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Onsiz

Bu projede, Vitamin D reseptdér gen polimorfizmlerinin Psoriazis olgularinda
kullanilan Vitamin D tedavisine hastalar tarafindan verilen farkli tedavi yanitlarinin
nedeni olup olmadiklar arastinlmistir. Projenin sunuldugu dénemde literatirdeki
acik bu planiamanin kaynagini olusturmustur.

Pamukkale Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Biyoloji ABD ve PAMGEN de

yUrGtilmis  olan  bu proje TUBITAK tarafindan SBAG-2571 kodu ile
desteklenmistir.
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i?sloriazis, e pidermal proiiferasyonda artma ve d feransiasyonda b ozuima ile k arakterize e ritemilt,
skuaml bir hastaliktir Kaltire insan keratinositlerinde Kalsitriolun (1.25(0CH}2D5) hucre g1 kaisiyum
Tiktarini - arturarak  proliferasyonu inhibe ettigi ve terminal diferansiyasyonu  indukledigi
sidirdmektedir. Vitamin D (VitD) tirevierinin hem topikal, hem de oral kullanimlarinin pscriazis
iedavisinde guvenl ve etkili oldugu saptanmigtir. Ancak bazi hastaiarin vitamin D tedavisine
> rencli olduklan gozlenmistir. Vitamin D reseptord (VDR) 50-60 KD'luk bir polipeptiddir ve hicre Gt
oxalizasyona sahip vitamin  D'nin  hedef reseptorudir. VDR genindeki polimorfizrierin,
-2ratinositierin 1,25(0OH).D5'un normal fizyolojik yanitini etkiledig ve tedaviye yanittaki degiskenligi
zziklayabilecesi ileri struimektedir

v

Jz iki psorazis olgusu ve 102 saghkh kontrol bireyden toplanan, venéz kan orneklerinden, tuzia

sokturme yontemiyle DNA izolasyonu yapilmistir. Apa | ve Tag / polimorfizm bolgeleri ayns ;ﬂ(}‘wer

i

T " ile tek bir tip igerisinde, Bsm / ve Fok [ polimorfizmleri ise farkl primer ¢iftleri kullanilarak farkh
ooler igerisinda gogaltilmistir. PCR sonrast her bir érnek uygun restriksiycn enzimi ile kesiim:s ve
ssnuglar agaroz jel elektroforezinde degerlendirimistir

-soriazis hasizlaninin demografix verileri. klinik parametreleri. vitamin D tedavisine yanitz: e

[S1-2i

- 2R genotipien arasinda herhargi bir iliski bulunmad) Bununla birlikie VDR geni Aa ve bb
sznotiplennin eken baslama yas: e iliskili oldugu saptandt. Ayrica FiBbAa haplotipinin pscrazis
“zstalarinda saglikli bireylere gore daha yuksek siklikta bulundugu tespit edildi. Tag / polimor zmi
on

© hem pscrazis olgularinda hem de saghkl bireylerde c¢alismanin yapidi§r yorzdeki
ccoulasyona Gzgul oldugu dusunulzn yeni bir RFLP paterni saptandi

Sonug olarak VDR geni polimorfizmlerinin psoriazis hastalarindza vitamin D tedavisine yanitiz bir
cisterge olmac.§i saptanmistir Bununia birlikte, FfBbAa haplotipinin psoriazis igin bir risk fex:ord

czrak kabul edilebilecedi ve Aa ve bb polimorfizierinin baslama yasi ve psoriazis ile ihskili
¢ zbilecedi dusunulmektedir.



Abstract

Psoriasis is dermatological disease characterized by erythema and increased squamous cell
proliferation and impared di¥srentiztion Caleiti {(1.25(0CH.C ) inhibits keratinocyte proliferation
and induce terminal < ¥oro ston m o vio cell cultur

e The therapeutic effect of Vitamin D is
suggested that requlate impz -ed intraepithelial calcium homeostasis. Oral and topical vitamin D
and it's analocues successfuly used for psoriasis therapy. However, cause of some psoriasis
patients are resistant to Vitamin D therapy is unclear. Vitamin D mediate it's activity by vitamin D
receptor (VDR) which s ar intracellular polypeptid, 50-60Kd, receptor. It's suggested that

polymorphisms in VDR gene czn explain the differences in vitamin D therapy.

There are two importart poly—orphic region in the VDR locus first, Fokl site in exon?. second a
¥ J

claster of polymorphisms, Bsm/ in intron8, Apal in intron8, and Tagl in exon9 sites. Role of the
VDR gene polymorphisms is investigated in a lot of human disease such as osteoporosis,

&
ostearthniis, parathyroicosis, e~d certain malignancies. However, there are conflicting results about

(W]

polymorphisms and viamin therapy and diseases. This indefinite situation make difficult 1o

clearance the roie of VOR gers polymorghisms in vitamin D therapy. In this study planed to search
all polymorphisms in prope” for powerful statistical examination. The four VDR gere
polymorphisms is determined 5y PCR-RFLP in 102 psoriasis patients and 102 control subjects and

¢

are correlated with all ciinical parameters of patients,

There was no any sigrific
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nical parameters of the psoriasis patients each other.
vitamin D therapy and VDR colimorphisms. However, Aa and bb genotypes were significantly
higher in early onset than late onset patients. The naplotype "FiBbAa" was significantly higher in
psoriasis patients than healty contro's. Additionally, a new Tag | RFLP was detected in both

psoriasis and controi group, it's suggested that the new SNP is specific to popuiation under study.

In conclusion, Qur resuits is inc catec that VDR gene polymorphisms is not afect the response o

vitamin D therpy in psoriasis pzlents. However, “FIBbAa” haplotype and Az and bb polymorhisms
Py { ¥i

is associated of psoriasis and ezrly onset of the disease, respectively.
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1. Giry

Psonazis yaygin gorulen. keratinosit proiiferasyonunda artma ve daha cok aktive T hucrelen olmak
uzere lokosit nfitrasyonuyla karakterize hiperproliferatf bir deri hastahgidir (1)  Hastahgin
etyopatogenez: kesin olarak bilinmemekie birlikte genetik bir zeminde travma, ultraviyole, psikolojik
stres. infeksiyonlar. bazi daglar gibi gesitli ekzojen ve endojen tetikleyici ajanlarin etkisiyle ortaya
Giktigr bildirimektedir Psoriazis toplumun % 1-5'ini etkilemektedir. Hastaligin 40 yas altinda baslayan
erken baglangich tipinde (Tip 1), 40 yas ustinde baslayan ge¢ baslangigh tipine gére (Tip 111 HLA
birlikteligr daha fazladir ve hastaligin ailesel gorulme riski artmaktadir. Tip | psoriazisde HLA-B13, -
Cw6, -B57, -DR7, Tip Il psoriazisde ise HLA-A2, -B27, -Cw2 s:kh@ artrmistir (-3).

Kiinikte eritemli. gumus rengi, skuamh ve keskin sinirh plakiar tipiktir. Lezyonlar kronik plak. gultat,
follikGler, nummuler, pustuler veya eritrodermik paternde olabilir. Klasik olarak dizier. cirseifer,
tirnaklann tutuidugu hastalikta sach deri. buklim yerleri perianal boige, cenis palmar vz olantar
bolgeler de tutulzbilmektzdir Mukozal tutulum oldukga radirdir. Hastalzarda ¢ogu zamazn klinik
gorunumu  kesin tam igin yeterli olmakla birlikte bez: durumlarda  histopatolojik  inceleme
gerekebimektedir (1,7,8).

Vitamin D in vitro olarak terminal diferansiasyonu induklemekis, proliferasyor . inhibe etmekiecir. Hem
topikal, hem de oral vitamin D tUrevierinin psoriazis tedavisince etkili ve glver lir oldugu kanitianmistir
Bununla birlikte klinik deneyimier bazi hastalanin vitamin D tecavisine dirench zldugunu goster~—zxtedir
(91




2. Genel Bilgiler

Psonaz's, epidermal proliferasyonda z2rima ve diferansiasyonda bozulma e karaklerize eritenii,
skuamit bir hastaliktir  KiOltare insan keratnositlerinde Kalsitriol'un (1,25(0H),D ) hicre igi kalsiyum
miktar i artirarar goohferasyonu inhibe ettigr ve terminal diferansiasyonu imdukledigr bidinimektedir
Vitamim D (VitD) turevierinin hem topikal. hem de oral kullanimlannin psoriazis tedavisinde givenli ve
etcili cidugu  saptanmustir. Psoriazisle intraepidermal  kalsiyum  homeostazimin bozuldugu ve
kalsipctriolin bunu cuzenledigi disunuimektedir. Ancak baz) hastalarin vitamin D tedavisine direngli
oldugu da gosterimigtir, Bazi hastalar vitamin D tedavisine yanif verirken bazilarinin direncli olmasinin
nederen halen tartis. Imaktadir VitaminD reseptort (VDR) genindeki polimorfizmierinin, keratinositierin
1,25 00,0, aracihiiyla ortaya gikan normal fizyolojik yaniti etkiledigi ve 1.25(0H).D, ve onun
analogiaryla tedaviye yamittaki degiskenligr agiklayabilecedi ileri strUimektedir, ancak tersi gorusler de
meveuttur (1.7, 80 120 1) VDR 50-60 KD'luk polipeptid bir hiicre ¢ reseptordur, ligand: ise \/it;mm
Dnmin zktif formu can 1,25(0H),03tur Steroid ve tiroid hormon reseptorlerinin de dahil oldugu
“transzoung” transkropsiyonel duzenleyicr faktorler sUper ailesinin bir Gyesidir. VDR VItD ile
baglarziktan sonra konformasyonel dedisiklige ugramakta DNA'da VitD response elemente
bagizrmaktla ve dige- trankripsiyon kontrol elemaniart ile iliski halinde hedef genin transkripsiyonunu
kontroi etmektedir. VDR geni kromozomal olarak 12g12-g14 te bulunmaktadir ve 11 exondan
olusra«adir Gen ig.nde iki 6nemli polimorfik bolge bulunmaktadur. Birinci bolge ekzon2'deki Fok |1,
kinci oolge ise intron8/ekzonS'daki Apal, Taql ve Bsm | polimorfizmieridir. VitD temel olarak
keratirzstlenn gogaima ve farkhilasmasinda rol almakta ve hiperproliferasyonta karakterize psoriasis
gibt baz: dermatolojik patolojilerde tedavi amaciyla kullaniimaktadir. VitD ayrica Ca metabolizmasinda
da rcl zmaktadir Buradan hareketle osteclojik patolojiler (osteoporoz ve menopoza bagh osteoporoz.
ostecaririt, paratiroicozlar gibi) ve VDR polimorfizmierinin iliskilerini arastiran birgok aragtirma
bulunmaktadir (12, 133 Bunlarin yani sirz VitD'nin hiicre ¢ogalmasina olan etkisiyle iliskili olarak ¢esitli
kanser turlerinde de prostat, mesane. meme, mahgn melanom) VDR polimorfizmier: arastinimaya
baslanmistir (14-16) Bu ¢ahgmalar her toplum igin farkh gruplar tarafindan yurutiimektedir. Taiwan
populesyonunda Tip? diabet ile yapilan bir calismada Bsml ve Apal polimorfizmieri iliskifi bulunurken,
Fransa'da Tip 2 diabet ve Tag/ polimorfizmi arasinda iliski saptanmamis, bununia birlikte erken yasta
baglayan tip2 diabetie risk faktdrl olduduna dair bulgular elde edilmistir (17). Osteoporoz, kemik
yoguniugu ve metabolizmast ile yapilan c¢alismalarda ise Bsm/ polimorfizmi anlamb sonuglar
vermekiedir (12). Renal kalsiyum tasgt olusumu igin Fok/ polimorfizminin iyi bir genetik marker
olabilecegi yonunde yayinlar bulunmaktadir (18). Bening prostat hipertrofisi ve prostat kanserinden
korunmada Bsm/ polimorfizminin dnemli bir rol oynayabilecedi, malign melanomda ise Fok/
polimorfizminin bUyuk bir risk faktord olduguna dair ¢calismalar bulunmaktadir (14, 19).

1986'da Holick 48 psoriasis olgusunda yaptid! ¢alismada Bsm/ ile siki bir iliski oldugunu bildirmistir
(20). 1987 ytlinda Kortula 19 (Finli) psoriasis olgusunda, 1998'de Mee 92 psoriazis olgusunda yalnizca
Bsm | polimorfizmi arastirmus ve iliski saptamadiklarini bildirmigtir (1, 8). 1999 yilinda Park 104 (Koretli)

olguda Apa /, Tag / ve Bsm | polimorfizmlerini arastirilmis, Apa / polimorfizmi ile ihiskili bulgular




yaymnlanmistir (7). Son olarak 2002 yilinda Lee (Koreli)y 58 niguda bir vitD tarevi oian kalsipotriol
tedavisine yanit lle Bsm/ ve Apal polimorfizmleri arasindaki thiskive aragtimis ve Apa J polimorfizmi ile
psoriazise yatkinlik olabilecegine dair bulgular elde etmistir (10) Ayrica 2002 yilinda Ka,a'min 53 Turk
psonazis hastasinda (Akdeniz Bolgesi) yaptigr calismada Apa / polimorifizminin psorazis e iliskili

oldugunu bulmustur (11),

Planlanan calismanin  bugun tibariyle psoriasiste yurticinde ilk, yurtdisinda ise sayili birkag
aragtirmadan birisinin olacadi disunilmektedir. Bu caligmada. 102 psoriasis clgusunda ve 102 saghkl
kontrolde VDR geninde calisilan mevcut tam 4 polimorfizm bir arada arasgtinimistir. Literatirde bu
polimerizmier tek tek yada farkh kombinasyonlar halinde | cesitli patolojilerde arastinlm:s ve her biris
icin farkli sonuglar elde edilmistir Psoriazis olgularinda VDR polimorfizierinin arastinimas: ve bunlann

psoriazisin baslangi¢ yast, klinik tipi, siddeti. aile oykUsu, tirnak tutulumu, psoriatik artropati ve vitamin

D tedavisine yanittaki iligkisi gibi oldukga kapsamli parametreler kullanilarak cegerlendirilmistir,




3. Gereg ve Yontem
3.1 Olgular:

Calismaya Pamukkale Universites Dermatoloji Poliklinigine basvuran . klinik olarak psoriazis tan:s:
alan 47 kadin, 55 erkek topfam 102 olgu dahil edildi.

Kontrol grubu olarak dermatoic; polklinigine basvuran ve psorazis olmayan 50 kadin, 52 erkek,
toplam 102 birey kullanild;

Calismaya katilan tum bireylerczn yaz hh gonullu olur formu alind
3.2 Tedavi

Olgu grubunda 50 bireye (23 «adin. 27 erkek) ginde 2 kez 6 hzfa caicipotriol p omad ve/veya sa¢

losyonu (Psorcutan” pomad ve Psorcuian sag losyonu) tedaviler uygu'andi

Hastalik siddeti tedavi oncesincz ve tadavinin 4 ve 6 haftalarinca PASI e degerlendirildi. Hastalzr n
tedaviye yanitiar PASI skoruncz artis 0), %50 den az iyilesme (%27 den fazla lyesme (2) ve tam
iyilesme (3) olarak grupland, Fyrica T ve 1 olarak gruplananiar edeviye yanit yok" 2 ve 3 olarzk
gruplananiar "tedaviye yanit var olarax yeniden gruptandinidi. Yirs hastalarn yuzde iyilesme oraniar
da hesaplandi Tum hastalarn i« muayenelerinde hastaligin baszngic yasi, ailede psoriazis Oykusu
tirnak tutulumu ve psoriazis tips <zydec!di Ayrica hastalar hastaliz n baslama yasina gore tip | (40 yzs

altijve tip 1! (40 yas usty) psoriaz s olarzk gruplandiniid:

3.3 DNA Eldesi

K3 EDTAN tuplere venoz kan o -skler toplandi. DNA 1zolasyonu cin ~odifiye edilmis tuzla ¢oktirma

yontems kullarmide (21,

3.3.1 Cozeltiler

Eritrosit parcalama cozeltisi
8.3 g NH,Cl,

2mi0.5M EDTA pH8

1 L distile sus

Lokosit parcalama cozeltisi

400 mM NacCl
10 mM Tris
2mM EDTA




3.3.2 Y¥ontem

1) 5 mlvenoz kan EDTA 'l tuplere alind:

2) Kan ornekleri DNA eldesi icin 50 ml'tik plastik kapakli tuplere aktaridi, Gzerine 20 mi soguk entrosit
parcalayici ¢ozelti konuldu ve 10 dakika 4°C'de bekletildi

3) Sure sonunda 1500 rpm’de 10 dakika, 4°C'de santrifl) ediddi, dokelti atild.

4) Gokeltinin Uzerine 10 ml eritrosit pargalama cozeltisi eklenerek homojenize edildi ve 10 dakika
4°C’de bekletildi.

5) Sure sonunda 1500 rpm'de 10 dakika, 4°C'de santrifuj edildi, dokelti atildi

B) Gokeltinin Uzerine 5 ml eritrosit pargalayici ¢ézelti eklenerek homojenize edildi ve 10 dakikz 2°C'de
bekletildi.

7) Sure sonunda 1500 rpm'de 10 dakika, 4°C'de santrifu] edildi, dokelti atildi

8) Cokeltinin Gzerine 10 ml Iokost parcalama ¢ozeltisi eklenerek homojenize edildi, son dengm
0.1mg/ml olacak sekilde proteinaz K (Applichem) ve %02 olacak sekilde sodyum dodesil sulfat 'SDS
(Sigma) konulduktan sonra karistiniid,

9) Bu karisim 16 saat 37 °C'de bekletildi.

1C) Sure sonunda karigimin Uzerine 2.5 ml 10 M amonyum asetat solusyonu eklenerek kuvvet: sekide
karistiridds ve 5000rpm’de 20 dakika 25 °C'de santriflj ediic:

11) Dokelti yeni bir tupe alindi. Uzerine 2 katt hacimde isopropano! konuldu. yavasca karnistinlara< DNA
Gokturalda.

12) Cokturlien DNA distile suda ¢dzuldu.

3.4 DNA’min Miktar ve Saflik Tayini (22)

DNA'farin miktariari ve safiiklar spektrofotometrik olarak hesaplandi Bunun igin DNA distile su de 1/10
oraninda seyreltilerek sirasiyla 260 ve 280 nm'deki absorbans degerleri Ependorf Biophciometre

cthazinda dsDNA modu kutianilarak slctidi

3.5 DNA Gogaltiimasi { Polymerase chain reaction:PCR)

VDR Geni ekson II'de bulunan Fok / polimorfizminin bulundugu bolge asadidaki primer ¢ifti kullanilarak
cogaltiidi (14).

Fu 5-AgC Tgg CCC Tgg CAC TgA CTC TgC TCT-3'

Fd 5’-ATg gAA ACA CCT TgC TTC TTC TCC CTC -3

)




VDR gent intron £ zxson @ boigeside bulunan Bsm | (15) ve Apa - Tag | (9) polimorfizmierinin

|82

bulundugu bolgeler se asagidaki primer ¢iftleri kullanilarak cogattiid

B 5-CAA CCA AgA CTA CAA gTA CCg CgT CAg TgA -3

Bd 5- AAC CAg Cgg gAA gAg gTC AAg gg -3

Aty 5-CAg AgC ATg gAC Agg gAg CAA -3
Atd 5-gCA ACT CCT CAT ggC TgA ggT CTC -3
Amplifikasyoniar 50 LI toplam rezksiyon hacminde, ortalama 150ng kalip DNA, 10 pmol herbir prm‘:er,

1.5mM MgClo, 0.2m Lt herbir dNTP (MBI Fermentas), 1 U Tag DNA polimeraz (MBI Fermentas), 1X

¢ozeltisi “ImM Tris_HCI pH8 8, 50mM KCI %0 8 NP 43) kullanilarak. Hybaid-Sprint

cihaz nda, 30 dorngude asadidaki sicakhk profili ile gerceklestinidi

ix denaturasyon ¢4 °C'ce 5 dakika

30 saniye
> 30 saniye (Fu-Fd
30 saniye (Bu-Bd)

sentez 72 °C'de 30 saniye
son sentez 72 °C'de 5 dakika

Fu-Fd primerleri i¢'n 265 baz gifti (o), Bu-Bd primerleri igin 825bg, Atu-Atd primerleri icin 740bg

3.6 Restriksiyon Endontikleaz Enzim Kesimleri (3,13,14)

Higili polimortizierin sactanmasi i¢in topiam 25ul reaksiyon hacminde 10w PCR Grunt 1 U restriksiyon

enzimi (MBi-Fermentas; kullanilarak gece boyu kesim reaksiyonuna birakiids.

Apa | ve Mval1288l (Bsm [) kesimieri 37 °C de, BseGl (Fok 1) 55 °C de, Tag | ise 65 °C'de

gercekiestirild

6

VRO




3.7 Agaroz Jel Elektroforezi (22)

-~

3.7.1 Qozeitiier

[¢2]
>
._*
@
m

[

~b ke

gTrs
7 5 g Borat
ml £ 5M EDTA pHB8
L distie su

~a R NY o

— 0

Y .&ler-= Tamponu
°:225 Brom Fenol Mavisi(w/v)

©:20 Soroziwiv)

3.7.2 Yontem

Gozalima ve kesim rzaksiyonlarinim Grinlerini belirlemek IGin %1.5 ve %2 derisimde agaroz (Sigma)
x. ani'ci 1X TBE i¢erisinde (w/v) hazirlanan agaroz kaynatilarak eritildikten sonra icerisine 0.1 w.g/mi
o zcak sekilde etidyum bromir eklenerek karistinidi ve donmasi icin kaliba dokildu Elektroforez
ec 2ce< Omnekler yikleme tamponu ile karigtiniarak jele vyiklendi. Elektroforez 1-5Viem voltaj

Ul zulararak gergeklestirildi.

3.8 Goruntileme

E =«treforez sonucunca ayrilan PCR ve enzim kesim urdnleri, gorintileme sistemi (Vilber Lourma:) ile

uievic s dalga boyurda gorintilendi.

3.9 istatistik Analiz

Eicz edilen verlenn istatistik analizleri yapilirken, karislastinlan grup ve alt gruplardak: birey
sayiannin, yalnizea araliz igin yeterli sayida ve uygun aralikta olanlarinin analizieri yapiidi By amagla
SPSS 10 programinin ilgili modilleri (Ki-Kare Testi (Likelihood Ratio), iki Ortalama Arasindaki Farkin
Oremiilik Testi, Mann Whitney U Testi, Kruskal Walis Varyans Analizi, Tek Yanla Varyans Anzlizi,
Ocds Ratio) kulianiid




4. Bulgular
4.1 KlinikTip

Olgu ve kontrol grubunun her b~ 102 bireyden olustu Olgu grubunda 47 kadin, 55 erkek hasta, kontrol
grubunda ise 50 kadin,k 52 erke~ oirey bulunmaktadir

Oigu grubuna ait orneklerin yzslan 10-73 arasinda degismektedir. Olgu grubunun yas ortalamas)
44.36+16.35'dir. Kontrol grubur un yaslan 15-75 arasinda degismektedir, yas ortalamas: 40 83+16.83

olarak hesaplanmistir (Tablo 1 Olgu ve kontrol grubunun genel yas ortalamalar: arasinda fark yoktur
ip=0509).

Psonazis hastasi olan kadin ve =-kek hastalarin yas ortalamalar arasinda fark bulunmad: {p=0.046).
-
Tablo 1 Olgu grubunun ve cinsi, ste gore olgularin yas ortalamalari

: Olgu Grut. Kontrol Grubu
_Yas araligi (Yi) Orzzama (¢SD)  Yas arahigi (Yi)  Ortalama (2SD)
~Kadin  10-68 40 27+18.09 15-72 L 42.80x18.27
Erkek 1 18-73 47 25+16.11 17-75 38.96£17 40

Genel olarak 102 xigilik olgu g -ounun hastalik baslama yas ortalamas: 32.33+13.78'dir, Kadinlarda
caglama yas ortalamasi 29.2Z z16.14 iken, erkeklerde 35.04 =15.96'dir Kadin ve erkek hastalarda

osoriazis baslama yaglan arasirza farkliik saptanmadi (p=0.085)

Dlgulann %63 7'sini- erken (40 . asin altindaki olgular:Tipl psoriazis) baglama yasina sahip olanlar,
7:36.3'Und ise geg (40 yasin uze” ndeki olgular Tipll Psoriazis) baslama yasina sanip olanian olusturdu
iTablo 2-3).

Tablo 2 Olgularin psoriazis bagiz~a yasina gére dagiim

Tipl(n) ' Tiph(n) Toplam
Kadin 31 16 47 |
Erkek 34 21 55 |
Toplam 65 37 102 |

Kadin ve erkek hastalarin basla~z yaslar arasinda fark saptanmadi (Tablo 3)

Tablo 3 Olgularin psoriazis baslz~a yast ortalamalarn

Tip 1 Tic i
Kadin 20.39:11.14 | 47.47-6.45 | p=0.013
Erkek 2494+10.87 | 53.1°=3.80 | p=0.216




Tum hastalarin hastalik sureferi 1-50 yt arasinda dedisim gosterd;

Tum hastalann ortalama hastahk suresi 12.05-10.87 yil olarak saptand:

Kadin hastalarin ortalama hastaiik sGresi 11.91=11.59 yil (ken erkek hastalarin ise 12 17-10 30 olarak
bulundu,

Kadin ve erkek hastalarin ortalama hastalik sureleri arasinda fark bulunmadi (p=0.583)

Tipl Psoriazis hastalarinda ortalama hastalik siresi 14.60-11.63 yil.

Tiplt Psoriazis hastalarninda ortlama hastalik siresi 7.1827.14 yd olarak bulundu.

Tipt ve Tipll grubundaki kadin ve erkek hastalarin hastalik streleri arasinda bulunmad; (p=0392).

Psoriazisin klinik tiplerine gore gruplandiginda klinigimizde en fazla plak tip tanisi, en az ise pustiler
palmoplantar tanisi konuldu (Tablo 4-6).

-

Tablo 4 Olgularin psoriazisin klinik tiplerine gbre dagihmi

_Kiinik Tip Hasta Sayisi | Yizde |
Piak » 69| 676
+ Guttat ‘ 10 9.8

. Palmoplantar ‘ 5 49

Guttai+Plak 61 157
~ Pustuler palmopiantar 2 2.0 |
" Toplam ‘ 102 [ 1000 |

Tablo 5 Psoriazis hastalarinda gbrulen tirnak tutulumu. artralji ve artrt Zagihmi

% | o] |

Yok Var :

Timak tutulmu . 67.6 | 324 | 0982 |

| Artralj 618 | 382 [ 0348 |
L Artrit . 62,7 | 373 | 0.410

Tablo 6 Farkh Klinik tiplerde gorilen tirnak tutulumu, artralii, artrit ve aile oykust olaniar

Klinik Tip Tirnak Tutulumu | Artralji Artrit Aile Oykisu
N Y% n % n % n 5 |
Plak | 22/69 31.9130/69 | 435]40/69| 420 1985 375
| Guttat 3/10 300, 210 20.0] 2710 200 110 150
Palmoplantar = 2/5 400 151 200 /5] 200 /51 200
Guitat+Plak _ 8/15 375, 4/15) 250] 415 250 6/15] 450
| Pustuler Y 00| 22| 1000 22| 1000, 02| 00
|_palmoplantar g ;

Olgularin ailesinde psoriazis OykisU olanlar ve olmayaniar klinik tiplerle karsilastirildiqinda aralarinda
fark bulunmadi (p=0479).
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Psonazisin kinik tipleri ile erven ve geg baslama yasi arasinda istatistiksel olarak onemii bir ihigki
bulunmadi (p=0 894\ (Tablo 7;

Tablo 7 Pscrazisin klinik tipleririn baslama yasina gore dagilim

Klinik Tip Tip Tipll
n % n %
Plak 45 692 24 1 649
Guttat 7 108 3. 81
Palmoplantar ] 3.1 37 81
Guttat+Plak , 1+ 16.9 5! 135
Pustuler palmoplantar | C 0 2 54

Olgulanin hastahk siddetleri (PASI) 1.0-31.5 arasinda skoriand.
Aile Oykusu ile PASH arasinda fa-< bulunmad: (p=0.378}.

Psoriazis bag'ama yas! ile PASI zrasinda fark bulunmad (p=0.792).
Fok | Polimorizmi ile PASI aras ~da fark bulunmad: (£=0 1086)

Bsm | polimerfizmi ile PASH aras ~da fark bulunmad; (p=0 565).




4.2 Tedavive Yanit

Toptam 50 nastaya Caleipetniol tedavisi (Pomad Lo on verildi. Bir olguda irritasyon nedeniyle tedavi

yarida kesidi ve 49 hasta Uzerinden degerlendirme yapildi

Ayrica iyilesme yuzdeleri ile plak ve palmoplantar+pustiler arasinda fark bulunmadi (p=0 292) (Tabio
8)

Tablo 8 Psoriazisin farkh klinik tipleri ile Calcipotriol tedavisine yant

r Tedaviye Yanit
Yok Var Toplam

Dlak n ) 24 12 36

% Klinik Tip 66,7 333 1000

n 1 2 3 o

guttat % Kiinik Tip 333 667 1000
palmoplantar ‘nA 2 ! 3

% Klimik Tip 66,7 33,3 100,0
‘!guttat + slak 1 4 3 L
SO TR S Kiinik Tip 571 425 100,0
;oplam N 33 18 49
i % Kilinik Tip 63,3 38,7 100,0

Aile oykusu ile iyllesme yuzdesi agisindan fark bulunmadi (p=0.593)

Cinsiyet le Czicipotriol tedavisine yanit arasinda (yanit=var fyok) istatistiksel acidan anlam! bir ilisk

bulunmad: (Tabio 9). Ayrica iyilesme yizdeleri ile cinsiyet arasinda da fark bulunmadi p=0 184

Tablo 8 Cinsiyet ve tecaviye yanttin dagilimi

! Tedaviye Yanit |

[ Cinsiyet ! var yok |
; P! % n %
| Kadin 8 3.3 16 66.7
| Erkek 10, 400 15 60.0

__p Deger 0.135 0.337

Baslangi¢c yasi (Tipt ve Tip ) ile Calcipotriol tedavisine yamt (var/yok) arasinda istatsikse! agidan
anlamli bir ihiski bulunmadi (Tablo 10). Aynca iyilesme yuzdeleri agisindan bir farkta bulunmadi
(p=0.792)

Tablo10 Psoriazis baglama yasi ve tedaviye yanit arasindaki dagihm.

Tedaviye Yanit
Basiama var yok
Yasi . % R %
Tpl 1 61.1 20| 645
Tplh 7 38.9 11] 355
L p Deger | 0.852 0.886




4.3 VDR Polimortfizmi

Enzim kesimien sonras) elde edilen kesim paternlerine gore her bireyin genotipi belirlendi

Fok I pelimorfizmi igin 292b¢'lik PZR {riinG elde edildi, Fok I Enzimi ile kesildiginde 165 ve ASb¢ lik
fragmantiar elde edildi (Sekil 1).

2 3 4 S 6 7 8 9 1011 M

Se- " FoxklKzsm™ Ormed KErzm: "1AG0og bk Ladder TNAL T 3 -4

-4

Kuywdt aagenctn. 2.5 810 kuyulas AAgencotip: 8.7 .9 ve 11 kuytlezm Az genoto

Bsm f Pahmorfizmi igin 825bgti« PZR Grind elde

edildi Bsm | le xesildiginde 650 ws
fragmantiar elde edildi (Sekil 2).

2 1750b¢ Tk

K 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 M

SRl 2 Bunif mesim oinieyn K Enam kesamne tab tutuimamis PZR omegn M 100o¢ ik Ladder DNA, 1.-5. ve
Bkt bh gorats &0 byl B genat s 0 L0

)

3 genotip

L pibar




Apa | ve Taq | polimorfizmi «cin tek bir primer ¢ifti kullanarak 747z75'k tek bir PZR Urinu elde ediic.

PReLw

Apal enzimiile kesildiginde 530 ve 210bg’lik fragmantlar elde ec. = 3exi 35

M 1+ 2 3 4 5 6 7 8

9 10 K

Sekil 3. Apa lkesmormed < Enzm kesiming tz2: wtulmamis PZR 2--23 t100b¢ ik Lacder DNA 1., 2., <

8.7 ve 10 kuyular Ac 2100305, 9 kuyu'ss AA genotp, B kuyL 2z Zenonp

G




Galigmada analiz edilen tum olgu ve kontrol bireylernde Tag / polimorfizmi agisindan yeni oldugu

dasunilen bir RFLF paterni ile karsilasildt (Sekil 4, 5

Beklenen RFLP Yeni RFLP
Kesilmemis PCR TT Tt tt *T1 *T2
Urind Ht Hm
T40Dg  ew— se—— —

495b¢ —  — — 495b¢
— s 300bg
245b¢ — B — — w— 45bC
e = 195bg

Sekil 4 Calismaca saptanan yeni Tag / RFLP pater~inin elektroforetik ayrimlanma semasi

T1:Ht:Heteroziget patern; T2:Hm: Homozigot paterr ™ Calismada gézlenen paternier(tt. T1, T2)

KM 1 23 4 6§66 78 9 1 11 12 131415 16 M

Sekil 5. Tag / kesim 6rnegi, K:Enzim kesimine tabi tutulmamis PZR drnedi; M1 ve M2 100bg'lik
Ladder DNA; 1.2, 4., 5, 9., 11.-14 ve 16 kuyular tt (beklenen) genotip; 3., 6.-8., kuyular.

heterozigot patern (yeni); 10. ve 15 kuyular: homozigot patern (yeni).




Bu yent RFLP paternimin olusmasinda 495b¢ fragmantin ortasinda yeni bir Tag / kesim bolges:
olustugu dusunuimektedir. Boyece 495b¢'lk fragmant yaklasik olarak 300 ve 195b¢ uzuniukta Ak
pargaya ayrimaktadir ($Sekil 6). Bu hastalarda birinci mutasyon sonucu beklenen klasik kesim yerinin
kayboldugu ve ikinct bir mutasyonlada yeni kesim bolgesinin olustudu distnulmektedir Bu yeni
paternin tarumlanmas: i¢in VDR geninin bu bdlgesinin sekans analizinin yaptimas: planfanmistir Bu
durum sonucu higoir bireyde bexlenen normal paternde TT ve Tt genctipi saptanmamistir Yalmzca
normalde teklenen it genotipi saptanmistir. Bu kesim paternt, yeni bir vial Tag / enzimi satin alinarak ta

denenmis ve ayni kxesim paterni elde edilmigtir.

Tagl
A
740b¢ %
T . R T e :
I

245b¢ *495b¢*

B Tag | “Tag |
2/
740be % ’
S — ;
245bg ~ 300bg” ~ 195bg*

Sekil 8 Tay | kesim bolgerini sematik yerlesimi, A Tag | enziminin beklenen kes:m yeri, B kinc Tag | kesim
bolgesi ve clusan fragmantiar

Bu nedenle projede Tagq / polimcrfizmlerinin psoriazis ile iliskisi degerlendirilememistir. Diger 3 enzim

e elde edilen veriler degeriendiriimistir,

Psoriazis hastalarinda F, b. a alizlleri kontrollere gore yliksek sikhikta oidugu, f B, A, allellerinin ise
kontrol grubuna gore daha dusik siklikta oldugu goéruldd. Ancak, psoriazis ve kontrol grubu arasindaki

allel frekanslarr arasinda istatistiksei agidan fark saptanmad: (Tablo 11).

Tablo 11 Oigu ve kontrol gruplarina 2 alle! frekanslan

| F f B | © A 3
n | p n q n p | n q n_.p n q
Olgu grubu ( 1391 0868 651 032 751 0371 1291 063 ] 123 : 060 811 040
Kontrolgrubu . 130 | 064 741 036 911045 113] 055 | 135 : 066 69 | 0234
p deger 0489 0520 | 0290 | 0210 0320 Q450

“ allel frekanslarn




Tablo12 Olgu ve kontrol gruplarina ait genotip frekanslari

Psorazis hastalarinda bb, Aa, az genotiplerinin daha yuksek siklikta bulundugu. Ff, BB, Bb, AA
genotipierinin 1se psonazish hastalarda daha az sikiikta bulundugu gérilda. FF, ff, genotipleri hasta ve

kontrol gruplarinda esit sikhkta bulundu Ancak, oigu ve kontrol gruplarinda gorulen genotipler arasinda
anlami bir fark saptanmadi (Tablo12).

FF | Ff 1 f¢ BB Bb bb AA Aa aa
p*_l 2pa | g p° [ 29 | ¢ | p° | 29 ¢
O | 046! 044 0°3 013 047| 040 035| 048 015
; ~ ~1 ¢ ‘
i :;jg;d‘ . 046 050, 0°2 020] 050| 030 043 045 012
! k |
T 0641 [ 0845 0825 0489 | 0627 | 0317 | 0522 10786 0864 -

¢~

ta

hasta sz

Tablo 13 Psoniazisin farkl klinik tiple-inde gdrulen genotip yuzdeleri

O'gu grubuna ait pelimorfizmlerin k ~ik tiplere gore dagihimi Tablo 13'te gorulmektedir Klinik tiplerdeki

ytlari uygun ve yeterli oanlar igin yapilan istatistiksel analizde, Guttat” ve Guitat+Piak*
tipinderi FF ve Aa alleleri agisindan arasinda fark bulunmad:.

FF ; Ff ff =]] Bb bb AA Aa aa
r % ‘N % N n % 2 % n % N % n % n_ i %
g 550 . 5 52.5 30 227 18 720 013 540 1 35 6731 22 g* 43 63.2 4 1 BET
17071 3 375 2 <4 37 120 1] 180 3 531 2 74 8 88 217333
21, 0 01 31 57 11 40 7O 01 4 772 74 72 286 0 0!
28 ¢ O+ § el 3. 120 4] 1800 8 HralT 37 35 22170 0!
217 0 of 1, z2 0 0 W]t 1e 0, 0 2 28 0l 0
0832 | - ! | 0457
Psonazis baslama yas: (Tipl, Tipll) <2 VDR genotipleri (Tablo 14) arasindaki iliski arastinidiginda “bb"
ve "Ag’ allellerinin erken baslayariarda ge¢ basiayanlara gore fazla oldugu bulundu (p=0 040,
p=0.008). aralarinda anlamli fark oldugu saptand:. Diger genotipler arasinda fark bulunmad
Tablo 14 Tip | ve Tip Il Psoriaziste gznotip frekanslarninin dagilimi
- | FF Ff ff BB Bb bb AA | Aa aa
Baslama 0 1 % n | % Nl % | n | % no % no| % n 1%  a % n 1% ‘
83! ' ! 1 l
Tip | 27 574129 B44 | 9] 90 14| 560 |17 680 | 34| 654 15| 556 45 | 676 | 4| 667 |
Tipll 20 426 |16 ] 656 | 1| 103 11| 440 | 8. 320 /18| 346 | 12| 444 221 324 | 2| 333 I
B 0321 0.936 - i 0.557 0.104 0.040 0.568 1 0.008 - |



RE R

Ayrica Calcipotriol tedavisine ya~it (var / yok anahtar)

(Tablo15) Genctipler ve ledzs. ye yamt arasinda fark bulunmadi Ek olarak,

genotipler arasinda da fark buiu-madi

ile VDR geninde saptanan genotipler arastiridi

Tablo 15 Tedaviye alinan yanit:z VDR genotiplerinin dagilimi

tyldesme yuzdesi ile

T vaer FE Ff i BB Bb 1 bb _AA Aa ; aa
. nol% n 1 % n.__% 0% % no % n 1% n % %
Tvek T 150 625 111 647 | £ 625 51 5ER 700 1 1% 633 8| 667 21 ] 65581 1] 250
| Var 91 375 . 8 3531 I 375 4T 4a14 300 | 1 370 4] 333 11 3447 31 750
=t 0247 0263 - 0170 0102

o 0.979 0616 0.590

T tedavi var/ yok g

n. *iyilesrrz yUzdesiicin,

-

Aynca tum olgu ve kontrollercs znaliz edilen VDR polimorfizmlerinin haplotipler degerlendinldiginde

204 bireyde 19 farkli haplotip oi s ugu belirlendi (Tablo16, 18) (Ek1.2).

§ Tablo 15 Calismada gorulen tur ~aplotipler

§ Haplotip , wGe;r:ip o

1 Noo  Fok! B Apal

§ 1 i b Aa

. 2.t e AA

3. B Aa

: 4. i e ra

i 5  ff  BE AA

6. Ff b _ea

T R bt Az

& o bo AA
N FEo_ Bt aa
10 , Ff Bz Aa
11 Ff Bz CAA
2 Ff. BE Al
13 Mo BE _ AA
14 FF be . __@aa
o FF BB _. _Aa
5 FF. _bb CAA
7 FF _Bo aa
8 FF __Bb _ARa_
19 FF BB AA




Olgu ve kontrol grubunun haplotipler arasinda 10 numaral haploticin (Ff Bb Aa) psoriazish hastalarda

daha yuksek oranca bulundugu saptandi (p=0 003) (Tablo 17)

Tablo 17 Olgu ve kontrolierde gorulen haplotiplerin dagilimi

Kontrol Olgu
Haplotip No n S Haplotip No  n %  pDegen
1 4 39 1 5 4.9 -
2 1 1.0 2 1 1,0 -
3 3029 33 2,9 -
4 1 1.0 4 - , B
5 328 5 1 1.0 -
5 2 20 5 4 3,8 -
7 17187 7 017 187 -
8 2 20 8 - - - .
9 1 1.0 £ - -
10 g 88 10 11 10,80 0.003
11 328 11 - -
12 228 12 2 2.0 -
13 130 12,7 13011 108 Gze7
14 - - 142 2,0 -
15 120 118 15 8 178 ¢33
e 4 3¢ 13 5 49
17 1 1.0 17 1.0 -
12118 1813 127
11 108 98 7.8
102 1001 Toplem 102 1000
a1 2102, 2 (1102) ve 11 (31102)

Buna karsin 14 (2/102) numarali haplotip ise yalnizca psoriazish kacin bireylerde bulundu.

412/1021 ve 8 (2/102) numaral hapiotipin yalnizca saglikh erkek breyierde oldugu

9 (1/50) numarah haplotipin yalnizca saghkl kadiniarda oldugu.

17 numaral haplotipin yalnizca erkek bireylerde {1 saghkli+1 psoriazis i) oldugu

5 numaral haplotipin hasta erkeklerde hi¢ olmadigs gorulda.




Olgu grubundaki kadin ve erkek pireylerin haplotipleri arasinda fark bulunmad (p=0 804) (Tabio 18)

Tablo 18 Olgu ve kontrollerde gorulen haplotipleric ~nsiyete gore dagimi

Kontrot ' Olgu
Cinsiyet HaplotpNo n Jo Cinsiyel  HaplotipNo n % p Degen
Disi 12 40 Disi 1t 2 43 -
2 1 20 2 - - -
3 - - 3 2 43
4 - - 4 - - -
5 1 20 5 1 21 -
6 - - 6 2 43 -
710 L0 79 191 0804
8 - - g - - -
g 1 20 g - - -
10 5 130 10 2 43 - .
112 40 " - -
12 - - 12 2 43 -
137 20 13 4 85 -
14 - - 14 2 43 -
15 8 20 15 5 108 -
w1 20 1% 2 43 -
17 - - 17 - - -
18 7 120 18 9 19,1 -
15 7 120 19 5 106 -
Total 50 1C20 Total 47 100,0 -
Erkek 12 38 Erkek 1 3 55 -
2 - - 2 1 18 -
3 3 3 301 18
4 1 t 9 4 - -
5 2 I3 5 - - -
g 2 3 6 2 36 -
77 135 78 145 -
8 2 8 8 - -
g - - g - - -
10 4 77 10 ¢ 164 -
111 © 2 1 - - -
12 3 £38 12 - - -
13 6 175 13 7 127 -
14 - - 14 - - -
15 6 15 15 13 236 -
16 3 58 B 16 3 55 -
17 1 19 7 o1 18 -
18 5 ¢3 18 4 73 -
19 4 77 19 3 55 -
Total 52 1000 Total 55 100,0 -




Olzu gruz oraa vitamin D tedavisi degerlencinilen 49 hastadan tedaviye yanit veren ve vermeyenlerin
hacolipi=r arasinda ‘ark olup olmadigr hapictpler arasi saylarn ve degiiminin az olmasi nedeniyle
anaiz edizmed (Tablo 19)

7.3 13 ¢

(S}

18 numarah haplotiplerin heriki gruptada oldugu,
14 ve 17 ~umarah haplotiplern yalnizca tedav (+) grupta oldugu.

6.7 10 12 ve 19 numaral haplotiplerin ise yalmizca tedavi (-) grupta oldudu goruldu

Tasio 16 Cigu haplotiplerinin Vitamin D tedavisine verdikleri yanita gore dadihmy

Yantt
v ok Var
Haolotip “o n %o Haplotip No n Yo

1 2 85 1 2 111
32 35 31 55 i
5 397 304 222
7 5 181 2 11,1
y 5 151 5 5 278
z 2 35 71 56
3 5 13,1 18 1 56
3 132 Tewal 18 1000
B 3 a7
e 397

Tz 311000
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Olgu grubunda ailesinde psoriazis 6ykusu clanlar ve olmayaniann haplotip sayilarinin gagiimirimn az
CuTIn Nelenyie analiz eddemedi (Tablo 205
2 ve 5 numaral haplotplenn yalnizea aile 6yxusu olan hastalarda oldugu.

16 17 ve 18 numarali hapictiplenn ise yalnizca aite Cykusu olmayan hastalarda oldudu goruldu

Tablo 20 Olgu haplotiplerninin allesindeki pscrasis Oykusune gore dagilimi

Grup  Atle Oykisy n %%
Hasia Yok 1 2 2.7
3 1 1.4
6 3 41
7 15 20,3
10 8 10,8
12 1 1,4
13 6 8.1 «
14 1 1.4
15 14 18.9
16 5 6.3
17 1 14
18 G 12.2
19 8 108
colam 74 10C.0
Var 1 3 11.1
2 1 3.7
3 2 7.4
5 1 37
6 1 3.7
7 2 4
10 2 7.4
12 1 3.7
13 5 18,5
14 1 3.7
15 4 14.8
18 4 14 8
Teoam 27 1000




3. bartisma

Bu ¢eymada 1Uz pscrazis olgusu ve 102 saghkh bireyde VDR geninuexi Fok |, Bsm |, Apalve Taqg |
pobimorfizmlen tayin edilerek, VDR gen polimorfizmieri ile psorazis arasindaki herhangi bir ihiski olup
olmecigr arastinimistir Ayrica. olgu grubundaki 50 psoriazis hastasina vitamin D tedavisi verilerek, bu

hastziann tedaviye yar tlan ile VDR poiimorfizmleri arasinda bir ihiski olup clmadigr da arastinimistir

Psorazis hastalannin «inik 6zeliklen cegerlendinildiginde. psonaz's tip: hastalik siddeti (PASIH), tirnak
ttuiumu, artralp ve arnt hasiehigin zaslama yasl. ailelennde psonazis oykusu olup olmamasi gibt

parametreler kendi cinde deger endir ~is ve birrbirlenyle aralarinda anlaml pir liski saptanmamistir

Eide edilen yukandaki klinik parametrs ar le hastalann VDR poimorfizmierinin aliel genotip ve haplotvp

frekzrslan arasinda da oir ihiski clup ¢ ~adigs arastirdrmistir,

Vitarm o D yaygin olzrak pscrazis czdavisinde kulaniimaktadic  Ancak vitamin D'nin psoriazisin
tedavsindeki rolunun.  keratincsiteler  velveya psoriazis lezyoniarindak; immun reaksiyona katilan
lenfos:tierin - prolifirasyonunu cuzenzyerek ya da farkh bir mekanizma yoluyla gergeklesip
gercexlesmedigl Konusu henlz acik « kazanmamistir. Psoriazis hastalarinin vitamin D tedavisine

verd='er yamt farklihk gésterr&ektec" Psoriazis hastalarinin %25inin vitamin D tedavisine direncli

oldug. belirtilmektadir ‘8) Bu durumurun VDR genindeki polimorfizmleriz fiskili Olabilecedi yonundeki
dusurcelerden harekets arastrmalar .apimaktadir Ancak bu korudak. calismalann azhdi tedavive
yanitz« degiskenligin 2ciga ¢ixariimas na imkan vermemektedir (1. 7.8 1) 14 20, 23).

Holickin yapti§i calismada "b’ zileline sahip bireylerin vitamin D tedavisine dzha i yanit vermesi.
Morrison'un vitamin D expresycrun kz-akierizasyonu ile ilgli calismasinda buldugu "b" allelinin disik
mRNA expresyon seviyssi e ihisxili o ~asi ile celigmektedir (20, 22). Bununla oiriikte Chen ve Holick
yaptivari expreyon calismalarinda psz-atik lezyonlarda VDR mRNA mikiarnin vitamin D tedavisine
yanit verenlerde vermeyenlere gore yi-sek oldugunu ve epidermis VDR mRNA say, yesinin vitamin D

le induklendigini bildirmislerdir (20, 23

Galismamizda, "aa” genotipine sahip 4 ~astadan 3'Unun tedaviye yanit vermesi dikkat cekici bulunmus.
ancak VDR genotipleri iie tedaviye yar * olup olmamasi ve lyilesme yuzdeleri ile aratarinda anlamh bir
sk saptanmamustic (Tablo 15, Literatirde, Holick 48 kigilik hasta grubunda "b” alleline (bb
genotipine) sahip 13 hastada, Lee ise 43 kisilik hasta gruplarinda Apal polimorfizminin vitamin D
tedavisine yanitta Snemili role sahiz oldugunu belirtmektedir (10, 20). Bununla birlikte diger
arastirmalarda vitamin D tedavisine yar:tla iliskili olarak énemli bir VOR polimorfizmi bildinimemektedir

(1.7, 8 23) Bu durumun kaynad! olarak, etnik farklihiklardan Ziyade, hasta sayist ve daha onemlisi




pscrnazisin genetiginin heteroien ve multigenik olmas: ve geviesel etkenlenn roltnun buyuk ol :sinda

kaynaklandigint dusundurmektedr

Biz'm cahsmamizda. bb ve Aa genotiplerinin erken baslama yasina sahin hastatalarda anlamal sakilde
yuwsek oldugu bulunmustur Apa | polimorfizminin erken baslama yasina sahip hastalarda Yk
oiz.gu ik kez Mee 1958 de G2 hasta ile yaptigr calismada yayimanmistir (8) Diger calismaiarda
£~ zer birbulgu saptanmamigtir ve bizim galismamizla birlikte iteraturde kinci kez yayinlanacak ve ik

kez xonfirme ediimis olacaktir.

Burunla birlikte bizim calimamizda saptanan bb genotipinin er<en baslayanlarda daha yuksek
buunmast Iteraturde ik kez saptanmakta ve yayinlanmakiadir Kaya 53 Turk hasta ile yaptig
ca smada benzer bir bulgu yayinlanmamistir (113, Apa | polimo~zminin ikinc! kez yayinlanagak
olrmzst bu polimorfizmin ceoriaz s ile iskisini guglendirmektedr Bur .~z birklikte bb genotipinin ik »ez

SBLIINMEs! 1se psonazein genelk yonunun heterojen ve muli‘z<ioryel olduguna isaret et gn

Szoiznan Fok 1 Bsm [ vys Apal polimorfizmlern birlestiribp haplotip carax degerlendirddiginde 19
hac oup ortaya ¢ikmistr Buniardan 9 numarall haplotpin yalmzeoz saghkl kadin bireylerde. 14
ru~arall haplotipin ise yaimizca hasta kadinlarda gorulmesire rag™szn bu bireylenn sayilann:~ az
oimast nedeniyle istatist« ananizi yapilamamistir Ek clarak. 11 n_-arall haplotipin sadece saj«i
bire.'erde bulunmasida civxat gexicidir. Ancak istatistiksel olarak yain z-a 10 numarall haplotipin nzs'a

bire, erde onemli olarak bulundugu saptanmistir 10 numaral hzzictipin icinde daha once ©

e

@

pscrzisle hemde erken baslarma yas e iliskist saptanan Az polimarfizminin bulunmas: COK dizxat

gek o bir ozellik olup, bu curumun Apa 1 polimorfizmi igin konfirmatif yerude bulunmakiadic

Literzturde psonzis ve VDR geni polimorfizmier ile yapilan calismzarda genellikle aralarinda Fgei

g1 seklinde ve farel yonierde bulgular olmasina karsin, bizim caismamizda da erken basizma

(\)
LI‘

yas:,y a ilgh olarak ilk kez konfirme edildigi gibi, Apa / polimorfizmi ve Az genotipi one ¢ikmaktadir Apa

[ poimorfizmi intron 8 bolg=isinin igindedir  Intronlarin genlenin  transkripsiyon  seviyesing

43}

1

expresyonlannin kontrolurde rofen oldugu  dikkate alindiginda, hem mRNA kesilp birlestinimesinde
{splic'ng), hem stabiizsyorunda, hemde expresyonda diger faktorlere olan afinitesini etkiyebileceg: ve
bu yoila vitamin D'ye aliran farkli seviyelerdeki yanita etki edebilecedi dUstnulebilir. Ayrica Turk
psoriazis hastalar acisindz bakiidiginda, Kaya galismasinda Aa genctipinin psoriazis igin risk fakioru
olablzcegini belitmekie se de bizim ¢alistgimiz kontrollerle hastalarin genotipleri arasinda fark
bulunmamistir (11) Ancak Aa ve bb genotiplerine sahip hastalarZz 1p | psoriazisin daha sik oldugu,

yani rastaligin erken yastz vasiadigr saptanmistic

:

2
%
%
:
e
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Bitin bunlardan ayri olarak, yine ilk defa bu calismada, farkh bir fag i RFLP saptanmistir. Bu farki

RFLFin hem kontrol hem de psoriazis grubunda bulunmasi, bu 6zelligin yoredeki populasyona dzgll

olabiiecegini dusundUrmektedir. Saptanan yeni SNP'nin 6nemi bu noktada acik degildir. Ancak bu gen

béigenin sekans anahzinin yapimast ve sonrasinda elde edilen klinik ve diger polimorfizm verileri ile

kargilagtinimasindan sonra, bu yeni SNP nin yére insanina 6zgl sezsiz mutasyonlar mi, yada onemli

bir genetik etkenmi oldugu a¢i1§a cikarilabilecektir,

Bu arastirma ile birlikte Turk populasyonunda VDR potimorfizmleri ile iigili 3 calisma literatire

kazaniimis olmaktadir. Ozisik idiopathic hypogonadotrophic hypogonadismde kemik mineral

dansitesine VDR etkilerini, Kaya ise psorizis hastalarinda VDR genotip frekanslarini gahismistir (11,

13). Ozisik'in buldugu kontrol ve olgulardaki genotip frekanslar ile Kaya ve bizim calismamizda

buldugumuz genotip frekanslar ayni olmamakla birlikte birbirine yakindir (Tablo 21, 22) (11).

Tablo 21 Literatirde Psoriazis icin yayinlanmis VDR polimorfizmleri

Caligsma Adresi v Z: - Referans
Tark 36.0 48.0 16.0 | Bu Calisma
Tark 26 4 58 5 154 | Kaya 2002 (18)
| Kore 9.1 50.9 40.0 | Lee 2002 (17)
“Kore 29 270 690 Park 1999 (7)
BB Bb bb
Ingiltere 39.1 38.0 22.9 | Mee 1998 (17)
Finlandiva 10.5 83.2 26.3 | Kontula 1997 (1)

Tablo 22 Turkiyede yapilan ¢alismalarda saptanan VDR polimorfizmleri

-

%
Referans FF Ff ff BB Bb . bb AA Aa aa |
Olgu grubu Bu Calisma 460 | 440, 100, 13.0| 470, 400, 360 480 16.0 .
(Psoriazis) Kaya 2002 (18) 453 | 434, 113 189 | 472 340 264 585 15.1 |
Bu Calisma 460 500, 100, 200| 50.0| 300 430 450 12.0
Kontrot grubu | Kaya 2002 (18) 53.7 | 407 56| 204 407 ] 389 | 500 389 11.1
Ozisik 2001 (15) - - -] 240 400 360/ 400/ 520 8.0

Sonug olarak VDR geni polimorfizmlerinin psoriazis hastalarinda vitamin D tedavisine anitta bir
¢ g y

gosterge olmadigi saptanmistir. Bununla birlikte, FfBbAa haplotipinin psoriazis igin bir risk faktéri

olarak kabul edilebilecegi, Apa | ve Bsm | polimorfizminin baslama yasi ve psoriazis ile liskili

olabilecedi disuniimektedir.
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EL 1 Olgularda saptanan VDR Polimorfizmleri

OlguNo  Fok !

Bsm! Apal HaplotipNo |

_OlguNo ' Fokl | Bsml | Apal | Haplotip No

B 1 FF By Aa . 18 52 ff ' bb Aa 1
N 2 Ff  Bo Aa 10 53 FF Bb Aa 1
3 FF bb AA 16 54 Ff ' bb As 7
] 4' Ff BB AA 130 55 FF bb AA 16
5 2. 56/ Ff I bb  As 7
i 6 . 0. 57, Ff BB Aa_ 2
7 10 58 Ff . Bb Aa 10
8. S 1; o...59. P BB AA .13
9. 19, B0 Ff _ bb  Aa 7
10 B 18 61 FF BB Aa_ 1
11 15 62 Ff BB AA
12 14 63 FF bb Aa
13 13, 64. Ff _ Bb Aa
14 5 65 FF BB AA
15 15 66 Ff Bb  Aa
16 16 67 Ff BB AA
7 o B8 FF BB AA_
18 o 18 69 Ff BB AA
19 6 70 Ff bb Aa
20 FF B> Aa 18 71 Ft BB Aa
21 FF 15 72 Ft Bb Aa
22 F 13 73 ff Bb As 3
23 FF 18 74 Ff Bb Aa 10
24 Ff 7 75 FF Bb Aa 18
; 25 Ff 3. 78 f B Aa 3
28 Fi 7 77 FF bb Aa 13
er Rt . 10 8K bbb A3 ’
28 FF . _ M9 _FF BB AA 19
29 Ff 7 80 FF bb Aa RE
30 # 3 - 81 Ft BB AA 13
31 FF 14 82 FF Bb  As g
2 FF BB AA 19 8 FF _®b  Aa 15
33 FF bb Aa 15 84  Fi Bb Aa 10
4 R bb As T _ 85 Ff_%b  As R
35 oo An T .86 Fi_ bb  As 7
B FF bb A 6 87T FF BB AA RER
(37 FF BB Aa 8, 8 _FF BB Aa 8
38 FF BB Aa 18 89 ff BB AA s
39 A b Aa T 90 FF bb  Aa 15
40 FF | bb Aa 15 81, Ff . bb aa 6
) 41 FF | bb Aa | 15, 92 Ff b Aa 7
42 FF BB AA | 190 | 93 Ff b  Aa 1 7
43 Ff o bd Aa__| LS 94. Ff b e &
: 44 FF_. bd A 15, 85 F % e 6
. 45 P BB AA 13 .96  FF _ bb Aa 18
4 _F L ob Aa T 7l U e FF T bb Al BRE
.47 Ff | bb A 7 %8 _FF , Bo _ Aa 18
. 48 FF 1 BB AA | o 99 Ft [ BB A 13
49. FF ° bb  Aa 150 100, ff bbb Aa 1
0 FF oy b AA T U6 T UOTI R bb | Aa 7
51 FF  bb Aa | 150 1027 FF bb Aa 15




Ek 2 Kontrollerde saptanan VDR Polimorfizmleri

Olgu No Fok1  Bsmi  Apa | :Hépld{xbﬂd”

1, Ft bbb As
2 FF  Bp

i Sg:twwmﬁ'i

4 Ff o

32 Ff o
_33_FF | BB

3T FF__ 8B

38 Ff

41 Ft
Ta R
PRI
44 FL
45 Ff
o {6 Ff& D

49 Ff
50, Ff

51 FF | bb T Aa

.92 Ft BB
. ,7,,B,b< P

_Bb  Aa

e e ata

‘_.A‘w-l
QO h

i

OlguNy_ Foki Bsmi T Apa i Hapiotip No
_AA

13
18
11
18
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Ek 3 VDR Gen Bigisi

Genin aci VDR: vitamin D (1,25- dihydroxyvitamin D3) reseptér

Lokus 1D 7421

UniGene Hs2062

OMIM 201789

Sitogenetk Lokus:12g12-q14
Gen buyuklugi: 46 5Mb
Exon sayisi 10

mRNA uzunlugu- 4604bp

Amine asit sayist. 426aa

Kaynak Kloplar:
Genomik: NT 029419
mRNAT NI 000376
Protein: NP 000367

Ekson

o Ekson / Intron Krm? Iplik  Baslama® | Sonlanma’ = Uzunluk
~,  ENSE00007354640" 12 1| 4585005 | 46585036 32 bg
intron 1-2 12 -1 48562825 | 46585004 22180 e

~,  ENSE00001354497 12 | 1 48582744 | 46562824 B1oo
Intron 2-3 12 -1 48559166 | 46562743 3578 be
3 ENSE00000888048 12 . 46559018 46559155 148 b
Intron 3-4 12 | 1 48545228 | 46556017 = 13790 o

4 . ENSE00000738168 12 1 46545097 | 46545227 131bc
Intron 4-5 12 -1 46537739 | 46545096 @ 7353 oc
5  ENSE00000738167 12 -1 | 46537554 | 46537738 | 1851c
Intron 5-6 12 -1 4537300 | 46537553 254 bg
g | ENSE00000738166 12 -1 48537179 | 46537299 121 b
Intron 6-7 12 -1 48535852 | 46537178 | 1327 uc
7 ENSE00000738165 12 -1 46535880 | 46535851 172 bg
Intron 7-8 12 -1 | 46526859 | 46535679 8821 b

g  ENSE00000738164 12 -1 48526707 | 46526858 152 bg |
| Intron 8-9 12 -1 46526502 | 46526706 205 b

g | ENSE00000738163 12 -1 146526385 | 46526501 17 b

' Intron 9-10 12 1 46525056 | 46526384 | 1320 b |

10 | ENSEO0000B8B047 12 1| 46521589 | 46525055 | 3467 oo |

1. Ensembl Transcript 1D 2: Kromozom numarast; 3: Klonladig: vektsrdeki -

nikleotid sira numaras:,




Ek 4 VDR Geni Kromozomal Yerlegimi
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Ek 5 VDR Amino Asit Sekansi:

KREMILKRKEEEALKDSLRPKLSEEQQRIIAILLDAHHKTYDPTYSDFCQFRPPVRVN
DGGGSHPSRPNSRHTPSFSGDSSSSCSDHCITSSDMMDSSSFSNLDLSEEDSDDPSVT
LELSQLSMLPHLADLVSYSIQKVIGFAKMIPGFRDLTSEDQIVLLKSSAIEVIMLRSN
ESFTMDDMSWTCGNQDYKYRVSDVTKAGHSLELIEPLIKFQVGLKKLNLEEEEHVLLM
AICIVSPDRPGVODAALIEAIQDRLSNTLOTYIRCREPPPGSHLLYAKMIQKLADLRS

LNEEHSKQYRCLSFQPECSMKLTPLVLEVFGNEIS"

32




Ek 6 VDR Geni mRNA Sekansi:

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
501
561

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1881
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301

SagaacagcLt
accrcacaga
ggcaatggeg
gatctgtyggg
aggctgcaaa
caacggggac
acgctgtgtg
gaagcgggag
caagctgecet
ctacgacccc
tggagggage
ctccotectee
Ctccaatctg
ccagctctcee
tggctttget
gctgaagtca
cgacatgtcce
agccggacac
gctgaacttg
tcatectggg
actgcagacg
gatgatccag
ctgcctctee
tggcaatgag
agggcceacger
gttcagccec
ctaaccccett
cgoorgreetg

agagatg
gagaaatgca
gcttgteccag
cacagcectccce
tcacgggcag
acccacctge
tgacagctgt
aggtggaagce
aaaagcaccet
cagcceceLcecee

tcecececagggyg
gatggaggag
tgtggttgea
gtgggaaggg a
gtgatgtagg
tgtgaggcayg
cccagetgge
gtaggtgtgc
agatcaatgce
agtgggaacg
ccctgaaaac
cccatgtctc
gaatagcata
actccatteg
tatgggggga
tttacaaggg
gcttgectert
caggaaaact

giccaccecege
azagcaccce
accagcactt
gtgtgtggag
ggcreoertcea
tscrgoatca
cacatcggca
atgatcctga
gaggagcage
accractceg
catccttecea
tg:fcagatc
catictgagtg
atgcrgeccece
aacatgatac
agigccattg
tgecaceigty

agcotggage
catzaggagg
gtscaggacg
tacatcegcet
&azgctagecg
IlCragecty
atcIcctgac
gcraggecceg
cccIctgecea
tccigeggge
aca&aagaaac
ccrccacege
tcecatetecte
cgcIragtgg
accccaccce
tagcogtggt
tgagagaccc
cceogteacce
cotoccoctteca
gccgaccteg
tgrecectecte
agagggtcetg
aagaattttce
aggecgetgt

agageggggce
graaggtgcece
gggTggagtyg
gggaagcgtce
gggaccggta
ttgagrttgg
tgactgceccce
cctagagagga
tcagzattct
tatatcgcett
tattatagtc
Saacttacat
tcragggaga
cagtgggaga
gacagaggag

cggcecggacc
tgggctccac
ccctgectga
accgagccac
ggcgaagcat
ccaaggacaa
tgatgaagga
agcggaagga
agcgcatcat
acttctgeca
ggcccaacece
actgtatcac
aagaagattc
acctggcetga
caggattcag
aggtcatcat
gcaaccaaga
tgattgagcce
agcatcgtect
ccgecgetrtgat
gccgecacce
acctgegeag
agtgcagcat
taggacagcce
gggctggegyg
cctceceectat
tttrceecgg
ccaagtgggg
tgcctaagrg
agggacagag
ggtctceecte
cttcagtgcec
gaggtgggte
aaggaggaaa
&agctcacag
cggatccatg
tcctecceect
ggatcaccga
gagaagcagt
agaccccecage
tcaccacagg
agtctcgggt
ttcttartct
atacaacttc
tgtcegteta
cagaaaggcyg
aatcggccgce
aactcctgga
atcagactte
tcaggtggaa
aatcttaaat
taatatacag
tgtgaaactt
gacccttgee
aaaacacttg
ggcgtgactc

agaagocLee
ttacctgcce
ccctggagac
tggcrttcac

gaagcggaag 3o

ccgacgccac
gttcattctg
ggaggaggece
tgccatactg
gttcococggect
cagacacact
Ttcttcagac
agatgacccee
ccrggteagt
agacctcacce
gttgcgctcee
ctacaagtac
Ccctcatcaag

ctcatggcc
tgaggccecatc
gcceeccggge
cctcaatgag
caagctaacg

O
} )
2]
O
g1
T 0
u
(o]
9]
0

[T IR YO N
a0 0
[ S
[TOIN¢
(9] T
[ai
[t9]
)
0
s

acctgcac
tcetgectta
caccaacatc
tLcttceccat
aacagacaaa
ttcctegecece
tagcaggact
gccagtgect
gagtagcega
gagccgcecatce
ggctgagtce
gctaagagct
ggctagtcag
cactccacca
aagtgcatge
ctcecaaggeg
ttcttecgagg
attccecctgag
agctgtgtcece
acactgcaag
aaacatctga
ttattcagata
ggtagcaggt
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PROJE OZET BILGI FORMU

Proje Kodu: SBAG-2571

iProje Bash@i: Psoriazis ve VitaminD Reseptor Gen Polimorfizmlerinin Aralarindaki Muhtemel diiykilerin )
Arastiniimasi
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Oz (en ¢ok 70 kelime):

Psoriazis, epidermal proliferasyonda artma ve diferansivasyonda bozulma ile karakterize bir hastahiktir,
Vitamin D’pin hem topikal, hem de oral kullanimlannm psoriazis tedavisinde kullamlmaktadir. Ancak ban
hastalar vitamin D tedavisine direnclidir. Bu ¢aligmada yiiz iki psorazis olgusu ve 102 kontrolde Apa I, Bsm I,
Fok I ve Tag I polimorfizmleri arastiridi. VDR polimorfizmi ile vitamin D tedavisine yamit arasinda bir iliski
saptanmadi. Ancak, Aa ve bb genotiplerinin erken baglama yawm ile iliskili oldufiu, FfBbAa haplotipinin
psoriazis hastalarinda saghkh birevlere gbre daha yiiksek siklikta oldufu bulundu.

8 Anahtar Kelimeler:
Psoriazis, Vitamin D, VDR, Polimorfizm, Gen, PCR, SNP, RFLP.

Projeden Kaynaklanan Yaynlar:
Ibrahim Agikbag, Berna $anh Erdogan, $eniz Ergin, Hiiseyin Bagci. Psoriasis ile Vitamin D

Reseptor Geninin Fok | Polimorfizmi Arasindaki iliski. VIIl. Ulusal Tibbi Biyoloji Kongresi, 14-17
Ekim 2003, Adana. (Poster)
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