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OZET

HaCaT HUCRE HATTINDA SECUKINUMAB'IN LNCRNALAR MEG3 VE
MSX2P1’NIN EKSPRESYON SEVIYELERINE ETKISIiNIN ARASTIRILMASI

Omer Seyfettin KURTOGLU
Yuksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji AD
Tez Yéneticisi: Prof. Dr. ibrahim ACIKBAS

Adustos 2022, 59 Sayfa

Psoriasis, siklikla iyi sinirl, pullu plaklar seklinde goérilen yaygin, kronik inflamatuvar bir
deri hastaligidir. insidansi yiiksektir ve hastalik nilksetmeye egilimlidir. Epidermis,
genellikle dermisin hemen Uzerindeki bazal katman (stratum bazale) ile baslayan ve
dikenli ve granuler katmanlardan ust katman olan stratum corneum'a dogru ilerleyen,
genellikle birka¢ katmana bolinmus, sirekli yenilenen bir katmandir. Ana iglevi, cildi
potansiyel olarak tehlikeli cevresel tehditlerden korumak, fiziksel, kimyasal, biyokimyasal
ve adaptif immuinolojik bariyerler saglamaktir. miRNA Ortalama 22 nikleotit
uzunlugunda, kodlamayan kugik RNA'lardir. miRNA'lar, ifadeyi bastirmak icin hedef
mRNA'larin 3' UTR'si ile etkilesime girmektedir. IncRNA'lar, 200 nikleotidden daha uzun
olan ve proteinleri kodlama yetenedi olmayan bir RNA grubudur.

Calismamizda, hicre kiltlirli psoriasis modelinde, psoriasisin tedavisinde en son
kullanima giren biyolojik ajan olan interlokin-17 inhibitori Secukinumab’in keratinosit
prolifeasyonu ve inhibisyonun da rol alan iki uzun kodlanmayan RNA’'nin ekspresyon
seviyelerine etkisinin arastiriimasi amacglanmaktadir.

HaCaT keratinosit hlicre hatti 24 saat 200 ng/ml LPS ile muamele edildi ve hicreler
Secukinumab’in 0,1 0,25 0,5 1 2,5 5 7,5 10 mg/ml dozlari hicreleri muamele ederek
24,48,72 saatlerde hlcre canlihdi degerleri tespit edildi. LD50 degeri olarak 7,5 mg/ml
dozu belirlenip MEG3 VE MSX2P1’nin ekspresyon sonucu belirlendi.

Secukinumab uygulanan hucrelerde MEG3 ekspresyonuun 3,7 kat azaldigi ve MSX2P1
ekspresyonunun ise 1.77 kat arttigi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Psoriasis, Patogenez, HaCaT, IncRNA, LPS

Bu galigma, Pamukkale Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri Birimi (PAUBAP)
tarafindan desteklenmistir.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF SECUKINUMAB ON THE EXPRESSION
LEVELS OF LNCRNALAR MEG3 AND MSX2P1 IN HaCaT CELL LINE

KURTOGLU, Omer Seyfettin
PhD Thesis in Medical Biology
Supervisor: Prof. Dr. ibrahim ACIKBAS (PhD)

August 2022, 59 Pages

Psoriasis is a frequently, chronic inflammatory skin disease that often presents as well-
demarcated, scaly plaques. The incidence is high and the disease is prone to relapse.
The epidermis is a constantly regenerating epithelium, usually divided into several layers,
beginning with the basal layer (stratum basale) just above the dermis and progressing
from the spiny and granular layers to the upper layer, the stratum corneum. Its main
function is to protect the skin from potentially dangerous environmental threats, providing
physical, chemical, biochemical and adaptive immunological barriers. miRNAs are small
non-coding RNAs with an average length of 22 nucleotides. miRNAs interact with the 3’
UTR of target mMRNAs to suppress expression. INncRNAs are a group of RNAs that are
longer than 200 nucleotides and do not have the ability to encode proteins.

In our study, it is aimed to investigate the effect of interleukin-17 inhibitor Secukinumab,
which is the most recently used biological agent in the treatment of psoriasis, on the
expression levels of two long non-coding RNAs that play a role in keratinocyte
proliferation and inhibition in a cell culture psoriasis model.

The HaCaT keratinocyte cell line was treated with 200 ng/ml LPS for 24 hours and the
cells were treated with 0,1, 0,25, 0,5, 1, 2,5, 5, 7,5, 10 mg/ml doses of Secukinumab at
24,48,72 hours for determining the cell viability values. As the LD50 value, the dose of
7,5 mg/ml was determined and the expression result of MEG3 and MSX2P1 was
determined.

It was determined that the expression of MEG3 decreased 3.7 times and the expression
of MSX2P1 increased 1.77 times in the cells treated with secukinumab.

Keywords: Psoriasis, Pathogenesis, HaCaT, IncRNA, LPS

This work was supported by the Scientific Research Projects Unit of The
Pamukkale University (PAUBAP).
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1 GIRIiS

Psoriasis, siklikla iyi sinirli, pullu plaklar seklinde goérulen yaygin, kronik
inflamatuvar bir deri hastaligidir. insidansi yiiksektir ve hastalik niiksetmeye egilimlidir.
Patogenezi karmasik ve belirsizdir; anormal proliferasyon, keratinositlerin farklilagsmasi
ve immin regllasyon bozukluklari gibi bir¢cok faktorle iligkili oldugu distnilmektedir.
(Wei-Wei Jiang vd 2019)

Epidermis, genellikle dermisin hemen Gzerindeki bazal katman (stratum bazale)
ile baglayan ve dikenli ve graniler katmanlardan Ust katman olan stratum corneum'a
dogru ilerleyen, genellikle birkag katmana boliunmus, surekli yenilenen bir epiteldir. Ana
islevi, cildi potansiyel olarak tehlikeli gevresel tehditlerden korumak, fiziksel, kimyasal,
biyokimyasal ve adaptif imminolojik bariyerler saglamaktir. Bazal tabakanin hiicreleri
epidermisin sdrekli yenilenmesinden sorumludur, ancak kalan hcreler dinlenme veya
hareketsiz durumda oldugundan sadece %15'i bu strece slrekli olarak katiimaktadir.
(Adone Baroni vd 2012)

Psoriasise yatkinligi bilinen dokuz farkli bdlge tanimlamaktadir. Bunlardan
sadece PSORS1(Psoriasise yatkinlik geni) incelenen tim canlilar da saglam bir sekilde

dogrulanmaktadir. (Francesca Capon vd 2017)

miRNA Ortalama 22 nikleotit uzunlugunda, kodlamayan ki¢ik RNA'lardir. Cogu
miRNA, DNA dizilerinden birincil miRNA'lara (pri-miRNA'lar) transkribe edilir ve 6ncu
miRNA'lara (pre-miRNA'lar) ve olgun miRNA'lara islenmektedir. (Xue Zhoun vd 2022)

Uzun kodlamayan RNA'lar (IncRNA'lar), 200 nlkleotidden daha uzun olan ve
proteinleri kodlama yetenedi olmayan bir RNA grubudur. LncRNA'larin hucresel
homeostaz, genomik damgalama, bagisiklik ve gelisim dahil olmak Uzere g¢ok sayida

onemli biyolojik sirecte yer aldigi tahmin edilmektedir. (Qiangian Zhou vd 2019)



1.1.Tez Galigmasinin Amaci

Bu calismamizda, hticre kiltlrl psoriasis modelinde, psoriasisin tedavisinde en
son kullanima giren biyolojik ajan olan interlékin-17 inhibitdéri Secukinumab’in keratinosit
prolifeasyonu ve inhibisyonun da rol alan iki uzun kodlanmayan RNA’nin ekspresyon

seviyelerine etkisi arastirilacaktir.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1 Psoriasis

Psoriasis, siklikla iyi sinirli, pullu plaklar seklinde gorulen yaygin, kronik
inflamatuar bir deri hastaligidir. Bu lezyonlar, patogenezinin altinda yatan temel
suirecgleri, inflamasyon ve epidermal hiperproliferasyonun altini cizmektedir. insidansi
yuksektir ve hastalik nuksetmeye egilimlidir. Patogenezi karmasik ve belirsizdir; bunun
kalitim, anormal proliferasyon, keratinositlerin farklilasmasi ve immin regilasyon

bozukluklari gibi birgok faktorle iligkili oldugu digunilmektedir. (Wei-Wei Jiang vd 2019)

Dinya ndfusunun yaklasik %2 ila %3'Und etkileyen sedef hastaligi, genellikle obezite,
tip 2 diyabet, hiperlipidemi, hipertansiyon ve kardiyovaskuler hastaliklarla iligkili oldugu
disunulmektedir. (Bruce Strober vd 2019)

2.1.1 Klinik Ozellikler

Oksidatif ve anti-oksidatif molekuller arasindaki dengesizlik, sedef hastaliginin

gelismesine ve siddetlenmesine yol agan faktérlerden birisidir. (QuanQiu Wang vd 2018)

Psoriasisi tetikledigi veya kotulestirdigi bilinen faktérler arasinda sunlar

bulunmaktadir:

Fiziksel travmalar, Kasima, piercing, dévme, gunes yanidi, kimyasal tahrig

ediciler
ilaglar, 1 B-blokerler, lityum, antimalaryaller ve nonsteroid antiinflamatuar ilaglar
HIV enfeksiyonu (Wolf-Henning Boehncke vd 2015)

Streptokokal farenijit



Poplulasyon c¢alismalari, hastalarin birinci ve ikinci derece akrabalarinda genel
populasyona goére daha fazla sedef hastaligi insidansi oldugunu
go6stermektedir. Monozigotik ikizler arasindaki uyum oranlari, dizigotik ikizlere gére 3 kat

daha fazladir.

Erken baslangicli hastalar daha siddetli bir seyir ve pozitif bir aile 6ykisu
sergilerken, ge¢ baslangi¢li hastaligi olan hastalar daha az siddetli bir prezantasyon ve

seyir yasama egilimindedir ve siklikla negatif bir aile 6éyklisu sergilemektedir.

Psoriasis prevalansi farkli etnik gruplar arasinda farklilik géstermektedir. (Wolf-
Henning Boehncke vd 2015)

Obezite, diyabet ve kalp hastaligi dahil olmak Gzere birgok baska durumla sedef
hastaliginin  énemli bir komorbiditesini belgelemistir. Bu sistemik bozukluklarin
birlikteliginin beslenme aliskanliklari, beslenme durumu veya ortak genetik faktérlerle
iliskili olabilecegini varsayillmaktadir. Cok sayida vaka raporu, sedef hastaligi ve bobrek

hastaliginin bir komorbiditesine isaret etmektedir. (David L Mcmillin vd 2000)

2.1.2 Klinik Tipleri

Psoriasis klinik olarak pustller ve pustuler olmayan lezyonlar olmak Uzere 2

grupta siniflandinimaktadir.
Piistiiler olmayan psoriasis hastaligi
Psoriasis vulgaris (erken ve ge¢ baslangigh)

Psoriasisin en sik gorilen klinik formu olan Psoriasis vulgaris, vakalarin yaklagik
%90"'In1 olusturmaktadir. Klinik olarak sedefli skuamlarla kaph keskin sinirlari olan
eritemli plaklar olarak gorulmektedir. Lezyonlar simetrik dagihm gdsterir ve en sik diz,
dirsek, sacli deri ve sakral bolgede lokalizedir. Bu lezyonlar travmatik olayin bir sonucu
olabilmektedir.(Gllbahar Sarag vd 2016)

Guttat psoriasis hastalig

Cocuklarda ve ergenlerde sik gorulir ve siklikla streptokok bademcik iltihabi ile
iligkilidir. Bu sedef hastaligr formu en sik HLA-Cw6 geni ile iligkilidir. Enfeksiyonun
gerilemesi ile lezyonlar genellikle kendiliginden kaybolmaktadir. Lezyonlar genellikle
govdede, yuzde ve sagl deride gorulmekledir. Genellikle 3-4 ay iginde gerilemektedir.
(Wolf-Henning Boehncke vd 2015)



Eritrodermik psoriasis hastalig

Psoriatik lezyonlar, vucut yuzeyinin yaklagik %80'ini etkilemektedir. Agirlikli
olarak eritemli lezyonlar gorilUr, tipik papll ve plaklar karakteristik 6zelliklerini
kaybederler. Deskuamasyon ayrica protein kaybina ve alt ekstremitelerde 6dem, kalp,
karaciger ve bobrek yetmezIigi gibi ilgili sistemik sorunlara yol acabilmektedir. Ek olarak,
cildin koruyucu bariyeri bozulur ve potansiyel sistemik reaksiyonlarin gelismesine yol

acmaktadir. Tirnak bozukluklari ¢cok dramatik olabilmektedir. (Gllbahar Sarag¢ vd 2016)
Palmoplantar psoriasis hastaligi

Genellikle bu tip Psoriasis simetrik olarak ellerin avuglarini ve ayak tabanlarini
tutar ve tenar bdlgeler hipotenar bdlgelere gére daha sik etkilenmektedir. Eritem her
zaman bulunmaz, ancak var oldujunda pembemsi sari bir lezyon olarak ortaya
cikarmaktadir. (Gulbahar Sarag vd 2016)

Psoriatik artrit (PsA)

PsA'nin genel prevalansi %0.02-0,1 arasinda degisirken, psoriatik hastalarda
prevalansi %5,4-7 arasinda degdismektedir. Siddetli deri tutulumu ve 6zellikle pUstiler
psoriazis olgularinda PsA prevalansi %30-40'lara ¢cikmaktadir. (Wolf-Henning Boehncke
vd 2015)

Ters psoriasis hastalig

Koltuk alti veya kasik gibi deri kivrimlarinda meydana gelen kronik plak tipi sedef
hastaliginin tipik bir érnedidir. Obez bireylerde daha sik goérilir ve seboreik lezyon
gelistirme egilimi vardir. Bu form genellikle klasik tedavilere daha diren¢ géstermektedir.
(Wolf-Henning Boehncke vd 2015)

Pistiiler psoriasis hastaligi
Yaygin Pilstiler Psoriasis Hastaligi (von Zumbusch tipi)

Pastullerle ilerleyen, nadir gérilen bir psoriasis hastaligi seklidir. En sik geng
bireylerde goértlmektedir. Bagimsiz olarak veya sistemik steroid tedavisinin aniden
kesilmesi, araya giren tetikleyici faktorler, hipokalsemi veya tahrig edici tedaviye
sekonder olarak psoriazis vulgarisin bir komplikasyonu olarak gelismektedir. Yuksek
ates, halsizlik ve poliartralji gibi genel semptomlarla birlikte aniden eritemli bir zeminde
baslamaktadir. (Gilbahar Sara¢ vd 2016)



2.1.3 Psoriasis ile iligkili genler ve lokuslar

Psoriasis, genetik temeli baglanti ve genom ¢apinda iligskilendirme galismalarinda
gosterilen karmasik ve ¢ok faktorli bir hastaliktir. Ikiz ¢alismalarda psoriasis
hastaliginin bozuklugu ailesel bir temeli oldugunu dusindirmektedir. Dizigotik ikizlerde
%12-30'luk bir uyum gorunmektedir. Monozigotik ikizlerde % 35-72'lik bir uyum
gorilmektedir. Ayrica, uyumlu ikiz ciftleri arasinda sedef hastaligi, benzer baslangi¢
yasi, hastalik dagilimi, siddeti ve klinik seyri ile karakterize edilmektedir. (Monica
Enamandram vd 2013)

Psoriasis hastaligin da baglanti analizi, hastaliga yatkinliga katkida bulunmasi
beklenen dokuz farkl boélgeyi tanimlamaktadir. Bunlardan sadece PSORSL1 incelenen
tum canlilar da saglam bir sekilde dogrulanmaktadir. Bu, arastirmacilari, aralhigin hastalik
icin dnemli bir genetik belirleyiciyi barindirdidi sonucuna varmasina yol a¢gmaktadir.

(Francesca Capon vd 2017)
PSORS1

PSORS1 lokusu, kromozom 6p219 Uuzerindeki Majér Histouyumluluk
Kompleksine (MHC) eslenmektedir. Bu bdlgeye baglanti kesin olarak dogrulandiktan
sonra, cesitli gruplar tarafindan ince haritalama calismalari yapilmaktadir. Bu
arastirmalar, MHC sinif | bdlgesini ve dokuz geni kapsayan 150 kb bir konsensus
tanimlamaktadir. Bunlardan Ug¢i HLA-C, CCHCRL1 ve CDSN oldukg¢a polimorfiktir ve
psoriasis ile 6nemli Olclude iligkili olan kodlama varyantlarini barindirmaktadir.

(Francesca Capon vd 2017)

Genomik iligkilendirme c¢alismalari ile tespit edilen SNP'ler (tek nikleotid
polimorfizmi) 300 kb'lik kritik bolgede yaklasik on bes gen (DDR1, DPCR1, MUC21,
MUC22, HCG22, Cé6orfl5, PSORS1C1, CDSN, PSORS1C2, CCHCR1, TCF19,
POUSF1, PSORS1C3, HCG27, HLA-C) ortaya gikarmistir. PSORS1'in bolgesi sedef
hastalidi ile gugli bir sekilde iliskilendirmektedir. Haplotip analizi, GWAS (Genom
¢apinda iliskilendirme galismalari) ve SNP verilerinin analizi, tutarl bir sekilde en olasi
PSORSL1 geni olarak HLA-C'yi gdstermektedir. (S. Singh vd 2018)

HLA-C genindeki otuz bir SNP'nin sedef hastalhdi ile iligkili oldugu
bildiriimektedir. HLA-C'nin promotdr bdlgesindeki SNP'ler, HLA-Cw0602 dahil olmak
Uzere cesitli allellerin farklh ekspresyonu ile sonuglanmaktadir. HLA-Cw0602 alleli, genel
populasyonun %10-15'inde ve psoriatik hastalarin %60'inda bulunmaktadir. HLA-

Cw0602 alleli olan bireyde sedef hastaligi riski 20 kat artmaktadir. Ayrica, homozigot



HLA-Cw0602 alleline sahip bireyler, heterozigot olanlara kiyasla bes kat daha yuksek
psoriasis hastaligina yatkinlik gostermektedir. HLA-Cw0602 alleli biylk o6lgtide pozitif
aile 6ykisu olan gencg psoriazis hastalarinda goézlenmektedir. Bu bireylerde, psoriasis
hastaligi siklikla dnceki streptokok bogaz agrisi ve guttat lezyonlari ile baslar, bu da HLA-
Cw0602 bireylerde bulasici patojenlerin muhtemelen basglatici tetikleyiciler olduguna

inanmaya yol agmaktadir. (S. Singh vd 2018)

PSORS1 bdlgesinde yer alan HLA-C06:02 disinda CCHCR1 ve CDSN gibi
genler bulunmaktadir. CCHCR1, pg8, HCR veya C60rf18 olarak da bilinen coiled-coil a-
helical rod protein 1, HLA-C lokusuna 113 kb telomerik olarak yerlesmektedir. Bu gen,
en az 12 kodlama varyanti dahil olmak tzere oldukg¢a polimorfiktir. CCHCRL1'in Finliler,
Hintliler ve Cinliler gibi ¢esitli popllasyonlarda psoriasis hastaligina yatkinlik geni oldugu
dogrulanmaktadir ve bircok calisma CCHCR1'inerken baslangich sedef hastaligi ile
iliskilidir. Sedef hastaliginda CCHCR1 ekspresyon paterni, diger hiperproliferatif deri
hastaliklarinin ~ paternlerinden farklidir ve normal saglkl  keratinositlerle
karsilastirildiginda kultire edilmis lezyonsuz keratinositlerde bir asagi regulasyon
sergilemistir. Aktive edilmis T lenfositlerin birikmesine izin vererek, keratinosit

hiperproliferasyonuna katkida bulunmaktadir.(Deli Ran vd 2019)

CDSN geni oldukga polimorfiktir ve cilde kargi sinirli ifade géstermektedir. Bu
gen, korneodesmozini kodlar ve keratosit olgunlasma surecinde, kodlanmig proteinler
art arda boélinmelere ugrar ve insan epidermisine sinirlandiriimis olmaktadir. CDSN,
sedef hastaligi ile iliskilendiriimektedir. (Deli Ran vd 2019)

PSORS2

PSORS2, 17925 kromozomu Uzerinde bulunmaktadir esas
olarak CARD14 genindeki mutasyona atifta bulunmaktadir. CARD14, membranla iligkili
guanilat kinaz (MAGUK) ailesinin bir parcasi olan protein CARMAZ2 igceren bir kaspaz
alim alani kodlamaktadir. Bu protein, hiicre aktivasyonu ve proliferasyonunda énemli bir
rol oynayan nikleer faktor kappa B (NF-kB) yolunun aktivasyonuna aracilik etmektedir.
Ayrica psoriasis hastaliginin  patofizyolojisi ile ilgilidir. CARD14'teki mutasyon,
epidermiste inflamatuar bir yanitla sonuclanmaktadir ve sedef hastaligi benzeri

lezyonlarin olusumunu siddetlendirmektedir. (Francesca Capon vd 2017)

PSORS2 boélgesi baslangigta, psoriasis hastaliginin otozomal dominant bir
durum olarak kalitildigi ¢ok kusakh bir kuzey Amerika soyagacinin baglanti analizi
yoluyla tanimlanmaktadir. Ayni bolgeyle baglanti daha sonra genis bir Asya akrabasinda

belgelenmektedir. Yeni nesil dizilemenin ortaya ¢cikmasiyla birlikte, CARD14 genindeki



mutasyonlar, bu iki ailede hastalik ayriminin altinda yatan molekiler kusur olarak
tanimlanmaktadir. (Deli Ran vd 2019)

CARD14, keratinositlerde yuksek oranda eksprese edilen ve TRAF2'ye (TNF
reseptoru ile iligkili faktor) bagimli NF-kB sinyal transdiksiyonuna aracilik ettigi bir
adaptor proteini kodlamaktadir. Simdiye kadar karakterize
edilen CARD14 mutasyonlarinin, yapici NF-kB aktivasyonuna neden olan ve
proinflamatuar sitokinlerin artan Uretimine yol acan iglev kazanimi alelleri oldugu
kanitlanmaktadir. CARD14 mutasyonlari sadece az sayida sedef hastaliginda
bulundugundan, hastaligin  monogenik  formlarindan sorumlu ek genler

tanimlanmayi beklemektedir (Deli Ran vd 2019)
PSORS3-PSORS15

PSORS3, psoriasis hastaligi icin dnemli bir yer olarak kabul edilir. D4S1535'in
yakininda 4q kromozomu Uzerinde bulunmakta ve PSORS3 igindeki IRF2 geni, sedef
hastalidi icin bir risk lokusu olarak tanimlanmigtir. PSORS1 ve PSORS4 arasinda

dogrudan etkilesim bulunmaktadir.

PSORS4 bolgesi, Epidermal Farkhlasma Kimesini (EDC) kapsadigi kromozom
1921 ile eslesmektedir. Bu, terminal keratinosit farklilasmasinda yer alan 60'tan fazla
geni barindiran evrimsel olarak korunmus bir genomik segmenttir. Daha sonraki
¢alismalar, iki EDC geninin ( LCE3B ve LCE3C), psoriazis ile guclu bir sekilde iligkili
oldugunu gdstermektedir, bu da deri bariyer fonksiyonunun bozulmasinda patojenik bir

rol oldugunu dusundurmektedir. (Francesca Capon vd 2017)

PSORSS5, isveg popiilasyonunda 3g21'de yer aldigi genom gapinda bir tarama
ile erken tanimlandi. PSORS5'teki SLC12A8'in, PsV ile bir iliskisi oldugu kabul
edilmektedir. Bu bdlgedeki bir bagka sedef hastaligiyla iligkili gen, keratinosit terminal
farklilasmasi surecinde olusan kornifiye hiicre zarfinin bir dncusu olan cilt bariyeri sistein
proteaz inhibitdérini kodlayan CSTA'dir (sistatin A). Keratinosit farkhlagsmasi ile
yakindan iligkilidir ve CSTA varyanti ile sedef hastaligi arasindaki iliskinin HLA-Cw6 ile
baglantisina atfedildigi ©6ne surtlmektedir. PSORS6, 19p13 kromozomunda yer
almaktadir. Tip | sedef hastahdi (daha gen¢ vyasta, <40 vyas) ile ilgili risk
faktorinin PSORSH1 ile bir etkilesim oldugu kanitlanmaktadir. (Deli Ran vd 2019)

Simdiye kadar tanimlanan aday genler, az sayida bagisikhk yoluna kimelenme
egilimindedir. Bunlara antijen sunumu ( HLA-C ve ERAP1 ), dogustan gelen antiviral
sinyallesme ( IFIH1, DDX58, TYK2, RNF114 ) ve en dnemlisi Th17 hlcre aktivasyonu

dahildir. ikincisi, CD4 + T lenfositlerinin  IL-17 Ureten Th17 hiicrelerine



farkhlastigi sUrectir. Anormal Th17 sinyalinin patojenik dogasi, IL12B ve IL23A icindeki
sedef hastaligiyla iligkili alellerin tanimlanmasiyla vurgulanmaktadir. (Francesca Capon
vd 2017)

2.1.4 Psoriasis patogenezine katilan hiicreler ve immiim sistem hiicreleri

Keratinositler

Epidermis, genellikle dermisin hemen Uzerindeki bazal katman (stratum bazale)
ile baglayan ve dikenli ve Ust katman olan stratum corneum'a dogdru ilerleyen, genellikle
birka¢g katmana boélinmus, surekli yenilenen bir katmandir. Ana iglevi, cildi potansiyel
olarak tehlikeli c¢evresel tehditlerden korumak, fiziksel, kimyasal, biyokimyasal
(antimikrobiyal, dogustan gelen bagisiklik) ve adaptif immunolojik bariyerler saglamaktir.
Bazal tabakanin hlcreleri epidermisin surekli yenilenmesinden sorumludur, ancak kalan
hicreler dinlenme veya hareketsiz durumda oldugundan sadece %15'i bu surece surekli
olarak katilmaktadir. (Adone Baroni vd 2012)
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Sekil 2.1 Derinin histolojik yapisi (Joel M. Reicherter vd 2015)
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Stratum spinosum

Stratum basale

Sekil 2.2 Epidermiste keratinosit tabakalari (Shohreh Nafisi vd 2018)

Epidermisin baskin hucre tipi, bazal tabakadan granuler tabakaya kadar
cekirdekli ve canli olan keratinosittir. Keratinositler, olgunlagmalari sirasinda cesitli
yapisal proteinleri ve lipidleri sentezler ve eksprese etmektedir. Keratinosit
farkhlasmasindaki son adimlar, yapilarindaki derin degisikliklerle iligkilidir, bu da stratum
corneum'un duz ve gekirdeksiz skuamoz hicrelerine donusimle sonuglanir, esas olarak
keratin filamentleri ile hareket eder ve capraz bagl proteinlerden olusan bir hiicre zarfi

(kornifiye zarf) ile gevrilidir. (Adone Baroni vd 2012)

Keratinositler 4-5 gln boyunca epidermisi blyuk Olclde
kalinlagtirmaktadir. Normal farklilagsma stureci gergeklesemediginden, normal grantler
tabakanin kaybi, kalinlagsmis stratum corneum (hiperkeratoz) ve Ust tabakalarda ve
stratum korneumda (parakeratoz) ¢ekirdeklerin tutulmasiyla belirlenmektedir. Noétrofiller
epidermis ve stratum corneum'da toplanmaktadir. Dermiste, agirlikh olarak miyeloid
hicreler olmak Uzere bol miktarda mononukleer hiicre ve T hicreleri vardir. Sedef
hastaliyi lezyonlarinin eritemi, daha fazla sayida dermal kan damarindan
kaynaklanmaktadir. (Michelle A. Lowes vd 2015)
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Sekil 2.3 Saglikh deri ve psoriatik derinin histolojik gérinimua (Michelle A. Lowes vd 2015)

Notrofiler

Nétrofiller, dolasimda en bol bulunan I6kositlerdir ve enfeksiyon veya iltihaplanma
bdlgelerine toplanan ilk hucrelerdir. Mikroplarin fagositozu, degranulasyon tepkileri,
reaktif oksijen tirlerinin (ROS) Uretimi ve noétrofil hicre disi tuzaklarinin (NET'ler)
olusumu dahil olmak Uzere gesitli streclerle gergceklesmektedir (Wen Ming Wang vd
2022)

Siddetli psoriatik hastalardan alinan nétrofillerde CD62L ekspresyonu, orta
derecede psoriatik bireylerden ve normal saglikli kontrollerden daha disikken, biyolojik
tedaviler alan psoriazis hastalarindan alinan nétrofiller normal CD62L seviyelerine
sahiptir. Aktiflestiriimis nétrofillerde CD11b ve CD66b ekspresyonu artmaktadir. CD11b
ve CD66b'nin siddetli psoriazis hastalarinda orta derecede psoriatik hastalardan ve
normal saglikli kontrollerden daha yilksek oldugu, biyolojik tedavi alan psoriazis
hastalarindan alinan nétrofillerin normal CD11b ve CD66b seviyelerine sahip oldugu
bilinmektedir. Notrofiller, psoriatik deri lezyonlarinda IL-17A'nin baslica kaynagidir. IL-
17, keratinositler tarafindan HBD-2, S100A7, S100A8, S100A9 ve LL37 ekspresyonunu
destekleyebilmektedir. (Wen Ming Wang vd 2022)

T Hiicreleri

Bagisiklik sistemi antijenlerle karsilastiginda, naif T hicrelerinden bellek T
hdcreleri Uretilir ve ayni antijenlerin yeniden maruz kalmasina hizli bir yanit verilmesini

kolaylagtirir. insan kan dolagimindan iki bellek T hiicresi popiilasyonu tanimlanmaktadir.
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Efektor bellek T hicreleri (T EM ) ve merkezi bellek T hicreleri (T CM). Bellek T
hicreleri populasyonunun, dokuda yerlesik bellek T hicrelerinin (T RM ) kurulmasina yol
acmaktadir. (Trung T. Vu vd 2021)

Cilt T RM'nin kendi hedef arama molekdllerine sahip oldugu gdsterilmigtir. Cildin
hedeflenen molekullerinden biri olan kutan6z lenfosit iligkili antijen (CLA), E-selektin ve
P-selektine baglanir ve hucrelerin deriye go¢ etmesine izin verir. Sedef hastaligi olan
hastalarin lezyonlu derisinde, T RM, IL-17A, IL-22 ve IFN-y gibi inflamatuar sitokinlerin
artan ekspresyonu ile yuksek bagisiklik tepkisini senkronize eden hem CD4 hem de CD8
fraksiyonlarindan olugsmaktadir. IL-17A Greten CD4 + T RM sadglikl ciltte de bulunurken,
IL-17A  Ureten CD8 + T RM'nin epidermiste  zenginlesmesi sedef hastaliginin
Ozelliklerinden biridir. (Trung T. Vu vd 2021)
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Sekil 2.4 Psoriatik deri de T hticrelerinin etkisi (Michelle A. Lowes vd 2015)



13

NKT Hiicre Ozellikleri

NKT(Dogal éldirici hicre) hicreleri sadece NK reseptorini degil, ayni
zamanda a ve B zincirlerinden olusan TCR'yi ( T hiicre reseptori) de ifade
etmektedir. NKT hdcreleri, TCR tipine gore tip | ve tip Il olarak siniflandirilir. Tip |
hicreler ayni zamanda degismez NKT (iNKT) hucreleri olarak da bilinir, ¢inki bu
hicreler sadece TCR a zincirinin tek V a alanini (insan, Va24Ja18) ve TCR f zincirinin
birka¢ VB alanini (37 veya 32; insan, VB11). Tip Il NKT hucreleri, diger TCR tiplerini ifade
etmektedir. (Yuki Sato vd 2020)

IL-17, psoriasis hastaligi patolojisinde yer alir ve NKT17 hcreleri olarak
adlandirilan bazi NKT hicreleri tarafindan Uretilmektedir. NKT17 hcreleri, IL-1B ve IL-
23 ile yanit olarak IL-17 Uretir ve akciger, karaciger, marjinal lenf dugumleri ve deride
bulunmaktadir. Bununla birlikte, NKT17  hucrelerinin  ciltteki  rolu henuz
tanimlanmamaktadir ve bu nedenle NKT17 hcrelerinin sedef hastaligindaki rolu
belirsizligini korumaktadir. (Yuki Sato vd 2020)

2.1.5 Psoriasis patogenezine katilan proteinler ve molekiiller

AhR

Ligand bagimh bir transkripsiyon faktorudir AhR, bagisiklik ve epitel hicreleri de
dahil olmak Uzere bir dizi hicrede gen ekspresyonunu dizenleyen ligand bagimh bir
transkripsiyon faktoradur. Saglikli ciltte AhR sinyali, cilt bagisikhk agini, keratinosit
farkhlagsmasini, cilt bariyer fonksiyonunu ve pigmentasyonu ve oksidatif strese tepkileri
dizenleyerek cilt homeostazinin korunmasinda ayrilmaz bir rol oynamaktadir.
(Robert Bissonnette vd 2021)

AhR, antijen sunan hucreler, T hucreleri, fibroblastlar, makrofajlar, mast hicreleri
ve diger cilt bagisiklik hicreleri dahil olmak Gzere bagisiklik hicrelerinde yaygin olarak
ifade edilmektedir. AhR ifadesi, Langerhans hicreleri de dahil olmak Uzere antijen sunan
hucrelerin igleyisi icin gereklidir. AhR sinyalinin, CD4 + T yardimci Th17 ve Th22
hicrelerinin  terminal farklilasmasini ve ayrica IL-17 ve IL-22 sitokinlerinin
ekspresyonunu dizenledigi gosteriimektedir. AhR'nin sedef hastaliginda potansiyel bir
islevsel roll, AhR eksikligin de artan IL-17 ve IL-22 ekspresyonu ile siddetlenmis sedef
hastaligi benzeri cilt iltihabi gelistiren fareler gosteriimektedir. (Robert Bissonnette vd
2021)
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LL-37

LL-37, insan katyonik antimikrobiyal protein-18'den salinan bir a-sarmal
amfipatik oligopeptittir ve CAMP geni tarafindan kodlanmaktadir. Bu 6zellikler, LL-37'nin
mikrobiyal membranlar Gzerinde gézenekler olugturmasina ve mikrobiyal yapismayi ve
¢ogalmayi sinirlandirmasina izin vererek enfeksiyonlara karsi koruma saglamaktadir.
Psoriatik deri lezyonlarindaki yUksek LL-37 seviyeleri, hastalik aktivitesi ile pozitif
korelasyon gostermektedir. Psoriasis hastaliginda, keratinositlerde LL-37'nin
ekspresyonu, IL-17A ve timor nekroz faktori (TNF)- a gibi sitokinler tarafindan
desteklenmktedir. LL-37'nin cilt yaralanmasini takiben hizla induklendigi gbz 6nune
alindiginda, LL-37, fiziksel travmadan sonra psoriatik lezyonlarin ortaya ¢iktigi Koebner

fenomenine kismen katkida bulunabilmektedir. (Jing-Yi Ma vd 2020)

LL-37, IL-23, IL-12 ve TNF a dahil olmak tzere TLR7 (Toll benzeri reseptor 7)
iceren endozomda proinflamatuar sitokinlerin asiri Gretimini indiklemektedir. IL-23, Th1'i
IFN (interferon) Uretmesi icin indUkler, IL-12 ve TNF a, Th17/Th22 hcrelerinin
farklilasmasindan ve IL-17 ile IL-22 salgilanmasinin uyariimasindan sorumludur. LL-
37'ye 0zgu Th1/Th17/Th22 hicreleri epidermise go¢ ederek Kkeratinositlerin
hiperproliferasyonuna neden olmaktadirlar. Psoriatik lezyonlarin ve inflamasyonun
gelisimini desteklemektedirler. Bu mekanizma ve TNF/IL-23/IL-17 sinyal ekseninin
psoriasis hastaligindaki anahtar roll, anti-IL-12, anti-IL-17, anti-IL-23 ve anti-TNFa

tedavilerinin etkinligi ile dogrulanmaktadir. (Joanna Czerwinska vd 2022)

LL-37'nin asirn ekspresyonu, cilt enfeksiyonlarina karsi disuk duyarlilikla
iligkilidir. Ayrica, LL-37'nin keratinositler Gzerinde anti-apoptotik etkilere sahip oldugu ve
artan hdcresel proliferasyona neden oldugu gdsteriimektedir. LL-37'nin monositleri
aktive edebilecegdi, bu da inflamatuar aktivasyona ve IL-1f Uretimine yol agabilecegi

bildiriimektedir. (Joanna Czerwinska vd 2022)
hBD'ler (Defensinler)

Defensinler, gugli antimikrobiyal aktiviteye sahip bir grup kuguk katyonik
polipeptittir. Bu polipeptitler genellikle disulfid baglar ile stabilize edilmis bol arginin ve
lizin kalintilarina sahip antiparalel B-tabakalari olarak yapilandiriimaktadir. Defensinler,
disulfid bag baglantilarina goére a- ve [B-defensinler olmak Uzere iki alt aileye
ayrilmaktadir. Bugiine kadar, aralarinda hBD-2 ve hBD-3'Un sedef hastaliginda
kapsamli bir sekilde caligildigr altt hBD (hBD-1-6) tanimlanmaktadir. hBD-2 ve hBD-
3deri, solunum yolu, vajina ve bagirsaktaki c¢ogu epitel hilcresinde
bulunmaktadir. Deride, bu faktorler epidermisin en Ust katmanlarinda bulunan

keratinositlerde ifade edilir ve hucreler arasi bosluga salgilanabilmektedir. IL-17A, IL-22
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gibi bircok bagisiklik faktérl, keratinositlerde hBD'lerin ekspresyonunu modile
etmektedir. hBD-2, degisiklikleri cilt yaslanmasi ile iliskili olan Langerhans hiicrelerinde
(LC'ler) de bulunmaktadir. (Jing-Yi Ma vd 2020)

hBD'ler gesitli hiicre tiplerini dliizenler ve psoriatik inflamasyonu kolaylastirir. Hem
hBD-2 hem de hBD-3, keratinosit proliferasyonunu ve IL-6, IL-10, IFN-y ile indUklenebilir
proteinler, monosit kemoatraktan protein-1, makrofaj inflamatuar protein (MIP)-3

biyomolekiillerin salgilanmasini indiklemektedir (Jing-Yi Ma vd 2020)
S100 proteinleri

S100 proteinleri, ki¢cuk molekuler agirliklara sahip bir kalsiyum baglayici molekul
ailesidir. S100 proteinlerinin, 6zellikle S100A8/A9 tetramerlerinin  aktivasyonu,
Ca2 + baglanmasini, protein oligomerizasyonunu ve demir yardimiyla homo- veya
heterodimer olusumunu gerektirir. Bu ailenin birgok Uyesi kromozom 1921 Uzerindeki
sedef hastaligina yatkinlk lokusundaki genlerde kodlanmaktadir; S100 proteinleri ile
sedef hastaligi arasinda bir iliski oldugunu gostermektedir. Bu proteinlerden
S100A4, S100A7,S100A8/A9, S100A12 ve S100A15, psoriazisli hastalarin  hem
serumunda hem de cildinde ylksek oranda eksprese edilmektedir. S100 proteinleri
keratinositler, noétrofiller, monositler/makrofajlar ve dermal DC'ler tarafindan
salgilanabilmektedir. Bu proteinler stres kaynakli molekullerdir ve bu nedenle yaralanma
ile hizla yukar regile edilebilirler, IL-1a, TNF-a, IL-19 ve IL-22 gibi proinflamatuar
sitokinleri induklemektedir. (Jing-Yi Ma vd 2020)

S100 proteinlerinin  psoriasis hastaligindaki ana roll, keratinositlerin
dizenlenmesidir. S100 proteinleri noétrofilleri toplayabilir ve aktive edebilir; S100
proteinlerinin  bu 6zelligi, psoriatik deri lezyonlarinda nétrofil infiltrasyonunu
hizlandirmaktadir (Jing-Yi Ma vd 2020)

RNaz 7

RNase 7, RNase A super ailesinin bir Uyesi ve disulfid baglari olan bir
biyomolekuldir; 14q11.2 kromozomunda kodlanmaktadir. Stratum corneum ve
bronsiyal ve bébrek epitel hiicrelerindeki primer keratinositlerde, RNaz 7'nin bol oldugu
bildiriimektedir. Enflamatuar sitokinler IL-17A, IFN-y ve IL-1B, RNase 7 ekspresyonunun
pozitif diizenleyicileridir. Ozellikle, RNase 7'nin, hem psoriasis hastaliginda hem de
atopik dermatitte (AD) cilt lezyonlarinda artan seviyelerde cilt yaralanmasi ile hBD-2 (Deri
antimikrobiyal peptit 2) ve hBD-3'ten daha hizli induklendigi rapor edilmektedir. Bu bulgu,

inflamasyonun akut fazinda RNaz 7'nin fonksiyonlarini gésterir. Ozellikle, RNase 7'nin,
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TLR dizenlemesi yoluyla insan pDC'leri ve keratinositler tarafindan DNA'nin
algilanmasini destekledigi bildiriimektedir. (Jing-Yi Ma vd 2020)

Alarminler/DAMP'ler

Alarminler, keratinositler tarafindan uretilen ve hicre disi ortama salindiginda
bakterileri inaktive edebilen endojen molekdillerdir. Bu nedenle, bakteriyel enfeksiyonlara
karsi dogustan gelen bir koruma mekanizmasi ve sedef hastaliginin baslangic
asamasina katkida bulunabilecek inflamatuar yanitin uyariimasi arasinda baglanti

kurmada rol oynayabilmektedirler. (Masaru Honma vd 2021)

Travmatik doku hasari ve hucresel kayma stresi, DAMP'lerin (hasarla iligkili
molekuler paternler) salinimini veya bunlarin arasinda sitoplazmik konsantrasyonu 5-10
mM (hdcre disinda 0'a yakin) olan hicre disi ATP olan tehlike sinyallerini
indUkleyebilir. Hiicre digi ATP konsantrasyonundaki artig, cevreleyen hicreler tarafindan
bir DAMP olarak algilanir, aktive edici ve proinflamatuar yanitlari indtkler. Plazma zari
hasarinin yani sira, ATP hicre disina, konneksinler, pannexin 1, P2X7 ve vezikiler
ekzositoz  gibi zar  molekulleri gibi farkli yollarla hicre disina

aktarilabilmektedirler. (Masaru Honma vd 2021)

Kontrolstz veya uzun sureli ATP salinimi, asiri bagisiklik hicresi aktivasyonuna
neden olarak, proinflamatuar sitokinlerin, reaktif oksijen ara Urinlerinin (ROl'ler) ve
graniler enzimlerin salgilanmasinin artmasina neden olarak doku hasarina neden olur
ve kronik inflamasyonun kurulmasiyla bagisikhk hucrelerini cekmektedirler. (Masaru
Honma vd 2021)

Yag Dokusu

Beyaz yag dokusundan (WAT) turetilen adipokinler ve proinflamatuar sitokinler,
Th17 aracili inflamatuar yaniti artirabilir ve etkileyebilir. Psoriasis hastaligi siklikla
metabolik anormallikler ile yakindan iligkili olan obezite ve fazla kilo ile birliktedir ve deri
lezyonlarinin ve komorbiditelerin siddetini azaltmak igin kilo verme muidahaleleri
gereklidir. Obeziteye benzer sekilde, TNF, IL-6, leptin, resistin ve chemerin gibi
proinflamatuar adipokinlerin ekspresyonu sedef hastaliginda yukari regule olurken,
adiponektin ve omentin gibi antiinflamatuar adipokinlerin ekspresyonu baskilanir. M1-
makrofajlara benzeyen adipoz doku makrofajlari (ATM'ler), lipopolisakkarit ve doymus
yag asitleri (SFA'lar) tarafindan TLR4 stimilasyonu yoluyla aktive edilebilir ve TNF ve IL-

6 gibi proinflamatuar sitokinleri serbest birakabilmektedir. (Masaru Honma vd 2021)
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Sekil 2.5 Normal deri ve psoriatik derinin yapilarinin degisimi (Michelle A. Lowes vd 2015)

2.1.6 Psoriasis patogenezine katilan sitokin ve kimokinler

IL-23 (interldkin 23)

Bircok kronik inflamatuar hastalikta, Ozellikle psoriasis hastaliginda ‘'ana
dizenleyici' sitokin olarak ortaya ¢gikmaktadir. IL-23, dogustan gelen bagisiklik hicreleri
(6rnegin, dogal oéldartcu hicreler, makrofajlar, dendritik hiicreler ve dogustan gelen
lenfoid hicreler) T hicreleri Gzerinde de etkili oldugu igin dogustan gelen ve adaptif
badisiklik sistemleri arasinda kdpri kurmaktadir. IL-23 normalde bakteri ve mantar
enfeksiyonlarina karsi bagisiklik saglamaktadir. Bununla birlikte, diizensiz IL-23 Gretimi,
kronik enflamasyonun gelisimini desteklemektedir. T hlcreleri, dogal éldurtcu hucreler,
noétrofiller, mast hicreleri, dogustan gelen lenfoid hicreler ve makrofajlar dahil olmak
Uzere cesitli tipte bagisiklik hicreleri Gzerinde ifade edildigine inanilan IL-23 reseptoéri

araciligiyla sinyal vermektedir. (Masaru Honma vd 2021)

IL-23'Un reseptorine baglanmasi, dncelikle Th17 (T Yardimci Hucresi 17) hicre
aktivasyonu, farklilasmasi, proliferasyonu ve hayatta kalmasinda kritik fonksiyonlara
sahip olan sinyal transduserini ve transkripsiyon aktivatérini (STAT3) aktive
etmektedir. STAT3, IL-17A, IL-17F ve IL-23R'i kodlayan genleri dogrudan duzenler
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ve Th17 farklilasmasinin bir diizenleyicisi olan retinoik asit reseptori ile iligkili reseptor
(ROR) transkripsiyon faktériniin ekspresyonunu dolayli olarak kontrol etmektedir.
(Masaru Honma vd 2021)

IL17

IL17 psoriasis hastaligi patogenezinde &énemlidir. Genetik iliskilendirme
calismalarina ek olarak, IL17'yi hedefleyen monoklonal antikorlarin etkinligi, bu sitokinin

etkisi igin guclu bir argmandir. (Masaru Honma vd 2021)

IL17'nin alti izoformu mevcuttur ve IL17A ve IL17F'nin psoriasis hastaliginda en
patojenik oldugu kabul edilmektedir. Th17, Th1 ile birlikte psoriatik lezyonlarin
dermisinde bulunur ve IL17 ve IL22 Uretir, bu da keratinositler tarafindan inflamatuar ve
antimikrobiyal molekillerin salgilanmasini saglamaktadir. Keratinositlerin kendileri
IL17C Uretebilir, bu da sedef hastaligindaki iltihabi otokrin bir sekilde arttirmaktadir.
(Masaru Honma vd 2021)

IL-23 ve IL-17A, psoriazis patogenezinde anahtar inflamatuar sitokinlerdir. IL-23,
IL-17A ve IL-22 gibi efektér sitokinlerin Uretimini destekleyen Th17 hicrelerinin
farkhlasmasini, aktivasyonunu, cogalmasini ve hayatta kalmasini uyarir, ancak IL-17, IL-

23'ten bagimsiz olarak da Uretilmektedir. (Andrew Blauvelt vd 2018)

IL-17'nin psoriasis hastaligindaki baglica hedefleri arasinda keratinositler,
endotelyal hicreler ve dogustan gelen bagisikhk hicreleri yer
almaktadir. Keratinositlerde 1L-17, antimikrobiyal peptitlerin (lipokalin 2, S100A
proteinleri (S100A7, psoriasin) ve beta defensinler), proinflamatuar sitokinlerin ve
kemokinlerin (IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-17C, CXCL1) dretimini uyarmaktadir. (Andrew
Blauvelt vd 2018)

2.1.7 Psoriasis Tedavisi

Topikal tedavi, 6zellikle hafif psoriasis hastaligi icin semptomatik rahatlama igin
yardimci olabilir. Orta ila siddetli sedef hastaligi igin fototerapi ve sistemik tedaviler
standart tibbi tedavilerdir. Bununla birlikte, bu tedavilerin timd énemli yan etkilerle
iligkilidir. Fototerapi eritem, kasinti, burugsma, solar elastoz ve cilt kanseri riskinde artisa
neden olabilir. Asitretin, metotreksat, siklosporin, hidroksiure ve tioguanin gibi sistemik
tedavilerin tumu 6nemli sistemik toksisite ile iligkilidir ve yakindan izlenmelidir. (David
L Mcmillin vd 2000)
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Secukinumab

IL-17A'y1 hedefleyen bir insan monoklonal antikorudur: orta ila siddetli plak
psoriasis hastaligi yapilan Faz Il klinik ¢galismalarda, secukinumabin hem oldukga etkili

oldugu hem de iyi tolere edildigi kanitlanmaktadir. (Eric J Yang vd 2018)

Psoriazis patogenezinde T hucrelerinin ana roline iliskin bilgi ve kronik
inflamatuar yolaklarin anlagiimasindaki ilerlemeler, spesifik inflamatuar basamaklari
hedefleyebilecek cesitli biyolojik ajanlarin geligtiriimesine yol acmaktadir. (Catia de
Felice vd 2007)

T Hiicre inhibitorleri
Alefacept

Alefacept, bellek efektér T lenfositleri Uzerindeki CD2'ye baglanan,
aktivasyonlarini inhibe eden ve bu hucrelerin sayisini azaltan rekombinant bir
proteindir. Bir LFA-3 (Lenfosit Fonksiyonu iligkili Antijen) proteini ve insan IgG1l
(Immunoglobulin G1) fragmani kristalize edilebilir. Alefasept ile tedavi edilen hastalarda
CD45RO + hafiza T hicrelerinde klinik iyilesme ile baglantih bir azalma
gorilmektedir. (Catia de Felice vd 2007)

Efalizumab

Efalizumab, CD11 a (lenfosit fonksiyonuyla iligkili antijen) molekuline kargi
olusturulmus bir monoklonal antikordur. Bu ilag, LFA-1 ile hicreler arasi yapisma
molekuli 1 (ICAM-1), molekulld arasindaki etkilesimi bloke eden T hicreleri tzerindeki
CD11a'ya  baglanmaktadir. Blokaj geri  donusimlidir ve T  hdcrelerini
tuketmemektedir. (Catia de Felice vd 2007)

TNF-a inhibitorleri
Infliximab

Infliximab, zara bagli ve ¢6zinur TNF-a'yi baglayan kimerik bir monoklonal
antikordur. Orta ila ylksek derecede aktif romatoid artriti metotreksat, orta ila yuksek
derecede aktif Crohn hastaligi ve hem romatoid artrit hem de basarisiz olan Crohn
hastaligi ile birlikte tedavi etmek icin FDA tarafindan onaylanan sedef hastaliginin

tedavisi icin ¢aligilan ilk blokerdir. (Catia de Felice vd 2007)
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Etanersept

Etanercept, 75-kDa insan TNF reseptdri ve insan IgGl'in alanlarini iceren, bu
sitokinin hicre ylUzeyi reseptorleri ile etkilesimini rekabetci bir sekilde inhibe eden ve
¢ozunur TNF'yi baglayarak, bunun aracilik ettigi hucresel tepkileri ve TNF tarafindan
dizenlenen diger proinflamatuar sitokinlerin aktivitesini modile etmekledir. (Catia de
Felice vd 2007)

Adalimumab

insan anti-TNF-a monoklonal antikorudur. Romatoid artrit tedavisi icin FDA
tarafindan onaylanmistir ve su anda orta-siddetli plak sedef hastaligi ve PsA tedavisi i¢in

Faz Il ve lll klinik calismalarda deg@erlendiriimektedir. (Catia de Felice vd 2007)

2.2 miRNA (MikroRNA)

Ortalama 22 nukleotit uzunlugunda, kodlamayan kugik RNA'lardir. Cogu miRNA,
DNA dizilerinden birincil miRNA'lara (pri-miRNA'lar) kopyalanir ve 6ncu miRNA'lara (pre-
miRNA'lar) ve olgun miRNA'lara islenmektedir. Cogu durumda miRNA'lar, ifadeyi
bastirmak i¢cin hedef mRNA'larin 3' UTR'si ile etkilesime girmektedir. Bununla birlikte,
miRNA'larin 5" UTR, ekzonlar ve promotorler dahil olmak tzere diger bolgelerle etkilesimi
de rapor edilmektedir. Ayrica, miRNA'larin belirli kosullar altinda gen ekspresyonunu

aktive ettigi de gosterilmistir. (Xue Zhoun vd 2022)

miRNA'lar, biiylik, ¢ok proteinli bir kompleks olan RNA indiiklenmis Susturma
Kompleksi (RISC) ile birliktelik yoluyla asagdi regulasyon igin mRNA hedeflerini
se¢cmektedir. Bu se¢im, hedef mRNA icinde miRNA dizisine kusursuz sekilde
komplementer olan dizilerin varligini gerektirir, miRNA baglanma bdlgeleri yaygin olarak
MRNA'nin 3' UTR iginde bulunmaktadir. (Brandi N Davis vd 2009)

2.2.1 miRNA biyogenezi

RNA polimeraz I/l transkriptlerinin transkripsiyon sonrasi veya birlikte
transkripsiyonel olarak islenmesiyle bagslamaktadir. Halihazirda tanimlanmis tim
miRNA'larin yaklagik yarisi intrageniktir ve cogunlukla intronlardan ve nispeten az sayida
ekzondan iglenirken, geri kalani intergeniktir, konakg¢i genden bagimsiz olarak transkribe

ve kendi promotorleri tarafindan diizenlenmektedir. (Jacob O'Brien vd 2018)
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Sekil 2.6 miRNA biyogenezi (Dénal O'Carroll vd 2013)

miRNA Biyogenezinin Kanonik Yolu

Kanonik biyogenez yolu, miRNA'larin islendigi baskin yoldur. Bu yolda, pri-
miRNA'lar genlerinden kopyalanir ve daha sonra bir RNA baglayici protein DiGeorge
Sendromu Kritik Bolge 8 (DGCR8) ve ribonlkleaz Il enzimi Drosha'dan olusan
mikroislemci kompleksi tarafindan pre-miRNA'lara islenmektedir. (Jacob O'Brien vd
2018)

Drosha, pri-miRNA'nin karakteristik sa¢ tokasi yapisinin tabaninda pri-miRNA
dubleksini bolmektedir. Bu, pre-miRNA Uzerinde 2 ntlik 3' bir gikintinin olusmasiyla
sonuglanmaktadir. Pre-miRNA'lar olusturulduktan sonra, bir exportin 5 (XPO5)/RanGTP
kompleksi tarafindan sitoplazmaya aktarilir ve daha sonra RNase Il endonlikleaz Dicer
tarafindan islenmektedir. Bu iglem, olgun bir miRNA dubleksiyle sonuglanan terminal
dongusunun c¢ikariimasini icermektedir. miRNA  zincirinin yonluliga, olgun miRNA
formunun adini belirlemekte. 5p ipligi pre-miRNA sag¢ tokasinin §' ucundan, 3p ipligi ise
3' ucundan kaynaklanmaktadir. Olgun miRNA dubleksinden turetilen her iki zincir de
ATP'ye bagh bir sekilde Argonaute (AGO) protein ailesine (insanlarda AGO1-4)
yuklenebilmektedir. (Jacob O'Brien vd 2018)
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Kanonik olmayan miRNA Biyogenez Yollar

Kanonik olmayan ¢ok sayida miRNA biyogenez yolu aydinlatiimigtir. Bu yollar,
kanonik yola dahil olan proteinlerin, 6zellikle Drosha, Dicer, exportin 5 ve AGO2'nin farkli
kombinasyonlarini kullaniimaktadir. Genel olarak, kanonik olmayan miRNA biyogenezi,
Drosha/DGCR8'den bagimsiz ve Dicer'den bagdimsiz yollar olarak
gruplandirilabilir. Drosha/DGCR8'den bagimsiz yol tarafindan Uretilen pre-miRNA'lar,
Dicer substratlarina benzemektedir. Bir 6rnek, 7-metilguanozindir (m 7G)-bashkh pre-
MIiRNA. Bu yeni olusan RNA'lar, Drosha kirpilmasina ihtiya¢ duymadan exportin 1
araciliiyla dogrudan sitoplazmaya aktanlir. Blyik olasilikla m 7 G bashginin
Argonaute'ye 5p dizi yiklemesini 6énledigi igin gucli bir 3p dizi yanhh@ vardir. Ote
yandan, Dicer'den bagimsiz miRNA'lar, shRNA transkriptlerinden Drosha tarafindan
islenmektedir. Bu pre-miRNA'lar, Dicer substratlari olmak igin yetersiz uzunlukta
olduklarindan sitoplazma icinde olgunlagsmalarini tamamlamak icin AGO2'ye ihtiyag
duymaktadirlar. Bu da, tim pre-miRNA'nin AGO2'ye ylklenmesini ve 3p ipliginin
AGO2'ye bagh kirpilmasina katkida bulunur. 5p ipliginin 3'-5' kirpiimasi olgunlagmalarini
tamamlamaktadir. (Jacob O'Brien vd 2018)
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2.2.2 miRNA ifadesinin diizenlenmesi: Transkripsiyon

RNA pol Il aracili transkripsiyon, miRNA'larin biyosentezi i¢cin dnemli bir kontrol
noktasi saglamaktadir. Nikleozom konumlandirma ve genomik DNA mikrodizi ¢ipi
analizi yoluyla 175 insan miRNA promotérinin yakin zamanda yapilan buyuk olcekli bir
haritalamasi, CpG adalarinin nispi frekanslari, TATA dahil miRNA genlerinin promotdr
yapisinin, TFIIB tanima, baglatici elemanlar ve histon modifikasyonlari, miRNA ve
MRNA promotérleri arasinda ayirt edilememektedir. Ayrica, miRNA transkripsiyonunu
dizenleyen DNA baglama faktorleri, protein kodlayan genleri kontrol edenlerle blyik
Olctde ortismektedir. (Brandi N Davis vd 2009)

2.2.3 miRNA'larnn epigenetik kontrolii

miRNA genlerinin ¢odu, protein kodlayan genlerle ayni RNA polimeraz tarafindan
kopyalandigindan, protein kodlayan genler icin bilinen epigenetik kontrol

mekanizmalarinin miRNA lokuslari i¢in de gecerli olmasi muhtemeldir.

miR-9-1, -193a, -137, -342, -203 ve -34b/c dahil olmak Uzere bircok miRNA
lokusunun, bir¢cok insan kanserinde hipermetile oldugu bulunmaktadir. Tersine, let-7a-3
lokusunun akciger adeno karsinomunda hipometile oldugu bulundu ve bu lokusun
yuksek ekspresyonu, onkojenik gen transkripsiyonunun artmasina neden
olmaktadir. miRNA promotorleri, gelisim ve patogenez sirasinda histon modifikasyonlari
tarafindan da duzenlenmektedir. Histon deasetilaz (HDAC) inhibitérlerinin, kanser
hicrelerinde miR-1  dahil miRNA'larin  bir alt kimesini yukari regule ettigi
bildiriimektedir. (Brandi N Davis vd 2009)

Asetilasyon ve metilasyonun aracilik ettigi gecici dizenlemeye ek olarak miRNA,
genomik damgalama (imprpinting) yoluyla stabil epigenetik kontrole de tabidir. (Brandi N
Davis vd 2009)
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2.2.4 Psoriasiste miRNA’larin rolii

miR-21

miR-21 psoriasis hastaliginda asir eksprese edilir, psoriatik cilt lezyonlarinda,
psoriatik epidermal hiicrelerde, dermal T hiicrelerinde ve kan érneklerinde bulunur ve
sedef hastaliginda énemli bir role sahiptir. Psoriatik hastalarda, TGF-B (Ddnusturicu
Blyume Faktori Beta) ekspresyonu normalden daha ylksektir ve cilt iltihabi ile
iligkilidir. Ayrica epidermal keratinositlerde miR-21'in transkripsiyonunu
tetiklemektedir. miR-21-5p'nin, metalloproteinaz gen ailesinin ana doku inhibitéri olan
keratinositlerde metalloproteinaz inhibitéri-3'a (TIMP-3) asagi reglle ettigi bilinmektedir
(Teodora Larisa vd 2018)

miR-31

Psoriatik kan ve deri érneklerinde miR-31'in ekspresyonu artmaktadir. miR-31,
inflamatuar aracilarin (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-17 ve IL-22) Uretimini dizenler ve I6kosit
kemotaksisini uyarir, bu nedenle miR-31'i inhibe etmek sedef hastaliginda terapétik bir

segenek olabilmektedir (Teodora Larisa vd 2018)
miR-146a

miR-146a, psoriatik lezyonlarda ve periferik kan mononiikleer hiicrelerinde ve
kronik inflamasyon sirasinda artar; keratinositlerde dogustan gelen bagisiklik tepkisinin
baskilanmasinda rol oynuyor gibi gérinmektedir. Azalmig miR-146a seviyeleri,
aralarinda sedef hastaliginin erken baslangici, cilt iltihabinin alevienmesi, IL-17'nin asiri
ekspresyonu ve hiperproliferasyonun agiklanabilecegi cesitli etkilere neden
olmaktadir. Toll benzeri reseptdr (TLR) ligandlari nedeniyle, keratinositlerde miR-146
kalici olarak artar, IL-8 ve CC motifli kemokin ligandi 20 dahil inflamatuar kemokinlerin
ekspresyonunu asagi reglle etmektedir. Sonug olarak miR-146a, IL-1 reseptord ile iliskili
kinaz-1 ve TNF reseptora ile iligkili faktdr 6 yolaklari araciligiyla TLR'ye bagh epidermal
inflamasyonu azaltir, bunlar IL-17A'nin NF-kB'ye sinyal vermesine ve inflamatuar

hucrelerin alinmasina aracilik etmektedir (Teodora Larisa vd 2018)
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miR-155

miR-155'in  ekspresyonu, psoriatik biyopsi &rneklerinde yukari dogru
duzenlenmektedir. Hicre blylumesi ve ¢ogalmasini iceren sireglerde énemlidir. miR-
155, T yardimci Th2 fenotipini karakterize eden bir sitokin olan IL-4'Un ekspresyonunu
azaltarak, bir Thl fenotipine dogru farklilagsmayi desteklemektedir. Bu kosullar altinda, T-
hucresi aktivasyonu sirasinda, miR-155'in ekspresyonu artar, muhtemelen
CD4 + hicrelerinin  kronik deri iltihabinda birka¢ T-hicresi alt grubuna anormal
farklilasmasina yol agmaktadir. Keratinositlerde miR-155, TNF- a ve IFN-y tarafindan
induklenmektedir. Bir proinflamatuar miRNA olarak, pozitif geri besleme yoluyla miR-
155, TNF- a uretimini arttirmaktadir. Ayni zamanda, son zamanlarda psoriazis ile iligkili
olarak tanimlanan yeni bir yol olan fosfoinositid 3-kinaz (PI13K)/a-serin/treonin-protein
kinaz (AKT) sinyalini inhibe eden fosfataz ve tensin homologunu da hedefler, daha sonra

kendi etkisini arttirir ve inflamasyonu sirdirmektedir. (Teodora Larisa vd 2018)
miR-203

miR-203, yalnizca psoriatik keratinositlerde asiri eksprese edilen ve sedef
hastaliginda anjiyogenez ve keratinosit farklilasmasinda rol oynayan cilde 6zgu bir
miRNA'dir. IL-17 ile indiklenen vaskiler endotelyal biylime faktérindeki (VEGF) rolu
tam olarak aciklanmaya devam etse de, yukari regile edilmis IL-17'nin, Janus kinaz
sinyal yolunu aktive eden miR-203 ekspresyonunu indikledigini gdsterildi bu,
Olumsuzlestirilmis tumdrijenik olmayan insan epidermal hicreleri (HaCaT) hicrelerinde

VEGEF salgilanmasini desteklenmektedir. (Teodora Larisa vd 2018)
miR-125

miR-125, psoriasis hastaligi olan hastalarin kan ve cilt lezyonlarinda bulunur ve
hiicresel proliferasyonu baskilayan ve psoriatik keratinositlerin hiicresel farklilagsmasini
uzatan fibroblast blylime faktoéri reseptori  2'nin  dizenlenmesinde rol
oynamaktadir. Sedef hastalii olan hastalarin serumunda asagi regile oldugu
gorilmektedir. insan keratinositlerinde miR-125'in inhibe edilmesinin hiperproliferasyona
ve gecikmis hicresel farklilagsmaya yol acabilecegi goriimektedir. (Teodora Larisa vd
2018)

miR-99

miR-99, psoriasis hastaliginda, o6zellikle keratinositlerde ve epidermisin Ust
tabakasinda spesifik olarak asagi regule edilmektedir. Sedef hastalii olan hastalarda
bazal tabaka hucrelerinin proliferasyonunu artiran, hiperplazi ve hiperkeratozu uyaran

IGF-1RYyi (insilin benzeri blylme faktorii 1 reseptéri) hedefemektedir. IGF-1R mRNA
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3" ¢evriimemis bdlgeyi (3'UTR) hedef alan miR-99, IGF-1R'nin protein seviyelerini
dusurir ve sonug¢ olarak keratinosit proliferasyonunu inhibe etmektedir. Bu ayni
zamanda hucrelerin farklilasmasina neden olur ve muhtemelen epidermisin ylizeysel
katmanlarinda tespit edilen daha ylksek miR-99a seviyesini aciklamaktadir. (Teodora
Larisa vd 2018)

miR-197

Psoriatik cilt drneklerinde asadi regile edilmesine ragmen miR-197, proliferasyon
ve migrasyonun azaltiimasinda ve normal keratinositler yoluyla farklilagsma strecinin
yuritilmesinde rol oynamaktadir. IL-22'nin IL-22RA1 alt birimine baglanarak
hiperproliferasyona yol agmaktadir. Ayrica IL-17R'nin IL-17RA alt birimine baglanabilir,
bdylece normal c¢ogalmayr tesvik eder ve anormal farklilasma silrecini
azaltmaktadir. miR-197, keratinositlerde IL-17RA'yi1 inhibe ederek, dendritik hiicreler ve
T lenfositler icin bir kemo-gekici olan CCL'nin ekspresyonunu azaltmaktadir. (Teodora
Larisa vd 2018)

miR-520

miR-520, psoriatik keratinositlerde bulunur ve belirgin sekilde asagi regtle
edilmektedir. HaCaT hicreleri lizerinde yapilan in vitro deneyler, insan keratinositlerinin
proliferasyonu ve mitozunda miR-520'nin 6nemini dogrulanmaktadir. In vitro olarak,
AKT'yi inhibe ederek HaCaT hucrelerinin proliferasyonunu ve mitotik girigini belirgin
sekilde bastirmaktadir. miR-520a, hicre donglsu ilerlemesini ve proliferasyonunu
baskilayan transkripsiyon faktori E2F'yi asagi regile etmektedir. Ayrica AKT1
mRNA'nin  3'UTR'sine baglanir, bdylece keratinosit proliferasyonunu inhibe
emektedir. MiR-520'yi psoriatik hastalar icin bir tedavi segenegi olarak kullanmak bir
zorluk olmaya devam etse de, sorun miRNA-520 taklitleri kullanilarak ¢ézilebilmektedir.
(Teodora Larisa vb 2018)

2.3 IncRNA (Uzun Kodlanmayan RNA’lar)

Uzun kodlamayan RNA'lar (IncRNA'lar), 200 nukleotidden daha uzun olan ve
proteinleri kodlama yetenedi olmayan bir RNA grubudur. LncRNA'larin hicresel
homeostaz, genomik damgalama, bagisiklik ve gelisim dahil olmak Uzere ¢ok sayida
onemli biyolojik surecte yer aldigi tahmin edilmektedir. Ek olarak, belirli IncRNA'larin
kanserlerin yani sira kardiyovaskuler, norolojik ve gelisimsel hastaliklarda rolu
vardir. Son zamanlarda, IncRNA'larin psoriasis ¢ok &énemli rollere sahip oldugu

bildirmektedir. Ornegin, stres tarafindan indiiklenen IncRNA sedef hastaligi duyarlihgi ile



27

iliskili RNA geni (PRINS), psoriasis olan hastalarin saglikli epidermisinde en sik
saptanan transkripttir ve sedef hastaliginin patogenezine katkida bulundugu
dugunulmektedir. (Qiangian Zhou vd 2019)

IncRNA'lar, genomik lokuslarin damgalanmasi, kromozom konformasyonunun
sekillendiriimesi ve enzimatik aktivitenin allosterik olarak dizenlenmesi gibi sayisiz

onemli biyolojik islev de yer almaktadir. ( Jeffrey J. Quinn vd 2016)

2.3.1 Psioriasis de IncRNA Roli

LncRNA MEG 3

Kromozom 14q32.3 Uzerinde bulunan DLK1-MEGS3 lokusuna ait gendir. Mide
kanseri, kuiguk hucreli olmayan akciger kanseri ve safra kesesi kanseri gibi ¢esitli kanser
tirlerinde MEG3'Un belirgin dusik ekspresyonu dogrulanmaktadir. MEG3'Un asiri
ekspresyonu, bazi tumér hicrelerinde proliferasyonu baskilayabilir ve apoptozu tesvik
edebilmektedir. MEG3'Un miR-21'i diizenleyerek mide ve rahim adzi kanseri hiicrelerinin
proliferasyonunu, apoptozunu ve metastazini etkiledigini gértlmektedir. Fiziksel olarak
MEG3'in miR-21 ile baglantihi oldugu bildiriimektedir. Bununla birlikte, MEG3'lUn
psoriasis epidermal hiicrelerinin proliferasyonu ve apoptozu sirasinda miR-21 tzerindeki
etkisi belirsizligini korumaktadir. (Hai Yan Jia vd 2019)

Gen delesyonu, promotdr hipermetilasyonu ve intergenik diferansiyel olarak
metillenmis bdlgenin hipermetilasyonu danhil olmak Uzere
timorlerde MEG3 ekspresyonunun kaybina birgok mekanizma katkida
bulunmaktadir. MEG3'Un yeniden ifadesi kultirde tumor hdcresi proliferasyonunu ve
yumusak agarda koloni olusumunu inhibe etmektedir. Bu biylime inhibisyonu,
kismen MEG3 tarafindan indlklenen apoptozun sonucudur. MEG3, p53 (TP53)
proteininin birikmesini indtkler, p53'e bagh bir promotdrden transkripsiyonu uyarir ve p53

hedef gen ekspresyonunu secici olarak duzenlemektedir. (Yunli Zhou vd 2012)

MEG3 geni on ekzondan olusur. MEG3 geninden transkripsiyon, alternatif RNA
eklenmesi nedeniyle goklu MEG3 transkript izoformlari vermektedir. MEG3, MEG3a ila
MEG3k olarak adlandirilan toplam 12 MEG3 RNA izoformu tanimlanmaktadir. Agirlikli
olarak ifade edilen izoform, 1-4 ve 8-10 eksonlarini igeren MEG3'tlir. Olgun MEG3 RNA,
~1600 nt uzunlugundadir. ( Yunli Zhou vd 2012)

MEG3'Un mikobakterileri ortadan kaldirmak icin otofajiye katkida bulundugu
bildiriimektedir. MEG3'lUn simdiye kadar bildirilmemis olan psoriasis otofajiyi ve iltihabi

dizenleyebilecedini géstermektedir. (Zhan-Li Tang vd 2021)
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LncRNA MSX2P1

MSX2P1, Msx gen ailesi ile iligkilidir. Msx gen ailesi homeobox gen ailesine
girmektedir. Homeobox genleri, cogu hayvanlarin embriyonik gelisiminde énemli roller
oynayan genis ve cgesitli bir gen grubudur. Homeobox genleri, gok degisken olmasina
ragmen taninabilir bir protein alanini, homeodomain'i kodlayan homeobox adli belirli bir
DNA dizisine sahip olmalari ile karakterize edilir. istisnalar bilinmesine ragmen ¢ogu
homeo alan adi 60 amino asit uzunlugundadir. Birgok homeodomain proteini, embriyonik
modellenme ve hicre farklilasmasinda &énemli rollere sahip olan transkripsiyon

faktorleridir ve bircogu hastaliklar ile iliskilendirilmistir. (Holland, P.W vd 2007)

Msh homeobox 2 psédogen 1 (MSX2P1), microRNA (miRNA/mMIiR)-6731-5p'yi
baskilayarak ve S100A7 ekspresyonunu yukari dogru dizenleyerek IL-22 ile uyarilan

keratinositlerin gogalmasini kolaylastirmaktadir.
LncRNA HOTAIR

HOTAIR, kromozom 12'de bulunan HOXC gen kiimesinin antisens dizisinden
kopyalanan 2.2 kb uzunlugunda bir IncRNA'dir. HOTAIR'In HOXC12 ve HOXC11 ile
cevrili, kromozom 12'deki HOXC lokusunda yer aldigi gosteriimektedir. HOTAIR, histon
metilaz (PRC2) ve histon demetilaz (LSD1) etkilesimi yoluyla gen susturulmasini
indUklemektedir. (Arunoday Bhan vd 2015)

HOTAIR'In siRNA aracili yikilmasinin, HOXD8, HOXD9, HOXD10 ve HOXD11
dahil olmak Uzere kromozom 2 de bulunan HOXD lokus genlerinin transkripsiyonel
aktivasyonuna yol acgtigi gosteriimektedir. Ancak, HOTAIR'In kodlandigi kromozom
12'de bulunan HOXC kime genlerinin transkripsiyonu Uzerinde oénemli bir etki
yoktur. HOTAIR yikiminin HOXD lokusunda 6nemli bir H3K27-trimetilasyon isareti
kaybiyla sonuglandigini gdsterilmektedir. Ozellikle, H3K27-metilasyon ( H3K27-me3),

gen susturmanin ayirt edici 6zelligi olarak bilinmektedir. (Arunoday Bhan vd 2015)

HOTAIR'In mikro RNA seviyelerini dogrudan tanima ve ardindan hedef bozunma
yoluyla dizenledigi bilinmektedir. HOTAIR, miRNA-130a i¢in bir baglanma bdlgesine
sahiptir ve bu baglanma bdlgesi, miRNA-130a'nin HOTAIR tarafindan dizenlenmesi igin
onemlidir. HOTAIR yikiminin miRNA-130a seviyelerini indukledigini,
HOTAIR'In ekspresyonunun ise safra kesesi kanseri hicrelerinde miRNA-130a
seviyesini azalttigini gbsteriimektedir. Ote yandan, miRNA-130a inhibitéri HOTAIR
seviyesini yukari reglle ederken, miRNA-130a HOTAIR seviyesini bastirir, bu da
HOTAIR ve miRNA-130a'nin kargilikh bir baski geri besleme dongusui olusturabilecegini
distndurulmektedir. HOTAIR'In miR-331-3p ve miR-124 igin rekabetgi bir endojen RNA
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(ceRNA) gibi davrandigi ve bunlarin hiicresel seviyelerini diizenledigi gosteriimektedir.
mMiR-331-3p, insan epitelyal blyume faktorl reseptért 2 (HER?2) ile etkilesime girer ve
HER2 seviyelerini asagi reglile etmektedir. Ozellikle karsinomlarda HER2, proliferasyon,
anjiyogenez ve apoptoz gibi ¢esitli malign hiicre fonksiyonlarini etkileyen, hiicre sinyal
aglarinin  aktivasyonunu tetikleyen bir proteini kodlayan bir onkogen gorevi
gormektedir. (Arunoday Bhan vd 2015)

HOTAIR'in asiri ekspresyonu, psoriasis hdcrelerin hayatta kalma oranlarini
onemli 6l¢clde azaltmaktadir, apoptozu arttirir, Bcl-2 proteininin ekspresyonunu inhibe
etmektedir ve apoptoz ile ilgili faktérlerin (Bax, kaspaz 3 ve 9) Uretimini tesvik etter, TNF-
a, ve IL-6 protein ekspresyonu. HOTAIR'In asiri ekspresyonu, hicre canliliini inhibe
etti, apoptozu iyilestirdi ve TNF-a ve IL-6'nin protein ekspresyonunu arttirdi. Ayrica
HOTAIR, RNA'ya bagimh protein kinaz R (PKR) mRNA'nin ekspresyonunu da
arttirmaktadir. HOTAIR asin ekspresyonu, PKR'yi, TNF-a ve IL-6 inflamatuar
faktorlerinin protein ekspresyonunu artirarak apoptozu ve inflamatuar hasari tesvik

etmede 6nemli bir rol oynamaktadir. (Jian-Kun Song vd 2021)
LncRNA RP6-65G23.1

RP6-65G23.1'in  yikilmasi, hicre proliferasyonunu 6nemli dlgide inhibe
etmektedir ve apoptozu tesvik etmektedir. G1/S fazi blyumesini indiklerken, RP6-
65G23.1'in asir ekspresyonu zit etkiler gostermektedir. Protein kinaz B (AKT) ve hiicre
disi sinyalle dizenlenen kinaz (ERK)1/2, hicre proliferasyonu diizenleyicileridir. HaCaT
hicrelerinde, RP6-65G23.1 ekspresyonunun asagi regllasyonu, AKT ve ERK1 /2 sinyal
yollarinin aktivitesini inhibe etmektedir. Anti-apoptotik Bcl-2 ve Bcl-xL proteinlerinin
ekspresyonu, RP6-65G23.1'i tiketen HaCaT hucrelerinde asagi reglle edilmekte ve
RP6-65G23.1'i asir eksprese eden hucrelerde yukari regule edilmektedir. (Jian-Kun
Song vd 2021)

LncRNA H19

LncRNA H19, iki miRNA-130b-3p baglanma bdlgesi igermektedir. miRNA-130b-
3p, H19 iceren containing wild type (WT) lusiferaz aktivitesini énemli 6lgtide azaltirken,
H19 mutant formunun lusiferaz aktivitesini zayiflatmaktadir. Keratinositlerde miRNA-
130b-3p'nin asiri ekspresyonu, H19 ekspresyonunun asagi regulasyonuna yol
acmaktadir. Keratinosit farklilasmasi sirasinda, H19 ifadesi artarken miR-130b-3p

ifadesi asagdi regule edilmektedir. (Jian-Kun Song vd 2021)
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2.4 Hipotez

Bu calismada, psoriasis patogenezinde etkilenen ana hicreler olan
Keratinositlerin, HaCaT hticre hatlari kullanilarak, LPS (lipopolisakkarit) muamelesi ile
hicre KkadltirG psoriasis modeli olusturulup, secukinumab’in IncRNAlar (Uzun
kodlamayan RNA) MEG3 ve MSX2P1’nin ekspresyon seviyelerine etkisinin arastiriimasi
amaclanmaktadir. Bizim c¢alismamiz ile psoriasis patogenezine secukinumab etkisi
aydinlatilabilecektir. Boylelikle Incrnalar MEG3 ve MSX2P1’nin ekspresyonlarinda Ki
degisikliklerin bulunmasi hastaligin olusumunun &nlenebilmesi ve patogenezinin

aydinlatiimasi acisindan énemli bilgiler sunacagini disinmekteyiz.
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1 HaCaT Hiicre Kiiltiiru

Secukinumab (Verxant) etkisini arastirmak icin HaCaT hicreleri kullanildi. HaCat
Hucreleri icin DMEM (Sigma)( Dulbecco'nun Modifiye mediyumu) besiyerine %10
FBS(CAPRICORN) (Fetal sigir serumu), %1 penisilin-streptomisin, 1x amphotericin
B(Capricorn) karistirilarak hazirlandi. 25 ml flaska 4 ml besiyeri karisimindan konuldu.
Besiyerine 250000 bin hicre konulup 37°C’de, %5 CO2 ve %95 nemli hava iceren

ortamda inkube edildi. 2 gln ara ile ortamdaki besiyeri degisimi yapildi.

Flaskdaki hucreler %80 yogunluga ulastiinda pasajlama islemine alindi.
Flaskdaki besiyeri serolojik pipet ile alindi ve hicrelerin Gzerine 3 ml PBS (Capricorn)
(Fosfatlanmis tuz tamponu ) eklendi, 5 saniye bekledikten sonra PBS ortamdan
uzaklastirildi, hiicrelerin Gzerine 1 ml tripsin-EDTA (Capricorn) eklendi ve 37°C’de, %5
CO2 ve %95 nemli hava iceren ortamda 5 dakika inklibe edildi. Hucrelerin flask
yuzeyinden ayrildigi anda tripsinin Gzerine 4 ml besiyeri konuldu. Karisim falkon tuplere
alinarak 37°C’de 1800 RPM(Dakikadaki devir sayisi) de 5 dakika santrifij edildi.
Supernatant uzaklastirildi. Pellet'e 4 ml besiyeri eklenerek sispanse edildi. Slispanse
pelletten 20 ul alinarak 20 ul tripan mavisi boyasi ile boyanarak Neubauer lami ile hiicre
sayimi yapildi. 3000000 hicre tespit edildi. Hicrelerden 30000 hicre yeni flaska

aktarilarak pasajlama islemine devam edildi.

3.2 Hiicre Canlihgi Testi

HaCaT hlcre hatti psoriasis modeli olusturmak i¢cin 200 ng/ml LPS (SigmalL2630)
(Lipopolisakkarit) ile muamele edildikten sonra Secukinumab’in 0,1, 0,25, 0,5, 1, 2,5, 5,

7,5, 10 mg/ml dozlarinin toksik degerini belirlemek icin Hicre canliligi testi yapildi.
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ik olarak;

96-well platelerin her kuyusuna 10.000 hdcre ekimi yapildi. 24 saat inkibasyon
sonras| LPS (SigmalL2630) eklenerek hicreler muamele edildi. LPS ile muamele edilen

hicreler 37°C’de, %5 CO2 ve %95 nemli hava igceren ortamda 24 saat inkube edildi.

Hucreler Secukinumab’inigin 0,1, 0,25, 0,5,1,2,5,5,7,5,10 mg/ml dozlari hiicreleri

muamele ederek 24,48,72 saatlerde hucre canlihgi degerleri tespit edildi.

Hucre canhligi degerini tespit etmek icin; Secukinumab ile muamele ettigimiz
hicrelere 10 yl CCK-8 (Cell Counting Kit-8) eklenip 37°C’de, %5 CO2 ve %95 nemli
hava iceren ortamda 4 saat inklbe edildi. Hlcre canlligi degerlerine gore LD 50 degeri

belirlendi.

3.3 RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu icin 6-well platelere her kuyuya 100.000 hicre ekildi. 24
saat sonrasinda 200 ng/ml LPS muamelesi yapildi. Hicrelere LPS muamelesi
yapildiktan 24 saat sonra 6-well platelere 7,5 mg/ml Secukinumab (Verxant) muamele
edilip 72 saat beklendi ve ticari kit yardimi ile izolasyonlari gerceklestirildi. (GeneALL —
Hybrid-R Mini Kit).

Hucreler 1 ml RiboEXTM ile kaldirihp 1,5 mllik ependorflara aktarildi. Oda
sicakhiginda (15-25° C'de) 5 dakika bekletildikten sonra 12000 g 4°C de 10 dakika
santrif(jj edildi ve supernatant 1,5 ml yeni eppendorfa aktarildi. 1 ml RiboExTM igin 200
Ml kloroform eklenip 15 saniye karistinlip 2 dakika oda sicakhgdinda inkiibe edildi. 12000
g 4°C de 15 dakika santrifiij edildi. Sipernantant yeni eppendorfa alindi. 1 ml Buffer RB1
eklenerek iyice karistirildi. Karisimdan 700 pl alinip Hybrid-R spin kolonlarina aktarildi.
Oda sicakliginda 10000 g de 30 saniye santriflij yapildi. Stipernantant atildi ve Hybrid-
R mini spin kolonu yeni tipe aktarildi. 500 ul Buffer SW1 eklendi. Oda sicakliginda 10000
g de 30 saniye santriflij yapildi. SGpernantant atildi ve Hybrid-R mini spin kolonu yeni
tipe aktarildi. 500 ul Buffer RNW eklendi. Oda sicakliginda 10000 g de 30 saniye
santrif(j yapildi. SUpernantant atildi ve Hybrid-R mini spin kolonu yeni tipe aktarildi. Oda
sicakhginda 10000 g de 1 dakika santriflij yapildi. Stpernantant atildi ve 1,5 ml'lik yeni
eppendorf tuplere aktarildi. Tuplerin merkezine 50-100 ul Nuclease-free water eklenip 1
dakika oda sicakliginda bekletildi. Oda sicakliginda 10000 g de 1 dakika santrifuj yapildi.
Kolonda bulunan total RNA 1,5 ml'lik yeni eppendorfa toplandi. RNA’larin konsantrasyon

ve saflik tayinleri Nanodrop cihazi ile gergeklestirildi.
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3.4 cDNA Sentezi

IncRNA ekspresyon analizi icin cDNA déntsimuU gerceklestirildi (A.B.T.™ cDNA
Synthesis Kit). Reaksiyon karisimi Tablo 3.1 de verilen miktarlarla hazirlanmistir ve

Tablo 3.2 de gosterilen reaksiyon basamaklari ile reaksiyon gergeklestiriimistir.

Tablo 3.1 Ters Transkriptaz Reaksiyonu i¢in gerekli miktarlar

20 ul cDNA Reaksiyonu Miktar
10X Reaction Buffer 2 ul
dNTP mix (2.5 mM each) 1wl

Random hexamer (50 uM) 2 ul
Reverse Transcriptase (200

U/ul) 1 ul
RNase Inhibitor 0.5 ul
RNase free Water 3.5 ul
RNA Template 10 ul

Tablo 3.2 cDNA Reaksiyonu Basamaklari

Sicaklik
cDNA Reaksiyonu Basamaklari (°C) Zaman Doéngul
1.Basamak 25 10 Dakika 1
2.Basamak 37 120 Dakika 1
3.Basamak 85 5 Dakika 1
4.Basamak 4 o0 1

3.5 Ekspresyon Analizi

MEG3 VE MSX2P1’nin ekspresyonu 6zgin primer ve AB.T.™ 2X PCR
MasterMix ile Tablo 3.4 da verilen miktarlarla hazirlanip, Tablo 3.5 de verilen reaksiyon
basamaklari ile Real-Time PCR gerceklestirildi. Tablo 3.3 de g0sterilen primerler

kullanilmistir. PCR Array Data Analysis kullanarak analiz yapilimigtir.



Tablo 3.3 Primerler ve baz dizileri

PRIMERLER BAZ DiziSi 5'-3'
MEG3-F 5 TTGAAACTTAACTCTTTTGGGGCA 3
MEG3-R 5 TGCCGATATTGTTGTTCATCTTGT 3’
MSX2P1-F 5 CGTCACTGATACTCACCTCATA 3
MSX2P1-R 5 GTACTGGCCTACAGAACTGGTA 3
GAPDH-F 5 ATGTTCCAATATGATTCACCC 3
GAPDH-R 5 ATGAGTCCTTCCACGATACC 3

Tablo 3.4 Ekspresyon reaksiyon miktarlari

20 ul PCR Reaksiyonu Miktar
A.B.T.™ 2X PCR MasterMix 10 pl
Forward Primer (10 pM) 1l
Reverse Primer (10 uM) 1 ul
Template 5ul

RNase-Free Distilled Water 20 ul tamamlanir

Tablo 3.5 Ekspresyon reaksiyon basamaklari

PCR Reaksiyon Basamaklari  Sicakhk(°C) Zaman Doéngl
ilk Denatiirasyon 95 300 Saniye 1
Denatlrasyon 95 10-60 Saniye  25-40
Anneal 68 10-60 Saniye  25-40
Uzatma 72 60 Saniye 25-40
Son Uzatma 72 300 Saniye 1
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4. BULGULAR

4.1 Hicre Kultaru

Deneylerimiz igin, literatirde yer alan diger calismalarda da kullanilan HaCaT
hlcre hattini belirledik. Yapilan pasajlamalarla 1 ml de 1800000 hcre tespit edilmigtir.

Tespit edigimiz hicre yogunlugu yeterli goérinlip deneylere devam edildi.

Sekil 4.1 HaCaT hicre flaski
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4.2 Hiicre Canhlihg: Testi

96-well ekilen hicreler 200 ng/ml LPS muamelesi yapilip 24 saat beklendi.

Sekil 4.2 HaCat hicre hattinin 24 saat LPS muamele sonrasi mikroskop gorintisu

LPS ile muamele edilen hicreler, Secukinumab’in toksik degerini belirlemek igin 0,1,
0,25,0,5,1,2,5,5,7,5, 10 mg/ml muamele yapilip 24, 48 ve 72 saatler de hlicre canlihgi
testi uygulanmigtir. Tablo 4.1, tablo 4.2 ve tablo 4.3 hicre canhh@r degerleri
gOsterilmistir. Hucre canhligi testi CCK-8 (Cell Counting Kit-8) kimyasall ile
gerceklestirildi. Yapilan testler ile Secukinumab 7,5 mg/ml dozu LD 50 degeri oldugu
belirlendi. Tablo 4.4 de LD 50 degerleri gosterilmistir.



Tablo 4.1 24 saat hiicre canliligi tablosu

%

24 saat Ortalama  Canlilik
w cell 2,0507 2,006 1,851 2,000767 100
0,2mg/ml 1,805 2,154 1,908 1,955667 97,664
0,25 mg/ml 1,793 1,661 2,087 1,847 92,0356
0,5 mg/ml 1,612 1,77 1,768 1,716667 85,2849
1 mg/ml 1,642 1,689 1,7 1,677 83,2303
2,5 mg/ml 1,601 1,609 1,606 1,605333 79,5183
5 mg/mi 1,264 1,593 1,418 1,425 70,1778
7,5 mg/ml 1,422 1,296 1,435 1,384333 68,0715
10 mg/mi 1,288 1,104 1,537 1,309667 64,2041
Tablo 4.2 48 saat hiicre canlihdi tablosu
%
48 saat Ortalama  Canlilik
w cell 2,937 3,1153 2,941 2,997767 100
0,2mg/ml 2,861 2,935 2,954 2,916667 97,23
0,25 mg/ml 2,679 2,886 2,582 2,715667 90,3647
0,5 mg/ml 2,339 2,55 2,417 2,435333 80,7897
1 mg/ml 2,252 2,2156 2,2155 2,2277 73,6978
2,5 mg/ml 2,1305 2,1397 2,1308 2,133667 70,486
5 mg/ml 2,1211 2,1165 2,1185 2,1187 69,9748
7,5 mg/ml 2,082 2,0269 2,0149 2,041267 67,33
10 mg/mi 1,912 1,91212 19124 1912173 62,9208
Tablo 4.3 72 saat hiicre canliligi tablosu
72 saat Ortalama % Canlilik
w cell 3,1617 3,0928 3,112 3,122167 100
0,1mg/ml 2,926 3,045 2,914 2,961667 94,7347
0,25 mg/mli 2,86 2,976 2,864 2,9 92,7117
0,5 mg/ml 2,67 2,57 2,6921 2,644033 84,3146
1 mg/ml 2,1778 2,1103 2,0609 2,116333 67,0031
2,5 mg/ml 1,9432 19778 1,9766  1,965867 62,067
5 mg/mi 1,737 1,704 1,723 1,721333 54,0449
7,5 mg/ml 1,658 1,517 1,622 1,599 50,0317
10 mg/ml 1,274 1,042 1,089 1,135 34,8099
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Tablo 4.4 Secukinumab uygulanmig hiicrelerin canlilik-zaman grafigi

72 Saat Huicre Canhligi Grafigi
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4.3 Ekspresyon Analizi
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Tablo 4.6 Fold Change kontrol analizi

Kontrol
Fold Change
1 GAPDH 1
2 MEG3 20,68

3 MSXP2 190,02

Tablo 4.7 Fold Change Secukinumab analizi

Secukinumab

Fold Change
1 GAPDH 1
2 MEG3 0,27

3 MSXP2 1,77
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5. TARTISMA

Kaspaz aktivasyon mekanizmasi, apoptoza neden olan énemli bir sinyal yoludur.
miR-21 inhibitdri apoptotik hiicre hizini dnemli digide artirirken, kaspaz-8 susturma,
azalan apoptozu kismen tersine ¢evirmektedir. Bu nedenle miR-21, kaspaz-8'i
hedefleyerek  apoptozu inhibe edebilmektedir. MEG3 tarafindan miR-21'in
dizenlenmesini dikkate alarak, MEG3/miR-21 ekseninin kaspaz-8'i hedefleyerek hucre
proliferasyonunu ve apoptozu kontrol edebilecedi sonucuna variimaktadir. (Hai Yan Jia
vd 2019)

MEG3'Uin dusik ekspresyonu, kaspaz-8 ve Bax ekspresyonunu azaltti ve
apoptozu inhibe eden Bcl-2 proteininin ekspresyonunu arttirmaktadir. Bir ¢ift luciferase
reporter assay, miR-21'in MEG3 tarafindan  dogrudan  baglanmasini
gostermektedir. MEG3'Un asiri ekspresyonu, miR-21'in ekspresyon seviyelerini dnemli
Olcide azaltmaktadir. HaCaT ve NKEK'te miR-21'in asiri ekspresyonu, hicre
proliferasyon oranlarindaki diigtisu tersine gevirir, apoptoz oranlarini arttirir, kaspaz-8 ve
Bax ekspresyonunu arttirir ve MEG3'Un asiri ekspresyonunun neden oldugu Bcl-2
ekspresyonunu azaltmaktadir. Bir ikili lusiferaz raportor tahlili, kaspaz-8 ve miR-21'in
baglanma bélgesini ortaya ¢ikarmakadir. Kaspaz-8, pargalanmis kaspaz-8, cytc ve apaf-
1'in birkag asag! akis proteini, miR-21 ve MEG3 tarafindan diizenlenmektedir. Ozetle,
MEG3, miR-21 ve kaspaz-8 ekspresyonunu dizenleyerek psoriatik KC'lerin asiri

cogalmasini ve yetersiz apoptozunu hafifletebilmektedir. (Youdong Chen vd 2022)

MEG3, safra kesesi kanseri hlcrelerinde EZH2 ubiquitination'i glglendirerek
kanser hicrelerinin yayilmasini ve proliferasyonunu inhibe edebilmektedir. MEG3 ayrica
PKM2/PTEN sinyali yoluyla B-katenin seviyesini azaltarak karaciger kanserinin
bldylimesini engellemektedir. MEG3 ayrica MC'lerin enflamatuar tepkilerinin yani sira
fibrozu da arttirir ve MEG3'Un asiri ekspresyonu, inflamasyonla ilgili sitokinlerin yani sira
fibrozis ile ilgili proteinlerin ekspresyon seviyesini arttinr. Ote yandan, MEG3'Un
susturulmasi, iltihaplanma dizeyinin yani sira fibrozu da inhibe etmektedir. (Chaoxiang
Zhong vd 2022)
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Calismamiz da hicrelerimiz Secukinumab 7,5 mg/ml dozu muamele yapildiginda

kontrol grubuna gére MEG3 ekspresyonunda 3.7 kat asagi regile oldugu tespit edildi.

MSX2P1'in  miR-6731-5p'yi dogrudan hedefledigini ve proliferasyonu
destekleyen, IL-22 ile uyarilan keratinosit'lerde apoptozu baskilayan S100A7, IL-12(,
ekspresyonunu hedefledigi bilinmektedir. (Qiangian Zhou vd 2019)

Calismamiz da hicrelerimiz Secukinumab 7,5 mg/ml dozu muamele yapildiginda
kontrol grubuna gére MSX2P1 ekspresyonunda 1.77 kat yukari regule oldugu tespit
edildi.

Secukinumab ve kontrol hucreleri kargilastinidiginda MEG3 ekspresyonu 20 kat
yukari regule, MSX2P1 ise 190 kat yukar regile oldugu tespit edilmistir. Bu IL-17
inhibitérinin MEG3 ve MSX2P1 ekspesyonu Uzerine inhibitér etkisi oldugunun

gOstergesidir.

IL-17, sedef hastaliginin ayirt edici inflamatuar sitokinidir. Psoriatik iltihabi
surdiren ve guglendiren donulstirict bluyume faktora (TGF)-B ve IL-1B dahil olmak
Uzere keratinositlerin  hiperproliferasyonunu, sitokin ve kemokin  Uretimini
induklemektedir. (Youdong Chen vd 2022)

IL-17A sitokinin rold, guclu bir kemotaktik faktor olan (monositlerde oldugu gibi)
notrofillerin Uretimini tesvik etmektedir. IL-17F, diger taraftan, antimikrobiyal peptitlerin
Uretimi, epitelyal btlnlik ile ilgili claudinlerin salgilanmasi ve inflamatuar sitokinlerin

uretimi ile baglantihdir. (Daniel Octavian Costache vd 2022)

IL-17'nin vaskuler endotelyal buyume (VEGF) faktor yolunun aktivasyonu yoluyla
neo-anjiyogenezi indukledigi ve metastatik aktiviteyi artiran matris metalloproteinaz-2 ve
-9'un (MMP-2 ve MMP-9) aktivitesini arttirdidi kanitlanmaktadir. (Daniel Octavian
Costache vd 2022)

Secukinumab, IL-17A'ya secici olarak baglanan ve onu nétralize eden tamamen
insan 1gG1/k monoklonal antikordur. IL-17A'y1 hedefleyerek ve keratinositler de dahil
olmak (zere cesitli hlcre tiplerinde ifade edilen IL-17 reseptori ile etkilesimini
engelleyerek calismaktadir. IL-17A aracili katkilari azaltmaktadir. ( Daniel Octavian
Costache vd 2022)
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6. SONUGLAR

Hucre kultirl psoriasis modelinde, psoriasisin tedavisinde en son kullanima giren
biyolojik ajan olan interlokin-17 inhibitdri Secukinumab’in keratinosit prolifeasyonunda
ve inhibisyonunda rol alan iki uzun kodlanmayan RNA'nin ekspresyon seviyelerine etkisi

arastirilmasini amaglayan bu ¢alismada asagidaki sonuglar éne ¢cikmaktadir:

MEG3 ekspresyonu secukinumab muamelesi sonrasin da 3.7 kat azaldidi tespit
edildi.

MSX2P1 ekspresyonu secukinumab muamelesi sonrasin da 1.77 kat arttigi tespit
edildi.

Bu bilgiler 1s1dinda, Secukinumab’in IL 17 etkileyerek farkli bir yolak izledigi ve
MEG3, MSX2P1’in yolaklariyla etkilesime girmediginden dolayi beklenen dederlerde

degisim gorilmemistir.
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