeyi
agisinda anlamli fark bulunmazken PASI skorlar ile IL-17 diizeyi pozitif olarak korele
bulunmustur (p<0.01) (147). Baska calismalarda da benzer olarak IL-17A diizeyleri PASI
skorlari ile pozitif yonde korele bulunmustur (p=0.003) (7), (p<0.05) (8). Hasta ve kontrol IL-
17 diizeyleri arasinda anlamli fark bulunmayan ¢aligmalarin bazilarinda IL-17 diizeyi ile PASI
skorlar1 arasinda korelasyona da rastlanmamustir (148, 149). Hasta ve kontrol IL-17 diizeyinde
anlaml fark bulunmayan bir diger calismada tedavi sonrast IL-17 diizeyinin anlamli olarak
azaldig1 belirtilmistir (p=0.0037) (128). Tiirk popiilasyonunda yapilan bir diger ¢alismada
palmoplantar piistiiler (9.7 £13.09) ve generalize piistiiler psoriasis (14.9 £10.6) gruplar1 IL-17
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diizeyi kontrollere gére anlamli olarak yliksek bulunmustur (p=0.02). Calismada orta-siddetli
hastalik grubu IL-17 diizeylerinin (11.30 +6.0) diisiik siddetli hastalik grubu (3.39 +2.6) ve
kontrollere gore anlamli olarak yiiksek (p<0.001) bulunmasinin yan1 sira PASI skorlar1 ile IL-

17 diizeylerinin de pozitif yonde korele oldugu belirtilmistir (p<0.05) (150).

Psoriasiste Treg hiicreler ve sitokinlerin roliinii arastiran bir ¢alismada serum IL-17
diizeyleri kronik plak psoriasis ve kontrol grubunda diisiik, guttat psoriasis grubunda bu iki
gruba gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Bu durum IL-17’nin farkli psoriasis alt
tiirlerinde farkli diizeylerde olabilecegini diisiindiiriirken ¢aligmadan ayrica guttat psoriasiste

Treg hiicrelerin IL-17’ye kars1 baskilayici 6zelliklerinin eksik oldugu sonucuna varilmigtir (91).

Psoriasis ile IL-17 iliskisinin incelendigi bir bagka ¢alismada IL-17 serum konsantrasyon

diizeyi olgiilebilir diizeyin altinda bulunmustur (152).

Literatiirde IL-17 konsantrasyon diizeylerinin c¢aligmalar arasi farklilik gosterdigi
goriilmiistiir (Tablo 19). Bu farkin kullanilan 6l¢im yontemi, drnek tipi ve hasta ve kontrol
gruplariin degisken olmasinin yani sira hastalik alt tipine bagli olabilecegi diisiiniilmektedir.
Bu ¢alismada literatiirde bulunan bazi ¢alismalarda oldugu gibi hasta ve kontrol IL-17 diizeyleri
arasinda anlamli fark bulunmamasina ragmen hastalik siddeti diisiik hastalarin PASI skorlari
ile plazma IL-17A diizeyleri arasinda pozitif korelasyon saptanmistir. Bu durumun IL-17nin
tek basina psoriasis patogenezine neden olmaya yeterli olmamasi, hastaligin erken evrelerinde
dolasimda aktif olabilecegi ya da sadece lezyonda bulunmasi nedeniyle olabilecegi
diistiniilmektedir (152, 153). Calismada ayrica beklenmedik sekilde orta-siddetli hastalik
grubunda dolagimdaki FOXP3 mRNA ekspresyon diizeyi ile IL-17A diizeyi arasinda pozitif
korelasyon saptanmistir. Bu durumun aydinlatilabilmesi i¢in IL-17A’nin hastalik siddeti ve
FOXP3 mRNA ekspresyonu ile iliskisinin daha genis hasta grubu ile ayrintili olarak

incelenmesinin gerektigi disiiniilmektedir.
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Tablo 19. IL-17 ve psoriasis iligkisinin incelendigi ¢alismalar ve elde edilen bilgiler.

n Psoriasis tiirii Siddeti (PASI) IL-17 diizeyi (pg/mL) Ornek tiirii | Olgiim yontemi | Kaynak
Hasta n=30 | Kronik plak psoriasis Orta-siddetli Hasta 8.3 +3.80 (0.0-13.9, 6.2) | Serum ELISA 147
Kontrol (9.3 +£8.15,1.5-33.3 Kontrol 7.4 +3.76 (0.0-13.4, (2005)
n=23 araliginda) 6.2)

p>0.05
Hasta Kronik plak psoriasis Belirtilmemis Belirtilmemis Serum ELISA 125
(PsA) n=43 | (n=40) Anlaml fark yok (Boncuklu, (2007)
Kontrol Palmoplantar piistiiler multiplex)
n=23 psoriasis (n=3)
Hasta n=60 | Kronik plak psoriasis Orta-siddetli Grup 1 Serum ELISA 142
Kontrol (Grup 1 21.54 +9.09) 52.86 +27.63 (2009)
n=10 (Grup 2 22.25 £5.73) Grup 2

52.01 £21.38

Kontrol 19.68 £9.78

G1-K p=0.001

G2-K p=0.003
Hasta n=61 | Kronik plak (8.09 £6.83) Hasta 3.3 £8.5 Serum ELISA 128
Kontrol Kontrol 17.0 £50.6 (2010)
n=31 p=0.432
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Hasta n=14 | Kronik plak psoriasis Diisiik Hasta 31.38 (1-157) Serum ELISA 123
Kontrol Orta-siddetli Kontrol 21.50 (1-70) (Boncukilu, (2010)
n=14 (Ort8.5,2.0-25.3 p=0.81 multiplex)
araliginda)
Hasta n=65 | Kronik plak psoriasis Diisiik Belirtilmemis Plazma ELISA 121
Kontrol (n=45) Orta-siddetli (gruplar igin) Anlamli fark yok (Boncukilu, (2010)
n=10 PsA (n=10) KP 0-s5 44.20 £7.31 multiplex)
Eritrodermik psoriasis | KP diisiik 8.7 7.0
(n=10) PsA 60.40 +6.43
EP 64.60 +4.92

Hasta n=21 | Belirtilmemis Orta-siddetli Hasta 8.20 Plazma ELISA 148
Kontrol (22.2 £24.9) Kontrol 5.59 (2010)
n=17 p belirtilmemis

Anlaml fark yok
Hasta n=17 | Kronik plak psoriasis Orta-giddetli KP 9.77 £2.57 Serum ELISA 91
Kontrol (n=8) (10-27) GP 19.93 +£1.91 (2010)
n=12 Guttat psoriasis (n=9) Kontrol 10.97 £2.10

KP-GP p<0.001

GK-K p<0.001
Hasta n=54 | Belirtilmemis Diisiik (PASI<10) n=27 Hasta 62.79 +13.63 Serum ELISA 92
Kontrol Orta n=18 (10<PASi<25) Kontrol 50.66 +12.86 (2010)
n=18 Siddetli n=9 (PASI>25) p=0.004
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Hasta Kronik plak psoriasis Diistik Hasta 79.4 £6.61 Serum ELISA 133
n=112 (n=102) Orta-siddetli Kontrol 62.2 +£7.39 (2010)
Kontrol Guttat psorisasis (n=7) | (7.3 +4.2,0.7-32.3 p<0.05
n=78 Eritrodermik psoriasis | araliginda)

(n=5)

PsA (n=8)
Hasta n=48 | Palmoplantar piistiiller | - Hasta 613.8 +603.2 Serum ELISA 136
Kontrol psoriasis Kontrol 5.6 +15.51 (2011)
n=20 p<0.01
Hasta n=30 | Belirtilmemis Belirtilmemis Olgiilebilir diizeyin altinda Serum ELISA 152
Kontrol (2011)
n=30
Hasta n=30 | Kronik plak psoriasis Orta-giddetli Hasta 103.05 £12.53 Serum ELISA 143
Kontrol (PASI>7) Kontrol 73.75 +£12.53 (2012)
n=13
Hasta n=47 | Kronik plak psoriasis Diisiik (PASI<15) n=33 Hasta 53.7 £63.9 Plazma ELISA 137
Kontrol (n=15) Siddetli (PASI>15) n=14 Kontrol 43.1 £57.9 (Sandwich) (2012)
n=47 Annular psoriasis PASI ort 9.0 p<0.05

(n=15)

Eritrodermik psoriasis
(n=5)

Diger (n=10)
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Hasta n=70 | Kronik plak psoriasis Diistik Hasta 6.64 £8.0 Serum ELISA 150
Kontrol (n=30) Orta-giddetli Kontrol 4.4 +4.1 (2012)
n=50 Guttat psorisasis (6.6 £5.4) p=0.08
(n=20)
Palmoplantar piistiiler
psoriasis (n=17)
Generalize piistiiler
psoriasis (n=3)
Hasta n=71 | Kronik plak psoriasis Diisiik Hasta 6.4 +9.1 (3.67) Serum ELISA 7
Kontrol Orta-siddetli Kontrol 3.7 £2.0 (3.04) (Boncukilu, (2012)
n=15 (7.9+5.2,1.0-25.4 p=0.393 multiplex, IL-
araliginda) 17A)
Hasta n=60 | Kronik plak psoriasis Diisiik Hasta 3.163 +1.834 Serum ELISA 8
Kontrol Orta-giddetli Kontrol 2.863 +1.492 (2013)
n=30 (15.749.7, 4.8-64.2 p=0.684
araliginda)
Hasta n=32 | Kronik plak psoriasis Diisiik Hasta 2.67 £3.46 Serum ELISA 149
Kontrol Orta-giddetli 0.45 (0.00-8.59) (Sandwich) (2014)
n=32 (medyan 4.10, 2.20-15.00 Kontrol 1.80 £2.81

araliginda)

0.00 (0.00-11.35)
p=0.311
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Hasta n=20 | Belirtilmemis Orta-giddetli Hastalarda yiiksek Plazma ELISA 144
Kontrol p<0.01 (2014)
n=10
Hasta n=20 | Kronik plak psoriasis Belirtilmemis Hasta 38.52 £5.88 Serum ELISA 87
Kontrol Kontrol 12.81 (11.96-14.50) (2014)
n=31 p<0.05
Hasta n=30 | Kronik plak psoriasis Orta-siddetli Hasta 28.74 +£3.44 Serum ELISA 94
Kontrol (32.449.2,15.8-44.2 Kontrol 8.98 £2.53 p<0.01 (IL-17A) (2014)
n=20 araliginda)
Hasta n=21 | Belirtilmemis Orta-siddetli Hasta medyan 5.69 Serum ELISA 146
Kontrol Kontrol medyan 2.87 (2015)
n=10 p<0.05
Hasta n=62 | Kronik plak psoriasis Dusiik Hasta 7.44 £7.58 Serum ELISA 151
Kontrol Orta-giddetli Kontrol 37.04 £71.24 (Boncukilu, (2015)
n=20 (12.84 £7.60, 2.1-37.8 p=0.654 multiplex)

araliginda)
Hasta n=35 | Kronik plak psoriasis Diisiik Hasta 91.8 £291.2 Serum Akig sitometrisi | 138
Kontrol Orta-giddetli Kontrol 0.0 0.0 (IL-17A) (2015)
n=20 (16.1 £7.2, medyan 16.4, (saptanamamis)

3.5-34.2 araliginda) p=0.022
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Hasta n=60 | Kronik plak psoriasis Belirtilmemis Belirtilmemis Serum Enzyme- 140
Kontrol Hastada yiiksek p<0.05 labelled meter (2015)
n=10
Hasta n=53 | Kronik plak psoriasis Diisiik (PASI 0-10) (8.3 Hasta medyan 3.9 (3.9-3530) | Serum ELISA 139
Kontrol +1.1) n=16 Kontrol 3.9 (3.9-3.9) (IL-17A) (2015)
n=35 Orta (PASI 11-20) (15.2 saptanamamis

+3.0) n=21 (3.9 saptanamamis/en diisiik

Siddetli (PASI>20) (28.5 deteksiyon) p<0.0001

+4.8) n=16

(Tiimii 16.4, 7-41

araliginda)
Hasta n=30 | Kronik plak psoriasis Orta-siddetli Hasta 2.531 +1.69 Serum ELISA 145
Kontrol (20.5 +£8.5) Kontrol 1.691 £0.45 (2017)
n=30 p<0.05
Hasta Kronik plak psoriasis Orta n=94 (PASI 12-20) Orta 77.44 £19.63 Serum ELISA 95
n=189 Siddetli n=95 Siddetli 84.12 +21.58 (2017)
Kontrol (PASI>20) Kontrol 16.52 +£6.54
n=109 p<0.05
Hasta Kronik plak psoriasis Diisiik Hasta 16.82 +4.37 Serum ELISA 141
n=194 Orta-giddetli Kontrol 8.14 +1.79 (2017)
Kontrol (11.22 £4.51) p<0.001
n=175
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5.2.31L-35

Treg hiicrelerde iiretilen, bu hiicrelerin baskilayici islevlerine onemli Slgiide katkida
bulundugu ve hem Th17 hiicre islevini hem de IL-17 salinmasini azalttig1 diistiniilen I1L-35’in
psoriasisli hastalarda dolasimdaki diizeyini inceleyen sadece iki ¢alisma bulunmaktadir (Tablo
20). Brezilyali kronik plak psoriasislilerde serum IL-35 diizeyinin arastirildigi calismada hasta
grubunda bir 6rnek disindaki 6rneklerde ve kontrol grubunda IL-35 saptanabilir diizeyin altinda
bulunmustur (82). 2017 yilinda yayinlanan ¢alismada ise psoriasisliler ile kontroller arasinda
IL-35 diizeyi bakimindan anlamli fark bulunmazken psoriatik artritlilerde IL-35 diizeyi
psoriasisliler ve kontrollere gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Bu sonug¢ IL-35’in

psoriasistense psoriatik artrit ile iligkili oldugunu gosterir niteliktedir (83).

Bu ¢alismada diger calismalardan farkli olarak plazma IL-35 diizeyleri incelenmis ve
hasta ve kontroller arasinda literatiir ile uyumlu olarak anlamli fark bulunmamistir. Calismada
yer alan iki psoriatik artrit hastasinin IL-35 diizeyleri incelendiginde birinin sonucu saptanabilir
diizeyin altinda iken digerinin sonucu (132,99 pg/mL) tiim hasta ve kontrollerden yiiksektir. Bu
bulgu tek basina bir sey ifade etmese de Li ve arkadaslarinin 6nerdigi gibi IL-35’in psoriatik
artrit ile iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir (83). Bu calismada ayrica hastalarin PASI
skorlar1 ile plazma IL-35 diizeyleri arasinda pozitif korelasyon saptanmistir, ancak
degerlendirilen kisi sayis1 (n=10) cok diisiik oldugu icin daha genis kesimde arastirilmasi
gerekmektedir. Calismada ayrica diisiik siddetli hasta grubunda FOXP3 mRNA ekspresyon
diizeyi ile plazma IL-35 diizeyi arasinda negatif korelasyon saptanmistir. IL-35’in primer olarak
Treg hiicrelerde iiretildigi diisiiniildiiglinde bu beklenmedik korelasyon incelenen kisi sayisinin
azligma baglh olarak (n=5) rastlantisal olarak yorumlanabilir. Ancak bu durum, dolagimda
sayica az olmasina ragmen fonksiyonel olarak cok aktif Treg hiicreler araciligiyla IL-35’in
iretimi seklinde de yorumlanabilir. Bu nedenle dolasimdaki FOXP3 ve IL-35 diizeyinin

hastalik siddeti ile iliskisinin daha genis kesimde ayrintili olarak arastirilmas: gerekmektedir.
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Tablo 20. IL-35 ve psoriasis iligkisinin incelendigi ¢alismalar ve elde edilen bilgiler.

n Psoriasis tiirii Siddeti (PASI) IL-35 diizeyi (pg/mL) | Ornek tiirii | Olciim yontemi | Kaynak
Hasta n=53 Kronik plak psoriasis Orta (PASI 8-12) n=22 (9.2 Saptanamamis Serum ELISA (82)
Kontrol n=35 +1,8) (2016)
Siddetli (PASI>12) n=31
(22.8 +7,1)
17.15 (7-41)
Hasta n=60 Kronik plak psoriasis Diisiik PsA yiiksek Serum ELISA (83)
(Ps n=20, (n=40) (Ps n=8, PsA n=32) | Medyan 3.0 (0.3-7.2) Ps-PsA p<0.01 (2017)
PsA n=40) Piistiiler psoriasis (n=20) Kontrol-PsA p<0.05
Kontrol n=20 | (Ps n=12, PsA n=8)
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5.2.41L-36

IL-36’nin  psoriatik lezyonlarda yiiksek oranda bulunmasi nedeniyle psoriasis
patogenezinde etkili bir sitokin olabilecegi diisiiniilmektedir (70). Literatiirde psoriasislilerde
IL-36’nin dolasimdaki diizeyini inceleyen tek ¢alisma bulunmaktadir. Calismada hasta IL-36a
diizeyleri kontrollere gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0.001). Bulgular psoriasis alt
tiirlerine gore incelendiginde piistiiler psoriasislilerde IL-36a diizeyi kronik plak psoriasislilere
gore anlamli olarak yiiksek (p<0.001) bulunmus ve IL-36a’nin piistiiler psoriasis gibi farkli
psoriasis alt tiirleri ile iliskili olabilecegine dikkat c¢ekilmistir. Calismada ayrica IL-360 nin
PASI skorlar ile iligkisi incelenmis ve bu iki parametrenin pozitif korelasyon gosterdigi

belirtilmistir (83).

Bu calismada literatiirde psoriasislilerde plazma IL-36G diizeylerinin incelendigi ilk
calisma olup hasta ve kontrol IL-36G diizeyleri arasinda anlamli fark bulunmamistir. Bu
durumun IL-36G’nin sadece lezyonda bulunmasi ya da arastirma grubunun g¢ogunlugunu
olusturan kronik plak psoriasiste dolasimda bulunmamasi nedeniyle olabilecegi
diisiiniilmektedir. Calismada ayrica hastalik siddeti orta-siddetli olan hastalarm PASI skoru ile
plazma IL-36G diizeyi arasinda giiclii pozitif korelasyon bulunmustur. PASI skorlarinin diisiik
hastalik siddeti grubunda IL-17A ile orta-siddetli hastalik siddeti grubunda IL-36G ile pozitif
korelasyon gostermesi, hastalik siddetine bagli olarak farkli proinflamatuar sitokilerinin
dolasimdaki diizeylerinin arttigin1 géstermektedir. Bu nedenle bu sitokinlerin hastalik siddeti
ile iliskisinin daha genis hasta grubu ile ayrintili olarak incelenmesinin faydali olacag:

diistiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, psoriasislilerde periferik kanda FOXP3 TSDR metilasyon diizeyleri,
FOXP3 mRNA ekspresyon diizeyleri ve secilmis sitokinlerin diizeyleri belirlenmis ve

bulgularin hastalik siddeti ve tedavi durumuyla iliskisi arastirilmistir.

Calisma sonucunda hasta ve kontrol grubunda FOXP3 TSDR metile durumda olup, iki
grubun erime sicaklik degerleri ve FOXP3 mRNA diizeyleri arasinda anlamli fark
bulunmamistir. Sitokin diizeyleri incelendiginde IL-10 hastalarda anlamli olarak diistik
bulunmustur. Hastalarda PASI skorlariyla IL-35 pozitif; hastalik siddeti diisiik olan hastalarda
PASI skorlariyla IL-17A pozitif, FOXP3 ekspresyonuyla IL-35 negatif; hastalik siddeti orta-
yiiksek olan hastalarda PASI skorlariyla IL-36G ve FOXP3 ekspresyonuyla IL-17A pozitif
korelasyon gostermektedir. Calisma psoriasislilerde segilen epigenetik ve inflamatuar

parametrelerin bir arada arastirildigi ilk ¢alisma niteligindedir.

Bu calismadan elde edilen verilerden yola ¢ikilarak asagidakilerin arastirilmasi faydali

olacaktir:

o HRM-PCR ile elde edilen metilasyon bulgularinin, bisiilfit sekans ya da pyrosekans
analizi gibi niikleotid bazinda sonug veren daha hassas yontemlerle kiyaslanmasi,
elde edilen sonuglarin dogrulugunu gosterecektir.

o Tam kandan elde edilen ekspresyon ve metilasyon sonuglarmin dolagimdaki Treg
hiicre miktarini ne kadar yansittig1, tam kandan Treg hiicrelerin izole edilmesiyle
elde edilen sonuglarin karsilastirilmasiyla belirlenebilir.

o Sitokin diizeylerinin akig sitometrisi gibi daha hassas bir yontemle incelenmesi ve
ELISA ile elde edilen sonuglarla kiyaslanmasi, elde edilen sonuglarin dogrulugunu
yansitacaglt gibi kitler arasi sonug¢ farkliliklarimin da yorumlanabilmesini

saglayacaktir.

Sonug olarak FOXP3 TSDR metilasyonunun psoriasisteki durumunun daha hassas
yontemlerle incelenmesi gerektigi, incelenen sitokinlerin hastalik siddetine yonelik 6nemli
gostergeler olabilecegi, bunun i¢in ¢alismanin daha fazla kisi ve hastalifa yonelik cesitli

gruplandirmalarla incelenmesinin faydali olacagi diistiniilmektedir.
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8. EKLER

EK-1. Goniillii Bilgilendirme Formu (Kontrol Grubu)

GONULLU BILGILENDIRME FORMU (KONTROL GRUBT)

Arasnrmanm  Adi:  Psoriasislilerde Kanda Medlasyon we Sitokin Diizevlerinin

Belirlenmesi

Halk arasinda sedef hastalify olarak bilinen psoriasis, deride kirmmzy we sedefi renkte
kabuklarin varlig ile izlenen bir hastalitar.

Bu calismada, hastalifinizdan bafimsiz olarak sedef hastalifinm tam ve izleminde
kullamlabilecegi diigiiniilen bazi belirteclerin aragtirilmas: hedeflenmektedir Bu amagla
sizden rutin i5lemler i¢in kan alinmas: swrasmda ek clarak 10 ml kan alinacaktir. Kan alman
verin ¢evresinde morhik, kizanklil ve sicaklik artisi olabilir. Bunun icin bdlgesel sofutma,
kolun yukan kaldinlmas1 ve antibivotik tedavisi gerekebilir.

Bu aragtuma Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiist Molekdiler Tip Anabilim
Dali ve Tip Fakiiltesi Dermatoloji Anabilim Dah tarafindan yapilmaktadir. Caliymaya 18
vasindan biiyiik ve kronik plak psoriasis, palmoplantar lokalize psoriasis, palmoplantar
piistiiler psoriasis, generalize piistiiler pseriasis, eritrodermik psoriasis alt gruplarimdan birine
dahil olan hastalar ile sedef hastalifi, sistemik etkilenimi olan bir hastalig ve ilag kunllanmm
olmayan gesitli sebeplerle dermatoloji poliklinigine gelen lusiler dahil edileceldir.
Goniillilerden alimacak matervallerin  artam., c¢alismadan  elde ediecek sonuglarla
olugturulabilecek ikdnei bir caligmada knllamlmalk fizere saklanacalkttr. Caligmaya 10 génillia
saglikls kagi ve 60 gonilli hasta alinmas: hedeflenmeldtedir.

Saghkl kontrol grubuna dahil olacagimz bu galismaya katilmayr kabul etmeniz
durumunda, hastalifiniz ile ilgili tedaviniz agisindan ek bir tibbi yvarar saglamavacalkdtir, size
zarar verecek bir islem nygulanmavacaktir.

+ Bu galisma swrasinda wygulanacak testlerin ve aragtima ile ilgili masraflar size veya
giivencest altnda bulundufpouz resmi ya da Gzel highr kwrum ve kuroluga
Gdettirilmeyecektr.

+ Gonilli olarak katilacagmiz bu ¢alismay: red etme ya da aragtrma bagladiktan sonra
devam etmeme haklona sahipsiniz. Bu galiymaya katilmamiz yva da calizmanin
herhangi bir asamasinda ¢alismadan ayrilmaniz, daba senrakd tibbi takip ve tedavinizi
etkilemevecektir Sagligmiz ve arastimamn gidisat haklonda aragbrmanin  her
agamasinda bilgi alabilirsiniz.

* Arastirmaci gonilliinin nzasma gerek duymadan olgoyu aragtirma dis birakabilir
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+ Bu caliymada yer almamz dwumunda tim kantlarnmiz gizhi totolacaltr. Kigisel
bilgileriniz yalmzca aragtrma amaci ile toplanacaktir. Calisma verilen bir yaym ve
raporda  kuollamalwken  ismuimiz belutilmevecek we  venler izleperek  size
vlagilamavacaktir. Caligmanin gerceklestirilebilmesi igin gerekli Etik Kurul izmi
almmigtr ve araytima bilgileri ilgili Etik Knrul Komitesine acik olacaldtr.

Yukarida wvaml olan, gomiillive arasormadan dnce verilmesi gereken bilgileri
olndum ve anladin. Gerekli aciklamalar sdzli ve yazih olarak yapildi Bu kosullar ile
50z konusu arastirmayva kendi rizamla, hichir bask: ve zorlama olmaksizin katilmay:

kabul ediyorum.

Hastanin:

Ads Soyadi:
Tarih:

iII:IIﬂ:

Olur Alma Islemine Basmdan Sonuna Kadar Tamkhk Eden Kurulus Gérevlisinin;

Adi Soyada:
Telefon Numarasi:
Tarih:

]I:II:IIH:

Arastrma Yapan Arastrmacinin;

Adi Soyadi: Buren ACIKGOZ
Telefon Numarasi:
Tarih:

]I:II:IIﬂ:
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EK-2. Goniillii Bilgilendirme Formu (Hasta Grubu)

GONULLT BILGILENDIRME FORMU (HASTA GRUBU)

Arasnrmanmm  Adi:  Psoriasislilerde Kanda Metlasvon ve Sitokin IDiizevlerinin

Belirlenmesi

Halk arasinda sedef hastalify olarak bilinen psomasis, deride kurmuzi ve sedefi renkte
kabuklann varligs ile izlenen bir hastaliktor.

Bu calismada, hastalifmiz ile ilgili almakta oldugunuz/clacagimz tedaviden bagunsiz
olarak sedef hastalifimn tami ve izleminde kullamlabilecegi diigimiilen bazi belirteclerin
aragtinlmasi hedeflenmektedir. Bu amacla tedavi baglangicindan Snce ve sekiz hafta sonra
sizden rutin 13lemler igin kan alinmasi sirasinda ek olarak 10 ml kan almacaltir. Kan alinan
verin ¢evresinde morlulk, kizanbdik ve sicaklik artigi olabilir. Bunun icin blgesel sogutma,
kolun yukan kaldmlmas: ve antibivotik tedavisi gerekebilir.

Bu arastiurma Doluz Eviil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitfisii Molekiiler Trp Anabilim
Dali ve Tip Fakiiltesi Dermatoloji Anabilim Dali tarafindan vapilmalktadir. Calimaya 18
vasuudan biiviilk ve lkronik plak psoriasis, palmoplantar lokalize psoriasis, palmoplantar
piistiiler psoriasis, generalize piistiiler psoriasis, eritrodermik psoriasis alt groplarndan birine
dahil olan hastalar ile sedef hastalig, sistemik etkilenimi olan bir hastaligi ve ilag kuollanmm
olmavan gesitli sebeplerle dermatoloji poliklinifime gelen lkigiler dahil edilecekdtir.
Géniillillerden almacak materyallerin  artams, ¢aliymadan elde edilecek senuglarla
olugturulabilecek ikinei bir caliymada kmllamimak fizere saldanacaktr. Calismaya 10 gonilli
saglikl kisi ve 60 goniilli hasta alinmasi hedeflenmeltedis.

Hasta grubuna dahil clacagimz bu ¢alismaya katilmayi kabul etmeniz durumunda 8 hafta
siire ile izlenmeniz gerekmektedir. Yapilacak olan bu aragtirma, hastalifimiz ile ilgili tedaviniz
acisindan ek bir t1bbi yarar saglamayacalktir, size zarar verecek bir islem vygulanmavacaktir.

+ Bu ¢alisma swrasinda wygulanacak testlerin ve aragtirma ile ilgili masraflar size veya
giivencesi altinda bulundufonuwz resmi ya da dzel hichir kurum ve kuulusa
Gdettirilmevyecektir.

+ Gonilli olarak katilacaginiz bu calismaw red etme ya da arajtirma bagladiktan sonra
devam etmeme haklana sahipsiniz. Bu galismava katilmamz va da calismanin
herhangi bir agamasinda ¢alismadan aynlmaniz, daha sonraki tibbi takip ve tedavinizi
etlilemeyecektir. Saghfmmz ve arastwmanin gidigatt haklonda aragtrmamm  her
asamasinda bilgi alabilirsiniz.
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*  Arashrmaci goniilliiniin rizasina gerek duymadan olguyu arastuma disi barakabalir.

¢+ Bu calismada yer almamz duwumunda tim kayitlanmiz gizli totolacaltr. Kigisel
bilgileriniz yalmzea arastuma amaci ile toplanacaktw. Calisma veriler: bir yaym ve
raporda  kullaminken ismimiz  belirtilmeyecek we verler izlemerek size
vlasilamayacaktyr. Caligmamn gerceklestirilebilmesi igin gerekli Etik Kurul izni
alimmistir ve aragtirma bilgilen ilgili Etik Enul Komitesine acik olacalktar.

Yukarida yamli olan, giniilliye arastwrmadan dnce verilmesi gerekem bilgileri
okudum ve anladim. Gerekli aciklamalar sozli ve yazh olarak vapildi. Bu kosullar ile
siz konusu arastirmayva kendi mzamla, hichir bask: ve zorlama olmaksizin katilmaya

kabul ediyvorum.

Hastanin;
Adi Soyadu:
Tarih:

]I:]IIIﬂ:

Olur Alma Islemine Basmdan Sonuna Kadar Tamikhk Eden Kurulus Gérevlisinin;

Adi Soyada:
Telefon Numarasi:
Tarih:

]I:II]IH:

Arasnrma Yapan Arasturmacinin;

Adi Soyadi: Buren ACIKGOZ
Telefon Numaras::
Tarih:

i]IIIﬂ:
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EK-3. Etik Kurul Onay1

Tarih: 11.02.2016

Karar No:2016/04-25
Yard.Dog.Dr.Harun M.Said'in sorumlusu oldugu “Psoriasislilerde Kanda Metilasyon ve Sitokin
KARAR BILGILERI Diizeylerinin Belirlenmesi” isimli klinik aragtirmaya ait 27.01.2016 tarihli aragtinct dilekgesine iligkin
olarak;
Calisma admin ““Psoriasislilerde Kanda FOXP3 Geninde TSDR Metilasyonu ve Sitokin
Diizeylerinin Belirlenmesi” olarak degistirilmesi,
ile ilgili belge incelenerek bilgi edinilmis ve uygun bulunmustur.
ETIK KURUL BILGILERI
5 Dokuz Eylil Universitesi Girigimsel Olmayan Aragtinmalar Etik Kurulu Isleyis Ydnergesi
CALISMA ESASI Iyi Klinik Uygulamalan Kilavuzu
ETiK KURUL UYELERI
Unvan/AdvSoyads Uzmanhk Alam Kurumu Chal A~"s“.r.'" a.lle imza
yet Tligkili mi?
Prof.Dr.Banu DEU Tip Fakiliesi Tibbi
ONVURAL Tibbi Biyokimya Biyokimya Ansbilim Dali | Kadin | E O R /5
(Bagkan) . Coo—F"
Prof.Dr.§.Reyhan T
S DEU Tip Fakiiltesi Halk
UGKU Halk Saghg Ked |E[J [HIX
(Bagkan Yardincist) S AD. KQ}\\Q’\C‘A \
; X ’ DEU Tip Fakiltesi Kalp
Prof.Dr.Nejat Kalp Damar . % £58 X
SARIOSMANGGLU | Cerrahisi g:;llmr Cerrahisi Anabilim | Erkek |E[] | HIA //4
e e DEU Tip Fakiiltesi Cocuk
Prof.Dr.Ece BOBER | Pediatrik
& PR e Saghig: ve Hastal klari Ed [HKX 2,6 ‘
Endokrinoloji Anabilim Dals Kadmn ///
; DEU Tip Fakiltesi [ ;
Praf.DeVesile o : & e 5 ~
prian=path Noroloji Noroloji Anabilim Dah Kadm |E[] [H ()
OZTTURK
| Prof.Dr.Seving Y oo DEU Tip Fakaltesi Ig
| ERASLAN Endokrinotol Hastaliklar Anabilim Dalt Kadw | EC] | HE Ko\}\\w)\é |
‘ DEU Tip Fakiiltesi Tibbi -
Prof.Dr.Mukaddes o i o o "
| GOMUSTEKIN Tibbi Farmakoloji Farmakoloji Anabilim Dali Kadm |EC] |HE \( O\} \\ &\
DEU Tip Fakaltesi Tibbi
Prof.Dr.Ayse Aydan R E KA — I RS s
Adicraal oy Tibbi Mikrobiyoloji | Mikrobiyoloji Anabilim \
OZKUTOK iy Kadn [EC] [HEX Kq%\ P
: : s g DEU Fizik Tedavi ve \
Prof.Dr.Nihal Fizik Tedavi ve B i < ( l/ [
GELECEK Rehabilitasyon Rehabilitasyon Yiiksek Kadin |EJ |H /* '
in Okulu
Prof.Dr.Mlige  F—— DEU Tip Fakiltesi :
KIRAY Fisyolajl Fiayoloji Ansbllim Ba: | <290 | B O |HE
R e S DEU Hemgirelik Fakiltesi
:.J:: g)ré;e; :a Seren Hemgirelik Yonetimi | Hemsirelik Yonetimi A.D | Kadin | E O [H %
| Dog.Dr.Sefa Tibbi Biyoloji ve DEU Tip Fakitlesi Tibbi /
| KIZILDAG Genetik Biyoloji ve Genetik A.D Erkek |EC] | H & p 43
7 2 DEU Tip Fakiiltesi z \"
S?LITRSSE‘;‘LFR Anesteziyoloji Anesteziyoloji ve Kadn |E[] |HE /
g 5 Reanimasyon A.D. A
Uzm.Dr.Ahmet Can , DEU Tip Tarihi ve Etik oy
| BILGIN Hukuk D Erkek |[E(Q [HE KCJ\\ ) '
Mehmet Erhan o e :
GZKUL Saglik mensubu } D.E.U Tip Fakiiltesi Erkek |E(D |HIR (. \SM

almayan lye ‘

idari Mali lgler
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EK-4. Ozgecmis

OZGECMIS

Burcu ACIKGOZ

TC Kimlik No / Pasaport No:

Dogum Yih: 1991
Yazisma Adresi :
Telefon :
Faks :
e-posta - buracikgozi@lgmail com
EGITIM BILGILERI

ke Universite Fakiilte/Enstitii Ogrenim Derece llez?m“-et

Alam Yih

Tiirkiv Dokuz Eyliil Saglik Bilimlen Fizvoloii Yitksek

UOAYE | Oniversites Enstitiisii zyolon Lisans )
Tiirkiv Dokuz Eyliil Saglik Bilimleni Molekiiler Yiiksek

firkive |~ - o -

Universitesi Enstitiisii Tip Lisans

.. | Anadolu Acik Ogretim . .
Tiirkive Universitesi Fakiiltesi Felsefe Lisans 2016
Tiirkive | Ege Universitest Fen Fakiiltesi Biyoloji Lisans 2014
AKADEMOIK/MESLEKTE DENEYIM

EKurum/Kurulus Ulke | Sehir Biliim/Birim Girev Tiirii Girev Dinemi

UZMANLIK ATANLARI

TUzmanhk Alanlar

DIGER AKADEMIK FAALIVETLER

Son Bir Yilda Uluslararas: indekslere Kavith Makale/Derleme fcin Yapilan Damsmanhk

Savisi

Son Bir Yilda Projeler fcin Yapilan Damsmanhk Sayisi

Yavinlara Ahnan Toplam Anf Sayis

Damsmanhk Yapilan Ogrenci Sayist

Tamamlanan

Devam
Eden

Yiiksek
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Lisans

Doktora
Uzmanhk
Diger Faalivetler (Eser/gorev/faalivet/
sorumluluk/olay/iivelik vb.)
ODULLER
Odiiliin Ads Alimdigr Kurulus Yih
YAYINLARI

SCI, SSCI, AHCI indekslerine gil'eu del'giler(le vavinlanan makaleler

iger -:lergl'le]'de vavinlanan makaleler

Hakemli konferans/sempozyumlarin bildiri kitaplarmda ver alan vayvinlar
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