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OZET

Serkan Tiireli, Psoriasis, Kutanoz Lupus Eritematozus ve Liken Skleroz
Histopatolojilerinde Kannabinoid 1 Reseptorii (CB1) ve N-
Arachidonoylethanolamine (AEA)’nin Yapim ve Yikim Enzimlerinin Varhgimin
Arastirllmasi, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Tipta Uzmanhk Tezi, Ankara, 2023. Enzimleri, ligandlar1 ve reseptorleri ile birgok
gorevi olan endokannabinoid sistemine ait ilk kesfedilen reseptér CBlr, en ¢ok
caligilan ligand ise N- arakidonoiletanolamin (AEA)’dir. N-acil-fosfatidiletanolamin-
hidrolize fosfolipaz D (PLD) AEA’nin yapiminda, yag asidi amid hidrolaz (FAAH)
ise yikiminda gorev alan enzimlerden birisidir. Endokannabinoid sistemi deride
inflamatuvar siirecleri yonetir; epidermiste keratinosit farklanmasini, apoptozunu,
proliferasyonunu diizenler. Bu gorevlerinden dolayr hiperkeratoz ile giden
inflamatuvar deri hastaliklarinda potansiyel bir hedef oldugu disiiniilerek
calismamizda; psoriasis, kutanoz lupus eritematozus (KLE) ve liken sklerozda (LS)
endokannabinoid sisteminin etkisinin arastirilmas: ve endokannabinoid sistemi
reseptorii CB1 ve ligandi AEA’nin yapim ve yikim enzimleri olan fosfolipaz D ve
FAAH’1n saglikli deri ile karsilastirilmas: amaglandi. Prospektif, basit randomize,
kontrol grubu igeren gozlemsel bir ¢alisma gergeklestirildi. CB1r, FAAH ve PLD
reaktiviteleri ve epidermisteki lokalizasyonlar1 Iimmiinhistokimyasal olarak
incelenerek kontrol grubu ile karsilastirildi. inflamasyon belirteci olarak TNF-a
diizeyleri ELISA ile 6l¢iildii. Hastalik gruplarindaki CB1r, FAAH ve PLD dagiliminin
ve immiin reaktivitesinin kontrol grubuna gore farklilik gosterdigi saptandi. Bu
caligma ile psoriasisin tipik bulgusu olan rete kenarlarinin uzamasinda CBIr’nin
kaybinin etkisi oldugu ve KLE ile LS patofizyolojilerinde endokannabinoid sistemi

bozuklugu oldugu ilk defa gosterildi.

Anahtar Kelimeler: Endokannabinoid Sistemi, Psoriasis, Kutanéz Lupus

Eritematozus, Liken Skleroz, Hiperkeratoz

Destekleyen Kurum: Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinasyon Birimi, Hizh Destek Arastirma Projesi (THD-2022-19666)
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ABSTRACT

Tureli S, Investigation of the Presence of Cannabinoid 1 Receptor (CB1) and
Synthesis and Degradation Enzymes of N-Arachidonoylethanolamine (AEA) in
Histopathologies of Psoriasis, Cutaneous Lupus Erythematosus and Lichen
Sclerosis, Hacettepe University Faculty of Medicine Department of Histology and
Embryology Residency Thesis, Ankara, 2023. The endocannabinoid system, has
many functions with its enzymes, ligands and receptors. It’s first discovered receptor
is CB1r and the most researched ligand is N-arachidonoylethanolamine (AEA). One
of the enzymes involved in the synthesis of AEA is N-acyl-phosphatidylethanolamine-
hydrolyzed phospholipase D (PLD), and fatty acid amide hydrolase (FAAH) is one of
the enzymes involved in its degradation. The endocannabinoid system regulates the
inflammatory processes in the skin and the differentiation, apoptosis and proliferation
of keratinocytes in the epidermis. Because of these functions this system is a potential
target in inflammatory skin diseases with hyperkeratosis. So we aimed to investigate
the effect of the endocannabinoid system in psoriasis, cutaneous lupus erythematosus
(CLE) and lichen sclerosis (LS) and compare the synthesis and degradation enzymes
of AEA, phospholipase D and FAAH, and CB1r with healthy skin. A prospective,
simple randomized, observational study with control group was made. CB1r, FAAH
and PLD reactivity and localization in the epidermis were analyzed
immunohistochemically and compared with the control group. TNF-a levels as an
inflammation marker were measured by ELISA. Immunoreactivity and distribution of
CB1r, FAAH ve PLD were different in disease and control groups. In this study, for
the first time it is shown that that the loss of CB1r has an effect on the elongation of
the rete ridges, which is a typical finding of psoriasis, and in the pathophysiology of

CLE and LS, endocannabinoid system defect is present.

Key words: Endocannabinoid System, Psoriasis, Cutaneous Lupus

Erythematosus, Lichen Sclerosis, Hyperkeratosis

Financial Support: Hacettepe University Scientific Research Projects
Coordination Unit, Research Fund (THD-2022-19666)



vii

_ ICINDEKILER
IO KAPAK . ..ottt ettt ettt s et ettt r et s et et en et iii
TESEKKUR .....ooviviviviiieieeseeetetetet ettt sttt sttt sttt sttt n s WY
OZET .o v
AB ST RA CT .. e e e e e e anree e vi
ICINDEKILER ....covoviieiicteeeeeecte ettt es st es sttt en st san e, vii
SIMGELER VE KISALTMALAR ......ccosiiiitseeete ettt IX
SEKILLER DIZINT....cocoiiiiiccceee ettt X
TABLOLAR DIZINI ....oooiiiiiiieiecceeeeeeeeeeeee ettt Xii
Lo GIRIS oottt 1
2. GENEL BILGILER ....cocttiiiiiiiiiniinsieee st 4
2.1, DEri HIStOIOJIST ... 4
2.1.1. Derinin TabaKalar ...........ccccveiiireiiiie e 5
2.1.2 Epidermal Deri EKIEr........ccoviiiiiiiee e 12
2.2 Deri EMBITYOIOJIST ...vvvieiiiieieisieie e 14
N R = o1 1= 1 1RSSR 14
2.2.2. DBIMIS....i ittt et e bbb 15
2.3 Endokannabinoid SIStEMI........cccuiiiiiiiiiieie e 16
2.3.1. Endokannabinoid SIStEMI ..........cccveieieiiiiiiiisiee e 16
2.3.2. Deri Endokannabinoid SIStEMI ........cccccveiierieeienieie e 18
2.3.3. ANANAAMIUE ...ccvee et ee s e sreeeeaneenneas 20
2.3.4. Anandamide’in Yapim ve YIKIMI.....oooooiiiiiiienicieeeceee e 22
38 5 BT 1 14 P SR 24
2.4, 1 PSOTIASIS 1vvveuvveeisriresitieesiiiessiteesseaesbeeessteeessbeesssbeesssbeesssseessssesssseesseesansneeas 24
2.4.2 LIKEN SKIBIOZ......ocuveiieieiie it 25
2.4.3 Kutandz Lupus Eritematozus...........cccviiiiiiiiiiniiciisseeescsee s 26
3. GEREC Ve YONTEM .....cooooiiiiiieieieieeeeteeeteee ettt 29
3.1. Dokularin Elde EdIIMESi: .....ccccvieiiiiiiiiie e 30
3.2. Gerekli Soliisyonlarin Hazirlanmast...........ccoooviiiiiieiiii e 31
3.3. Dokularin Hazirlanmasi: ..........cccceeeiiiiiiiiiiiiice e sinan e 32
3.4. Dokularda immiin histokimya Uygulamasi...........ccoceverencienineniinieieeen, 33

3.5. Imagej Goriintli Analiz Programi ile immiin reaktivitenin Oldugu Alan
Oraninin BulUNMaST .....ccoiiviiieiiiiic i e e 34

3.6. Immiin reaktivitenin Degerlendirilmesi .............ccoeevcverrirererereieereseeeeenenane 37



viii

3.7. TNF-o Miktarnin OIGHIMES .......coeveveveereeieisieeecceeeesee ettt e, 37
3.7.1 Formalin ile Fikse Edilip Parafine Gomiilmiis Dokulardan Homojenat
HaZITIANMAST ..ot 37
372 ELISA oot 38
3.7.3 Dokudaki TNF-o Konsantrasyonunun Hesaplanmast ............ccccceevivenen. 38

3.8. Istatistiksel DeZerlendirme.........cccceveveveveveieieeeiee et 41

4. BULGULAR. ..o 42

4.1 Demografik BulgUIAr............ccooviiii e 42

4.2 Immiinhistokimyasal BUIQUIAK ..............c.ccceeiieecceeeeeeeceee e, 42
4.2.1 CBI1 Reseptor immiin hiStOKIMYast ........cocvvevriiierieninisienecesee e 42
4.2.2 FAAH Enzimi immiin hiStoKimyast ..........ccoovrieieieninenenenescseseeeee 53
4.2.3 PLD Enzimi immiin hiStoOKImMyasi.........ccccurivrierinrieienenesese s 61

4.3. TNF-0 KONSANITASYONU ....vviiivieiiiieiie sttt 69

4.4 Orneklerde Hiperkeratoz Degerlendirilmesi ...........ocevvvecverirersicrsssereisnennnn, 69

5. TARTISMA .. oot 70
6. SONUCLAR VE ONERILER .......ccceosiiiteteeeteeeee ettt 77

7. KAYNAKLAR L 79



SIMGELER VE KISALTMALAR

2-AG : 2- arakidonoilgliserol

AA : Arasidonik asit

AEA : N- arakidonoiletanolamin, Anandamide
CB : Kannabinoid reseptorii

CB1 : Kannabinoid 1 reseptorii

CB2 : Kannabinoid 2 reseptorii

DC : Dendritik hiicre

DOPA : 3,4- dihidroksifenilalanin

eCB : Endokannabinoidler

ECS : Endokannabinoid sistemi

FAAH-1 : Yag asidi amid hidrolaz 1

GPCR : G proteini kenetli reseptor

HaCaT : Insan keratinosit hiicre hatt1

HLA : Insan 16kosit antijeni

hNAPE-PLD : Insan N-asil-fosfatidiletanolamin-hidrolize fosfolipaz D
KAP : Keratin associated protein

KLE : Kutan6z Lupus Eritematozus

LEKTI : Lenfoepitelyal Kazal-tipi inhibitor

LS : Liken Skleroz

MITF : Mikroftalmi transkripsiyon faktorii
MSH : Melanosit uyarict hormon

NAPE : N-acil fosfatidiletanolamin

NArPE : N-arakadonoil fosfatidiletanolamin
NETs : Notrofil ekstraseliiler tuzaklar

PIK3 : Fosfoinositid-3 Kinaz

PMD : Post-mitotik farklanan

PPAR : Peroksizom proliferator ile aktive edilen reseptorler
TEM : Gegirimli elektron mikroskobu

Treg : Regiilatuvar T lenfosit

TRP : Potansiyel katyon kanallar ailesi




SEKILLER DiZiNi
Sekil 1.1, CaliSMA NIPOTEZI.uuueiiiciiiieiiiie et e e e s aree e s s abee e s saneeas 2
Sekil 2.1. Epidermisin tabakalar. .........cooocuieii e e 5
Sekil 2.2. Endocannabinoid sistemi sematik gosterimi.......cccoecveiiivceiiinien e, 17
Sekil 2.3. Deride bulunan endokannabinoid reseptorleri ve etkileri. .........cccccvveeveiveeennnen. 19
Sekil 2.4. Anandamide yapim YOIlaKIari .........ooouveiiioiii e 22
Sekil 2.5. Anandamide yiIkim yolaklari .........coooieiiiiiiii 23
Sekil 2.6. Psoriasisin immuUNn PAtOZENEZI. .....cccccveeeiiiiiiei et 24
Sekil 2.7. Isik mikroskobisinde Liken Skleroz bulgulari .......c.cccceeiiviiiiiinciii e, 26
Sekil 2.8. Kutan6z lupus Eritematozus’in immUnopatogeNnezi.......ceceeeeveriereiicieeeeeeiee e, 27
Sekil 3.1. Calismanin gereg ve yONtemMIeri SEMASI. ....eececcvieeeicciee e e 29
Sekil 3.2. Image) OrUNUMIUL ....uuiiiieiiee e ree e e e sbee e e e sbee e s esnbee e e snreeas 35
Sekil 3.3. Fotografin renklere ayrilmasi ve kahverengi resmin segimi........ccccccoveeeeccvieeeenneen. 35
Sekil 3.4. Fotografin dis bolgesinin silinmMesi. .....cooccieiiiiiiiii e, 36
Sekil 3.5. Threshold KUIANIMIL .....coiiiiiiiee e e ree e e aaeeas 36
Sekil 3.6. Immiinhistokimyasal isaretleme siddeti skorlamasi...........ccccevvveeivevcciseeeeerennen. 37
Sekil 4.1. Kontrol grubu 6rneklerinde epidermisin tabakalarinda sitoplazmik ve niikleer CB1r
IMMUN FEAKLIVITESI. 1eeiieiiiieieciiee e e e e e et e e e e esabae e e ssabaeeeesasaeaeeas 43
Sekil 4.2. Kontrol grubu CB1r immiin reaktivitesi......covereernieriieeiieieenienieseeeeeeseeesiee s 43
Sekil 4.3. Psoriasis grubu orneklerinde epidermisin tabakalarinda sitoplazmik ve niikleer CB1r
IMMUN FEAKLIVITESI. 1evivrieetieiiie sttt et e e s e e e s e e st e e ebe e e ssbeeeteeesnseesaseeennnes 45
Sekil 4.4. Psoriasis grubu CB1r immuUn reaktivitesi. ....ccecceeeeieciee e, 46
Sekil 4.5. Psoriasis grubu CB1r immuin reaktivitesi. ....cccoecveeiieciee e, 47
Sekil 4.6. KLE grubu 6rneklerinde epidermisin tabakalarinda sitoplazmik ve nikleer CB1r
IMMUN FEAKEIVITESI. 1eeevtieeieieiie ettt et e st e st e sabe e sbee s sabeesabeeesanes 48
Sekil 4.7. KLE grubu CB1r immUn reaktivitesi ......ccoecieeiiicieii e, 49
Sekil 4.8. KLE grubu CB1r immiin reaktivitesi......ocurereeerireesenineenineeeeneseeseesreeeesne s 49
Sekil 4.9. LS grubu o6rneklerinde epidermisin tabakalarinda sitoplazmik ve nikleer CB1r
IMMUN FEAKEIVITEST 1vvviviieeiee ettt e e e st e e s ae e st e e beeesabeesreeesnteeenseeennes 50
Sekil 4.10. LS grubu CB1r immuUnN reaKtiViteSi ......cceccuieeeeciiie et 51
Sekil 4.11. Epidermiste CB1r immdiin reaktivite gbsteren alan ylzdeleri.........ccccocvevrveennnnnn. 51
Sekil 4.12. Epidermiste CB1r immiin reaktivite siddeti grafigi........cocceeeeieiiiiceiieicieeeeen. 52
Sekil 4.13. Kontrol grubu 6rneklerinde epidermisin tabakalarinda sitoplazmik ve nikleer
FAAH iMMUN rEAKEIVITEST ..vveevieeiiieeciee i ses ettt stee e ae e st e e bee e sae e eeeeesaeeesbeeesnes 53
Sekil 4.14. Kontrol grubu FAAH immUn reaktivitesi.......ccccceeieeeciiiieeeee e, 54
Sekil 4.15. Psoriasis grubu o6rneklerinde epidermisin tabakalarinda sitoplazmik ve niikleer
FAAH iMmMUN reaktiVITESI. «oovcvrieiieiiiee ettt e e s saee e e s sabae e e ssanaeeeeas 55
Sekil 4.16. Psoriasis grubu FAAH immin reaktivitesi.......ccccceeecveeiiccieeicciee e, 55
Sekil 4.17. KLE grubu 6rneklerinde epidermisin tabakalarinda sitoplazmik ve niikleer FAAH
IMMUN FEAKLIVITESI. 1eeiiiiiiiiiiiiee ettt e st e e s sae e e e ssabee e e ssabbeeesaabeeaeeas 56
Sekil 4.18. KLE grubu FAAH immuUn reaktivitesi.......ccceeiecieeiieiee e 57
Sekil 4.19. KLE grubu FAAH immiin reaktivitesi. .....coccevvreerenereenineeeeniseeneesreeesnesieens 57

Sekil 4.20. LS grubu orneklerinde epidermisin tabakalarinda sitoplazmik ve niikleer FAAH
IMMUN FEAKEIVITESI. 1evevreieiiiiiiteie ettt e st e e sba e e sabe e sbae s sabeesabaeesanes 58



Xi

Sekil 4.21. LS grubu FAAH immUn reaktivitesi. ......occveriiicieri e 59
Sekil 4.22. Epidermiste FAAH enzimi immin reaktivite gosteren alan yuzdeleri. ................. 60
Sekil 4.23. Epidermiste FAAH enzimi immd{in reaktivite siddeti grafigi.........ccccoeeeevvcrveeennneen. 60
Sekil 4.24. Kontrol grubu 6rneklerinde epidermisin tabakalarinda sitoplazmik ve niikleer PLD
IMMUN FEAKEIVITEST .vviivvieiiee ittt st e et e e st e sbe e e sabeesbaeesateesnbeeesans 61
Sekil 4.25. Kontrol grubu PLD immuUn reaktivitesi. .....cceeceereiiiieeiiiee e, 62
Sekil 4.26. Psoriasis grubu o6rneklerinde epidermisin tabakalarinda sitoplazmik ve niikleer PLD
IMMUN FEAKEIVITESI. 1evivrieiiieiiieesiee ettt e et e e st e e s e e e sabe e sbaeesateesareeesanes 63
Sekil 4.27. Psoriasis grubu PLD immuUn reaktivitesi. ......occveviiecieei i, 63
Sekil 4.28. KLE grubu 6rneklerinde epidermisin tabakalarinda sitoplazmik ve nikleer PLD
IMMUN FEAKEIVITEST .vviivvieiiee ittt st e et e e st e sbe e e sabeesbaeesateesnbeeesans 64
Sekil 4.29. KLE grubu PLD immuUnN reaktivitesi.....cccecveriiriieriiriiee e 65
Sekil 4.30. KLE grubu PLD immuUn reaKtiVitesi.......ccccueiieiiieeeceiie e cciee ettt et 65
Sekil 4.31. LS grubu oOrneklerinde epidermisin tabakalarinda sitoplazmik ve niikleer PLD
IMMUN FEAKLIVITESI. 1eeiiiiiiieieciiee e e e e e et e e e e ssataeeessatbeeeesnsaeaeeas 66
Sekil 4.32. LS grubu PLD immUn reaktiVitesi. .....cccceccieeieciiee et 67
Sekil 4.33. Epidermiste PLD enzimi immdiin reaktivite gdsteren alan yizdeleri..................... 67
Sekil 4.34. Epidermiste PLD immin reaktivite siddeti grafigi. ........ccocceeeeiiieieciiee e, 68
Sekil 4.35. Orneklerin TNF-aL KONSANTrasyOonIari. .......ccvceviveevereeeieieeeeeeeeeeeee e 69

Sekil 6.1. Tez calismasi kapsaminda sorulan arastirma sorularinin yanitlari ve ulasilan
SONUGIAT ..ttt ettt e teste st e st e st ettt e s teb e s et easabe st sbensseaneasestesbeserseasateate et steneennan 77



Xii

TABLOLAR DiZiNi
Tablo 2.1. Endokannabinoid sistemi sematik gOSterimi .......ccovcveeeiiciiieiincieee e 18
Tablo 2.2. Liken Sklerozda histolojik olarak goriinen patolojiler. .........cccoecvveeieiiieeicciieeens 26

Tablo 3.1. Kullanilan primer antikorlar. ... 33



1. GIRIS

Endokannabinoid sistemi viicudun neredeyse tamaminda kendisine ait
reseptorleri bulunan ve birgok gorevi olan bir sistemdir. Bu gorevleri kendisine ait
reseptorler, ligandlar ve bu ligandlari tireten ve yikan enzimleri ile yapmaktadir (1).
Endokannabinoid sisteminin derideki gorevleri ise keratinositlerin farklanmasi,
apoptozu ve boliinmesi, derideki inflamatuvar siireglerin yonetilmesidir (2-4). Bu
gorevleri derideki kan damarlari, immiin sistem hiicreleri, sinir sonlanmalar1 ve
keratinositlerde ortak olan bulunan Kannabinoid 1/2 (CB1/2) reseptorleri ile
yapmaktadir (2). Bu sistemin en ¢ok ¢alisilmis ve yukarida bahsedilen gorevlerde en
fazla yer alan ligandlarni ise N- arakidonoiletanolamin (AEA) ve 2-
arakidonoilgliserol (2-AG)dur (3). AEA’nin yapim enzimlerinden birisi N-asil-
fosfatidiletanolamin-hidrolize fosfolipaz D (PLD) yikim enzimlerinden en 6nemlisi
ise Yag asidi amid hidrolaz (FAAH)’dir (5). Epidermisteki etkileri apoptozu
arttirmak ve proliferasyonu azaltmaktir. AEA’nin ise keratinosit farklanmasinda asil
ligand oldugu bilinmektedir (6). Inflamatuvar etkileri, hiicre boliinmesi ve hiicre
farklanmasini diizenledigi igin endokannabinoid sistemi inflamatuvar deri hastaliklari
icin potansiyel bir hedeftir.

Psoriasis oldukea sik goriilen patogenezi klinik olarak hiperkeratotik plaklarla
ortaya ¢ikan inflamatuvar kronik bir deri hastaligidir (7). Inflamatuvar infiltrasyonlar,
epidermal hiperplazi, diizenlenimi bozulmus keratinosit farklanmasi ve damarlanma
arti1 ile karakterizedir (3). Bunun yaninda, sebep olan molekiiler mekanizmalarin
tamam1 ve patogenezi hala belli degildir (8). Endokannabinoid sistemine ait CB1
reseptoriiniin deride azaldigi (9) ve topikal olarak uygulanan kannabinoidlerin
semptomlar1 azalttigi (10) gosterilmis olmasma karsin CBI1 reseptor ligandlarinin
yapim ve yikim enzimlerine ait ¢aliyma bulunmamaktadir. Kullanilan tedaviler ise
semptomlar baskilanabilse de ilag kullanimi birakildiktan sonra semptomlar geri
donmektedir. Bilinen kesin bir tedavisi ise yoktur (8).

Kutanéz lupus eritematozus (KLE) dermal o6dem, hiperkeratoz ve
inflamatuar infiltratlarla kendisini gosteren bir hastaliktir. Etiyolojisi ve bu
semptomlara sebep olan molekiiller mekanizmalar1 halen bilinmemektedir (11).
Kullanilan ilaglarin ¢ok azinin etkinligi randomize kontrollii ¢alismalardan gelen

kanitlarla desteklenmektedir (12). Alternatif tedaviler hala aranmaktadir (11).



Liken skleroz (LS) inflamatuar, hiperkeratoz gosteren kronik bir hastaliktir
(13). Nedeni tam olarak bilinmeyen, etyolojisinde genetik, ¢evresel, hormonal ve
otoimmiin faktorlerin rol oynadigi kabul edilen bir hastaliktir (14). Hastalik su anda
tedavi edilebilir degil, kontrol edilebilir bir hastaliktir (14, 15).

Calismamizda yukarida anlatilan hiperkeratinizasyon ile klinik veren
otoinflamatuvar hastaliklar olan psoriasis, kutanéz lupus eritematozus ve liken
skleroz’un endokannabinoid sistemine ait olan CBI1 reseptér miktarlar1 ile bir
endocannabinoid olan N- arakidonoiletanolamin’in yapim ve yikim enzimleri PLD ve
FAAH saglikli deri ile karsilagtirildi. Normal deriyle olan farkliliklar1 gosterilerek
etiyolojisi bilinmeyen ve kesin tedavisi olmayan bu ii¢ hastalikta yeni tedavi
seceneklerine yol acilabilecek zemin hazirlandi.

Calismanin hipotezi;

“Hiperkeratozla ilerleyen, otoinflamatuvar hastaliklardan psoriasis, kutanoz
lupus eritematozus ve liken sklerozda epidermiste kannabinoid 1 (CB1) reseptorii ve
ligandi N- arakidonoiletanolamin (AEA)’nin yapim enzimi fosfolipaz D azalmus,

yikim enzimi olan FAAH artmistir.”
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Sekil 1.1. Calisma hipotezi. (Biorender uygulamasi kullanilarak ¢izilmistir.)

Bu projenin amaci; psdriasis, kutanoz lupus eritematozus ve liken sklerozda
endokannabinoid sisteminin etkisini arastirmak ve endokannabinoid sistemi reseptorii
CB1 ve ligandi AEA’nin yapim ve yikim enzimleri olan fosfolipaz D ve FAAH’1

saglikli deri ile karsilastirmaktir.



Arastirmanin hedefleri;
Hiperkeratoz goriilen otoinflamatuvar hastaliklara ait olan biyopsi
dokularinda;
" CB1 reseptorlerinin seviyesinin ve epidermiste hangi
tabakalarda bulundugunun belirlenmesi ve saglikli deri ile karsilagtirilmasi
. Anandamide miktarim indirekt olarak belirlemek i¢in yapim
enzimi fosfolipaz D ve yikim enzimi FAAH enzim seviyelerinin ve
epidermiste hangi tabakalarda bulundugunun belirlenmesi ve saglikli deri ile
karsilastirilmasi
. TNF-a diizeyleri Olciilerek inflamasyon diizeylerinin
degerlendirilmesi ve saglikli deri ile karsilastirilmast
Bu hedeflere ulagsmak icin gere¢ ve yontem boliimiinde detaylar1 verilen is

paketleri diizenlendi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Deri Histolojisi

Deri, viicudu distan saran, viicuttaki en biiylik organdir (16). Disardan gelen
hasarlara kars1 koruyucu olmasinin yani sira, enfeksiyonlara karsi, tiimorlere karsi
immiin yanitta, otoinflamatuvar olaylarda ve alerji gibi birgok inflamatuvar olayda
gorevlidir (17). Derinin tabakalari; epidermis, dermis ve subkutan yag dokusu olan
hipodermistir (18).

Epidermis: Keratinize ¢ok katli yassi epitelden olusur. Devamli ¢ogalir(19).
Ektoderm kokenlidir (16). Dermis: Siki bag dokusundan olusur(19). Viicudun
cogunlugunda mezoderm kokenlidir (16). Derinin epidermis kismindan olusan yapilari
ise; kil follikiilleri, ter bezleri, yag bezleri, tirnaklar ve meme bezleridir (16, 20).

Deri ve deriden koken alan yapilar birgok hiicre tipini igerir. Bu hiicrelerin
farklilig1 derinin bariyer, immiinolojik bilgilendirme, homeostaz, duyusal algi,
endokrin salgi, ekzokrin salgi (16, 18) gibi bircok gorevi yerine getirmesini
saglamaktadir.

Deri, bulundugu yere ve kalinligina gore kalin deri ve ince deri olarak ikiye
ayrilir (21). Kil follikiilii bulundurmayan deri kalin deri, digerleri ise ince deri olarak

isimlendirilir. Kalin deri avug i¢i ve ayak tabaninda bulunur (16).



2.1.1. Derinin Tabakalari
Epidermis

Epidermis, derinin en dis tabakasidir (22). Bes tabakada incelenen, keratinize
cok katli yassi epitelden olusur (21). En ¢ok bulunan hiicre olan keratinositler
birbirlerine sikica baglidir, bu da bu tabakada bulunan hiicrelerin hareket etmesini
engellemektedir. Bu sebeple hem stromal hem kemik iligi kokenli hiicreler genellikle
belli bir pozisyonda sabittir (17). Derinin tabakalari en alttan yukariya dogru asagidaki
sekilde siralanir (16).

J Stratum bazale;

o Stratum spinozum;

o Stratum graniilozum;
o Stratum lucidum;

o Stratum korneum;

Stratum Korneum —

Il

Stratum Granilozum —]
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[

Stratum Bazale —
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Sekil 2.1. Epidermisin tabakalari. (Biorender uygulamasi kullanilarak
¢izilmistir.)

Stratum bazale; mitotik aktif hiicrelerden olusur. Stratum germinativum olarak

da isimlendirilir. Stratum bazaleyi olusturan hiicreler, bazal laminaya temas eden, en



alttaki hiicrelerdir. Keratinositleri olusturan kok hiicreleri igerir (22). Kiibik veya algak
prizmatik hiicrelerden olusur. Ustiindeki hiicrelere gore daha biiyiik ¢ekirdekleri
vardir, sitoplazmalar1 daha azdir (21).

Stratum spinozum; mikroskobik olarak hiicrelerden ince ¢ikintilarin gériindiigi
hiicrelerden olusur, bes - alti hiicre tabakasi kalinligindadir (22). Bu tabakadaki
keratinositler bazal tabakadan daha biiyiiktiir (16). Bu bolgedeki hiicreler birgok
sitoplazmik uzanti igerir, tabaka ismini buradan alir. Bu uzantilar birbirlerine
desmozomlar ile baghdir (21). Desmozomlar 1sik mikroskobunda Bizzozero’nun
nodlart olarak isimlendirilen kalinlasmalar olarak goriiliir. Bu tabakadaki hiicreler
sekillerinden kaynakli “diken hiicresi” olarak da isimlendirilir (16).

Stratum graniilozum; ¢ok sayida graniiller igeren hiicrelerden olusur. Hiicreler
keratohyalin graniilleri icerir. Bir — bes hiicre kalinhigindadir (21). igerisindeki
graniiller korneum tabakasindaki keratin filamentlerini birbirine baglayan filaggrin
proteinini igerir (16). Diger keratinositlere gore daha bazofilik boyanirlar (21).

Stratum lucidum; sadece kalin deride goriiliir (1). Isik mikroskobunda zayif
boyanir. Eozinofilik hiicreler i¢erir. Nadiren hiicre ¢ekirdegi gortiliir (21).

Stratum korneum; biiyiik miktarda keratin filamentleri igeren hiicre ¢ekirdegini
kaybetmis yass1 keratinize hiicrelerden olusur (16). Cekirdegin yaninda organellerini
de kaybederler (21). Bu tabakanin derinlerdeki kismi hiicre disinda lipidlerin birikmesi
ile epidermisin su bariyerini olusturur (16).

Epitel hiicrelerinin tabakalar arasi farklanmasi 6zellesmis bir tiir apoptozdur.
Epidermis hiicrelerinin terminal farklanmasi bazal tabakadaki hiicrelerin boliinmesi ile
baglar. Stratum graniilozumdaki hiicreler tipik apopitotik ¢ekirdek morfolojisi gosterir.
Ancak hiicresel fragmantasyon gerceklesmez, onun yerine hiicrenin ic¢i keratin
filamentleri ile dolar (16).

Epidermisteki Hiicreler
Keratinosit

Keratinositler epidermiste en ¢ok bulunan hiicredir (22). Stratum bazaledeki
hiicrelerden koken alirlar. ki ana gorevleri vardir: epidermisin yapisal proteini olan

keratini iiretmek ve epidermal su bariyerinin yapisina katilmak (16). inflamasyona



insan 16kosit antijeni (HLA) II reseptorleri ve sitokin salgilamalari ile katilabilirler
(17).

Bazal tabakada bulunan keratinositler bir¢ok sayida ribozom, Keratin
filamentleri, kii¢iik golgi aparati, mitokondriyonlar ve graniillii endoplazmik retikulum
icerir (23). I¢inde bulunan ribozomlardan kaynakli sitoplazmasi bazofiliktir. Bu
ribozomlar ¢ogunlukla keratin filamentlerini yapmakla gérevlidir (16).

Epiteldeki keratinler ara filamanlardir, molekiiler agirlik ve isoelektrik
noktalarina gore ikiye ayrilirlar; Asidik ve diisiik molekiil agirlikli tip 1 keratinler, ve
notral tip 2 keratinler. Tip 1 keratinler K10-K20 arasinda, Tip 2 keratinler ise K1-K9
arasinda tekrar ayrilir (5).

Stratum spinozumdaki keratinositlerde ise bu filamentler kalinlasir ve 1s1k
mikroskobunda goriinebilir hale gelir. Bu filamentlere tonofibril ismi verilir (24).
Hiicre ici tonofibrillerle dolmaya basladigi i¢in sitoplazma daha eozinofilik goriiliir
(16).

Deskuamasyon  yiizeydeki  keratinositlerin  proteolitik  yikim  ile
desmozomlarim1 kaybederek dokiilmesine verilen isimdir. Insan kallekrein-iliskili
serin peptidazlar (KLKS, KLK7, KLK14 vb.) desmozomlarin pH’a bagl bir sekilde
yikilmasini saglar. Lenfoepitelyal Kazal-tipi inhibitor (LEKTI), notral pH’da insan
kallekrein-iliskili serin peptidazlar’lar ile iliskiye girer ve desmozomlarin yikilmasini
engeller. Ancak yiizeye gidildik¢e pH diiser, LEKTI, insan kallekrein-iliskili serin
peptidazlar serbest birakir ve desmozomlarin yikimi baglar (16).

Epidermis dokiilen keratinositlerin bazalden farklanan hiicrelerle siirekli olarak
yenilendigi bir dinamik denge igerisindedir. Bu dengenin devami i¢in epidermisteki
her hiicrenin var olan gorevi yapmasi i¢in belirlenmis bir siiresi vardir. Yapilan
caligmalar keratinosit dongiisiiniin yaklasik 31 giin oldugunu gostermektedir. Bunun
sonrasinda yaklasik 14 giinliik stratum korneumda bulunma siireleri vardir. Stratum
korneumdaki bir sira keratinositin tamamen dokiilmesi yaklagik 22 saat almaktadir
(16).

Keratinizasyon

Keratinizasyon, keratinositlerde meydana gelen sitoplazmik olaylar sonucu
keratinositin epidermisin tabakalar1 arasinda ilerlemesi ve korneositlere farklanmasi

ile sonuglanan olaylar dizinidir (22). Iki tip keratinosit popiilasyonu bulunmaktadir:



progenitorler ve olgunlaganlar. Olgunlasan hiicreler farklanma yoluna giderek
biyokimyasal ve morfolojik degisikliklere ugrarlar. Farklanma sonunda, sikica
paketlenmis proteinlerle dolu olii hiicreler olusur (25). Bu farklanma, Kkeratin
polipeptitlerinin formasyonunu ve tonofilamentlere polimerize olmalarini igerir. Her
tonofilamentin 20000-30000 keratin polipeptidini i¢erdigi tahmin edilmektedir (26).

Keratinosit farklanmasi stratum bazaledeki kok hiicrelerin olusturdugu yavru
hiicrelerden bazilarmin kok hiicre ve farklanmis hiicre arasi hiicreler olan transit
amplfying hiicrelere farklanmasi ile baglar. Transit amplifying hiicreler hiicre
boliinmesi gorevini birakarak farklanma yoniinde ilerlerler ve post-mitotik farklanan
(PMD) hiicrelere doniisiirler. PMD hiicreleri bazal membrandan ayrilir ve suprabazal
tabakaya dogru ilerlerler ve farklanmaya devam ederler. Bu ilerleme sirasinda
kalsiyum gradientinin artmasi gibi faktorler ile farklanma desteklenir (27).

Keratohyalin graniilleri ara filament ile iligkili proteinler igerir ve keratin
filamentlerinin olugsmasinda gorevlidir. Bu graniiller stratum spinozumun st
kisimlarinda iiretilmeye baslanir ve Stratum graniilozumun karakteristik 6zelligidir.
Filaggrin ve trichohyalin adi verilen iki ana proteini icerir. Bu graniillerin varliginin
gosterilmesi klinikte keratinositlerde apoptozun son asamalarini gostermek igin
kullanilir. Bu graniillerin sayisinin artmasi ile sitoplazmaya dagilirlar ve keratin
filamentlerini  tonofibrillere doniistliriirler. Bu islem ile graniilli hiicreler
boynuzlagsmis hiicrelere dontisiir. Bu siire icerisinde hiicreler stratum graniilozumdan
stratum korneuma gecer. Bu sekilde olusan keratine yumusak keratin ad1 verilir. Sert
keratin sacta ve tirnakta bulunur (1).

Melanosit

Melanositler noral krista kokenlidir ve stratum bazalede yerlesmektedir (22).
Gelisim sirasinda epidermal-melanin niti olustururlar. Bu tnit bir melanositin
kendisine verilen miktarda keratinosit ile iliski kurmasidir. Insanlarda bu say1 bir
melanosite yaklagik 36 keratinosit seklindedir. Viicut bolgesine gore bu sayi
degiskenlik gosterebilir (16). Melanositler HLA 11 eksprese edebilirler ve vitiligo
hastaliginda otoimmiinite i¢in bir hedeftirler (17).

Yetigkinlerde melanosite farklanma yetenegine sahip olan kok hiicreler kil
follikiillerindeki follikiiler ¢ikintida bulunmaktadir (16). Bu farklanma Pax3 geninin

ekspresyonu ile diizenlenmektedir (28). Pax3 aktivasyonu mikroftalmi transkripsiyon



faktoriic (MITF)’tiin eksprese edilmesini, bu da melanositlerin gelisimini ve
farklanmasini saglar (29). Melanositler insan yasami boyunca farklanma ve ¢ogalma
yetenegine sahiptir, ancak ¢ogalma hizi keratinositlere gore oldukga yavastir (16).

Melanositler stratum spinozumdaki keratinositlere uzattigi uzantilar ve
yuvarlak hiicre govdeleri nedeniyle dendritik hiicreler olarak da isimlendirilir.
Keratinositler ile arasinda desmozomlar bulunmamaktadir. Ancak bazal lamina
tarafinda hemidesmozomu andiran yapilari vardir (16).

Melanositler melanin adi verilen pigmentin tretimi ve Kkeratinositlere
iletiminden sorumludur. Melaninin en énemli gorevi organizmay1 noniyonize edici
ultraviyole radyasyondan korumaktir. Melanin tirozin ve 3,4- dihidroksifenilalanin
(DOPA)’dan tirozinaz enzimi ile iiretilir. Bu reaksiyon premelanozom adi verilen
lizozom-iligkili organellerde gergeklesir. Bu sentez melanosit uyarict hormon (MSH)
ile uyarilir. Bu hormon melanositlerdeki melanokortin-1 reseptoriine baglanir ve G
protein aracilig1 ile sinyal iletilir (16). Insanlarda iki farkli melanin bulunmaktadir;
eumelanin, siyah veya koyu kahverengi, ve phaeomelanin, sar1 veya turuncu renktedir
(22).

Langerhans Hiicresi

Langerhans hiicresi dendritik goriiniimde antijen sunan hiicrelerdir (22). Ortak
lenfoid progenitor hiicreden koken alirlar. Kemik iliginde farklanarak kan yolu ile
deriye geldikten sonra epidermise yerlesip immiinkompetan hiicrelere farklanirlar.
Mononiikleer fagositik sistem iiyesidirler, deriye digsardan giren antijenleri karsilarlar
ve epidermisin immiin devamliligini saglarlar. Langerhans hiicresi antijen hiicre zarina
yerlestirdikten sonra lenf diiglimiine go¢ eder ve T lenfositler ile iletisime geger.
Bircok calisma Langerhans hiicresinin epidermisteki diger hiicrelere oraninin 1/53
oldugunu gostermektedir (16).

Langerhans hiicreleri hematoksilen-eozin ile boyamada ayirt edilemezler.
Immiinhistokimyasal olarak CD1a isaretlemesi ile stratum spinozumda yer aldiklar:
goriiliir. Langerhans hiicreleri sitoplazmasinda karakteristik tenis raketi goriinlimiinde
Birbeck graniilleri bulunur (16). Keratinositlerle uzattigi dendritik uzantilarla baglidir
ve bu uzantilar tiim epidermisi kontrol etmelerini saglar (17).

Makrofajlar gibi Langerhans hiicreleri de MHC 1 ve MHC II molekiillerini

eksprese eder. Bunun yaninda IgG i¢in Fc reseptorleri bulunmaktadir. C3b kompleman
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reseptorii de eksprese etmektedir (16). Gorevleri kesin olarak bilinmese de immiin
toleransta gorevli oldugu ve T lenfositlerinin uyarilmasinda rol aldig1 bilinmektedir
(17).

Merkel Hiicresi

Merkel hiicresi stratum bazalede bulunan dendritik hiicrelerdir. Noral krista
kokenlidir (28), hem epidermal hem noral antijenler igermektedir. En ¢ok parmak ucu
gibi duyusal algilarin fazla oldugu yerlerde bulunmaktadir. Keratinositlerle
desmozomlar ile baglidir. En Kkarakteristik Ozellikleri 80 nm boyutunda yogun
merkezli norosekretuar graniillerinin varligidir. Miyelinli sinir liflerinin terminal
cikintilart ile iliskilidir. Sinir lifi bazal laminaya yaklasirken miyelinini kaybeder ve
Merkel hiicresinin tabanina dogru disk reseptdr adi verilen plaka benzeri bir yapiya
dontigiir. Bu iki yapiya birlikte Merkel korpiiskiilii ismi verilir (16) (22). Merkel
hiicresinin kutanéz immiiniteye katkis1 daha bulunmamistir (17).

Dermis

Dermis tabakasi epidermisi besler, destekler ve hipodermise baglar.
Destekleyici tip I, tip III kollagen fibriller ve elastik fibriller igeren fibroelastik bir bag
dokusudur (21). Epidermis ile dermis arasindaki baglanti 151tk mikroskobunda esit
olmayan bir sinir olarak goriiliir. Yiizeye dik olan kesitlerde dermisin epidermisin i¢ine
dogru dermal papilla ad1 verilen parmaks1 ¢ikintilar yaptigr goriiliir. Bu papillalara
epidermisten epidermal ¢ikinti veya rete kenarlar1 adi verilen ¢ikintilar eslik eder.
Mekanik stresin daha fazla oldugu yerlerde bu epidermal ¢ikintilar ¢ok daha derinlere
iner. Kalin deride dermal papillaya epidermal ¢ikintilar da eslik eder (16). Epidermal
cikintilar birbirlerine paralel olma egilimi gosterirler, dermal papillalar bu ¢ikintilarin
arasinda seyreder. Bu ¢ikintilar kisiye 6zgii epidermal girinti ve ¢ikintilarin (parmak
izi vb.) olusmasini saglar (21).

Gegirimli elektron mikroskobu (TEM) ile incelendiginde bazaldeki epidermis
hiicrelerinin irregiiler sitoplazmik ¢ikintilar yaptigi goriilmiistiir. Bu ¢ikintilar hiicrenin
ve altindaki bazal laminanin arasindaki yiizey alanini arttirmaktadir. Birgok
hemidesmozom ve fokal adezyon bu hiicreleri altindaki bazal laminaya baglar (16).

Dermis ii¢ farkli yerden koken alir. Yiiz ve boyunda dermis noral krista

kokenlidir, ekstremiteler ve gévde duvar: dermisi lateral plak mezodermi kokenlidir
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ve sirt bolgesi ise paraksiyel mezoderm kokenlidir (21). Dermis iki tabakada incelenir;
papiller tabaka ve retikiiler tabaka (16).

Papiller tabaka, yiizeye en yakin olan tabakadir, epidermisin hemen altindadir.
Gevsek bag dokusundan olusur. Bu tabakada bulunan kollagen fibriller retikiiler
tabakadaki kadar kalin degildir. En ¢ok tip | ve tip Il kollagen igerir. Ayni sekilde
elastik fibriller de retikiiler tabakaya gore daha incedir ve diizensiz dagilmaktadir.
Bazal laminayi delen veya burada sonlanan sinir sonlanmalarina sahiptir (16).

Retikiiler tabaka, dermisin derinde olan tabakasidir. Kalinligi viicudun
bolgelerine gore degisse de her zaman i¢in papiller tabakadan daha kalindir. Kalin,
diizensiz tip | kollagen fibriller ve yine kalin elastik fibriller ile karakterizedir. Bu
fibriller rastgele degil, Langer’in ¢izgileri ad1 verilen ¢izgiler seklinde yerlesmektedir.
Bu ¢izgilere paralel kesiler daha az iz birakarak iyilesir (16).

Areola, penis, skrotum ve perineumda retikiiler dermisin derin kisminda diiz
kas hiicreleri gevsek bir pleksus olusturur. Retikiiler tabakanin derinlerinde panniculus
adipozus adi verilen bir yag dokusu tabakas1 bulunmaktadir. Kalinlig1 degiskendir. Bu
tabaka ve bu tabaka ile baglantili bag dokusu hipodermisi diger adiyla subkutandz
fasyay1 olusturur (16).

Dermiste tek basina veya grup halinde kas hiicreleri olan erektor pili kaslari
goriilebilir. Bu kaslar kil follikiillerini yiizeyel dermise baglar ve killarin
diklesmesinde gorevlidir (16).

Ince bir ¢izgili kas tabakasi olan panniculus cornosus, subkutanoz fasyanin
derinlerinde bir¢ok hayvanda bulunur. Cogu yerde islevini yitirmis olsa da, boyun ve
yiizde mimik kaslarina katilirlar (16).

Dermisteki Hiicreler
Fibroblast

Yap1 proteinlerinin liretilmesinden sorumludur. Bu yap1 proteinleri dermiste
bir iskelet olusturmanin yaninda, ayn1 zamanda immiin hiicreler i¢in bir yol olarak
kullanilmaktadir. Fibroblastlar da keratinositler gibi sitokin salgilama yetenegi

bulundurmaktadir (17).
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Endotel hiicresi

Damarlarin en i¢ tabakasini olusturur. Damar igerisindeki immiin hiicrelerinin
gegisini sitokinler, ge¢irgenlik miktar1 ve kemokinler ile diizenlerler (17).

Sinir Lifleri

Deride duyu algilamasinda gorevlidirler. Yapilan calismalarda bellek T
hiicrelerinin noéronlarda iletisime geg¢ip immiinitede gorev alabildigi gdsterilmistir.
Ancak bu gorevler daha tam anlasilamamustir (17).

Makrofajlar

Deriden ayrilmayan hareket yetenegi olan ve fagositoz yapabilen hiicrelerdir.
Sitokin salgilamasi ile inflamasyonu tetikleyebilirler ancak antijen sunarak bunu
yapma ihtimalleri sayilarinin azligindan kaynakli diisiiktiir. Ayn1 zamanda oli
hiicreleri ve atiklar1 fagosite ederek dermisi temizlerler (17).

Graniilositler

Dermisteki hiicrelerin kemoatraktanlar salgilayarak c¢agirmasi ile gelirler.
Proteaz, vazoaktif peptit ve antimikrobiyal peptit icerirler. Immunitede gérevlidir ve
inflamasyon ile dermise ¢agrilirlar (17).

T Lenfositler

Deride bulunan adaptif hiicrelerin cogu T lenfositler ve onlarin alt gruplaridir.
Deride bulunan T lenfosit sayis1 kanda bulunanin yaklasik 2 katidir. CD8+ sitotoksik
T hiicreler HLA I ile sunulan antijeni tanir ve o hiicreyi 6ldiiriir. CD4+ yardimer T
hiicresi B lenfositler gibi hiicrelere yardim eder, sitokinler ve maturasyon sinyalleri ile
dendritik hiicreleri uyarir ve inflamasyonda gorev alir. Regiilatuvar T lenfosit (Treg)
hiicreleri immiin cevabi baskilar ve otoimmiiniteyi engeller (17).

2.1.2 Epidermal Deri Ekleri
Kil Follikiilii

Sag follikiilii 4 bolge olarak incelenir; infindibulum, istmus, follikiiler ¢ikinti

ve inferior segment (22)
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Sa¢ matriks hiicreleri dermal papillaya en yakin kisimda bulunur, hizla
cogalma yetenegine sahiptir. Follikiiler ¢ikintidaki kok hiicrelerden koken alirlar. Kilin
uzamasini saglarlar. Matriks hiicreleri kilin keratin iireten hiicrelerine farklanarak
internal kil kilifin1 olustururlar (16).

Kil govdesi 3 tabaka olarak incelenir; medulla, korteks ve kil govdesi kiitikiilii
(16). Medulla, gevsek bir sekilde birbirine baglanmis keratinize epitel hiicrelerinden
olusur ve sadece kalin killarda bulunur (22). Korteks, sagin %80’lik hacmini olusturur.
Icerisindeki keratin filamentlerinin hepsi keratin associated protein (KAP) ile
cevrelenmistir (16).

Sacin dokusu, elastisitesi ve rengi korteks ile belirlenir. K1l govdesinin kutikiilii
sa¢ govdesinin en dis tabakasidir. Birkag tabaka, yar1 saydam, keratinize yass1 hiicreler
icerir. Sac1 kimyasal ve fiziksel etkilerden koruyan tabakadir (16).

Internal kil kilifinin ii¢ tabakasi vardir, distan ice; Henle'nin tabakas,
Huxley’in tabakasi ve Internal kil kihifi kiitikiiliidiir (16).

Cams1 membran denilen kalin bir bazal lamina, sa¢ follikiiliinii dermisten
ayirir. Internal kok kilifi kiitikiilii, kilifin i¢ kisminda bulunan yassi hiicrelerdir.
Huxley’in tabakasi, ortada yer alir, bir veya iki katli yassilagsmis hiicre igerir. Henle’nin
tabakasi ise tek katli kiibik hiicreler iceren en dis tabakadir (16).

Yag bezleri

Yag bezleri kil follikiiliiniin dis kok kilifindan gelisir. Sebum adi verilen salgisi
holokrin salgi ile olusur. Sebum, kili ve deri yiizeyini kaplar. Yag bezlerinin bazal
laminas1 epidermis ve kil follikiilii ile devamlidir. Bazaldeki hiicrelerin mitozu
yaklagik sekiz giin siirer (16).

Ter Bezleri

Deride ekrin ter bezleri ve apokrin ter bezleri olmak iizere iki ¢esit ter bezi
bulunur. Ekrin ter bezleri, dudaklar ve dis genital organlar disinda tiim viicutta
bulunmaktadir. Apokrin ter bezleri, aksilla, areola, aniis etrafindaki deri ve dis genital
bolge ile sinirlidir (16).

Ekrin Ter Bezleri

Basit tiibliler bezlerdir ve viicudun 1s1 regiilasyonunda gorevlidir. Fetal

epidermisin dermise dogru biiyiimesi ile gelisir. Salgi yapan segment ve kanal
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segmentinden olusur. Salginin viicut yiizeyinden buharlagsmasi ile sogumay1 saglar. Bu
salgr basta ultrafitrata benzemektedir. Viicut yiizeyine salinmadan once igindeki
sodyum ve suyun emilmesi ile hipotonik bir ¢ozelti haline gelir. Bu ¢6zelti sodyum
klorid, tire, tirik asit ve amonyak i¢eren proteinden zayif bir ¢ozeltidir (16).

Apokrin Ter Bezleri

Genis liimenli tiibiiler bezlerdir ve kil follikiilleri ile iliski i¢indedir. Sekrete
edilecek olan s1vi llimende depolanir ve oradan kil follikiiniiniin oldugu bolgeden
salinir. Salgi tiiri merokrindir. Salgis1 protein, karbonhidrat, amonyak, lipid ve
sekresyona renk verebilecek organik bilesiklere sahiptir. ik salgilandiginda
kokusuzdur, ancak bakterilerin bunu islemesi ile koku olusur (16).

2.2 Deri Embriyolojisi

Deri, viicudu distan saran, viicuttaki en biiyiik organdr. iki tabakada incelenir;
epidermis ve dermis. Epidermis, yiizeyel epitel dokusudur ve yiizey ektoderminden
koken alir (30). Dermis ise epidermisin altinda, diizensiz siki bag dokusundan olusan
ve mezensimden koken alan bir dokudur. Epidermis ile dermisin etkilesimleri WNT,
FGF, TGF-B, SHH gibi birgok sinyal molekiilii ile birbirlerini indiikleme
mekanizmalarini igerir (31).

2.2.1. Epidermis

Epidermisin biiyiimesi agsama asama gerceklesir ve epidermal kalinligr arttirir.
Epidermisin primordiumu tek kath yiizey ektoderm hiicreleridir (31). Epidermisin
tabakalanmas1 p63’lin aktivasyonu ve transkripsiyonu ile gerceklesir. Ancak
farklanmanin tamamlanmasi ve tabakalanmanin durmasi igin miR-203 ile p63’iin
kapatilmas1 gerekmektedir (32, 33). Ilk tabakalanma periderm adi verilen ikinci bir
tabakanin olusmasidir. Periderm, tek katli yass1 hiicrelerden olusur ve gelisen epiteli
tek bir tabaka halinde kaplar (32, 34). Periderm, ileride keratinizasyona ugrar ve
deskuamasyon ile dokiiliir. Bu dokiilen hiicreler bazal tabakadaki hiicrelerin
boliinmesi ile yenilenir (31).

Epidermisin bazal tabakasi bdliinerek stratum spinozumu olusturur ve birlikte
stratum germinativum adimi alir (31, 33). Onbirinci haftada ara tabakalar olusur. (31)
Epidermisin farklanmasinin gostergesi olan keratohyalin graniilleri stratum

spinozumdaki hiicrelerin sitoplazmasinda goriilmeye baslar. Keratin igerigi yiiksek
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oldugu i¢in epidermisdeki hiicrelere keratinosit ad1 verilir (33). Periderm hiicrelerinin
yenilenmesi 21.haftaya kadar siirer, ardindan periderm kaybolur ve stratum korneum
ve stratum lusidum olusur (31). Bu hiicrelerde terminal farklanmanin belirtileri olan
daha yass1 goriinim, ¢ekirdek kromatininde yogunlasma ve ¢ekirdek zarinda
bozulmalar goriiliir. Icerisindeki keratin miktar1 daha da artmistir. Epidermisin
farklanmasinda farkli keratin proteinleri, spesifik evrelere gore eksprese edilmektedir.
Ornegin keratin K5, K14 ve K15 bazal tabakada iiretilirken, stratum spinozumda K1
ve K10 tretilmektedir (32, 33).

Stratum germinativumun boliinmesi ayn1 zamanda epidermisin kivrimli bir
yap1 olusturmasini saglar. Bu kivrimlar embriyo 10 haftalikken goriilmeye baslar, 19
haftalikken ise tamamen olusmuslardir (31).

Daha sonra noral krista hiicreleri gelismekte olan dermise go¢ eder ve
melanoblastlara farklanir. Ardindan bu hiicreler dermoepidermal bileskeye go¢ eder
ve melanositlere farklanir. Bu farklanma WNT molekiilleri ile kontrol edilir (31).

Birinci trimesterin sonlarinda kemik iliginden kdken alan Langerhans hiicreleri
epidermise gelir. Bu hiicreler immiin sistemde gorevli antijen sunucu hiicrelerdir. T
lenfositler ile birlikte deride hiicre aracili cevapta gorev alir. Ilk iki trimesterde sayilari
az iken son trimesterda sayilar1 birkag kat artar (33).

Merkel hiicreleri el ve ayak bolgesindeki epidermiste gériiliir. Intraembriyonik
donemin 8 ila 12. haftalar arasinda ortaya ¢ikar ve serbest sinir sonlanmalari ile
iligkilidir. Noral krista kokenlidir (33).

2.2.2. Dermis

Dermis, yiizey ektoderminin altinda bulunan mezodermden olusan
mezensimden farklanir (31). G6vdede dorsal dermis somitlerdeki dermatomdan
olusur, ventral ve lateral dermis ve ekstremitelerdeki dermis ise lateral mezodermden
gelisir. Bas ve boyun dermisi ise kranial noral krista ektoderminden olusur (33).

Ektodermin WNT sinyalizasyonu, B-katenin yolagini aktive ederek ektoderme
en yakin hiicrelerin Dermol ad1 verilen dermal isaretleyiciyi iliretmesini saglar ve o
hiicrelerin dermal hiicrelere farklanmasinda goérev alir (33, 35). Onbirinci haftada
mezensim hiicreleri fibroblastlara farklanarak kollagen ve elastik fibrilleri tiretmeye
baglarlar (31, 33). Epidermisin kivrimlar1 dermisin igerisine dogru uzadik¢a bu

kivrimlar ile etkilesen dermal papillalar olusur. Bu papillalarda kapiller damarlar
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gelisir ve epidermisin beslenmesini saglar. Ayni sekilde duyusal sinir sonlanmalari da
dermal papillalarda olusur. Afferent sinir liflerinin gelisimi dermal kivrimlarin
gelisiminde uzaysal ve zamansal olarak 6nemli bir yere sahiptir (31).

Dermisteki kan damarlarmin gelisimi mezensim hiicrelerinin endotele
farklanmasi, yani vaskiilogenez ile gerceklesir. Deri biiylirken bu damarlardan
anjiogenez ile yeni damarlar olusur. Kapiller benzeri damarlar dermiste embriyonik
hayatin 5.haftasinda goriilmeye baslanir. ilk trimesterin sonunda fetal dermisin
damarlarinin ¢gogu olusmustur (31).

Ter bezleri, yag bezleri ve meme bezleri ise epidermisin dermisin igerisine
biiyiimesi ile gelisir (30, 31).

2.3 Endokannabinoid Sistemi
2.3.1. Endokannabinoid Sistemi

Kannabinoidler, hiicrelerdeki kannabinoid reseptorleri lizerinde etkili olan
cesitli kimyasal bilesikleri kapsayan bir siniftir. Bu reseptor proteinleri igin ligandlar,
endokannabinoidleri (viicutta dogal olarak iiretilen), fitokannabinoidleri (kenevir ve
baz1 bitkilerde bulunan) ve sentetik kannabinoidleri igerir (1). Kannabinoidler ile ilgili
calismalar 1988 yilinda CB1 reseptoriiniin bulunmast ile artmistir (36). Bu arastirmalar
sonucu organizma tarafinda {retilen kannabinoidler olan endokannabinoidlerin,
kannabinoid reseptorleri ile birlikte bir¢ok psikolojik, metabolik ve immiinolojik
olaylarda gorev aldigi gosterilmistir. Calismalar Oncelikle santral sinir sistemi ve
immiin sistem iizerinde yogunlassa da periferal sistemlerdeki ¢aligmalar da artmis
durumdadir (1).

Endokannabinoid sistemi (ECS) ayn1 zamanda ekzojen olarak Cannabis sativa
bitkisi ile uyarilabilen kannabinoid reseptodrleri, endokannabinoidler (organizma
tarafindan tretilen kannabinoidler) ve bu endokannabinoidleri sentezleyen ve yikan
enzimlerden meydana gelmektedir (2, 37). GABAerjik ve Glutamaterjik sinapslarda
retrograd etkili olup inhibitor gorevi vardir. Postsinaptik ndrondan salinan
endokannabinoid ligandlar1 presinaptik néron {izerindeki kannabinoid reseptdrlerine
baglanip parakrin etki gosterebilecegi gibi, otokrin etki ile kendisini de inhibe edebilir
(36).
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Sekil 2.2. Endocannabinoid sistemi sematik gdsterimi. (36) (Biorender uygulamasi
kullanilarak ¢izilmistir.)

Endokannabinoid sisteminde etkili olan ligandlar ti¢ ayr1 grupta incelenebilir:

Ilk grup olan endokannabinoidler (eCB) kendi icerisinde ii¢ farkli grupta
incelenir; klasik ligandlar, peptid ligandlar ve ECS ile ilgili ligandlar (38). Klasik
ligandlar anandamide ve 2-AG’dir. Bu iki ligand ECS’de en ¢ok calisiimis olan
ligandlardir  (39). Peptid ligand pepcan, ECS ile ilgili ligandlar ise
Palmitoylethanolamine ve Oleoylethanolamide’tir. (38)

Ikinci ligand grubu ise bitkilerde bulunan fitokannabinoidlerdir. Klasik olan
fitokannabinoidler Cannabis sativa bitkisinde bulunan ve ECS’nin reseptorlerini
uyarabilen THC, THCV, CBD, CBN, CBG, CBGV, CBC, CBDV’dir. Non-klasik
fitokannabinoidler ise diger bitkilerde de bulunabilen ve ECS’nin reseptdrlerini
uyarabilen ligandlardir. (38)

Son ligand grubu ise bu iki gruba girmeyen ancak ECS"yi etkileyebilen diger
molekiilleri igermektedir. Bunlar N-arachidonoyl amino acids, Pregnenolon ve
Lipoxin A4’tiir. (38)

Endokannabinoidlerin kullandig1 reseptorler klasik reseptorler, iyonotropik
reseptorler, niikleer reseptorler ve non-kannabinoid hedefler olarak dort grupta
incelenebilir. (38)

Klasik reseptorler; kannabinoid reseptorii olarak isimlendirilen ki
reseptOrdiir. Hiicrelerin plazma membranlarinin yan sira endoplazma retikulumunda,

endozomlarda, lizozomlarda ve mitokondriyonlarda bulunmaktadir (40). G-protein
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bagli reseptorlerdir. CB1 reseptorleri cogunlukla merkezi sinir sisteminde bulunurken,
CB2 reseptirleri ise immiin diizenleyici ve anti-inflamatuvar etkiler ile iligkilidir (38).
Iyonotropik reseptorler; gegici reseptor potansiyel katyon kanallar: ailesinden
(transient receptor potential cation channel family, TRP) olusmaktadir. Igerisinde alt
ailelerden TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPA1, TRPMS bulunmaktadir (38).
Niikleer reseptorler; peroksizom proliferator ile aktive edilen reseptorler
(peroxisome proliferator-activated receptor, PPAR)dir (40). PPARa, PPARYy, PPARS
ECS’de gorev alan peroksizom proliferator ile aktive edilen reseptorlerdir (38).
Bunlarin yaninda ECS’ye ait olmayan ancak endokannabinoid sistemine ait
ligandlar ile uyarilabilen reseptorler bulunmaktadir. Bunlar ise 5-HT1a, GIyR, Az,
a2R, 5-HTs3, uR, R, As’tiir. (38).
Endokannabinoid sistemine ait olan enzimler ise ligandlarin yapim ve yikim
enzimleridir. Yapim enzimleri DAGLa, DAGLB, NAPE-PLD, PTPN22, yikim
enzimleri ise MAGL, FAAH, ABHD6, ABHD12, NAAA, COX2, LOX’dir (38).

Tablo 2.1. Endokannabinoid sistemi sematik gosterimi. (38)

2CB ve baglantil molekiiller Diger modiilatérler Fitokannabinoidler
Ligandlar — - - " - -
Klasik Ligandlar l.!{ggf’l):j) ECS-baglantih molekiiller N-arachidonoyl amino Klasik Non-klasik
igandiar acids, Preznenalon
Anandamide, Palmiteylethanolamine. "““‘Lgoxm a4 THC, THCV, CBD, €BN, | P-caryophvllene, (-)-cis-
2-arachidonoylglyceral Pepcans Oleoylethanolamide CBG, CBGV, CBC, CBDV PET
Klasik iyanotropik Niikleer Non-kannabinoid
hedefler
Reseptérler CB1, CB2 TRPV1, TRPVZ, TRPV3, PPARw, PPARY, PPARS
TRPV4, TRPAL, TRPMS 5-HT,,, GIVR, Ay, a2R,
5-HT,, UR, 6R, A,
Sentez Yikim
Enzimler
DAGLa, DAGLB, NAPE-PLD, PTPN22 MAGL, FAAH, ABHD6, ABHD12, NAAA, COX2, LOX

2.3.2. Deri Endokannabinoid Sistemi

Yapilan ¢aligmalar endokannabinoid sisteminin periferik dokularda da etkili
oldugunu gostermistir. Kannabinoid reseptorleri CB1 ve CB2 ile iki ana
endokannabinoid olan AEA ve 2-AG’nin deri metabolizmasinda etkili oldugu
gosterilmistir  (3). Endokannabinoid sisteminin hiicre biiyiimesi, farklanmasi,
cogalmasi ve apoptozda etkisi oldugu gosterilmistir (2-4). Derideki anti-inflamatuvar
etkisinin gdsterilmis olmasi, bu sistemin ileride inflamatuvar hastaliklar i¢in bir hedef
olabilecegini diisiindiirmektedir (2, 40).

Hem CBI1 hem de CB2 reseptorleri saglikli insan derisinde ¢ogunlukla

epidermisin suprabazal tabakalarinda, kil follikiillerinde ve bazal tabakanin sporadik
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bolgelerinde gosterilmistir (3). Bunun yaninda yag bezlerinde ve kil follikiillerindeki
keratinositlerde bulunmaktadir. CB1 reseptorii daha ¢ok epidermiste stratum spinozum
ve graniilozumda, farklanmasini tamamlamis yag bezlerinde bulunurken, CB2
reseptOrii bazal keratinositlerde ve kil follikiillerindeki farklanmamis hiicrelerde daha
fazla bulunmaktadir (3). Bu reseptorler ayn1 zamanda sinirlerde, makrofajlarda,
epidermal keratinositlerde, kil follikiillerinde, yag bezlerinde, ter bezlerinde,
melanositlerde, mast hiicrelerinde ve fibroblastlarda bulunmaktadir (40). Bunun
yaninda keratinositlerin, melanositlerin ve fibroblastlarin AEA sentezledigi
gosterilmistir (3).

Deri biiylik bir yogunlukta sinir ve damar agimna sahiptir. CB1 ve CB2
reseptorleri, retikiiler dermisteki biiyiik miyelinli sinirlerde, papiller dermisteki kiigiik
miyelinsiz sinirlerde, epidermisteki sinirlerde ve damarlarin endotelinde gosterilmistir.
Ayni sekilde hipodermisteki matiir adipositler ve pre-adipositlerde de bu reseptorler

gosterilmistir. (3).

Keratinositler

CB1r,CB2r
TRPV
GPRSS Kil Follikillt
PPAR CB1r, CB2r
rl Proliferasyon (-) TRPV
R ':,;-‘{’»;\' el INflamasyon () et Blyume(-)
S e Farklanma () ERSS =5 ~| Apopitoz(+)
| | Apopitoz (+) . . Proliferasyon(-)
! | g'Bel ?'gas;r Katagen(+)
‘ [ GPRS55
] Apopitoz(+)
Ter bezi ) 5
cBirCcB2r | |||
Etki bilinmiyor ;J
= Yag bezi
\ CB1r, CB2r
\J'@/ Lipid sentezi (+)
9 Apopitoz (+)
Sinir hiicreleri
CB1r, CB2r
TRPV P s
AGn () immiin hiicreler
Kasinti () CB1r, CB2r
TRPV
Kan damarlan » Th2 cevabi (-)
CB1r,CB2r Q Pro-inflamatuvar
N e sitokin (9

Anjiogenez (-)

inflamatuvar
infiltrat (-)

Sekil 2.3. Deride bulunan endokannabinoid reseptorleri ve etkileri. (2, 6)
“BioRender.com sitesinde hazirlanmistir.”

Inflamatuvar deri hastaliklar1 immiin hiicrelerin anormal yanitlarina ve immiin
sistem hiicrelerinin birbirleri ile etkilesimine baglidir. Epidermal keratinositler,

lenfositler ve dendritik hiicreler derinin immiin yanitinda anahtar rol oynamaktadir (2).
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Bunun yaninda derideki makrofajlarda ve mast hiicrelerinde ve T ve B lenfositlerde de
CB1 ve CB2 ekspresyonu gosterilmistir. CB1 ve CB2 reseptorlerinin ikisinin de
bulunmasina ragmen immiin islevlerin ¢ogunun CB2 ile ilgili oldugu gosterilmistir.
(3). Anti-inflamatuvar etkileri ve hiicre boliinmesi ile farklanmasini diizenledigi i¢in
endokannabinoid sistemi inflamatuvar deri hastaliklar1 i¢in potansiyel bir hedeftir (2).
AEA’nin keratinosit farklanmasinda CBI1 reseptorii icin asil ligand oldugu
gosterilmistir (41). Keratinosit farklanmasi arttik¢a hiicre iginde AEA yikim enzimi
FAAH artar ve AEA’nin etkileri azalir (42). Endokannabinoid sisteminin atopik
dermatit, skleroderma, egzema gibi hastaliklarda bozuldugu gosterilmistir (3), (43).

Kannabinoidlerin asir1 kullanilmasinin akneye yol agtig1 gosterildikten sonra
yapilan ¢aligmalar yag bezi hiicrelerinde bulunan CB1 ve CB2 reseptorlerinin yag
bezlerinin diizenli ¢alismasini sagladigini gostermistir. CB1 merkezdeki farklanmis
hiicrelerde, CB2 ise bazaldeki farklanmamis hiicrelerde daha ¢ok bulunmaktadir.
Yapilan ¢alismalar endokannabinoidlerin CB2 - ERK1/2 MAPK - PPAR yolagi ile
lipogenez ile iligkisini gostermistir (9).

ECS’de TRPV1 ve PPARgama gibi reseptor sistemleri de gorev almaktadir
(36). TRPVI1 reseptorii Ozellikle bazal keratinositlerde olmak tizere, tim
keratinositlerde eksprese edilmektedir. Buna ek olarak Langerhans hiicreleri,
damarlarin endoteli ve diiz kas hiicreleri, yag bezleri ve ter bezlerinde de TRPV1
ekspresyonu gosterilmistir. Dermal fibroblastlarda ve melanositlerde ise TRPV1
ekspresyonu bulunmamaktadir (3). Fizyolojik kosullarda TRP reseptorleri deri
bariyerinin korunmasi, hiicre biiylimesi ve farklanmasi ile immiinolojik ve
inflamatuvar olaylarda gorevlidir. Ornegin, TRPV1 aktivasyonu, keratinositlerdeki
lipid sentezini inhibe eder, epitel bariyerini degistirirken, antagonistler ise bariyerin
tyilesmesini hizlandirir. TRPV4 ise bu konuda TRPV1’e gore ters sekilde gorev alir
ve hiicre-hiicre baglantilarinin maturasyonunu saglar. TRPA1 ve TRPMS ise
epidermal gecirgenligi ve proliferasyonu arttirir. TRPV3 ise transglutaminaz
aktivitesini diizenleyerek kornifikasyonu diizenler. TRP reseptorleri bunlarin yaninda
agri hissi ve kasinma ile de ilgilidir (3).

2.3.3. Anandamide

Anandamide yag asidi yapisinda bir ndrotransmitterdir ve endokannabinoid

sisteminin ilk kesfedilen norotransmitteridir (44). Anandamide ismi, Sanskrit dilinde



21

mutluluk anlamina gelen “ananda” ile amid kelimesinin birlesmesinden gelmektedir.
Kesfi ve isimlendirmesi 1992 yilinda Raphael Mechoulam ve laboratuvar arkadaslart
tarafindan yapilmistir (45). Esansiyel omage-6 yag asidi arasidonik asitten birgcok
yolak araciligi ile sentezlenir. FAAH enzimi ile yikilir (46).

En cok calisilan endokannabinoid ligandi olmasina ragmen, anandamide
kannabinoid reseptorler icin yalnizca parsiyel agonisttir. Full agonist rolii ise TRPV1
icin tamimlanmaya baslanmistir. Bunun yaninda vanilloid reseptorlerde yavas

retrograd veya retrograd disi sinyal gorevi de full agonist olarak olabilir (40).
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2.3.4. Anandamide’in Yapim ve Yikimi
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Sekil 2.4. Anandamide yapim yolaklar1. (47)

AEA sentezi membran {izerinde bulunan arasidonik asit ve yine membranda
bulunan fosfatidiletanolamin’in ligasyonu ile N-arakadonoil fosfatidiletanolamin
(NArPE) olugmasi ile baslar. AEA’nin bu molekiilden salinmasi bir seri fosfolipaz
tizerinden gergeklesir(47).

NArPE dahil olmak iizere N-agil fosfatidiletanolaminlerin (NAPE’lerin)
sentezi gliserofosfolipidlerden yag asidi grubunu fosfotidiletolaminin primer aminine
kalsiyum bagimli veya bagimsiz N-aciltransferaz’lar araciligi ile tasimasi ile
gerceklesir (47).

Insan N-asil-fosfatidiletanolamin-hidrolize fosfolipaz D (nNAPE-PLD) tek bir
izoform olarak bulunur ve metallo-p-laktamaz ailesinin bir tiyesidir (47). hNAPE-

PLD, 6zellikle beyin, gastrointestinal sistem, bobrek ve mesanede yiiksek ekspresyonu
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olmakla birlikte ¢cogu dokuda eksprese edilen sitozolik, ¢inko bagimli bir proteindir
(48).
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Sekil 2.5. Anandamide yikim yolaklar1. (47)

AEA konsantrasyonu ii¢ ana yolak ile azaltilir; Arasidonik asit (AA) ve
etanolamin’e yikim, diger molekiillere doniisiim, ve intraseliiler lipid mikrovezikiillere
transportu ile sekestrasyon (5).

Anandamide’in yikim enzimi ise FAAH’dir. FAAH-1 ve FAAH-2 olarak iki
tiri vardir. Yag asidi amidlerinin kendilerini olusturan yag asidi ve aminlerine
hidrolizi FAAH enzimi ile gergeklesmektedir. hFAAH-1 tek izoform halinde eksprese
edilmektedir. FAAH-1 ve FAAH-2 enzimleri hiicre i¢inde 6zellikle endoplazma
retikulumunun membraninda bulunmaktadir (5). Ekspresyonu en ¢ok beyinde,
ardindan endokrin organlardadir (48). FAAH-2 ekspresyonu en ¢ok karaciger, bobrek
ve deride bulunur. FAAH-2 , FAAH-1’e gore AEA yikiminda sadece %1 oraninda
gorev yapmaktadir(5).
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2.4 Hastaliklar

2.4.1 Psoriasis

Psoriasis oldukga sik goriilen hiperkeratotik plaklarla karakterize, inflamatuvar
kronik bir deri hastaligidir (7). Inflamatuar infiltrasyonlar, epidermal hiperplazi,
diizenlenimi bozulmus keratinosit farklanmasi ve damarlanma artisi ile karakterizedir
(3). Kliniginde deride aci, kasint1, yanma hissi, kanama ve bunlarin yaninda psikolojik
etkiler gortilmektedir (7). Sebep olan molekiiler mekanizmalar ve patogenezi hala tam
olarak bilinmemektedir (8).

Psoriasiste Th1/Th17 farklanmasinda bozukluk olmasi sebebiyle Thl7
sayisinin azalmasi 6nemli bir rol oynamaktadir (3). IL-17 etkisi ile epitel hiper-
proliferasyonu olmasi, endotel hiicrelerinin indiiksiyonu ile anjiogenezin artmasi
Bunlar Munro’nun mikroabseleri ve parakeratoz

gozlenmektedir. yaninda

izlenmektedir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Psoriasisin immiin patogenezi. (7) (Biorender uygulamasi kullanilarak

cizilmistir.)
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Tedavilerde oOncelikle topikal ajanlar kullanilmaktadir. Bunun yaninda
fototerapi, sistemik ajanlar ve kombine tedaviler kullanilabilmektedir (3). Topikal
tedaviler glukokortikosteroidler, vitamin D tiirevleri iken tedaviye yanit vermeyen
hastalarda  kalsineurin  inhibitorleri, metotreksat atenercept gibi ilaglar
kullanilmaktadir (7). Ancak kilavuzlar semptomlar gectikten sonra topikal ilaci
birakmayr Onermektedir ve ila¢ birakildiktan sonra semptomlar siklikla geri
donmektedir (8).

Kannabinoidlerin anti-inflamatuvar ve anti-anjiogenik etkilerinin olmasi
psoriasisin  tedavisinde kullanilabilmesini saglamistir (3). Psoriasisli  hastalarin
kanlarinda CB1 ligandlan AEA ve 2-AG seviyeleri yiliksek bulunmustur,
graniilositlerinde ise AEA yikim enzimi FAAH artmistir. Deri biyopsilerinde ise CB1
seviyesinin azaldigi gosterilmistir (9). Yapilan ¢alismalarda psoriasis tedavisinde
topikal kannabinoidolun semptomlar1 baskilamakta etkili oldugu gosterilmistir (10).

2.4.2 Liken Skleroz

Liken skleroz inflamatuar, hiperkeratoz gosteren kronik bir hastaliktir (13).
Dermatoloji klinigine bagvuran hastalarin 1/300-1/1000’ini Liken skleroz olgulari
olusturmaktadir. Ingiltere’de cocukluk ¢aginda vulvada goriilen liken sklerozun
prevalansi 1/900 olarak bildirilmistir (49).

Etiyolojisinde ii¢ farkli teori bulunmaktadir. Bunlar; enfeksiydz, otoimmiin ve
kronik iritasyon seklindedir. Primer enfeksiy6z olarak suclanan ve arastirilan etkenler
Borrelia burgdorferi, Epstein Barr Virus, Hepatitis C Virus ve Human Papilloma
Virus’tir (50).

Histolojik olarak incelendiginde karakteristik 6zellikleri bulunmaktadir, bu
sebeple alinan biyopsi hem malignansiyi dislar hem de taninin konulmasini saglar (51).
Ayirict tanida yardimer karakteristik 6zellikleri, likenoid interfaz dermatit, epidermal
atrofi, hiperkeratoz olarak siralanabilir (Sekil 2.7) (50). Elektron mikroskobisi ve 151k

mikroskobisi ile goriilebilen bulgular1 Tablo 2.2°de tanimlanmustir.
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Epidermal atrofi
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Sekil 2.7. Isik mikroskobisinde Liken Skleroz bulgulari. (50)

Tablo 2.2. Liken Sklerozda histolojik olarak goriinen patolojiler.

Sik goriilenler

Daha az goriilenler

Elektron mikroskobisi
ile goriilenler

Likenoid interfaz dermatit
(50)

Hipertrofik epidermis
(52)

Bazal laminada delikler
(50)

Epidermal atrofi (52)

Epidermal yariklar (52)

Intraseliiler alanda
kollagen fibrilleri (50)

Hiperkeratoz (52)

Bazal membranda
kollagen IV ve VII artis1
ile kalinlagma (50)

Kapiller looplarda kayip
(50)

Band benzeri
mononitikleer inflamatuar

hiicre infiltrasyonu
(50)

Damarlarda dilatasyon ve
lenfosit infiltrasyonu (50)

Follikiiler tikaglar (40)

Dermiste disorganize
kollagenler (50)

Mast ve eosinophil
goriinmesi(50)

2.4.3 Kutano6z Lupus Eritematozus

Avrupa'da yaklasik 2.500 kiside bir oraninda sistemik lupus eritematozus
(SLE) hastas1 bulunmaktadir. (53). Kutanéz lupus eritematozus ise dermal 6dem,
hiperkeratoz ve inflamatuar infiltratlarla karakterize otoimmiin bir hastaliktir (11).

Histolojik olarak incelendiginde bazal membranda kalinlasma, dermo-epidermal



27

bileskede vakuolar dejenerasyon, lenfositik infiltrasyon ve follikiiler keratozis
goriilebilir (54).

Etiyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte genetik yatkinlik, otoimmiin
indiiksiyon ve immiin sistem hasar1 gibi bir¢ok sebebi oldugu diisiiniilmektedir (11).
Immiin patogenezinde, Sekil 2.8°de sematize edildigi gibi UV radyasyonun keratinosit
nekrozu veya apoptozunu tetiklemesi ile birlikte TNF alfa, IL-6 gibi proinflamatuvar
sitokinlerin salinmasi ile basladig1 bilinmektedir. Bu sitokinler notrofil ekstraseliiler
tuzaklar (NETs) ile birlestiginde dendritik hiicrelerin (DC) INF-y salgilamasina neden
olur. Bunun iizerine CD8+ T hiicreler dermaepidermal bileskeye cagrilir ve
keratinositlere saldirirlar ve keratinositlerin apoptozuna neden olurlar (55). Bu apoptoz
ve apoptotik hiicre parcalarinin temizlenememesi hastaligin gelisiminde énemli bir rol

oynamaktadir (56).
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Sekil 2.8. Kutandz lupus Eritematozus’in immiinopatogenezi. (55)

Bu hastaligin tedavisinde kullanilmak iizere ruhsat almis bir ila¢ yoktur,

dolayisiyla da tedavisi i¢in verilen topikal ve sistemik ilaclarin ¢ok azmin etkinligi
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randomize kontrollii ¢aligmalardan gelen kanitlarla desteklenmektedir (12).
Tedavisinde oOncelikli olan lezyonlarin olusmasini ve ilerlemesini engellemek
amaciyla topikal veya sistemik tedaviler uygulanmasidir. Topikal tedavilerin basinda
steroidler ve kalsineurin inhibitorleri vardir. Ancak yapilan ¢alismalarda yiiksek doz
steroid kullanilmasi gerektigi gosterilmigse de yan etkilerinden dolay1 kullanimi ¢ok
istenmemektedir. Sistemik tedaviler ise topikal ajanlar ile birlikte kullanilmaktadir.
Bunlar antimalaryal ilaglar, sistemik kortikosteroidler ve diger immiin sistem
baskilayan ilaglardir (11). Lokal veya sistemik retinoidler de kullanilmaktadir ancak

kutandz iritasyona neden olmaktadir (57). Alternatif tedaviler hala aranmaktadir (11).



3. GEREC ve YONTEM

Olusturulan hipotezi dogrulamak tizere in vivo kosullarda; prospektif, basit
randomize, kontrol grubu igeren gozlemsel tanimlayici bir ¢alisma planlanmis ve
yiiriitiilmiistir. Bu proje Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 2021/18-34 karar numarasi ile onaylanmistir.

Caligma, 1964 tarihli Helsinki, Diinya Tip Bildirgesine uygun olarak yapilmistir

(http://www.wma.net/en/20activities/10ethics/10helsinki/).

Bu tez calismasi; Hacettepe Universitesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dal1 tipta uzmanlik egitimi programi kapsaminda Hacettepe Universitesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali laboratuvar alt yapis1 ve teknik donanimi kullanilarak

gerceklestirildi. Giris bolimiinde bahsedilen arastirma hedeflerini yanitlamak

amactyla tanimlanan is paketleri bu boliimde agiklanacaktir (Sekil 3.1).

Kontrol Psoriasis KLE

Dokularnn elde edilmesi

V

Homojenat hazirlanmas: ve ELISA Immunochistokimya igaretlemesi, alan dlgumi ve
slemi immunreaktivite siddeti skorlamasi

Sekil 3.1. Calismanin gereg ve yontemleri semasi. (Biorender uygulamasi kullanilarak

¢izilmistir.)
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3.1. Dokularin Elde Edilmesi:

Calismada kontrol grubu &rnekleri Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Plastik
Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi Anabilim Dali’ndan alinan saglikli atik derilerden
elde edildi. Hastalik gruplari ise Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji
Anabilim Dal1 argivinden alinan hasta biyopsi 6rnekleri ile olusturuldu. Hastalik grubu
ornekleri gelismis lezyonu olan hastalardan segildi. Calisma gruplar1 asagidaki
sekildedir;

Grup 1: Kontrol Grubu

Grup 2: Psdriasis

Grup 3: Kutanodz Lupus Eritematozus

Grup 4: Liken Skleroz

Bu 4 grup arasinda yiiksek biiytikliikkte bir etki farki bulunacagir 6ngoriisii
altinda (etki biyiikligii =0,50), %80 gii¢ diizeyinde ve %5 tip-1 hata ile her bir gruba
en az 12 6rnek olmak iizere toplam 48 6rnege ihtiyac oldugu hesaplandi. Caligmanin
bagimsiz degiskenleri ¢alisma gruplar1 iken, bagimli degiskenleri TNF-a
konsantrasyonlari; CB1 reseptor, FAAH enzimi ve PLD enzimi boyanma yiizdeleri ve
immiin reaktivite siddetidir.

Kontrol grubu drneklerde yas aralign 24 ila 32 arasinda idi. Orneklerden 11’i
kadinlardan, 1°i erkekten elde edildi. Psoriasis grubunda yas araligi 14 ila 71 arasinda
olup, 7 6rnek kadin, 5 6rnek erkek dokusuna aitti. Kutanéz lupus eritematozus
grubunda yas araligi 28 ila 65 arasinda olup, 11 6rnek kadin, 1 6rnek erkek dokusuna
aitti. Liken skleroz grubunda yas araligi 33 ila 66 arasinda olup, 12 6rnek kadin
dokusuna aitti.
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3.2. Gerekli Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Fosfat Tampon Hazirlanmasi

Soliisyon 1:

53,65 gram Na2HPO4, 7H20

1000ml distile suda ¢ozdiirildi

Soliisyon 2:

31,2 gram NaH2P0O4,2H20

1000ml distile suda ¢ozdiiraldi.

Hazirlanmast:

400ml Soliisyon 1 (Na2HPO4,7H20 ¢ozeltisi)
100 ml Soliisyon 2 (NaH2PO4,2H20 ¢ozeltisi)
500 ml distile su ile karistirildi.

%10 Tamponlu Formaldehit Hazirlanmasi

6,5 gram Na2HPO#4 tartildi.

4,0 gram NaH2PO4H20 tartildu.

Cam meziir ile 900 ml distile su Olgiildii ve kapaklt cam sise
i¢cine koyuldu. Stok %37’lik formalin tespit soliisyonundan 100 ml 6l¢tildii ve cam sise
igerisindeki distile su lizerine ilave edildi. Tartilan Na2ZHPO4 ve NaH2PO4H20 cam
sise icerisine ilave edildi. Hazirlanan soliisyon, balik konarak manyetik karistirici ile

30 dakika karistirildi.

Fosfat Tampon Salin (PBS) Hazirlanmasi
Soliisyon 1:

109,212 gram Na2HPO4,7H20

350,64 gram NacCl

4000 ml Distile suda ¢6zduriildii

Soliisyon 2:

15,6 gram NaH2P0O4,2H20

87,66 gram NacCl

1000ml Distile suda ¢ozdiirtildii

Hazirlanmasi:
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Soliisyon 1 ve soliisyon 2 karistirildi.

Karigim distile su ile 10 kat sulandirildu.

Hematoksilen hazirlanmasi:

5,5gr Hematoksilen kristalini etil alkolde ¢oziildii.

60 gr Potasyum aliiminyum siilfat 600 ml distile suda ¢oziildii.

0,5 gr Sodyum iodat1 10 ml distile suda ¢6ziildii.

Hematoksilen ve potasyum aliiminyum stilfat soliisyonlarini birbirine iyice
karigtirildi. Ardindan sodyum iodat soliisyonunu eklendi.

Elde edilen karigima 20 ml asetik asit ekleyip iyice karigtirdiktan sonra bir gece
oda sicakliginda agzi kapali olarak bekletildi..

Ertesi giin 300 ml gliserol ekleyip iyice karistirildu.

DAB hazirlanmasi:
DAB substrat ve DAB kromojen 50/1 oraninda aliiminyum folyo ile kapli kapta

15 saniye vorteks ile karistirilarak hazirlandu.

0.05M Tris - 1 mM EDTA- %0.5 Tween 20 soliisyonunun hazirlanmasi:
1000 ml distile su igerisinde 6.05 gram Tris base ve 0.37 gram EDTA ¢6ziildii.
Ardindan pH 6l¢iilerek 7.5 olduguna emin oldundu. 0,5ml Tween 20 eklenerek
karistirildi.

3.3. Dokularin Hazirlanmasi:

Kontrol grubu deri 6rnekleri 1 cm?

biiyiikliigiinde kesilerek kasetlere
yerlestirildi ve %10 fosfat tamponlu formaldehitte tespit edildi. Tespit edilen doku
ornekleri doku takip cihazinda (Leica TP1020) dehidratasyon (%70, %80, %90, %96,
%100’k etil alkoller), seffaflandirma (ksilol) ve siv1 parafin ile infiltrasyon islemleri
gerceklestirilerek gomme yapilmaya hazir hale getirildi. Takip edilen doku 6rnekleri
parafine gomiildii.

Deney grubu hastalarina ait dokular parafin blok olarak Hacettepe Universitesi

Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali’ndan alindu.
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3.4. Dokularda immiinhistokimya Uygulamasi

Kontrol ve hastalik gruplarina ait deri bloklarindan kizakli mikrotom (Leica
SM2000R) ile kesilen 5 um kalinligindaki kesitler lamlara (HistoBond®+) alind.

Elde edilen orneklerde indirekt streptavidin-biotin-peroksidaz
immiinhistokimya teknigi ile immiin isaretleme yapildi. Immiin isaretleme yapilan
ornekler aydinlik alan mikroskobunda (Leica DM6000 B) incelendi ve fotograflandi.

Kullanilan Primer Antikorlar

Kullanilan primer antikorlar Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan primer antikorlar.

Primer Antikor Kodu Monoklonal/poliklonal Tiir Diliisyon
Anti-Cannabinoid ab23703 Poliklonal Tavsan | 1/250
Reseptor 1

Recombinant Anti- | ab248219 Monoklonal Tavsan | 1/150
FAAH1

Anti-Phospholipase D1 ab189191 Poliklonal Tavsan | 1/300

Kullanilan Sekonder Antikorlar
Sekonder antikor olarak Mouse and Rabbit Specific HRP/DAB (ABC)
Detection IHC kit (ab64264) kullanildi.

Immiin isaretleme basamaklar

J 5 mikrometre kalinliginda kesitler alinmas1 ve 60 C°de bir gece
bekletilerek deparafinizasyon

o Ksilen uygulamasi (15x3 dakika)

o Rehidratasyon (%96, %90, %80’lik alkollerde 10’ar dakika)

o Endojen peroksidaz blokaj1 (Ab64264 Sekonder kitinde bulunan
%?3’liik hidrojen peroksit, 10 dakika)

o PBS ile yikama (2 kez)

o Antijen geri ¢agirma (sitrat tampon, diidiiklii tencere)

o Kesitlerin oda sicakligina getirilmesi (tampon igerisinde en az

30 dakika soguma)
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PBS ile yikama (3 kez)
Protein blokaji (Ab64264 sekonder kitinde bulunan “Protein

blok™ soliisyonu, 10 dakika)

.
.
.
.
3 dakika)
.
.
.
.
.

Primer antikor uygulamasi (nemli kutuda bir gece +4C’da)
PBS ile yikama (4 kez)

Biyotinlenmis goat anti polivalant ile inkiibasyon (10 dakika)
PBS ile yikama (4 kez)

Streptavidin peroksidaz ile inkiibasyon (10 dakika)

PBS ile yikama (4 kez)

DAB uygulamasi (50/1 oraninda DAB substrat-DAB kromojen

PBS ile yikama (4 kez)

Hematoksilen (30 saniye)

Distile suda yikama

Dehidratasyon (%96, %90, %80°lik alkollerde 5 dakika)
Ksilende (30 dakika)

Entellan ile kapama

3.5. Imagej Goriintii Analiz Programu ile Immiin Reaktivitenin

Oldugu Alan Oraninin Bulunmasi

Indirekt

streptavidin-biotin-peroksidaz  immiinhistokimya teknigi ile

isaretlenen preperatlarin fotograflar1 g¢ekilerek immiin reaktivitenin oldugu alan

yiizdesinin hesaplanmasi i¢in Ruifrok AC, Johnston DA’nin “Quantification of

histochemical staining by color deconvolution” makalesindeki yontem kullanildi (58).

Bu yontem ile dl¢iimii yapilacak fotograf ImagelJ (1.53k, 64bit for Windows, ABD)

programi ile agildi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. ImagelJ goriiniimii.

Ardindan Image — Color — “Color Deconvolituon2” eklentisine tiklandi. A¢ilan
ekranda “Vectors” kismindan yapilan immiinhistokimyasal boyalari igeren “H DAB”
(Hematoksilen — DAB) seg¢ildi. Ardindan “OK” tusuna basilarak segilen fotograf
renklerine 8bit olacak sekilde ayrildi (Sekil 3.3).

o A W
J i
2, 5
4
&

Sekil 3.3. Fotografin renklere ayrilmasi ve kahverengi resmin segimi.

Ardindan DAB kromojen ile boyanan kismi gosteren kahverengi resim ile
orjinal resim yanyana getirildi. Yiizdesi dl¢iilecek olan alan kahverengi olan fotografta
“polygonal selection” araci kullanilarak secildi ve o alanin dis1 “Edit — Clear outside”a

tiklanarak silindi (Sekil 3.4).



Sekil 3.4. Fotografin dis bdlgesinin silinmesi.
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“Image — Adjust — Threshold” araci a¢ildi. Kaydirma ¢ubuklar1 0’a getirildi.

Alttaki kaydirma cubugu boyanan alan tamamen segilene kadar kaydirildi. Ust

taraftaki ylizde kaydedildi (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Threshold kullanima.
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3.6. Immiin Reaktivitenin Degerlendirilmesi

Immiin reaktivitenin degerlendirilmesi icin dokularm immiinhistokimyasal
isaretleme sonrasi fotograflar1 ¢ekildi. immiinhistokimyasal isaretleme siddeti Sekil
3.6’daki orneklere uygun olarak 0 (negatif), 1 (zayif), 2 (orta), 3 (siddetli) olarak
skorlandi (59).
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Sekil 3.6. Immiinhistokimyasal isaretleme siddeti skorlamasi; (a) O (negatif); (b) 1
(zayif); (c) 2 (orta); (d) 3 (siddetli).

3.7. TNF-a Miktarmin Olciilmesi

3.7.1 Formalin ile Fikse Edilip Parafine Gomiilmiis Dokulardan

Homojenat Hazirlanmasi

Formalin ile fikse edilip parafine gémiilmiis dokulardan homojenatlar Eric M
Nicholson ve arkadaslarinin yontemi baz alinarak hazirlandi (60). Parafin bloklardan
10 pm kalinh@inda 4 kesit alinip 1,5 ml’lik santrifiij tiipiine konuldu. Uzerine 300 pl
0.05 M Tris - 1 mM EDTA- %0.5 Tween 20 soliisyonu eklendi. Santifiij tiipii kaynar

suda 10 dakika bekletildi ve hemen ardindan donana kadar sivi azota koyuldu. Bu
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kaynatma-dondurma siklusu 1 kez daha tekrar edildi. Sonrasinda tekrar 10 dakika
kaynatildiktan sonra santrifiij tiipleri sogumadan 3000 g x 10 dakika santrifiij edildi.
Bu islem dokunun en altta pelet haline gelmesini, parafinin ise akdz kisimdan ayrilarak
en Ustte yerlesmesini sagladi. Eger parafin ayrimi tam gergeklesmediyse kaynatma-
dondurma siklusu 1 kez daha tekrar edildi ve tekrar santrifiij yapildi. Tiipiin ortasinda
bulunan akdz kisimdan 200 pl alinarak ayr1 bir tiipe alindi ve ELISA testi uygulamasi
i¢in hazir bekletildi.

3.7.2 ELISA

ELISA testi icin Human TNF-a (Tumor Necrosis Factor Alpha) ELISA Kit
(ELK1190, ELK Biotechnology, P.R.C.) kullanildi. Kit icerisindeki tiim sollisyonlar
ve doku homojenatlart oda 1sisina gelene kadar beklendi. 7 farkli diliisyon ile
hazirlanmis standart soliisyon, bos soliisyon ve doku homojenatlarindan 100 pl
alarak 96 kuyucuklu plaga eklendi ve 37°C’de 80 dakika inkiibe edildi. Ardindan
kuyucuklarin igindeki sivilar bosaltilip kit igerisinde bulunan yikama soliisyonu ile her
kuyucuga 200 pl eklenerek 3 kere yikandi. Yikamadan sonra her kuyucuga 100 pl
Biotinylated Antibody Working Solution eklendi ve 37°C’de 50 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 énceki basamaktaki gibi 3 kere yikandi ve 100 pl Streptavidin-
HRP Working Solution eklendi ve 37°C’de 50 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonras1 5 kere yikandi ve 90 ul TMB Substrate Solution eklendi ve karanlikta 20
dakika inkiibe edildi. 20 dakikanin sonunda 50 pl Stop Reagent eklendi, plagin
kenarmna hafifce vurarak karismalart saglandi. 450 nm’de mikroplaka okuyucu
(Versamax ,Molecular Devices) kullanilarak konsantrasyonlari 6l¢iildi.

3.7.3 Dokudaki TNF-a Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

Dokulardaki TNF-a konsantrasyonunun 6lgiilmesi igin;

Mikroplak okuyucunun okudugu konsantasyon (fn—gl) 3 x 107

Homojenatin hazirlandigt doku kesiti alant ( um?) 4
formiili kullanilarak sonu¢ “mg/1” birimi ile doku ornegindeki TNF-a

konsantrasyonu elde edildi.
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TNF-0. Konsantrasyonunun Hesaplanmas1 icin Kullanilan

Formiiliin Gelistirilmesi

Formiil gelistirilmesi i¢in dncelikle her gruptan 6 kisiden olgiimler yapildi.
Dokuda birim hacimde bulunan TNF-a miktarinin bulunmasi igin, homojenat
hazirlanirken kullanilan doku hacmi hesaplandi. Bu amagla

V um3® = Doku hacmi = Dokunun kesit alant um? (A) X Kesit kalinligi yum
formili kullanildi. Dokunun kesit alaninin hesaplanmasi i¢in ImageJ 1.53k
programi kullanildi. Programda agilan resim tizerinde 6l¢ekle ayni uzunlukta bir ¢izgi
cizildi. “set scale” islemi kullanilarak programda 1 pikselin ka¢ pm uzunlugunda
oldugu belirlendi. Ardindan “polygonal selection” aract kullanilarak dokunun etrafi
isaretlendi ve “measure” islemi kullanilarak doku alan1 pm? cinsinden 6l¢iildii.

Homojenatin tiim hacmi

Homojenatin hacmi = Eklenen soliisyon miktart ul +V uym3
=300ul+V x107° ul

formiilii ile hesaplandi.

Hazirlanan homojenatta bulunan TNF-a miktarint 6l¢gmek igin

Homojenattaki TNFa miktart
= Homojenatin hacmi
X Homojenattaki TNFa konsantrasyonu (T)

formiilii kullanildi. Ancak homojenat hazirlanirken kullanilan soliisyonun
birimi pl, dokunun hacmi pm3 TNF-o konsantrasyonu ise pg/ml birimlerine sahip
oldugundan islemin yapilabilmesi i¢in birimlerin ayni birimlere doniistiiriildii.

Dokuda birim hacimde bulunan TNF-a konsantrasyonu hesabi igin

X = Birim hacimde bulunan TNFa konsantrasyonu

_ Homojenattaki TNFa miktart

Dokunun hacmi
formiilii kullanildi.
Birimleri yerlerine koyunca ve birbirlerine doniistiiriiliince;

Homojenatin hacmi X T (%)

X =

Vums3

l
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(300l +V x 107 ul) x T(%)

V um3

l

v (BO0 ul +V x 1072 ul) X T x 1073(pg/ul)
V x 10-9ul

(300 ul + (A x 40) x 107° pul) x T x 1073 (B4
ul
(A Xx40) x10~°ul

l

300 ul + (A X 40) x 1072 ul
X=( ul + ( ) ul) ><T><10-3(@)

X =

(A X 40) x 10~°ul ul
300 ul rg
X = =1 %107 (%)
@x40) x 1001 + DX T >0

Formiilde yer alan “1” sayis1, yapilan dl¢limlerde maksimum %0,2’lik bir fark

yarattig1 i¢in géz ard1 edildi.

¥ = 300 ul
T Ax40x10-%ul

|

300 ul x 10°
SELITLEURPC)

A X 40ul ul

xT x 1073 (ﬁ)
ul
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_Tx3 ><107<pg) _Tx3 ><107(mg)
- Ax4 \ul) A x4 l
olarak formdil elde edildi.

3.8. Dokularda Hiperkeratoz degerlendirilmesi

Hiperkeratoz degerlendirilmesi i¢in hastalik gruplarina ait deri bloklarindan
kizakli mikrotom (Leica SM2000R) ile kesilen 5 um kalinligindaki kesitler lamlara
(HistoBond®-+) alindi. Hematoksilen-Eozin yontemi ile boyanan kesitler aydinlik alan
mikroskobunda (Leica DM6000 B) incelendi ve stratum korneum tabakasindaki
hiicrelerin ¢ekirdegi olup olmamasma gore ortokeratoz ve parakeratoz olarak

degerlendirilmistir.

3.9. Istatistiksel Degerlendirme

Istatistik icin IBM SPSS V29.0 kullanildi. Verilerin parametrik dagilip
dagilmadigim1  kontrol etmek igin Anderson-Darling testi kullanildi. TNF-a
konsantrasyonlar1 ve epidermisteki immiin reaktivite gosteren alan yiizdeleri normal
dagilim gosterdiginden istatistiksel anlamlilik i¢in ANOVA testi kullanildi. immiin
reaktivite siddeti skorlamasi istatistiksel anlamlilik i¢in Ki-kare testi kullanildi.

Korelasyon testleri i¢in Spearman korelasyon testi yapildi.



42

4. BULGULAR
4.1 Demografik Bulgular

Kontrol grubu drneklerde yas araligi 24 ila 32 arasinda idi. Orneklerden 11°i
kadinlardan, 1’1 erkekten elde edildi. Psoriasis grubunda yas araligi 14 ila 71 arasinda
olup, 7 ornek kadin, 5 6rnek erkek dokusuna aitti. Kutandz lupus eritematozus
grubunda yas aralig1 28 ila 65 arasinda olup, 11 6rnek kadin, 1 6rnek erkek dokusuna
aitti. Liken skleroz grubunda yas araligi 33 ila 66 arasinda olup, 12 6rnek kadin
dokusuna aitti.

4.2 immiinhistokimyasal Bulgular
4.2.1 CB1 Reseptor Immiinhistokimyasi

Kontrol grubunda; epidermiste yaygin ve kuvvetli sitoplazmik CB1 reseptor
immiin reaktivitesi izlendi. Epidermisin tiim tabakalarinda kontrol grubunda kuvvetli
sitoplazmik immiin reaktivite izlendi (Sekil 4.1). Epidermiste kontrol grubunda
sitoplazmik immiin reaktivitenin yani sira 10 drnekte stratum spinozum ve stratum
graniilozum tabakalarinda bazi hiicrelerde niikleer immiin reaktivite izlendi. Stratum
spinozum ve stratum graniilozum tabakalarinda niikleer immiin reaktivite olan 10
ornekten 5’inde ise bu iki tabakanin yani sira stratum bazalede de bazi hiicrelerde
niikleer immiin reaktivite goriildii. 2 ornekte ise lic tabakada sadece sitoplazmik
immiin reaktivite vardi, niikkleer immiin reaktivite izlenmedi (Sekil 4.2). Kontrol grubu
orneklerinde CB1 reseptér immiin reaktivitesi gorillen bolgeler Sekil 4.2°de

gosterilmistir.
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CB1r - Kontrol

n
>
©
2 =1 Negatif
g =3 Nikleer
:0

= Sitoplazmik - Nukleer
B Sitoplazmik

Sekil 4.1. Kontrol grubu Orneklerinde epidermisin tabakalarinda sitoplazmik ve
niikleer CB1r immiin reaktivitesi.

$ek11 4 2 Kontrol grubu CB1r immiin reakt1v1teS| Tum orneklerde tum tabakalarda
sitoplazmik immiin reaktivite izlendi. Orneklerin bazilarinda sadece stratum bazalede
niikleer immiin reaktivite varken (a), tiim tabakalarda niikleer immiin reaktivite olan
ornekler mevcuttu (b). (A): Niikleer immiin reaktivite. Anti-CB1 x400.

Psoriasis grubunda; stratum bazale tabakasinda tiim hasta Orneklerinde
sitoplazmik immiin reaktivite izlendi. Stratum spinozum tabakasinda ise 7 hastada

sitoplazmik immiin reaktivite izlenirken, 5 hastada sitoplazmik isaretleme zay1f olarak
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izlendi. Stratum graniilozum tabakasinda 2 hasta Orneginde sitoplazmik immiin
reaktivite izlenirken, 2 hasta 6rneginde ise ¢ok zayif olarak isaretlendigi goriildi. 8
hasta 0rneginde ise stratum graniilozum tabakasinda immiin reaktivite gozlenmedi
(Sekil 4.3 ve Sekil 4.4).

Epidermiste psoriasis grubunda 2 Ornekte tiim tabakalarda niikleer immiin
reaktivite izlendi. 5 hasta d6rneginde stratum bazalede bazi hiicrelerde niikleer immiin
reaktivite, 4 hasta 6rneginde stratum spinozumda bazi hiicrelerde niikleer immiin
reaktivite, 4 hasta 6rneginde ise stratum graniilozumda bazi hiicrelerde niikleer immiin
reaktivite goriildii. 6 hasta 6rneginde ise hicbir tabakada niikleer immiin reaktivite
izlenmedi (Sekil 4.4).

Papiller bolgelerde CBI1 immiin reaktivitesine bakildiginda, derinlesen
bolgelerde stratum bazaledeki immiin reaktivitenin kayboldugu, papiller dermisin
epidermise girdigi alanlarda ise stratum bazaledeki immiin reaktivitenin arttig
gozlendi (Sekil 4.5).

Epidermiste immiin reaktivite gosteren alan yiizdesi diger 3 gruba gére anlamli
olarak diisiik bulundu (Sekil 4.11). immiin reaktivite siddeti ise diger 3 gruba gére
anlamli olarak diisiik bulundu (p<0,001).
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74 E3 Sitoplazmik - Nukleer
B3 Sitoplazmik
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T

Sekil 4.3. Psoriasis grubu Orneklerinde epidermisin tabakalarinda sitoplazmik ve
niikleer CB1r immiin reaktivitesi.
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Sekil 4.4. Psoriasis grubu CB1r immiin reaktivitesi; Tiim tabakalarda sitoplazmik
immiin reaktivite (a), sadece stratum bazale ve stratum spinozumda sitoplazmik
immiin reaktivite (b, d), ve stratum spinozumda zayif sitoplazmik immiin reaktivite (C)
bulunan 6rnekler. Niikleer immiin reaktivite olmayan (a), sadece stratum bazalede
niikleer immiin reaktivite olan (c) ve tiim tabakalarda niikleer immiin reaktivite
bulunan 6rnekler (b,d). (A): Niikleer immiin reaktivite. Anti-CB1 x400.
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Sekil 4.5. Psoriasis grubu CB1r immiin reaktivitesi; papiller bolgelerde CB1 immiin
reaktivitesi. Anti-CB1 x200. Kirmiz1 parantez: Uzayan rete kenarlar1 bolgesi, Siyah
parantez: Papiller dermisin epidermise dogru uzayan bolgesi.

KLE grubunda; stratum bazale tabakasinda tiim hasta Orneklerinde
sitoplazmik immiin reaktivite izlendi. Stratum spinozum tabakasinda ise 9 hastada
sitoplazmik immiin reaktivite izlenirken, 3 hastada sitoplazmik immiin reaktivite
izlenmedi. Stratum graniilozum tabakasinda 1 hasta 6rneginde sitoplazmik immiin
reaktivite izlenirken, 1 hasta drneginde ise ¢ok zayif immiin reaktivite goriildi. 10
hasta Orneginde ise stratum graniilozum tabakasinda immiin reaktivite gézlenmedi
(Sekil 4.6 ve Sekil 4.7).

Epidermiste KLE grubunda 4 6rnekte tiim tabakalarda bazi hiicrelerde niikleer
immiin reaktivite izlendi. Toplamda bakildiginda, stratum bazalede niikleer immiin
reaktivite 7 hasta orneginde, stratum spinozum niikleer immiin reaktivite 5 hasta
orneginde, stratum graniillozum niikleer immiin reaktivite ise 5 hasta Orneginde
goriildii. 4 hasta 6rneginde ise higbir tabakada niikleer immiin reaktivite izlenmedi
(Sekil 4.7). Keratin tikag bolgelerinde immiin reaktivitenin azaldigi izlendi (Sekil 4.8).

Epidermiste immiin reaktivite gosteren alan yiizdesi kontrol grubuna gore
anlamli olarak diisiik bulundu (Sekil 4.11). Immiin reaktivite siddeti ise kontrol

grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu (p<0,001).
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Sekil 4.6. KLE grubu 6rneklerinde epidermisin tabakalarinda sitoplazmik ve niikleer
CB1r immiin reaktivitesi.
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Sekil 4.7. KLE grubu CB1r immiin reaktivitesi; stratum bazale ve stratum spinozumda
sitoplazmik immiin reaktivite (a, c) ve epidermisin tiim tabakalarinda sitoplazmik
immiin reaktivite (b). Niikleer immiin reaktivite olmayan 6rnek (c), sadece stratum
bazalede niikkleer immiin reaktivite olan drnek (b) ve tiim tabakalarda niikleer immiin
reaktivite olan drnek (2). (A): Niikleer immiin reaktivite. Anti-CB1 x400.

i i  ’ 3
Sekil 4.8. KLE grubu CB1r immiin reaktivitesi; keratin tikaglarda immiin reaktivitenin
azaldig1 dikkati gekti. Anti-CB1r x400.

LS grubunda; stratum bazale ve stratum spinozum tabakasida tiim hasta

orneklerinde sitoplazmik immiin reaktivite izlendi. Stratum graniilozum tabakasinda 2



50

hasta Orneginde sitoplazmik immiin reaktivite izlenirken, 10 hasta Grneginde ise
stratum graniilozum tabakasinda immiin reaktivite gozlenmedi (Sekil 4.9 ve Sekil
4.10).

Epidermiste LS grubunda 9 6rnekte tiim tabakalarda bazi hiicrelerde niikleer
immiin reaktivite izlendi. Stratum bazalede niikleer immiin reaktivite 9 hasta
orneginde, stratum spinozumda niikleer immiin reaktivite 10 hasta 6rneginde, stratum
graniilozumda niikleer immiin reaktivite ise 9 hasta 6rneginde goriildii. 1 hasta
orneginde ise higbir tabakada niikleer immiin reaktivite izlenmedi (Sekil 4.10).

Epidermiste immiin reaktivite gosteren alan yiizdesi kontrol grubuna gore
anlamli olarak diisiik bulundu (Sekil 4.11). Immiin reaktivite siddeti ise kontrol

grubuna gore anlamli fark géstermedi.

CB1r-LS

6- 3 Negatif

5 =3 Nukleer

4- B Sitoplazmik - Nukleer
37 B Sitoplazmik

Ornek Sayisi

Sekil 4.9. LS grubu 6rneklerinde epidermisin tabakalarinda sitoplazmik ve niikleer
CBl1r immiin reaktivitesi.
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Sekil 4.10. LS grubu CB1r immiin reaktivitesi; Cogu drnekte sadece stratum bazale ve
stratum spinozumda sitoplazmik immiin reaktivite izlenirken (a), 2 Ornekte tiim
tabakalarda sitoplazmik immiin reaktivite mevcuttu (b). Niikleer immiin reaktivite
olmayan ornekler izlendi. Tim tabakalarda niikleer immiin reaktivite olan 6rnekler
cogunluktaydi (a,b) . (A): Niikleer immiin reaktivite. Anti-CB1Rx400.
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Sekil 4.11. Epidermiste CB1r immiin reaktivite gosteren alan yiizdeleri. Kontrol
grubunda immiin reaktivite gosteren alan yiizdesi hastalik gruplarina gore anlaml
olarak yiiksekti (P<0,001). Psoriasis grubunda immiinreaktivite gosteren alan yiizdesi
ise KLE ve LS grubuna gore anlamli olarak disiiktii (P<0,001).
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Sekil 4.12. Epidermiste CB1r immiin reaktivite siddeti grafigi. Psoriasis
orneklerindeki CBl1r immiin reaktivite siddeti diger gruplara gére anlamli olarak
disiiktii (P<0,001). Diger gruplar arasinda anlamli bir fark izlenmedi.
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4.2.2 FAAH Enzimi immiinhistokimyasi

Kontrol grubunda; anandamide’in yikim enzimi olan FAAH tiim epidermiste
yaygin ve kuvvetli sitoplazmik immdiin reaktivite gosterdi.

Epidermisin tiim tabakalarinda kuvvetli sitoplazmik ve bazi hiicrelerde niikleer
immiin reaktivite izlendi (Sekil 4.14 ve Sekil 4.15).

FAAH - Kontrol

6- =3 Negatif

5 E3 Nukleer

4+ B3 Sitoplazmik - Nikleer
B Sitoplazmik

Ornek Sayisi

Sekil 4.13. Kontrol grubu oOrneklerinde epidermisin tabakalarinda sitoplazmik ve
niikleer FAAH immiin reaktivitesi.
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pete 100

Sekil 4.14. Kontrol grubu FAAH immiin reaktivitesi; epidermisin tiim tabakalarinda

sitoplazmik ve niikleer immiin reaktivite izlendi. (A): Niikleer immiin reaktivite Anti-
FAAH x400.

Psoriasis grubunda; stratum bazale ve stratum spinozum tabakasinda tiim
orneklerde sitoplazmik FAAH immiin reaktivitesi izlendi. Stratum graniilozum
tabakasinda 6rneklerin higbirinde sitoplazmik immiin reaktivite izlenmedi (Sekil 4.15
ve Sekil 4.16).

Epidermiste psoriasis grubunda 6 hasta Orneginde tiim tabakalarda bazi
hiicrelerde niikleer immiin reaktivite izlendi. Niikleer FAAH immiin reaktivitesi
stratum bazalede 7 6rnekte, stratum spinozumda 11 6rnekte, stratum graniillozumda 11
ornekte goriildi (Sekil 4.16).

Epidermiste immiin reaktivite gosteren alan yiizdesi kontrole gore anlamli
farklilik gdstermedi. (Sekil 4.22). Immiin reaktivite siddeti ise yiizdesi kontrole gdre
anlamli farklilik gostermedi (Sekil 4.23).
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Sekil 4.15. Psoriasis grubu orneklerinde epidermisin tabakalarinda sitoplazmik ve
niikleer FAAH immiin reaktivitesi.

Sekil 4.16. Psoriasis grubu FAAH immiin reaktivitesi; stratum bazale ve stratum
spinozumda sitoplazmik immiin reaktivite izlendi (a,b). Tiim tabakalarda niikleer
immiin reaktivite, sadece stratum bazale ve stratum spinozumda immiin reaktivite (b)
ve sadece stratum spinozum ve stratum graniilozumda immiin reaktivite olan 6rnekler
mevcuttu (a). (A): Niikleer immiin reaktivite. (a) Anti-FAAH x200, (b) Anti-FAAH
x400

KLE grubunda; stratum bazale ve stratum spinozum tabakalarinda tim
orneklerde sitoplazmik immiin reaktivite izlendi. Stratum graniilozum tabakasinda 8

ornekte sitoplazmik immiin reaktivite izlenirken, 1 ornekte ise ¢ok zayif olarak
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isaretlendigi goriildii. 3 6rnekte ise stratum graniilozum tabakasinda immiin reaktivite
gozlenmedi (Sekil 4.17 ve Sekil 4.18).

Epidermisin tiim tabakalarinda 11 ornekte bazi hiicrelerde niikleer immiin
reaktivite izlendi, 1 drnekte ise stratum bazale ve stratum spinozumda niikleer immiin
reaktivite izlendi (Sekil 4.18). Keratin tikag bolgelerinde immiin reaktivitenin azaldigi
dikkati gekti (Sekil 4.17).

Epidermiste immiin reaktivite gosteren alan yiizdesi kontrole gore anlamli
olarak diisiik bulundu. (Sekil 4.22). Immiin reaktivite siddeti ise yiizdesi kontrole gore
anlamli farklilik gostermedi (Sekil 4.23).

FAAH - KLE

6- =3 Negatif

54 E3 Nukleer

4+ E3 Sitoplazmik - Nukleer
B Sitoplazmik
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Sekil 4.17. KLE grubu 6rneklerinde epidermisin tabakalarinda sitoplazmik ve niikleer
FAAH immiin reaktivitesi.
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Sekil 4.18. KLE grubu FAAH immiin reaktivitesi; Orneklerin ¢ogunda tiim
tabakalarda sitoplazmik immiin reaktivite varken (a), 3 6rnekte sadece stratum bazale
ve stratum spinozumda immiin reaktivite izlendi (b). 1 6rnekte stratum graniilozumda
niikleer immiin reaktivite izlenmezken (b), diger 6rneklerde tiim tabakalarda niikleer

immiin reaktivite mevcuttu(a). (A): Niikleer immiin reaktivite. Anti-FAAH x400.

KLE grub FAAH immin reaktivitesi, keratin tikaglarda immiin
reaktivitenin azaldig1 dikkati ¢ekti. Parantez: Keratin tikag bolgesi. Anti-FAAH x400.

Sekil 4.19.

LS grubunda; stratum bazale ve statum spinozum tabakalarinda tiim
orneklerde sitoplazmik immiin reaktivite izlendi. Stratum graniilozum tabakasinda 2
ornekte sitoplazmik immiin reaktivite izlenirken, 2 6rnekte ¢ok zayif imuunoreaktivite
saptand1. 8 6rnekde ise stratum graniilozum tabakasinda immiin reaktivite gézlenmedi
(Sekil 4.20 ve Sekil 4.21).

Epidermiste LS grubunda 6rneklerde stratum spinozum ve stratum graniilozum
tabakalarinda baz1 hiicrelerde niikleer immiin reaktivite izlenirken, stratum bazalede
niikleer immiin reaktivite 11 drnekte goriildi (Sekil 4.21).

Epidermiste immiin reaktivite gdsteren alan yiizdesi kontrole goére anlamli
olarak diisiik bulundu. (Sekil 4.22). Immiin reaktivite siddeti ise diger ii¢ gruba gore
anlamli olarak diisiik bulundu (p<0,001) (Sekil 4.23)
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FAAH - LS

6- =1 Negatif

54 E3 Nukleer

4+ B3 Sitoplazmik - Nikleer
B3 Sitoplazmik

Ornek Sayisi

Sekil 4.20. LS grubu 6rneklerinde epidermisin tabakalarinda sitoplazmik ve niikleer
FAAH immiin reaktivitesi.
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Pt |,

Sekil 4.21. LS grubu FAAH immiin reaktivitesi; Orneklerin ¢ogunda stratum bazale
ve stratum spinozumda sitoplazmik immiin reaktivite vardi (a,b), 4 Ornekte tiim
tabakalarda immiin reaktivite izlendi (c). 1 6rnekte stratum bazalede niikleer immiin
reaktivite izlenmezken (c), diger 6rneklerde tiim tabakalarda niikleer immiin reaktivite
mevcuttu(a,b). (A): Niikleer immiin reaktivite. Anti-FAAH x400.
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Sekil 4.22. Epidermiste FAAH enzimi immiin reaktivite gosteren alan yiizdeleri.
Kontrol grubunda immiin reaktivite gosteren alan yiizdesi KLE ve LS gruplarina gore
anlaml olarak yiiksekti (P = 0,026, P = 0,009). Kontrol ve psdriasis grubunda ise
anlamli1 fark bulunmadi (P = 0,995) Psoriasis grubunda immiinreaktivite gosteren alan
yiizdesi ise LS grubuna gore anlamli olarak yiiksekti (P< 0,016).

3= 00000000 EEEER AAAA vy

2= 0000 EEEEEEN FYVYVVYVYVYY ke e 2

FAAH immiinreaktivite Siddeti

1= vy
0 T T T |
Kontrol Psoriasis KLE LS

Sekil 4.23. Epidermiste FAAH enzimi immiin reaktivite siddeti grafigi. Gruplar
arasinda anlamli fark izlenmedi.
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4.2.3 PLD Enzimi immiinhistokimyasi

Kontrol grubunda; Anandamide’in yapim enzimi olan PLD enzimi tim
epidermiste yaygin ve zayif/orta kuvvette sitoplazmik immiin reaktivite gosterdi.

Epidermiste kontrol grubunda tiim tabakalarda zayif/orta kuvvette sitopilazmik
immiin reaktivite izlendi (Sekil 4.23 ve Sekil 4.24).

Epidermiste kontrol grubunda hicbir Ornekte niikleer immiin reaktivite

izlenmedi (Sekil 4.24).

PLD - Kontrol

6- =3 Negatif

5+ =3 Nukleer

4- B Sitoplazmik - Nukleer
37 B3 Sitoplazmik

Ornek Sayisi
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Sekil 4.24. Kontrol grubu orneklerinde epidermisin tabakalarinda sitoplazmik ve
niikleer PLD immiin reaktivitesi.
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Sekil 4.25. Kontrol grubu PLD immiin reaktivitesi; epidermisin tiim tabakalarinda
sitoplazmik immiin reaktivite izlendi. Niikleer immiin reaktivite goriilmedi. Anti-PLD
x400.

Psoriasis grubunda; stratum bazalede 8 6rnekte sitoplazmik immiin reaktivite
gozlenirken, 4 6rnekte sitoplazmik immiin reaktivite gézlenmedi. Stratum spinozum
tabakasinda 1 tanesinde zayif olmak flizere tiim Orneklerde sitoplazmik immiin
reaktivite izlendi. Stratum graniilozum tabakasinda 5 Ornekte sitoplazmik immiin
reaktivite izlenirken, 7 drnekte ise stratum graniilozum tabakasinda immiin reaktivite
gozlenmedi (Sekil 4.26 ve Sekil 4.27).

Epidermiste psdriasis grubunda, stratum spinozumda 6 6rnekte bazi hiicrelerde
niikleer immiin reaktivite, stratum graniilozumda 4 ornekte niikleer immiin reaktivite
goriildii. 5 6rnekte ise higbir tabakada niikleer immiin reaktivite izlenmedi (Sekil 4.27).

Epidermiste immiin reaktivite gosteren alan yiizdesi kontrole gére anlaml
olarak diisiik bulundu. (Sekil 4.33). Immiin reaktivite siddeti ise yiizdesi kontrole gore
anlamli farklilik gostermedi (Sekil 4.34).
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Sekil 4.26. Psoriasis grubu orneklerinde epidermisin tabakalarinda sitoplazmik ve
niikleer PLD immiin reaktivitesi.
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Sekil 4.27. Psoriasis grubu PLD immiin reaktivitesi; stratum spinozum ve stratum
granlilozumda sitoplazmik immiin reaktivite (a) ve stratum bazale ile stratum
spinozumda sitoplazmik immiin reaktivite (b) gosteren ornekler. Stratum bazalede
niikleer immiin reaktivite hi¢cbir 6rnekte yoktu. Sadece stratum graniilozumda niikleer
immiin reaktivite gosteren orneklerin yaninda (b) hem stratum spinozum hem de
stratum graniilozumda immiin reaktivite izlenen 6rnekler vardi (b). (A): Niikleer
immiin reaktivite. Anti-PLD x200.

KLE grubunda; stratum bazalede tiim Orneklerde sitoplazmik immiin

reaktivite izlendi. Stratum spinozum tabakasinda 11 Ornekte sitoplazmik immiin
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reaktivite izlenirken, 1 ornekte sitoplazmik immiin reaktivite izlenmedi. Stratum
graniilozum tabakasinda 4 6rnekte sitoplazmik immiin reaktivite izlenirken, 8 rnekte
stratum graniilozum tabakasinda immiin reaktivite gozlenmedi (Sekil 4.28 ve Sekil
4.29)

Epidermiste KLE grubunda 2 6rnekte tiim tabakalarda bazi hiicrelerde niikleer
immiin reaktivite izlendi. Stratum bazalede niikleer immiin reaktivite 4 Ornekte,
stratum spinozumda niikleer immiin reaktivite 11 Ornekte, stratum graniilozumda
niikleer immiin reaktivite ise 2 6rnekte izlendi. 1 6rnekte ise hi¢bir tabakada niikleer
immiin reaktivite izlenmedi (Sekil 4.29). Keratin tikag bolgelerinde immiin
reaktivitenin azaldigi izlendi (Sekil 4.30).

Epidermiste immiin reaktivite gdsteren alan yiizdesi kontrole gére anlamli
olarak diisiik bulundu. (Sekil 4.33). Immiin reaktivite siddeti ise yiizdesi kontrole gére
anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0,001) (Sekil 4.34).
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Sekil 4.28. KLE grubu 6rneklerinde epidermisin tabakalarinda sitoplazmik ve niikleer
PLD immiin reaktivitesi.
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Sekil 4.29. KLE grubu PLD immiin reaktivitesi; Tiim 6rneklerde stratum spinozum ve
stratum bazalede sitoplazmik immiin reaktivite izlenen 6rnekler mevcutken (a,b,c),
stratum graniillozumda da sitoplazmik immiin reaktivite izlenen Ornek sayisi 4 idi
(b,c).Sadece stratum spinozumda (b), stratum spinozum ve stratum bazalede (a,b) ve
tiim tabakalarda niikleer immiin reaktivite izlenen 6rnekler mevcuttu (a). (A): Niikleer
immiin reaktivite. Anti-PLD x400.

Sekil 4.30. KLE ru bu PLD immiin reaktiitsi, keratin tikaclarda immiin reaktivitenin
azaldig1 izlendi. Anti-PLD x400.
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LS grubu; stratum bazale ve statum spinozum tabakalarinda tiim 6rneklerde
sitoplazmik immiin reaktivite izlendi. Stratum graniilozum tabakasinda 7 Ornekte
sitoplazmik immiin reaktivite izlenirken, 5 Ornekte ise stratum graniilozum
tabakasinda immiin reaktivite gozlenmedi (Sekil 4.31 ve 4.32).

Epidermiste LS grubunda tiim orneklerde tiim tabakalarda bazi hiicrelerde
niikleer immiin reaktivite izlendi (Sekil 4.32).

Epidermiste immiin reaktivite gosteren alan yiizdesi kontrole gore anlamli
olarak diisiik bulundu. (Sekil 4.33). Immiin reaktivite siddeti ise yiizdesi kontrole gére
anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0,001) (Sekil 4.34).

PLD -LS

6- =3 Negatif
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Sekil 4.31. LS grubu 6rneklerinde epidermisin tabakalarinda sitoplazmik ve niikleer

PLD immiin reaktivitesi.
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Sekil 4.32. LS grubu PLD immiin reaktivitesi; bazi orneklerde tiim tabakalarda
sitoplazmik immiin reaktivite izlenirken (a), sadece stratum spinozum ve stratum
bazalede sitoplazmik immiin reaktivite olan érnekler de vardi (b). Orneklerin hepsinde
tim tabakalarda niikleer immiin reaktivite izlendi. (A): Nikleer immiin reaktivite.
Anti-PLD x400.
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Sekil 4.33. Epidermiste PLD enzimi immiin reaktivite gosteren alan yiizdeleri. Kontrol
grubunda immiin reaktivite gosteren alan yiizdesi diger ti¢ gruba gore anlamli olarak
diisiik bulundu (p<0,001). Diger ii¢ grup arasinda anlamli fark izlenmedi.
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Sekil 4.34. Epidermiste PLD immiin reaktivite siddeti grafigi. Immiin reaktivite siddeti
kontrol grubu ve psoériasis grubu, KLE ve LS gruplarina gore anlamli olarak diisiik
bulundu (p=0,003).
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4.3. TNF-a Konsantrasyonu

TNF-a konsantrasyonu tiim hasta gruplarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli
olarak yiiksek ¢ikt1 (P<0,001). KLE 6rneklerinde TNF-a konsantrasyonu, psoriasis ve
LS orneklerine gore anlamli olarak yiiksekti (P<0,001).
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Sekil 4.35. Orneklerin TNF-a konsantrasyonlar:.

4.4 Orneklerde Hiperkeratoz Degerlendirilmesi

12 psoriasis 6rneginin 11 tanesinde parakeratotik, 1 tanesinde ise ortokeratotik
hiperkeratoz izlendi. KLE 6rneklerinde 1 parakeratotik hiperkeratoz izlenirken, diger
11 ornekte ortokeratotik hiperkeratoz izlendi. LS 6rneklerinin hepsinde ortokeratotik

hiperkeratoz mevcuttu, parakeratoz izlenmedi.
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5. TARTISMA

Endokannabinoid sistemi, viicutta olduk¢a yaygin bir sekilde psikolojik,
metabolik ve immiinolojik etkileri olan bir sistemdir (1). Epidermiste ise keratinosit
farklanmasi, apoptozu, proliferasyonu, derideki inflamatuvar siireclerin yonetilmesi
gibi gorevleri bulunmaktadir (2-4). Bu gorevlerde en etkili olan endokannabinoid
sistemi elemanlar1 ise CB1/2 reseptorleri ve AEA, 2-AG ligandlaridir (2, 3). AEA nin
yapim enzimlerinden birisi PLD yikim enzimlerinden en 6nemlisi ise FAAH dir (5).
Endokannabinoid sistemi inflamatuvar siire¢lerin yonettigi, keratinosit farklanmasi ve
proliferasyonunu diizenledigi icin hiperkeratoz goriilen otoinflamatuvar deri
hastaliklari i¢in potansiyel bir hedeftir. Bu sebepler ile bu tez ¢alismasinda Tiirkiye’de
sik rastlanan hiperkeratoz goriilen otoinflamatuvar deri hastaliklar1 listelenmis ve
i¢clerinden psoriasis, KLE ve LS sec¢ilmistir. Bu hastaliklarin segilmesinin sebebi
Tiirkiye’de sik goriilmelerinin yaninda kesin bir tedavilerinin olmayzist, etiyolojilerinin
kesin bilinmemesidir. Bunun yaninda psoriasiste daha once endokannabinoid
sisteminin ¢alisilmis ve topikal tedavi yontemlerinin denenmis olmasina ragmen (9,
10) anandamide’in yapim enzimi olan PLD hi¢ ¢alisitimamig, KLE ve LS’de ise
endokannabinoid sisteme dair hi¢ calisma yapilmamis olmasi da bu hastaliklarin
sec¢ilmesi i¢in bir sebep olmustur.

Bu tez cahsmasi kapsaminda; hiperkeratoz ile giden otoinflamatuvar
hastaliklar olan psoriasis, KLE ve LE deri biyopsilerinde, inflamasyonu gostermek
amaciyla TNF-o miktar1 Ol¢iilmiis, ardindan epidermisteki CB1r, anandamide’in
yikim enzimi olan FAAH enzimi ve yapim enzimi olan PLD enziminin immiin
reaktivitesine bakilmis, immiin reaktivite siddeti 6l¢tilmiis ve saglikli deri 6rnekleri ile
karsilastirilmigtir. Immiin reaktivite saptanan alanlarin ve immiin reaktivite
siddetlerinin saglikli dokuya gore anlamli farklilik gosterilmesi ile endokannabinoid
sisteminin bu hastaliklarin patofizyolojileri ile ilgili olabilecegi ortaya koyulmustur.

Endokannabinoid sisteminin deride anti-inflamatuvar etkisinin varlig1 6nceki
caligmalarda gosterilmistir (2, 45). CBlr’'nin AEA veya baska bir ligand ile aktive
olmast o bolgedeki inflamasyonu baskilamaktadir (61). TNF-o’nin inflamasyonu
tetiklerken aym1 zamanda AEA iretimini arttirdigi fareler lizerinde yapilan bir
calismada gosterilmistir (62). TNF-o’nin CBI1r sayisin1 da arttirdigi multiple skleroz

hastalariin periferik kan 6rneklerinde yapilan ¢alismada gosterilmistir (63). Bir diger
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calismada ise noral kok hiicre kiiltiirlinde TNF-a reseptorlerinin aktivasyonunun 2-AG
sentezini arttirarak, ayni hiicre iizerinde CBlr iizerinden otokrin etki gosterdigini
bulmuslardir (64). Yapilan bu tez ¢alismasinda kontrol grubunda her tabakada mevcut
olan CB1r immiin reaktivitesinin psoriasis hasta 6rneklerinde stratum spinozumda 5
ornekte, stratum graniilozumda ise 8 &rnekte kayboldugu gosterilmistir. Immiin
reaktivite siddeti ise kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olarak diisiik
bulunmustur. KLE hasta 6rneklerinde stratum spinozumda 3, stratum graniilozumda 7
ornekte CB1r immiin reaktivitesi kaybolmustur. LS hasta 6rneklerinde ise stratum
graniilozumda 2 6rnekte CB1r immiin reaktivitesi tamamen kaybolurken, 8 drnekte ise
sitoplazmik immiin reaktivite kaybolmustur. Bunlarin yaninda immiin reaktivite
gosteren alan yilizdesinin {i¢ hastalikta da saglikli dokuya gore istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde azaldig1 gosterilmistir. CB1r immiin reaktivitesindeki azalma KLE
ve LS’de ilk defa gosterildi. CBLr immiin reaktivitesindeki azalmanin yani sira ti¢
hastalik grubunda da inflamasyon gostergesi olan TNF-o’nin arttigi gosterilmistir.
Sonug olarak bu hastaliklarda CB1r’nin azalmasiyla endokannabinoid sisteminin anti-
inflamatuvar etkisinin azaldigi ve bu ii¢ hastaligin etiyolojisinden sorumlu tutulan
tetikleyicilerin TNF-a miktarini arttirmasi ile baslayan inflamasyonun kontrol altina
alinamadig1 kanaatine varildi.

Stratum korneum, keratinositlerin farklanarak matiirasyonu sirasinda
cekirdegini ve organellerini kaybetmis keratinositlerden olugmaktadir. Bu tabakanin
kalinlasmasi hiperkeratoz olarak isimlendirilir. (65). Saglikli dokuda CB1r’nin stratum
spinozum ve stratum graniilozumda arttig1 bilinmektedir ve bu sebeple CBIr’nin
farklanmada gorevli oldugu diisiinilmektedir (6). Yapilan iki boyutlu kiltiir
caligmalarinda CBIr’nin az miktardaki ligand ile aktivasyonunun keratinositlerin
farklanmasini baskiladig gésterilmistir (9, 66). Bunun yani sira insan keratinosit hiicre
hattinda (HaCaT), insan primer keratinosit kiiltiiriinde ve insan deri organ kiiltiirtinde
yapilan ¢alismalarda; CB1r’nin daha yiiksek dozlarda ligand ile aktivasyonunda ise
keratinositlerde proliferasyonunun baskilandigi ve apoptozun arttigi gosterilmistir (67-
69). Calismamiz kapsamindaki hiperkeratoz goriilen bu ii¢ hastalikta CB1r immiin
reaktivitesinin Ozellikle stratum spinozum ve stratum graniilozum tabakalarida

azalmasi bize keratinosit farklanmasinin bozularak terminal farklanma (70) olarak da
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isimlendirilen keratinizasyonun bozuldugunu ve hiperkeratoza sebep oldugunu
distindiirmektedir.

Hiperkeratoz iki alt baslikta incelenir; ortokeratoz keratin tabakasinin
keratinosit matiirasyonunun bozulmadan kalinlasmasi, parakeratoz ise matiirasyonun
bozularak keratin tabakasina ¢ekirdeklerini kaybetmeden ge¢cmesidir (65). Yapilan bu
tez caligmasinda CB1lr immiin reaktivite siddeti, psoriasis grubunda en az, KLE
grubunda psoriasis grubuna gére anlamli olarak daha yiiksektir. LS grubunda ise
psoriasis ve KLE gruplarina gére immiin reaktivite siddeti en yiiksektir. Hiperkeratoz
degerlendirildiginde ise psoriasis grubunda 11 6rnekte, KLE grubunda ise 1 6rnekte
parakeratoz saptandi. LS grubunda ise parakeratoz izlenmedi. CB1lr immiin
reaktivitesinin gozlendigi alan yilizdesi ve CBIlr immiin reaktivite siddetinin diger
hastaliklara gore daha diisiik oldugu psoriasis grubunda parakeratoz izlenmesi; CB1r
aktivasyonunun azalmasinin  keratinosit  farklanmasint daha da bozarak
matiirasyonunu engelledigi ve parakeratoza yol agtigini diisiindiirmektedir.

Psoriasis hiperkeratotik plaklarla karakterize, inflamatuvar kronik bir deri
hastaligidir (7).  Histopatolojisinde inflamatuvar infiltrasyonlar, hiperkeratoz,
damarlanma artisi, Munro’nun mikroabseleri ve rete kenarlarinin uzamasi
bulunmaktadir (3, 7, 71). Rete kenarlar1 deride dermis ve epidermis arasindaki dalgali
sekilde bulunan mikroyapilardir (72). Psoriasiste IL-17 artisinin epitel hiicrelerinin
asir1 proliferasyonuyla rete kenarlarindaki uzamaya sebep oldugu bildirilmektedir (7).
Calismamizdaki psoriasis grubu incelendiginde stratum bazaledeki CBlr immiin
reaktivitesinin uzayan rete kenarlarina ait olan kisimlarda azaldig1 saptandi. Onceki
caligmalarda CBlr reseptoriiniin aktivasyonunun deri organ kiiltiirii ortaminda ve
HaCaT hiicre hatt1 kiiltiiriinde keratinosit proliferasyonunu baskiladig1 gosterilmistir
(9, 64). Psoriasiste stratum bazalede CB1r immiin reaktivitesinin azalmasinin 0
bolgelerde keratinositlerde asir1 proliferasyona neden olarak psoriasisteki tipik
histopatolojik  bulgu olan rete kenarlarinda uzamaya sebep oldugunu
diistindiirmektedir.

Anandamide yag asidi yapisinda bir ndrotransmitterdir ve endokannabinoid
sisteminin ilk kesfedilen, en ¢ok calisilan norotransmitteridir (39, 44). Anandamide
sentez yolaklarinda en aktif olan enzim PLD, yikiminda en aktif olan enzim ise

FAAH’dir (5, 47). Yapilan ¢alismalarda siganlara intraperitoneal lipopolisakkarit
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enjeksiyonu yapilarak TNF-o miktar1 arttirildiginda AEA  sentezinin arttigi
gosterilmistir (73). Baska bir calismada ise siganlara direk TNF-o enjeksiyonu
yapildiginda yine AEA sentezininin arttg1 gosterilmistir (62). Psoriasisli hastalarda
yapilan bir ¢alismada ise hastalarin kaninda AEA miktarinin arttigi bulunmustur (9).
Calismamizda; AEA yapim enzimi PLD immiin reaktivitesi kontrol grubunda
epidermisin her tabakasinda izlenirken psoriasis hasta drneklerinde stratum bazalede
4, stratum graniilozumda ise 2 6rnekte olmadigi saptandi. KLE hasta 6rneklerinde ise
stratum spinozumda 1, stratum graniilozumda 7 6rnekte PLD immiin reaktivitesi
gozlendi. LS hasta 6rneklerinde ise kontrol grubuna benzer sekilde epidermisin tiim
tabakalarinda PLD immiin reaktivitesi saptandi. PLD immiin reaktivitesi gozlenen
alan yiizdesi hastalik gruplarinin hepsinde saglikli kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli miktarda artig gdstermistir. PLD immiin reaktivite siddeti ise KLE ve
LS’de kontrole gore anlamli sekilde artmistir. Psoriasiste ise PLD immiin reaktivite
siddeti kontrole gore anlamli olarak degismemistir. FAAH immiin reaktivitesi
incelendiginde ise kontrol grubunda her tabakada izlenen immiin reaktivitenin,
psoriasis hasta grubunda ve KLE hasta grubunda stratum graniilozum tabakasinda 1’er
ornekte olmadig goriilmiistiir. Immiin reaktivite gosteren alan yiizdesinin KLE ve LS
gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldigi saptandi. immiin reaktivite
sonuglart degerlendirildiginde hastalik gruplarinda epidermiste AEA’nin yapim
enzimi olan PLD’nin artt181, yitkim enzimi olan FAAH’1n ise azaldig1 s6ylenebilir. Bu
bulgular 1s1ginda hastalik gruplarinda artan inflamasyona bagl olarak AEA sentezini
arttirmak icin PLD miktarmin arttigi ve yikimi azaltmak i¢cin FAAH enziminin
miktarinin azaldigi ancak CB1r miktar1 azalmis oldugundan inflamasyonun
baskilanamadig1 sonucuna varilmistir. KLE ve LS’de FAAH ve PLD enzimlerinin
varhigr ve dagilimi ilk defa galisilmistir. Psoriasiste ise epidermiste PLD enziminin
artist ilk defa gosterilmistir.

Keratinizasyon, keratinositlerde meydana gelen ardisik sitoplazmik olaylar
sonucu keratinositin epidermisin tabakalar1 arasinda ilerleyerek korneositlere
farklanmasidir (22). Keratinositler stratum bazaleden stratum korneuma dogru
biyokimyasal ve morfolojik degisikliklere ugrar ve farklanma miktar1 artar (25, 74).
Calismamizdaki hastalik gruplarinda hiperkeratozun varligit ve CBlr miktarinda

azalma olmasi, bu hastaliklarda keratinosit farklanmasinda sorun oldugunu
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diistindiirmektedir. Saglikli insan derisinde, HaCaT ve NHEK hiicre hatlarinda yapilan
caligmalarda, keratinosit farklanmasi arttikga hiicrede bulunan FAAH enzimi
miktarinin artti@i  gosterilmistir (75). Calismamizda kontrol grubunda stratum
graniilozumda goriilen sitoplazmik FAAH immiin reaktivitesinin, psoriasiste tiim
orneklerde, LS’de 10 drnekte, KLE’de ise 4 6rnekte olmadig1 goriilmiistiir. Onceki
caligmalarda Keratinosit farklanmasinda arttigi gosterilmis olan FAAH enziminin,
hastalik gruplarinda stratum graniilozumda azalmis olmasi keratinosit farklanmasinda
sorun oldugunu diistindiirmektedir.

Kutanoz lupus eritematozusta dermal Odem, hiperkeratoz, inflamatuar
infiltratlar ve keratin tikaglar goriiliir (11, 76). Keratin tikag, kil follikiilinden kilin
¢ikisinin ¢ikis bolgesinde keratin birikimi nedeniyle engellenmesidir. Keratin tikaglar
skar dokusunda veya iyilesen deride degil yalnizca aktif lezyon bulunan KLE’de
bulunurlar ve kil follikiiliiniin oldugu bolgede daha fazla olan hiperkeratozu gosterir
(77). Keratin tikaglarin oldugu bolgedeki hiperkeratozun sebebinin, keratinositlerde
farklanmanin ve proliferasyonun bozulmasit sebebiyle oldugu ve bunun da
endokannabinoid sistemine ait olan reseptdr ve enzimlerin kaybina bagli oldugu
distiniilmistiir.

CBIlr, G protein bagli bir reseptordiir (38). G protein bagli reseptorlerin genel
olarak hiicre membraninda yer aldig1 bilinse de organel membranlarinda ve ¢ekirdek
membraninda da yer alabildigi gosterilmistir (78). Niikleer reseptorlerin, niikleer zarf
invajinasyonlar1 ile veya migel igerisinde niikleoplazma igine alinabildigi ve germ
hiicrelerinde intraniikleer lokalizasyonda bulunduklar1 gosterilmistir (79, 80).
Intraniikleer reseptorlerin fizyolojik durumlarda ve hastaliklarda gérev aldig
diigiiniilmektedir (78). Baz1 reseptorlerin hiicre membraninda bulundugu zamandaki
islevleri ile intraniikleer veya ¢ekirdek zarinda bulundugu zamandaki islevleri arasinda
fark oldugu gosterilmistir (81). Calismamizda kontrol grubunda stratum bazalede 5,
stratum spinozum ve stratum graniilozumda 10 6rnekte bazi hiicrelerde sitoplazmik
immiin reaktivitenin yaninda niikleer immiin reaktivite saptanmistir. Epidermisin tiim
tabakalarinda niikleer immiin reaktivite gosteren O6rnek sayisi psoriasis ve KLE’de
azalmistir. LS’de ise stratum graniilozumda 8 ornekte sitoplazmik immiin reaktivite
izlenmezken, niikleer immiin reaktivitenin oldugu goézlendi. Bu bilgiler 1s18inda bu

calismamizda sitoplazmik immiin reaktivitesini kaybeden ancak niikleer immiin
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reaktivitesi olan hiicrelerin varligi, CBlr’nin hiicrenin farkli bolgelerinde farkli
gorevlerinin oldugunu diisiindiirmiistiir.

FAAH enziminin hiicre iginde endoplazma retikulumunun membraninda
bulundugu bilinmektedir (5). Ancak disiik yapan 45 hastanin diisiik materyalinde
yapilan bir calismada trofoblastlarda FAAH enziminin niikleer lokalizasyonda
bulundugu gosterilmistir. Ayni ¢aligmada trofoblastlardan gelistirilen koryokarsinom
hiicre hattinda da niikleer FAAH varligi gosterilmistir. Kannabinoid ligandlarinin
lipofilik olmasi bu ligandlarin yikiminin intraniikleer olarak da olabilecegini
diistindiirmiis, trofoblastlarda niikleer immiin reaktivite varken yanlarindaki desidual
hiicrelerde olmamasi intraniikleer FAAH’in farkli gorevleri olabilecegini
diistindiirmistiir (82). Bu tez ¢alismasinda kontrol grubunda tiim 6rneklerde bulunan
sitoplazmik ve niikleer FAAH immiin reaktivitesi, hastalik gruplar1 incelendiginde,
niikleer immiin reaktivite psoriasis 6rneklerinin yaklasik yarisinda stratum bazalede
kaybolurken, ii¢ hastalik grubunda da stratum graniilozumda sitoplazmik Immiin
reaktivite kaybolurken niikleer Iimmiin reaktivitenin korundugu goriilmiistiir.
Sitoplazmik FAAH kaybolurken intraniikleer FAAH immiin reaktivitesinin devam
ediyor olmasi, intraniikleer FAAH’in sitoplazmada bulunan FAAH’dan farkh
gorevleri olabilecegi diislincesini desteklemektedir.

PLD’nin sitozolik bir enzim oldugu bilgisi mevcuttur (48). Ancak domuz
aortasinda alinan damar diiz kas hiicreleri ile hazirlanan hiicre kiiltiirii ¢alismasinda,
bu hiicrelerde hem niikleer hem sitozolik PLD oldugu ve niikleer PLD aktivitesinin
Fosfoinositid-3 Kinaz (PI3K) sinyali ile G proteini kenetli reseptor (GPCR) kaskadina
bagli oldugu gosterilmistir (83). Fareler iizerinde yapilan bir calismada ise
kannabinoidlerin PI3K sinyal yolagin1 CBl1r ile aktive edebildigi gosterilmistir (84).
Niikleer PLD’ nin vaskiiler diiz kas hiicrelerinde inflamasyon ve proliferasyon ile ilgili
oldugu disiiniilmektedir (85). Bu tez ¢alismasinda kontrol grubunda higbir 6rnekte
nikkleer PLD immiin reaktivitesi goriillmezken; psoriasis Orneklerinin yaklagik
yarisinda stratum spinozum ve stratum graniilozum tabakalarinda, KLE 6rneklerinin
yaklasik yarisinda stratum bazalede ve neredeyse tiim 6rneklerde stratum spinozumda,
LS orneklerinin ise tamaminda tiim tabakalarda niikleer PLD immiin reaktivitesi

gozlendi. Bu bilgiler 1s18inda, g¢alismamizdaki hastaliklarda niikleer PLD’nin
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sebebinin, bir G protein kenetli reseptér olan CBIlr’nin miktarmin degismesine,
keratinosit proliferasyonun bozulmasina ve inflamasyona bagli oldugu diistiniilmiistiir.

Bu tez calismasi bazi sinirliliklar igermektedir. Calismada kullanilan 6rnek
sayisi, maddi imkanlar sebebiyle 12 ile kisitlandirilmak zorunda kalmistir. Bu say1
gruplar arasinda yiiksek biiylikliikte bir etki farki bulunacagi ongoriisii altinda (etki
biyiikliigii =0,50), %80 gii¢ diizeyinde ve %5 tip-1 hata ile hesaplanmistir. Bunun
yaninda hastalik ornekleri ve saglikli doku ornekleri viicudun aynmi boélgelerinden
alinmamustir. Glines alan bolgelerde ultraviyole 15181 inflamasyonu ve buna baglh
kannabinoid sistemi tetikledigi bilinmektedir (73, 86). Calismada KLE 6rnekleri yiiz
bolgesinden alinmigken, LS Ornekleri ve kontrol Ornekleri giines gormeyen
bolgelerden alinmistir. Psoriasiste ise glines alan ve almayan bolgelerden alinan
ornekler karsilastirmak istendiginde dagilim esit olmadigi i¢in karsilastirilamadi. Aynm
maddi kisithilik sebebiyle incelenen endokannabinoid sistemi elemanlari sadece CBlr,
FAAH enzimi ve PLD enzimi olmustur. Oysaki endokannabinoid sisteme ait bircok
reseptor, ligand ve enzim bulunmaktadir (38). CB1r’i aktive eden tek ligand
anandamide olmadig1 gibi, anandamide’in yapiminda sadece PLD enzimi, yikiminda
ise sadece FAAH enzimi yoktur (39, 47). Anandamide miktarini indirekt olarak
belirlemek igin yapim ve yikim enzimlerine bakilmis olmasina ragmen, dokulardaki
anandamide miktar1 Ol¢lilmememistir. Bu c¢alismada hasta orneklerinde yalnizca
epidermis tabakasi degerlendirilmistir. Ancak bu hastaliklarda yalnizca epidermis
etkilenmemistir (3, 11, 50). Yine de bu ¢alisma KLE ve LS’de endokannabinoid
sistemin c¢alisildigi, psoriasiste ise PLD’nin ¢alisildig ilk ¢alisma olarak literatiire

katida bulunacak, yeni ¢alismalarin ve tedavilerin 6niinii agacaktir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER
Tez calismasinda psoriasis, KLE ve LS hastaliklarinda endokannabinoid
sistemi elemanlarindan CBlr, FAAH enzimi ve PLD enziminin dagilimmin ve
miktarinin saglikli kontrol grubuna gore farklilik gosterdigi ve bunlarin bu

hastaliklarin fizyopatolojilerinde etkili olabilecegi gosterildi (Sekil 6.1).

Hiperkeratoz :
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Sekil 6.1. Tez ¢alismasi kapsaminda sorulan arastirma sorularinin yanitlari ve ulasilan
sonuglar sematize edildi. (Biorender uygulamasi kullanilarak ¢izilmistir.)

Sonug olarak;

1. Psoriasiste, KLE’de ve LS’de epidermiste CBlr azalmasi
otoinflamasyona ve hiperkeratoza neden olmaktadir.

2. CB1r immiin reaktivitesinin azalmasi hiperkeratozun ortokeratozdan
parakeratoza yonelmesine sebep olmaktadir.

3. Psoriasisin tipik bulgusu olan rete kenarlarinin uzadig: bélgede CB1r
miktarinin azaldig: ilk kez gosterilmistir. Psoriasiste stratum bazalede CBlr
immiin reaktivitesinin azalmasi o bolgelerde proliferasyon artisina neden
olarak psoriasisteki tipik histopatolojik bulgu olan rete kenarlarinin uzamasina
sebep olmaktadir.

4, Psoriasiste, KLE’de ve LS’de PLD immiin reaktivitesinde artis, FAAH
immiin reaktivitesinde azalma inflamasyona bagli olarak gergeklesmektedir.
5. Psoriasiste, KLE’de ve LS’de stratum graniilozum tabakasinda
sitoplazmik FAAH immiin reaktivitesinin azalmasi, keratinositlerdeki

farklanma bozuklugundan kaynaklanmaktadir.
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6. CB1lr, FAAH ve PLD miktarinin azalmasi keratin tikaglardaki
hiperkeratozun sebebidir.

7. CB1r sitoplazmik olarak bulunabildigi gibi intraniikleer olarak da
bulunabilir ve niikleer CB1r’nin sitoplazmik ve hiicre membrani yerlesimli
CBlr’den farkli gorevleri olabilir.

8. Niikleer FAAH ve PLD enzimleri sitoplazmik enzimlerden farkli
gorevlere sahiptir.

9. KLE ve LS’de endokannabinoid sistemi ilk defa ¢alisildi.

Bu tez c¢iktilari, endokannabinoid sistemin psoriasis, KLE ve LS
fizyopatolojileri ile ilgili oldugunu gdstermis olup, bu ii¢ hastalikta yeni tedavi
protokollerinin gelistirilmesi i¢in zemin hazirlamistir. Ayn1 zamanda hiperkeratozla
giden otoinflamatuvar diger hastaliklarin patogenezlerinde de endokannabinoid
sisteminin etkisinin arastirilmasi i¢in gergeklestirilecek diger calismalar yol gosterici

olacaktir.
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