VITILIGO HASTALARINDA MELANOGENEZ iLE ILISKILI BAZI
miRNA EKSPRESYON DUZEYLERININ ARASTIRILMASI

DOKTORA TEZi

ARS. GOR. GURBET DOGRU OZDEMIR

T.C.
MERSIN UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

TIBBI BiYOLOJi
ANABILIM DALI

MERSIN
ARALIK 2018



VITILIGO HASTALARINDA MELANOGENEZ iLE ILiSKILI BAZI
MIRNA EKSPRESYON DUZEYLERININ ARASTIRILMASI

DOKTORA TEZi

ARS. GOR. GURBET DOGRU OZDEMIR

T.C.
MERSIN UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

TIBBI BiYOLOJi
ANABILIM DALI

Danisman

Dog. Dr. Ozlem IZCi AY

MERSIN
ARALIK 2018



ONAY

Gurbet DOGRU OZDEMIR tarafindan Dog. Dr. Ozlem iZCi AY danismanhginda “Vitiligo
Hastalarinda Melanogenez ile iligkili bazi miRNA Ekspresyon Diizeylerinin Aragtirilmasi” baglikli
bu ¢alismada asagida imzalar1 bulunan jiiri iiyeleri tarafindan oy birligi ile Doktora tezi olarak

kabul edilmistir.

Gorevi Unvani, Adx ve Soyadi

Baskan Prof. Dr. Mehmet Emin ERDAL

Uye Prof. Dr. Davut ALPTEKIN

Uye Prof. Dr. H. Umit LULEYAP

Uye Prof. Dr. [brahim Omer BARLAS
Uye Dog. Dr. Ozlem iZCi AY

Yukaridaki jiiri karar1 Saghk Bilimleri Enstitiisiiniin £2%..2.0.2009. tarih ve 2202/ L2, sayh

karariyla onaylanmigtir.

5846 sayih Fikir ve Sanat Eserleri Kanunu hiikiimlerine aykiridir,




ETiK BEYAN

Mersin Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim Yonetmeliginde belirtilen kurallara uygun
olarak hazirladigim bu tez calismasinda,

- Tezicindeki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar cercevesinde elde ettigimi,

- Gorsel, isitsel ve yaz tiim bilgi ve sonuglar bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak sundugumu,

. Baskilanin eserlerinden yararlanilmasi durumunda ilgili eserlere bilimsel normlara uygun
olarak atifta bulundugumu,

- Atifta bulundugum eserlerin tiimini kaynak olarak kullandigimi,

- Kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi,

- Bu tezin herhangi bir boliimiini Mersin Universitesi veya bagka bir Giniversitede bagka bir tez
calismasi olarak sunmadigimy,

- Tezin tiim telif haklarini Mersin Universitesi’'nce devrettigimi beyan ederim.

ETHICAL DECLERATION

This thesis is prepared in accordance with the rules specified in Mersin University Graduate
Education Regulation and | declare to comply with the following conditions:
-1 have obtained all the information and the documents of the thesis in accordance with the
academic rules.
-1 presented all the visual, auditory and written information and results in accordance with
scientific ethics.

Twvnfars cnvrd
G

- A n
LECITI LIl altuul LI WV ILIL LI 5aRss L0} Lo | oS =

ance with the norms of scientific works about the case of exploitation of others'
works. [ used all of the referred works as the references.
- 1did not do any tampering in the used data.
- 1 did not present any part of this thesis another thesis at Mersin University or another
university.
- Itransfer all copyrights of this thesis to the Mersin University.

18 Aralik 2018/ December 18th,2018

Imza -~

Gurhet DOGRU (OZDEMIR




OZET

Vitiligo Hastalarinda Melanogenez ile iliskili baz1 miRNA Ekspresyon Diizeylerinin

Arastirilmasi

Vitiligo, epidermisten melanositlerin kaybi ile karakterize edinilmis, kronik, depigmente
bir hastaliktir. Genel populasyonun yaklasik %0,5-1'inde goriilmektedir. Kadinlar ve erkekler
hastaliktan esit olarak etkilenmekte ve hastalik her yasta gelisebilmektedir. Hastaligin etiyolojisi
tam olarak bilinmemektedir. Fakat hastaligin temel patogenezi olan melanositlerin kaybini
aciklamak tlizere ortaya farkl hipotezler siiriilmiistiir. Otoimmiin teori, vitiligonun patogenezini
aciklayan en giiclii teoridir. miRNA'lar, hedef mRNA'larin translasyonel inhibisyonunu ve
transkripsiyonel degredasyonunu saglayan kodlamayan RNA'larin bir sinifidir. Bir¢ok arastirma,
miRNA'larin deri hastaliklar1 dahil olmak iizere ¢esitli insan hastaliklarinin patogenezinde ayrica
dogustan gelen ve adaptif bagisiklik sisteminin diizenlenmesi dahil olmak tlizere bircok fizyolojik
ve patolojik hiicresel siirecte 6nemli rol oynadigi gosterilmistir. Bu nedenle deri hastaliklarinin
patogenezine katilan miRNA molekiillerinin klinik olarak hem tani ve tedavide hem de téropotik
ajanlar ve biyobelirte¢ olabilmeleri bakimindan ilgi ¢ekicidir. Calismaya Mersin Universitesi Tip
Fakiiltesi Dermatoloji Anabilim Dali'nda vitiligo tanis1 alan 56 hasta dahil edildi. Lezyonlarin
Wood 15181 incelemesi ile vitiligo tanisi kesinlestirildi. Calismaya kontrol grubu olarak 56 birey
dahil edildi. Bu ¢alismada melanogenez yolaginda gorevli genleri hedefleyen 8 miRNA
molekiiliiniin (hsa-miR-3163, hsa-miR-6783-3p, hsa-miR-1343-3, hsa-miR-4696, hsa-miR-5197-
3p, hsa-miR-3680-3p) ekspresyon diizeyleri hasta ve kontrol bireylerin kan 6rneklerinden
belirlendi. Secilen miRNA’lar, Real-time PCR’da karsilastirmali AACT y6ntemi kullanilarak analiz
edildi. Molekiiler analizden elde edilen veriler Mann-Whitney U ve Kruskal-Wallis testleri
kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirildi. Degerlendirme sonucunda hasta ve kontrol
bireyler arasinda hsa-miR-4495 ve hsa-miR-6824 genlerinin ekspresyon diizeyleri bakimindan
istatistiksel olarak anlaml bir iliski bulundu. Bu veriler, BCL2 genini hedefleyen hsa-miR-4495'i
ve TYR genini hedefleyen hsa-miR-6824'liin vitiligo patogenezinde rol oynayabilecegini
gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Vitiligo, Real-time PCR, miRNA ekspresyonu, melanogenez, TYR, BCL2

Danisman: Dog. Dr. Ozlem IZCI AY, Mersin Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali, Mersin.



ABSTRACT

Investigation of some miRNA Expression Levels Associated with Melanogenesis in Vitiligo

Patients

Vitiligo is an acquired chronic, depigmenting disorder characterized by the loss of
melanocytes from the epidermis. It affects about 0,5-1% of the general population. Males and
females are equally affected and it can develop at any age. The etiology of the disease is stil not
clear. Different hypotheses are concerning to explain this melanocyte activity loss. Autoimmune
theory is the strongest theory in explaining the pathogenesis of the vitiligo. miRNAs are a class of
noncoding small RNAs that provide translational inhibition and posttranscriptional degradation
of target mRNAs. A lot of researches have paid attention to the possibility that miRNAs play a role
in the pathogenesis of various human disorders including skin diseases and have a major impact
on several physiological and pathological cellular processes including modulation of the innate
and the adaptive immune system. Accordingly, there is emerging evidence for the clinical
potential of miRNAs as both biomarkers and possible therapeutic targets in skin diseases. In this
study 56 patients diagnosed as vitiligo in the Department of Dermatology, Mersin University
Faculty of Medicine were included in the study. After a detailed history and a careful physical
examination of each patient involved in the study, the diagnose was confirmed by a Wood lamp
examination. 56 individuals were included in the study as a control group. In this study, the
expression levels of 8 candidate miRNAs (hsa-miR-3163, hsa-miR-6783-3p, hsa-miR-1343-3, hsa-
miR-4696, hsa-miR-5197-3p, hsa-miR-3680-3p) targeted genes playing role melanogenesis
pathway in blood samples of vitiligo patients were determined. Selected miRNAs were analyzed
by using comparative AACT method in Real-Time PCR. Data obtained from molecular analyze
were statistically evaluated by using Mann-Whitney U test and Kruskal-Wallis test. As a result of
the evaluation, there was a statistically significant relationship between the expression levels of
hsa-miR-4495 and hsa-miR-6824 genes between vitiligo patients and controls(p<0.05). These
data show that hsa-miR-6824 targeting the TYR gene and hsa-miR-4495 targeting BCLZ gene may
play a role in the pathogenesis of vitiligo.

Key Words: Vitiligo, melanogenesis, miRNA evpression, Real-Time PCR, TYR, BCL2

Advisor: Assoc. Prof. Ozlem IZCI AY, Mersin University, Medical Faculty, Medical Biology
Department, Mersin.
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1. GIRIS

Vitiligo, klinik olarak epidermal melanositlerin kaybindan dolay1 deride beyaz lekelerle
karakterize edinsel bir cilt hastaligidir. Diinya niifusunda yaklasik %0,5-1'lik bir prevalansa
sahiptir. Vitiligolu hastalarin yaklasik yarisinda hastalik 20 yasindan 6nce ortaya ¢ikabilmektedir.
Her iki cinsiyet de hastaliktan esit olarak etkilenmekte ve hastaligin cilt tipine veya irkina gore
gorilme oranlarinda belirgin bir farkliik olmamaktadir. Deri ve sac¢ folikiillerinin
depigmentasyonu, vitiligonun klinik ayirt edici 6zelligidir. Hastalik genellikle zaman icinde say1
ve boyut olarak artan beyaz, simetrik yama seklindeki lekeler ile sonuclanir. Lekeler genellikle
yluz ve ekstremiteler gibi goriinen viicut bolgelerinde goriliir. Vitiligonun klinik formlar
segmental vitiligo (SV) ve segmental olmayan (Non Segmental Vitiligo-NSV) olmak iizere iki ana
alt tipte siniflandirilmaktadir. NSV lezyonlarin bilateral dagilimiyla karakterize iken SV genellikle
unilateral-viicudun bir tek bolgesini icerir. NSV, hastaligin en yaygin seklidir (vakalarin %85
i1a%90'1n1 olusturur). NSV lezyonlar: siklikla viicudun her iki tarafinda goriiliir, simetriktir ve
genellikle ilerler. NSV'nin bir 6zelligi, Kébner fenomeni olarak adlandirilan, travmatize olmus
ciltte vitiligo gelismesidir ki bu durum hastalik aktivitesini degerlendirmek i¢in degerli bir klinik
faktordiir. Ciltteki tutulumun yani sira, sa¢ tutulumu sonraki agsamalarda ortaya ¢ikabilmektedir.
NSV ¢ocukluk déneminde baslayabilir, ancak ¢ocukluk ¢agindan sonraki donemde hastaligin
baslangici daha yaygin goriilmektedir. SV’da lezyonlarin tek tarafli tutulumu vardir ve bir veya
birkac dermatomla eslestigi diisiiniilen (bir spinal veya kranyal sinirde duyu lifleri tarafindan
sinir sistemine baglanan cilt bolgeleri) veya “Blaschko “ ¢izgilerinin (cildin hiicresel bilesenlerinin
dorso-ventral embriyonik gelisimini takip eden cizgiler) belirledigi alanlara karsilik gelen bir
dagilim paterni gosterir. SV genellikle cocukluk ¢aginda baslar. Hizli bir baslangici vardir ancak
genellikle 1-2 y1l sonra stabilize olur. SV'de lezyonlar genellikle yiiz bolgesinde gortliir. Lokotriki
(Leukotrichia-sa¢in pigment kaybindan dolay1 meydana gelen beyazlik) de genellikle vitiligo
baslangicindan hemen sonra ortaya ¢ikar (1,2). Vitiligo, genetik ve cevresel faktorler ile metabolik
ve immiin degisikliklerle birlikte patogenezi tam olarak anlasilamamis kompleks bir hastaliktir.
Giintimiizda hala vitiligonun kesin etiyolojisi belirsiz kalmaktadir, ancak enfeksiyonlar, stres,
noral anormallikler, melatonin reseptor disfonksiyonu, bozulmus melanosit migrasyonu ve
genetik yatkinlik dahil olmak iizere hastaligin gelisiminde bir¢cok faktér rol oynamaktadir.
Defektli melanosit rejenerasyonuna ve/veya proliferasyona yol acan anormallikler primer
hasarin melanositlerde meydana geldigini gostermektedir. Bununla birlikte, sessiz inflamasyon
ve hiicresel ile humoral bagisikligin icinde oldugu otoimmiinitenin, 6zellikle hastaligin ilerleyici
fazi sirasinda 6nemli bir roliiniin oldugu goésterilmistir. Immiin ve immiin olmayan
mekanizmalarin bu kompleks hastalifin patogenezini tam olarak aciklayamadigindan genetik

yatkinligi olan hastalarda biyokimyasal, cevresel ve immiinolojik faktorlerin ve bu faktorlerin yer
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aldig1 mekanizmalarin kombinasyonuyla vitiligo patofizyolojisini agiklayabilecegi onerilmistir.
Vitiligo patogenezinde immiin cevabin rolii, hastaligin tedavisinde mevcut ilag¢ gelistirmeyle ilgili
terapotik etkileri nedeniyle 6zellikle vurgulanmaktadir (3, 4).

MikroRNA'lar (miRNA), kesfedildiklerinde fonksiyonlar: tam olarak bilinmeyen 19-22
veya 19-24 niikleotidlik kodlanmayan RNA molekiilleridir. miRNA'lar protein kodlayici genlerin
ekspresyonunu post-transkripsiyonel diizeyde, mesajct RNA (mRNA) destabilizasyonu veya
translasyonal baskilama ile veya her iki mekanizmanin bir kombinasyonunu yonlendirerek
diizenleyen kiiciik kodlayici olmayan RNA'lardir. miRNA'lar gen ekspresyonunu kontroliinii
hedef mRNA'nin komplementer dizilerinin 3’ transle-edilmeyen bdlgelerine (3’ Untranslated
region-UTR) baglanarak diizenlerler. miRNA'larin ve bunlarin hedef mRNA'larinin etkilesimi,
esas olarak miRNA “seed” (6z) olarak adlandirilan miRNA'nin 5' bolgesindeki 2 ila 7 niikleotidlik
bolge araciligiyla gerceklesir. miRNA'lar, bir hiicre tipi icinde ayni anda yiizlerce hedef mRNA'y1
baskilayarak biyolojik fonksiyonlar diizenleyebilirler. insanlardaki genlerin %30'undan fazlasi
miRNA'lar tarafindan diizenlenmektedir. Gen ekspresyonunun diizenlenmesi yoluyla, miRNA'lar
farklilasma, proliferasyon, organ gelisimi, apoptoz, stres, sinyal iletimi, karsinogenez dahil olmak
lizere bir¢ok biyolojik siirecte yer alir. miRNA'larin ekspresyon diizeylerindeki degisiklikler,
basta bir¢cok kanser tiirtinde olmak tzere; psoriazis ve romatoid artrit gibi inflamatuvar ve
immiinolojik bozukluklar dahil ¢esitli birgok hastaligin patogenezinde rol oynadig1 gésterilmistir.
Bu nedenle miRNA'lar, tan1 ve tedavide 6nemli potansiyel hedefleri temsil eder. Son zamanlarda
yapilan bircok calisma miRNA molekiillerinin cildin morfogenezi ve homeostazini diizenledigini
ve miRNA deregiilasyonunun c¢esitli cilt hastaliklariyla iliskili, hatta hastaliga neden olduklarini
gostermistir. Profilleme ¢alismalari, fizyolojik (6rnegin keratinosit farklilasmasi) ve patolojik
stureclerle (6rnegin psoriazis, melanoma) iligkili farkli sekilde diizenlenmis miRNA'lar
belirlemistir. Bu veriler daha ileri ¢calismalar i¢cin 6nemli bir potansiyele sahiptir. Cildin kolay
erisilebilir olmasindan dolayi, miRNA aktivitesini taklit eden veya diizenleyen maddelerin topikal
olarak verilmesine yonelik etkili ve glivenli tedavi yontemleri ortaya ¢iktiginda, miRNA bazl
tedavilerin ilk olarak cilt hastaliklar olacagini tahmin etmek zor olmayacaktir (5).

Vitiligo genellikle kozmetik bir problem olarak diisiiniilse de hastanin psikolojik
durumu tzerine olumsuz etkisi g6z onlinde bulundurulmalidir. Vitiligo, hastalarin yalnizca
psikolojik saghigini degil 6zellikle kisilerarasi sosyal iliskiler ve diisiik yasam kalitesine neden
olmasindan dolay1 hastalarda derin duygusal sikintilara neden olabilmektedir ve bu bakimdan
onemli sayillmaktadir. Hastaligin patogenezinde rol oyanayan molekiiler genetik temelli
calismalar, hastaligin tan1 ve tedavisine yonelik toropatik ¢alismalara katki saglamasi ve yol
gosterici olmasindan dolay1 ¢cok dnemlidir. Gen ifadesinin anahtar diizenleyici molekiilleri olan
miRNA’larin deri hastaliklar1 dahil bir¢ok hastaligin tahmininde, tanisinda, prognozu ve tedaviye

yanitta bir belirtec¢ olabilecegi gosterilmistir. Bu nedenle bu ¢alismadaki amacimiz temel klinik
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ozelligi melanin pigmentlerinin kayb1 olan vitiligo hastaliginda, melanosit olusum yolagi olan
melanogenez mekanizmasinda anahtar rollere sahip genleri hedefleyen miRNA’larin, periferik
kan 6rneklerinden ifade diizeylerinin arastirilmasidir. Yaptigimiz bu ¢alismanin miRNA ve deri

hastaliklariyla iliskisinin arastirildig alana katki saglayacagini diistinmekteyiz.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

Vitiligo, derideki melanositlerin secici olarak tahrip edilmesiyle sonuclanan edinsel
kronik depigmentasyon hastaligidir. Celsus, milattan énce (M.0.) 2. yiizy1lda Latin medikal klasigi
De Medicina'da vitiligo terimini ilk kez kullanmistir. Vitiligo hastaliginin adinin kusur veya leke
anlamindaki Latin “vitium” kelimesinden veya buzagl anlamina gelen “vitelius” kelimesinden
tiiredigine inanmilmaktadir. Tipik vitiligo lezyonlari, pul pul olmayan farkh biiytiklikteki siit
beyazi, lekeler olarak tanimlanabilir. 2012 tarihli Vitiligo Global Issues Consensus Conference’a
gore vitiligo, segmental ve segmental olmayan vitiligo olmak iizere iki ana formda
siniflandirilabilmektedir. Bu 6ngoriilemeyen hastaligin en yaygin sekli olan segmental olmayan
vitiligo (NSV), simetrik ve bilateral beyaz lekelerle karakterizedir. Genellestirilmis, akrofasiyal ve
evrensel tipler de dahil olmak iizere, hepsi bilateral bir dagilim goésteren farkh klinik alt tipler
tarif edilmistir. Segmental vitiligo (SV) ise segmental olmayan vitiligoya gore daha az goriiliir ve
genellikle viicutta tek tarafli dagilim gosterir (6). Hastaligin tiim tiplerinde genel olarak, deride
melanosit kaybindan dolayi ciltte ve bazen mukozada beyaz lekeler seklinde goriilen ve hastada
bu lezyonlarin goriildiigli bolgelerden siklikla viicudun baska bolgelerine ilerledigi kompleks bir
hastaliktir. Sadece ciltte degil melanositleri iceren sac, goz gibi diger bolge ve internal organlar
da etkileyebilmektedir (7).

Vitiligo hastaliginin genetik olarak poligenik/multifaktoryel bir sekilde aktarildig:
diistintiilmektedir. Hastaligin etiyopatogenezi tartisma konusu olup, otoimmiin (AI) nedenler,
oksidatif stres ve/veya sempatik norojenik bozukluklarin hastalifa neden olabilecegi
diistintilmektedir. Tiroid disfonksiyonu, artrit, diabetes mellitus, alopesi areata ve romatizmal
hastaliklar gibi otoimmiinitenin de neden oldugu multifaktoriyel hastaliklarla da iliskili oldugu
gorilmistiir. Genellestirilmis vitiligo, en yaygin klinik tablodur ve genellikle yiiz ve akral
bolgeleri icerir. Hastaligin seyri dnceden tahmin edilemez ve tedaviye verilen cevap degisir
Kobner fenomeni (travma sonrasl hastaliga ait lezyonlarin ortaya ¢ikmasi olay1) yaygindir.
Vitiligo, kronik kalici bozukluktur; spontan repigmentasyon nadirdir. Bircok hasta, vitiligo
hastalig1 hakkinda yeterli bilgiye sahip olmamakta; yapilan bir anket ¢alismasinda hastalarin
%>51,3"lintin, vitiligonun koéti tibbi bakimdan kaynaklandigina, %30'unun kisisel hayat tarzlari ve
davranislarinin rol oynadigina, %25’inin diyetten, %21,3’nilin psikolojik nedenler ve %20’sinin
ise kirlilik gibi cevresel kosullardan kaynaklandigina inandiklar1 saptanmistir (V3). Bu nedenle
hipopigmente lezyonlar hastalar iizerinde sadece fizyolojik-kozmetik etkilere degil, psikososyal
etkilere de sahiptir ve hastalarin yasamlar1 {izerinde biliylik bir psikosomatik etki
olusturabilmektedir. Vitiligo hastaliginin genel toplum tlizerinde hastaligi anlama ve hastaliga
olan tutumlarinin arastirildigl bir ankette ise; ankete katilanlarin %33'l vitiligo'nun bulasici

oldugunu ya da bilmedigini gostermistir. Ayrica anket sonuglarina gore vitiligo hastaliginin %0,4
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oraninda bulasici, %40,5 oraninda kalitsal, %41,2 oraninda otoimmiin ve %22,5 oraninda hijyen
eksikliginden kaynaklandig1 diigiiniilmektedir. Ingiltere'de hasta destek grubu tarafindan
gerceklestirilen biiylik capli baska bir arastirma, katilimcilarin ¢cogunun vitiligo hakkinda tibbi
olmayan kaynaklardan bilgi aldigini1 gostermis ve destek grubundan %83, internetten %25 ve

sadece %12,5" unun dermatologlardan bilgi aldigin1 géstermistir (8).

2.1.Tarihge

Vitiligoya benzer bir hastalikla ilgili en eski belgelere M.0. 1500‘de Hindu kutsal
yazitlarinda, “Kilasa” adindaki eski Misir papiriislerinde rastlanmistir. Bir diger kaynak olan
Leviticus XlII'te, Zoraat veya Tzaraat terimleri kullanilmis bu terimler ise Klasik Ibranicede
"beyaz lekeler" anlamina gelmekteydi. Ancak bu bahsedilen hastaligin, gercekten vitiligo olup
olmadigi konusu tam olarak bilinmemektedir. Latin bir terim olan “vitiligo” terimi, klasik tez “De
Medicina” icinde Celsus tarafindan ilk yiizyilda kullanilmistir. Kelimenin latince koki benzer
anlama gelen Vitellius ve vituli kelimeleri ile beyaz buzagilarda goérilen yamalar, akromik,
hipokrom lezyonlar ve kusur veya defekt, bozukluk anlamina gelen vitium kelimesinden
tiretilmistir. On dokuzuncu yilizyillda, Brocq ve Kaposi, lezyonlarin sinirlarinda akromia ve
hiperpigmentasyon gibi klinik 6zellikleri ile histopatolojisini ilk defa tanimlayan Kkisiler
arasindadir. Kaposi, epidermisin bazal tabaka hiicrelerinde pigment graniillerinin yoklugunu

bildirmistir (9,10).

2.2, Vitiligo Hastaliginin Epidemiyolojisi

Vitiligo en yaygin goriilen depigmentasyon hastaligidir. En biiyiik epidemiyolojik calisma,
1977'de Danimarka'da Bornholm adasinda yapilmis ve vitiligonun niifusun %0,3"lini etkiledigi
bildirilmistir. Vitiligo hastaliginin diinya genelindeki prevalansi %0,5-1’dir ve Hindistan'da %8,8
gibi yiiksek oranlarda da seyredebilmekte, bu nedenle, gercek oran tam olarak tahmin
edilememektedir. Bu yiiksek degerin, kimyasal olarak indiiklenen depigmentasyonlu olgularin
eklenmesinden veya bu verilerin vitiligolu hastalarin prevelansindan kaynaklanabilecegi
diistinilmektedir. Fransiz Bat1 Hint Adalarinin siyahi niifustaki tahmini vitiligo prevalansi, acik
tenli insanlar icin kabul edilen verilere ¢cok benzer veya biraz daha diisiiktiir. Genel olarak, en
ylksek insidans Hindistan'da (%8,8'e kadar) goriilmekte bunu Meksika (%2,6-%4) ve Japonya
(%1,68) iilkeleri izlemektedir (6,11). Bircok yayin, en yaygin hipopigmente hastalik olan vitiligo
hastaliginin diinya ¢apinda %0,5 ila 1 prevalansa sahip olduguna iliskin bir tahminde bulunsa da
bu tahmin kiltiirel ve sosyal farkliliklara gore degisebilmektedir. Kiiltiirel ve sosyal nedenlere

baglh olarak hastaligin viicudun goriiniir bolgelerinde daha fazla lekeler seklinde oldugu koyu
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renge sahip bireylerde bu hastalik, acik tenli bireylere goére daha belirgindir. Bu nedenle bu
bolgelerde yasayan koyu tenli hasta bireylerin diger iilkelere gore doktora basvurma oranlari
daha yiiksektir. Bu nedenle prevalans, tahmin edilen oranlardan daha yiliksek bir oranda
olabilmektedir. Ornegin hastalifin prevalansinin koyu bireylerin cogunlukta oldugu Hindistan'da
%38,8 gibi oranlarda seyrettigi bildirilmistir (12, 13)

Vitiligo, cilt ve miik6z membranlarda edinilmis bir bozukluk olup, iyi tanimlanmis,
melanositlerin secici tahribinden dolay1 sekonder olarak gercgeklesen pigment eksikligi ve
lekelerle karakterize bir hastaliktir. Vakalar dogumdan sonraki 6 hafta gibi erken bir tarihte
bildirilmis olup olgularin yarisinda neredeyse 20 yasindan o6nce (10-30 yaslar1 arasi)
gorilmektedir. Hastalik herhangi bir yasta ortaya ¢ikabilmekte iken en erken vakalar dogumdan
sonraki 6 hafta gibi erken bir tarihte bildirilmistir. Cinsiyet orani kadinlar ve erkekler arasinda
esit olarak gortilmekte; cilt tipine gore ortaya ¢ikis oranlarinda fark bulunmamaktadir. Genellikle
asemptomatiktir. Bu hastalik sadece deride lezyonlar seklinde goriilmemekte ayrica genel olarak
bagisiklik sistemi ile iligkili olarak sendromlarin gelisimini de tetikleme potansiyeline sahiptir
(14-16). Hastaliga sahip bireyler ve aileleri, tiroidit, tip 1 diyabet, pernisiydz anemi, addison
hastalig1 ve alopesi areata gibi diger otoimmiin hastaliklar i¢in, normal kisilere gére daha yiiksek

risk altindadir (17,18).

2.3. Vitiligo Hastaliginin Siniflandirmasi

Vitiligo hastaliginin tipik lezyonlar1 farkl biiyiikliikteki siit beyazi ve pul pul olmayan
lekeler olarak tanimlanabilir. 2012’de yapilan Uluslararasi Global Issues Consensus Conference’a
gore vitiligo segmental vitiligo ve segmental olmayan vitiligo olmak tiizere iki ana formda
siiflandirilmaktadir yine ayni konferansa gore hastalik gesitli klinik formlarina gore asagidaki

kategorilere ayrilabilmektedir (6, 19).
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Tablo 2.1: Vitiligo'nun Siniflandirilmasi (Vitiligonun Nomenklatiiri/Siniflandirilmasi: Vitiligo Global

Issues Consensus Conference - 2012) (19).

VITILiGO

Non-segmental vitiligo Segmental vitiligo Smiflandiralamayan tiirler

= Akrofasiyal = nisegmental == Fokal
= Mukozal = Bisegmental == Mukozal
= Generalize = Multisegmental

= Universal
= Karisik
=% Seyrek formlar

= Vitiligo punktata
= Vitiligo minér
== Colikiiler vitiligo

2.3.1. Segmental Olmayan Vitiligo (Non segmental vitiligo-NSV)

Non-Segmental Vitiligo, farkli boyutlardaki depigmente lekelerle karakterizedir. Birkag
santimetre capinda, siklikla simetrik dagilim egilimi ile viicudun her iki tarafini da kapsar.
Hastaligin ilerlemesi sirasinda, ozellikle UV temasindan sonra koyu tenli bireylerde
hiperpigmente lezyonlu sinirlar gortlebilmektedir. Kafa derisi ve diger sa¢h bolgelerin tutulumu
gri veya beyaz tiiylerle ortaya goriilebilmekte fakat segmental vitiligonun aksine, viicut tiyleri
genellikle korunurak pigmente kalmaktadir. Sa¢ dokiilmesi hastalik ilerlemesi ile ortaya
¢ikabilmektedir. Nadir formlarin yam sira akrofasiyel, mukozal, yaygin veya evrensel ve karisik

tiirleri NSV'nin icerisinde siniflandirilmaktadir (Sekil 2.1-A).
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a. Generalize veya yaygin vitiligo: Lekeler/yamalar genellikle simetrik; 6ncelikli olarak
el, parmak, yiiz ve travmaya maruz kalan bolgelerin herhangi bir parcasini etkileyebilir (Sekil 2.1-
B)

b. Universal vitiligo: Viicudun bolgesel olarak en genis yiizeyini (viicut yiizeyinin %80-
90") etkileyen ve yetiskinlikte en yaygin goriilen tiirdiir. Universal vitiligo, viicudun neredeyse
tamamen depigmentasyonuna karsilik gelir. Bu terim siklikla lekelerin cilt, viicut killarinin ve
bazen oral/genital mukozalarin pigmentasyonunu igeren tiim viicut ylizeyine ilerlediginde
kullanilir. Sa¢ derisinde sa¢ dokiilmesi de yaygindir. Bununla birlikte vitiligo, hastaligin basinda
kafa derisinin pubik ve aksiller bolgelerinde goriilebilir. Glinese maruz kalan bolgelerde kii¢iik
perifolikiiler sekilde devam edebilir (Sekil 2.1-C ve D).

c. Akrofasiyal vitiligo: Akrofasiyal vitiligo'da, ilgili alanlar genellikle yliz, bas, eller ve
ayaklar ile sitmirlidir. Ayirici 6zelligi distal parmaklarin ve yiiz deliklerinin depigmentasyonudur.
Daha sonra diger viicut bolgelerini de icerebilir ve tipik generalize vitiligo ile sonuglanir (Sekil
2.1-F).

d. Mukozal vitiligo: Tipik olarak oral (dudaklar, dis eti) /veya genital mukozanin
tutulumunu ifade eder. Ayrica, akrofasiyal, yaygin veya evrensel tiirdeki hastalarda mukozal
yuzeyler de etkilenebilir; Sadece bir mukozal bolge icerdiginde siniflandirilamayan gurp icerisine
dahil edilebilmektedir.

e. Karisik vitiligo: segmental ve segmental olmayan vitiligo'nun es zamanlh tutulumu
olarak tanimlanabilir. Cogunlukla, segmental vitiligo seklinde goriiliir (Sekil 2.1-E)

f. Seyrek tiirler: Vitiligo punktata, vitiligo minor ve folikiiler vitiligodur. Bu tiirler ayrica
siniflandirilamaz olarak kabul edilmektedir. Asagidaki ii¢ alt grubu icermektedir.

1) Vitiligo punktata: Lezyonlar, viicudun herhangi bir bolgesini iceren 1 ila 1.5 mm'lik
konfeti seklindeki lekeler daginik veya perifolikiiler olarak gorilebilir. (Sekil 2.1-F).

2) Vitiligo minér: Nadiren goriilen bir tiirdiir. Hastalik genellikle koyu tenli bireylerde
sinirht olarak goriiliir. 'Minor' terimi, hastaligin kisith bir yiizey alanina sinirlanmasi yerine,
pigmentasyonun kismi olmasina atifta bulunmaktadir. Gergek vitiligo ile olan iliskisi, patoloji ve
konvansiyonel vitiligonun lekeler ile bir arada bulunmasindan kaynaklanmaktadir (Sekil 2.1-G).

3) Folikiiler vitiligo: Geng siyah bir hastada primer olarak sinirli cilt tutulumu seklinde
rapor edilmis olup, sa¢ ve kil folikiillerinde melanosit kaybi ile birlikte goriilen genellestirilmis ya

da yaygin vitiligonun bir tiirtinii ifade eder (Sekil 2.1-H) (6,12)
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A. Non segmental vitiligo (12)  B. Generalize vitiligo (6)

D) Universal vitiligo (6) E) Karisik vitiligo (6)

F) Akrofasiyal vitiligo (12) G) Vitiligo mindr (12) H) Folikiiler vitiligo (12)

Sekil 2.1. Non segmental vitiligo ve ¢esitleri. A: Non segmental vitiligo B: Generalize, C: Universal vitligo

D: Universal vitiligo, E: Karisik vitiligo F: Akrofasiyal vitiligo, G: Vitiligo minér, H: Folikiiler vitiligo (6,12)
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2.3.2. Segmental Vitiligo (SV)

Bir, iki veya coklu segmentleri etkileyebilir (Sekil 2.2-A). Tek boliime dayali form en
yaygin olanidir ve bir veya daha fazla sayida viicudun bir tarafinda beyaz lekeler, genellikle
viicudun orta hattinda yerlesiktir. Ayrica leke olusumunun hizli baslangicinin yan sira viicut
killarinin (Leukotrichia- pigment kaybindan dolay1 meydana gelen beyazlik) tutulumu da vardir.
Unisegmental vitiligo, SV'nin en yaygin seklidir ve viicudun bir tarafinda dagilan bir veya daha
fazla beyaz pigmentli lekenin varlifina isaret eder genellikle viicudun orta hattinda tutulum
gorilmektedir (bazi lezyonlar orta hatti kismen gecebilir) (Sekil 2.2-B). Bilateral segmental
vitiligo, daha az yaygin olarak, iki veya daha fazla segmenti etkileyebilir (Sekil 2.2-C) (7, 12,19).

A. Segmental vitiligo B. Unisegmental vitligo C. Bisegmental vitiligo

Sekil 2.2: Segmental vitiligo ve cesitleri. A. Segmental vitiligo B: Unisegmental, C: Bisegmental vitiligo
(12).

2.3.3. Nordlund’a gore Vitiligo Hastaliginin Siniflandirilmasi

Nordlund, lezyonlarin biiyiikliigli ve viicuttaki dagilimina dayanan bir klinik
siiflandirma olusturmustur. Vitiligo lokalize, genellestirilmis ve evrensel vitiligo olmak tizere {i¢
farkli grupta simiflandirilmistir.
1) Lokalize vitiligo; Fokal (bir bolgede bir veya daha fazla yama, segmental bir desende degil)
ve segmental (dermatomal dagilimda bir veya daha fazla leke) olmak iizere 2 tiptir.
2) Generalize vitiligo; akrofasiyal (yiiz ve distal ekstremiteleri etkilemektedir), vulgaris (tipik
bolgelerdeki lezyonlarin simetrik dagilimi ile en yaygin gortlen gesit) ve karisik (segmental arti
vulgaris veya akrofasiyal) olmak tlizere 3 tiptir.

3) Universal vitiligo; viicudun %80’den fazlasinin depigmentasyonunun goriildiigii tiptir. (20)

10
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2.3.4. Koga Siniflandirmasina Goére Vitiligo

Koga siniflandirmasina gore vitiligo non segmentalis (tip A) ve vitiligo segmentalis (tip B)
olmak tizere 2 tipe ayrilir.
Non segmentalis (Tip A): Yaygin goriilen bir tiptir. Uzun siiren ve Kébner fenomeni ile iliskili
olan ve genellikle Sutton nevus, tiroid, Juvenil diabetes mellitus, Pernisiydz anemi ve Addison
hastalig1 gibi otoimmiin hastaliklarla birlikte goriilen vitiligo tipidir.
Vitiligo Segmentalis (Tip B): Nadir ve dermatomal dagilimina sahip vitiligo ¢esididir. Hizh

baslamasindan sonra genellikle stabil bir 6zellik gosterir (21,22).

2.4.Epidermisin Yapisi ve Islevi

Epidermisin en énemli rolii cildi bakteri maruziyeti gibi virtsler, kimyasal maddeler, UV
15101, iyonlastirici radyasyon, elektromanyetik dalgalar, fiziksel, termal ve mekanik yaralanmalar
(or., bariyer fonksiyonu) gibi bir¢cok cevresel stresten korumaktir. Keratinositler epidermisin
¢ogunu olusturur, farklilasmaya (yani keratinizasyon) ugrar ve deri lizerinde 6li bir ylizey
tabakasi olusturur (bu tabaka "keratinize edilmis tabaka" veya "kornifiye tabaka" olarak
adlandirilir). Keratinositlerin fonksiyonu, bariyer fonksiyonunun diizenlenmesinde rol alan
keratin ve filagrin lretmektir. Epidermisin yenilenmesi, keratinositlerin proliferasyonu ve
farklilasmasiyla gerceklesmektedir. Epidermal homeostazis, esas olarak keratinositlerin
proliferasyonu ve farklilasmasi arasindaki dengeye baglidir. Memeli melanositleri bazal tabakaya
yerlesik olup keratinize degildirler ve melanin pigmentleri iiretirler. Cildin melanositleri, melanin
pigmentlerini aktardiklar1 keratinositler (bir melanosit yaklasik 36 keratinosit tarafindan
cevrelenmistir (Sekil 2.3). Insan derisinde, keratinositleri ve melanositleri iceren epidermal
melanin, epidermisin pigmentasyonu ve homeostazisini diizenlemede kilit role sahiptir. Cogu
epidermal melanosit, kil folikiillerine go¢ eder ve tiiyli hayvanlarda genel viicutta ciltte matris
melanositlerini kolonize eder. Kulak, burun, ayak ve kuyrugun tiiysiiz derisi olan hayvanlarda ve
yetiskin insan derisinde (kafa derisi, koltuk alti ve kasik cildi hari¢c), melanosit hiicreleri

bulunmaktadir.

11
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Sekil 2.3. Keratinositlerin ve melanositlerin yapisal iliskisi. Dendritik melanosit, cildin alt tabakasinda

bulunur ve melanin iiretir. Melanozomlardaki melanin pigmentleri keratinositlere aktarilir (24).

Epidermal melanositlerden elde edilen sa¢ folikiilii melanositleri olduk¢a dendritiktir ve
sa¢ matrisini kolonize eder. Sa¢c matriksi, melanositleri cevreleyen keratinositlere olgun
melanozomlar1 (melanin iceren organelleri) salgilar. Sa¢ matriksi melanositleri epidermal
melanositlerden farklidir. Sa¢ matrisi melanositleri, epidermal melanositlerden daha biiytiktiir,
daha uzun dendritlere sahiptir ve daha az keratinosit ile etkilesime girer. Olgun kil folikiillerinde
melanositler ve keratinositler arasinda fonksiyonel bir melanin tinitesi kurulmustur. Melanositler
dermal papillaya yakin sa¢ matrisinin bazal tabakasinda bulunur ve bazal membrana dayanir

(23,24)

2.5. Melanozom Organelleri

Melanin, melanozom olarak bilinen 6zel bir hiicrei¢ci organelde ¢ok adiml bir
biyokimyasal yolla sentezlenir. Melanin oncillerinin sentezi ve polimerizasyonu, burada
posttranslasyonel glikozilasyonun karakteristik paternine sahip tirozinazin bulundugu
ozellesmis melanozomal organellerinde gercgeklesir. Melanozom olgunlagsmasi dort asamaya
ayrilir: icinde melanin olmayan olgunlasmamis premelanozomlar evre I ve II, melanin igceren
melanozomlar evre III ve IV ‘te olusur. Gelismekte olan 6melanozom birinci evrede kiiresel bir
vakuoldiir; endoplazmik retikulumdan tiiretilen elipsoidal bir organel icine uzanir. Melanozom
organeli, melanositik hilicrenin dendritik stirecleri yoluyla, kutan6z dokuda cevresindeki
keratinositlere ve kil folikiillerine salinir veya alternatif olarak, goziin melanositleri tarafindan
tutulur. Cilt lizerinde yapilan yapisal ¢alismalarda gosterildigi gibi, etnik gruplarin melanozom
niteliklerinde kolayca fark edilen farklar vardir. Melanosit sayisi esasen sabit olmasina ragmen,

sayl, boyut ve melanozomlarin keratinositlerde dagihm sekli degismektedir. Omelanin iceren
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melanozomlar (6melanozomlar), elips seklindedir ve intraluminal fibrillerdeki pigmentler
boylamasina birikirken, feomelanin iceren melanozomlar (feomelanozomlar) kiiresel, sar1 fazda
bulunan multivezikiiler cisimcikler icinde graniiller halinde melanositlerde birikirler. Bdylece,
melanin sentezindeki farkliliklar melanozom morfolojisindeki farkliliklara karsilik gelir. Genel
olarak, daha derin pigmentli cilt, elipsoidal ve yogun melanotik olan sayisiz tekli biiyiik
melanozomal pargaciklari icerir. Daha hafif pigmentasyon, zara bagh gruplarda kiimelenen daha
kiiciik ve daha az yogun melanozomlarla iliskilidir. Siyah Afrika cildindeki melanozomlar 0.8
pm'den biiyiik iken Asya ve Kafkas melanozomlari ortalama 0.8 pm'den kiigtiktiir. Bu gruplar
icinde melanozom boyutlarinda da farkliliklar da mevcuttur. Melanozomlarin tiri ve

dagilimlarindaki farklhiliklar dogumda olusmaktadir (Sekil 2.4) (25, 26).

AFRIKALI

ASYALI I AVRUPALI

Sekil 2.4. Farkli etnik gruplarda melanozom yapisi ve dagilimi. Keratinosit hiicreleri ile birlikte tek bir
deri melanosit hiicresinin yerlesimi ti¢ boéliime ayrilir. Afrika populasyonunda, melanozomlar tekil yogun
pigmentli parcaciklar halinde kalirken Asya ve Avrupalilardaki melanozomlar, farkh cilt komplekslerini

olusturan zara bagli organellerde kiimelenir (26).

2.6. Melanosit kok hiicre (McSC)'ler ve Lokalizasyonu

Melanosit kok hiicreleri (McSC) ise ilk olarak sag¢ folikiilinde tanimlanmistir.
Melanoblastlar embriyogenez sirasinda embriyonik olarak 14.5’nci giinde heniiz gelismis olan
sac folikiillerine (Hair Follicule-HF) girmeye baslar. Melanositlerin prekiirsor hiicreleri olan
melanoblastlar embriyogenezin 9.5-10.5'nci gilinlerinde néral krest hiicrelerinden olusurlar.
Daha sonra ventral hat boyunca ilerleyerek dermise oradan da embriyogenezin 12.5-13.5
glinlerinde epidermise gelerek prolifere olup viicudun diger bolgelerine dagilirlar. Sa¢ matrisinde

lokalize olan farklilasmis melanositler ve HF'lerin cikintili bélgesinde kolonize olan McSC'ler
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olmak iizere iki popiilasyona ayrilirlar. Bu olayin nasil diizenlendigi heniiz bilinmemektedir.
Insan derisinde, melanositler interfolikiiler epidermiste bulunmakta iken yetiskin fare derisinde
melanositler sadece HF'lerde bulunur. McSC'ler pigmentli degildirler ve “kalabalik nis (bulge
niche)” olarak bilinen kalict HF'nin alt kisminda bulunan sessiz hiicrelerdir. Anajen fazinin
baslangicinda HF olusumunun aktif fazinda McSC'ler prolifere olur ve melanosit progenitor
hiicreleri olusur. Melanosit progenitérleri daha sonra, komsu keratinositler yoluyla
melanozomlara transfer edilen ve melanin iretiminen sorumlu pigment iceren olgun

melanositleri olusturmak iizere farklilasirlar (27).

2.7. Melaninlerin Kesfi ve Yapisi

"Melanin" adi, antik Yunanda karanlik anlamina gelen “melanos” kelimesinden
gelmektedir. Pigmentasyonla ilgili ilk ayrintilh yazili a¢iklama ise Yunanistan’da Heredot’'tan
gelmektedir. Milattan 6nce 1550°’de firavun, Ebers papiriislerinde cilt rengini etkileyen bazi
hastaliklan tarif etmistir. Borovansky'ye gore, melanos terimi muhtemelen 1840'ta Isvecli
kimyager Berzelius tarafindan goz zarlarindan ekstrakte edilen koyu renk pigmentini
adlandirmak i¢in kullanilmistir. (28,29). Cildin melanogenez adi verilen melanosit olusum
mekanizmasi, primer olarak melanin tretiminden ve dagitimindan sorumlu epidermal birimler
olan ve keratinositlerle cevrili melanosit hiicreleri araciligiyla gerceklesir ve bu mekanizma
kapali bir parakrin sistem ile diizenlenir. Melanin pigmenti cilt, sa¢ ve g6z renginin birincil
belirleyicisidir. Insanlarda fenotipik bir 6zellik tanimlamamn yan sira, UV 1sinlarini emme
kabiliyetine sahip olmasi nedeniyle, fotokorunumda kritik bir role sahiptir. Fitzpatrick sistemi,
cilt pigmentasyon fenotiplerini ayirt etmek icin en yaygin kullanilan sistemdir. UV'ye maruz
kaldiktan sonra eritema ve edinilmis pigmentlemeyi derecelendirerek alt1 fototipi (I-VI)
karakterize eder. Yapisal pigmentasyon genetik olarak belirlenmis melanin seviyesini yansitir ve
cesitli diizenleyici faktorlerle degistirilebilir. Bu faktorler intrinsik etmenler (keratinositler ve
fibroblastlar, endokrin, inflamatuvar ve noronal hiicreler tarafindan salinan molekiiller,
Melanosit sitimiile edici hormon (MSH), Agouti sinyal proteini (ASP), Endotelin 1 (EDN1),
Dikkopf 1 WNT Sinyal Yolak inhibitérii 1 (DKK1), cesitli biiyiime faktérleri, sitokinler) veya
ekstrinsik etmenler (UV ve ilaglar) olabilmektedir (30,31).

Goriinir pigment melanositler ve biyopolimer olan melanin, enzimatik yolaklarla derinin
dermis ve epidermisin birlesiminde bulunan dendritik hiicreler tarafindan sentezlenir.
Embriyonik gelisme esnasinda melanosit 6nciil hiicreleri (melanoblastlar) noéral krestten deriye,
kil follikiilleri ve goziin liveasina go¢ ederek dogrudan bu renk 6zelliklerinden sorumludurlar.
Pigmentasyonun genetik temelini anlamak icin melanositik hiicrede ifade edilen gen tiriinlerinin
molekiiler mekanizmalarinin anlasilmasi ve pigmenti emen Kkeratinositlerle olan hiicresel

etkilesimi bilmek gereklidir. Klasik genetik calismalar, koyu ve ac¢ik renkli insanlar arasindaki

14



Gurbet DOGRU OZDEMIR, Doktora Tezi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi,2018

evliliklerin pigmentasyonun ara renklerine sahip bireylerin meydana gelmesiyle
sonuc¢lanmaktadir. Fakat normal varyasyona sahip pigmentasyonun molekiiler temeli hakkinda
heniliz yeteri kadar bilgi bulunmamaktadir. Sa¢c ve ciltteki melanositler ayni embriyonik
kaynaktan ¢ikmasina ragmen rengi etkileyen genler farkli kombinasyonlarin (agik ten-koyu
renkli sag, koyu ten-acik renkli sa¢ gibi) olusmasina neden olarak, bagimsiz sekilde ifade
edilebilir. Pigmentasyon fenotipinin modifikasyonuna yol acan cevresel ve yasla ilgili faktorlerin
etkisi pigmentasyonda gorevli genlerin ve mekanizmalarin genetik analizini arastirirken goz
oniinde bulundurulmas:1 gereken degiskenlerdir. Insan genetigi calismalarinin aksine,
karsilastirmali genomik yaklasimdan (Comperative genomic approach) insan pigmentasyonu
hakkinda ¢ok sey ogrenilmistir. Mutant farelerin farkli deri renkleri mendel analizine tabi
tutulacak ilk 6zelliklerden bazilari olup, bu renk mutasyonlarinin altinda yatan genlerin 30'undan
fazlas1 molekiiler klonlanmis ve bir¢ogunun insan hastalik fenotipine karsilik geldigi

bulunmustur (32).

2.8. Melaninlerin Fiziksel ve Kimyasal 6zellikleri

Melanin, tirozinden sentezlenen, yiiksek molekiil agirlikli son derece yogun ve
¢oziinmeyen bir kromofordur. L-tirozin'in karmasik cok basamakl déniisiimlerinin son triinleri
olan melaninler, polimorfik ve ¢ok fonksiyonlu biyopolimerler olup, 6melanin, feomelanin,
néromelanin ve karisik melanin pigmenti gibi cesitleri mevcuttur. Melanin biyosentezi L-
fenilalaninin L-tirozine hidroksilasyonundan ya da direkt olarak L-dihidroksifenilalanine (L-
DOPA) hidroksile edilen L-tirozinden baslatilabilir. L-DOPA, ayri1 yolaklar boyunca hareket eden
hem melaninlerin hem de katekolaminlerin onciisii olarak hizmet eder. Bir sonraki adim, L-
DOPA'nin dopakinon'a oksidasyonu hem omelanojenik hem de feomelanojenik yolaklar icin
ortaktir. Omelanogenez, dopakinonun lékodopakroma daha fazla déniistiiriilmesini ve ardindan
O0melanini olusturmak i¢in polimerizasyona tabi tutulan dihidroksiindol (DHI) ve DHI karboksilik
asit (DHICA) ara iriinlerinin iiretimi ile bir dizi oksirediiksiyon reaksiyonunu igerir.
Katekolaminlerin L-DOPA ve sirasiyla, dopamin, nérepinefrin ve epinefrin iiretmeleri i¢in
enzimatik dekarboksilasyon, hidroksilasyon ve metilasyon gerekir. In vitro olarak, bu
katekolaminlerin hepsi birka¢ oksidasyon/indirgeme reaksiyonu yoluyla potansiyel olarak
noéromelanine doniisebilir; in vivo olarak sadece dopamin ve sisteinildopamin pigmentin birincil

onciilleri olarak gorev yapabilir (Sekil 2.5) (29,33).
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Sekil 2.5. Melanin pigment sentezi. GSH, glutatyon; Cys, sistein. 1: Feninalanin hidroksilasyonu; 2: Tirozin hidroksilasyonu (Tirozinaz ile); 3: DOPA oksidasyonu
(tirozinaz veya metal katyonlar ile); 4: Dopakrom tautomeraizayonu (DCT/Tyrp2 veya metal katyonlar ile); 5a: DHICA oksidasyonu (Tyrp1 veya peroksidaz ile); 5b:
DHI oksidasyonu (tirozinaz veya peroksidaz ile); a: Glutatyonildopanin hidrolizi (glutamiltranspeptidaz ile); b: Sistenildopanin oksidasyonu (peroksidaz ile); c:
Sistenildopakinonun intramolekiiler dontisiimii (peroksidaz ile kolaylastirilabilir); I: DOPA dekarboksilasyonu (AAD ile); II: Dopamin hidroksilasyonu (DBH ile); III:
Norepinefrin metilasyonu (PNMT ile) (33)
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Melanin pigmentleri, karbon-karbon baglar1 (C-C) ile birbirine bagli birka¢ birimin
ortaklasa diizenlenimine sahiptir. Bu pigment molekiillerin yapisal 6zellikleri ile kimyasal
bilesimleri birbirinden farklidir. Omelaninler, capraz bagh, koyu kahverengi ila siyah,
¢Oziinmeyen azotlu pigmenttir. Bu pigment ¢ogunlukla cilt pigmentasyonundan sorumludur,
ancak saclarda da bulunur. Omelaninler semikinon birimlerine sahip polimorf nitrojenik
biyopolimerlerdir (agirlikli olarak DHI ve DHICA kopolimerleri), cogu c¢oziiciide ¢éziinmez ve
kovalent baglarla proteinlerle siki bir sekilde iligkilidirler ve yliksek karboksil grubu igerigi ile
kolaylastirilmis reaksiyonlarda katyonlari, anyonlar1 ve poliaminleri tersine baglayabilme
ozelligine sahip polianyonlar gibi davranirlar. Omelaninlerin yapisindaki semikinon birimleri,
o0melanin oksijen radikallerine ve diger kimyasal redoks sistemlerine karsi hem indirgeyici hem
de oksitleyici 6zelliklere sahip rediiksiyon pigmenti olarak gérev almasini saglarlar. Omelanin'in
aksine, feomelaninler benzotiazin bir omurgasina sahiptir ve sar1 ila kirmizimsi-kahverengi
renkte alkali ¢6ziiniir bir kromofor olup dopakinon glutatyon veya sistein ile sisteinil dopa
olusturmak tuzere birlesmektedir. Feomelanin proteinlere sikica baghdir, in vivo olarak azot ve
kukiirt iceren (C/N ve C/S oranlarinda yiiksek degiskenlik gdsteren) bir kromoprotein
yapisindadir. Feomelaninler ayrica ilaclar ve kimyasallar icin baglayici bir madde olarak da
hareket edebilir (Sekil 2.6.) Noromelaninler, aminokromlardan ve noradrenalinokromlardan
olusan makropolimerlerdir. Diger melaninlere benzer sekilde ndéromelaninler, kararh
paramanyetik 6zelliklere sahip kahverengi/siyah pigmenttirler, organik solventlerde ¢6ziinmez,
hidrojen peroksitle agartilmakta ve giimiis lekesi ile etiketlenmektedir. Noromelaninler hem 6-
hem de feomelaninlerin karisik 6zelliklerine sahiptirler, metalleri selatlandirirlar ve birkag

inorganik ve organik bilesikle etkilesime girerler (33).
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Sekil 2.6. Melanozom organelinde Feomelanin ve émelaninin olusumu (26).

2.9. Melanosit Olusum Mekanizmasi (Melanogenez)

Melanogenez, melanozom organellerinde meydana gelen melanin sentezinden sorumlu
olan biyokimyasal bir yolaktir. Melanozom organelleri ise, melanositlerin membrana bagh bir
intrasitoplazmik organeldir ve melanositin endoplazmik retikulumundan kaynaklanir.
Melanozom gelisimi sirasinda, tirozinaz (TYR), tirozinaz ile iligkili protain 1 ve 2 (TYRP1 ve
TYRP2) olmak iizere ii¢ melanojenik metalloenzim 6nemli rol oynar. Bu ii¢ enzimden TYR,
melanogenez icin en kritik ve en 6nemli enzimdir. Memeli tirozinaz, 60-75 kDa molekiiler kiitlesi
olan 511 amino asitten olusan, iki fonksiyonlu, bakir-bagimh bir glikoproteindir. Tirozinaz aktif
bolgesinde bulunan bakir atomlar1 katalitik aktivitenin en 6nemli 6gesidir. Karbon monoksit,
siyaniir, salisilaldoksamin ve etiltiokarbonat gibi ajanlar, bakiri1 selatlayarak dolayl olarak
tirozinaz aktivitesini inhibe eder ve oksijen baglama 6zelligini ortadan kaldirir. Tirozinaz sentezi
Rare endoplazmik retikulum (RER) ribozomlarinda olusur. Tirozinaz melanozomlarin iginde
bulunan bir i¢ bolge, bir transmembran bolge ve melanositlerin sitoplazmalarina uzanan bir

sitoplazmik boélge olmak lizere yapisal olarak tli¢ bolgeye ayrilmistir (Sekil 2.7.).
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Sekil 2.7. Tirozinazin yapisl. Tirozinaz melanozomlarin i¢ginde bulunan bir i¢ domain, bir transmembran
domain ve melanositlerin sitoplazmalarina uzanan bir sitoplazmik bolge olmak tizere yapisal olarak ii¢

bolgeye ayrilmistir (34).

Tirozinaz bakir baglama bolgesinin %90'indan fazlasi i¢ bélgede lokalizedir. I¢ bolgenin
sadece melanozomda melanin olusumuna saglayan neredeyse tiim katalitik aktiviteyi icerdigi
gosterilmistir. Tirozinazin transmembran ve sitoplazmik bolgeleri, melanosit sitoplazmasinda
bulunan 30 amino asit kuyruklu, kisa amino asit sekanslarindan olusur. Sitoplazmik bdlge,
melanojenik fonksiyon ve tirozinazin hiicresel trafigi icin kritik 6nem tasir. RER'den Golgi
kompleksi yoluyla melanozoma tasinmayi kolaylastirir. Protein kinaz C-b (PKC-b), tirozinaz
aktivasyonu icin gerekli olan bir sinyal iletim enzimidir. PKC-b, melanozomal membranda
tirozinaz ile birlikte bulunur ve sitoplazmik bolgenin C-terminalindeki serin kalintilarim
fosforilleyerek tirozinazi aktive eder. Memeli melanogenezindeki basamaklar Tablo 2.2'de

listelenmistir (34).
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Tablo 2.2: Memelilerde melanogenez mekanizmasinin basamaklari (34).

1. Basamak Néral krest hiicrelerinden melanoblastlarin goeil

2.Basamak Melanoblastlarin melanositlere farkhilasmas

3.Basamak Melanozom matriks olusumu

4. Basamak Tirozinaz iligkili proteinler. melanozomal matris bilesenleri ve tirozinaz gibi melanojenik
genler indiiklenir.

5. Basamak Tirozinazin posttranslasyonel islemlenmesi ve glikeozilasyonu

6. Basamak Vesikiillerin melanozom olusturmak igin flizyonu ve melanogenezin baglatilmas
7.Basamak Tirozinaz aktivitesinin kontrolii

8. Basamak Tirozinazla iliskili proteinlerin aktivitesinin kontroli

0.Basamak Biyosentez sonrasi tirozinaz modifikasyonu

10. Basamak Melanin pigmentinin modifikasyonu

11. Basamak Keratinositlere melanozom transferi

12. Basamak Melanozom degredasyonu

13. Basamak Degrade hiicrelerle birlikte melaninin atilmas

Melanin firetildiginde, melanozomlar komsu keratinositlere aktarilir. Melanozomlarin
bozulmasi keratinositler icerisinde bulunan lizozomal asit hidrolazin etkisiyle olusur. Bozulmus
melanozomlar daha sonra stratum corneum tabakasindan (Keratinli tabaka: Deride 6li ve
dokiilen hiicrelerden olusan epidermis tabakasinin en st kisim) atilir.

Melanositlerin iirettigi melanin miktarin ve kalitesini kontrol ettigi bilinen baz1 faktérler
UVR, a -melanosit uyaran hormon (a-MSH) ve Agouti sinyal proteinini (ASP) igerir. Bu faktorler
esas olarak genlerin ekspresyonunu diizenlerler ve melanozomal enzimleri kodlayarak
émelanin/feomelanin olusumunda anahtar rol oynarlar. insanlarda ve farelerde a-MSH ve ASP
arasindaki etkilesimlerin, 6melanin veya feomelanin iiretminde kritik oldugu bilinmektedir. a-
MSH, Omelanin sentezinde gorev alirken ASP, feomelanin sentezinde gorev alir. a-MSH,
melanositlerde yliksek seviyede eksprese olan melanokortin 1 reseptorii (MCR-1) olarak da
bilinen MSH reseptorii (MSH-R) tarafindan diizenlenir. ASP, MSH-R icin a-MSH'nin bir antagonisti
olarak gorev goriir. MSH-R melanositlerle eksprese edilir ve pigmentasyon icin bir kontrol
noktas1 olarak disiintlir. MSH-R, monosit, endotel hiicreleri ve keratinositler gibi diger
hiicrelerde de bulunur (34).

Tirozinaz, melanin pigment sentezi icin biyosentetik yolda melaninin ilk doniisiim
asamasim katalize eder (sekil 2.7). L-tirozin amino asiti, melaninin metabolik énciisiidiir. Ilk
olarak, L-tirozin dihidroksifenilalanin (L-DOPA) olusturmak tizere hidroksillenir. Ardindan, L-

DOPA, L-dopakinona okside edilir. L-Dopakinon reaktif bir ara madde olup ya émelanin ya da
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feomelanine islenir. Tiyol yok oldugunda, 6melanin {iretilir. Glutatyon, sistein ve tioredoksin gibi
tiyollerin, kinon ara maddeleri ile reaksiyona girme egilimi yliksektir ve melanin pigment
sentezini Omelaninden (kahverengi/siyah) feomelanine (kirmizi/sari) c¢evirirler. Tiyol
bilesiklerinin yoklugunda, dopakinon kendiliginden dopakrom tiretmek tizere doniisiime ugrar.
TYRP2, ayni zamanda, dopakrom tautomeraz olarak da adlandiriir ve dopakromun 5,6-
dihidroksiindol-2-karboksilik asit (DHICA) olarak adlandirilan daha stabil bir ara maddeye
tautomerlestirilmesini katalize eder. Ayrica, dopakromun spontan dekarboksilasyonu da
meydana gelebilir ki bu durum 5,6-dihidroksi indol (DHI) olusumuna yol agar. TYRP1 ve TYR,
sirasiyla DHICA'nin, farelerde ve insanlarda, indolkinon 5,6-kinon-2-karboksilik asit,
karboksillenmis bir indolkinon doniistimiinii katalize eder (Sekil 2.8) (28, 34).

Melonogenezde reaktif kinon tiirleri meydana gelir ki bu durum melanin iireten hiicreler
icin tehlike olusturmaktadir. Kinonlar, indirgeme durumlarina bagh olarak cok reaktif olan
elektrofilik bilesiklerdir. Kinonlar, semikinonu olusturmak icin NADPH sitokrom P450 rediiktazi
ile bir elektron indirgeme isleminden gecebilir. Kinonlar, semikinondan daha az reaktif bir tiir
olan hidrokuinonu olusturmak i¢cin NAD(P)H kinon oksido rediiktaz ile iki elektron indirgenebilir.
Elektron paramanyetik rezonans (EPR) calismalari, 6melanin icinde semikinon radikallerinin

varligi i¢in kanit saglamistir (34).

A 1)
[eotaz=0 | Glutatyon veya Sistein |

\ \
(tioin ]+ (00PA ) *» ("oopakinon | » (0OPA | '-

A:Tirozin hidroksilaz, B: Tirozin oksidaz, TRP1: DHICA oksidaz, TRP2 : DOPAkrom tautomeraz,
DHICA: 5,6-Dihidroksindol-2-karboksilk ask, DHI: 5,6-Dihidroksindol

Sekil 2.8. Melanin pigmentinin yaygin biyosentez yolag: (34)
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2.10. Molekiiler Melanogenez mekanizmasi

Melanosit hiicre hattindan, melanositlerin diferansiyasyonu, proliferasyonu ve
yasaminin diizenlenmesinde; Paired Box 3 (PAX3), Sry iliskili HMG-Box 10 (S0X10), CAMP Cevap
Element Baglayici Protein (CREB), Lenfoid Enhancer Baglayic1 Faktor 1 (LEF1) ve Mikroftalmi ile
iliskili transkripsiyon faktorii geni (MITF), major rol oynarlar. LEF1, Wnt sinyal yoluna katilan bir
transkripsiyon faktoriidiir. Melanositlerde, MITF {izerindeki etkilerini iki yoldan uygulayan bir
pigmentasyon diizenleyicisi olarak islev goriir: iIlk olarak LEF1, MITF transkripsiyonunun bir
aktivatoriidiir. ikincisi, MITF kendi promotériinii LEF1 ile birlikte calistirabilir. MITF ve LEF1'in
etkilesimi Dopakrom tautomeraz (DCT)'in ifadesinin diizenlenmesinde rol oynar. Upstream
Transkripsiyon Faktorii 1 (USF1) benzer sekilde b-HLH-zip ailesine ait bir transkripsiyon
faktoriudiir. Melanositlerde, 38 kDa MAP kinaz (p38, ERK1/2) tarafindan fosforile edildiginde,
tirozinaz (TYR) promotoriine baglanir ve transkripsiyonu aktive ederek pigmentasyonu
diizenler. DCT geni de USF1 baglama elementini icerir. cAMP, fosfoinositid 3-kinaz/70 kDa
ribozomal protein S6 kinazi (PI3K/p70 (S6) K) yolu tlizerinde onleyici bir etkiye sahiptir. Bu
sekilde Insanlarda melanogenez farkli ve kompleks yolaklar tarafindan diizenlenmektedir.
Melanogenez, TYR, TYRP1 ve TYRP2 enzimleri ile baglantili bir dizi hiicre ici sinyal yolu ile
diizenlenir. MITF, promoter bolgelerine M kutusundan baglanir ve bu yolla TYR, TYRP1 ve
TYRP2'nin ekspresyonunu diizenleyerek, melanositlerdeki melanogenezi diizenler. Melanosit
master geni olan MITF nin ekspresyonu PAX3, SOX10, LEF1 ve CREB genlerince diizenlenir. MITF
geni transkribe oldugu zaman c-KIT sinyal yolaginin ERK-kinaz tarafindan downstream
aktivasyonuyla fosforile edilir. MITF'nin aktivasyonuyla mitf-p30 transaktivasyon kompleksinin
stabilizasyonu ile sonlanir. DCT, TYR, TYRP1'i iceren hedef genlerin ekspresyonlarini uyararak
kendi transkripsiyonel aktivitesini upregiile eder. c-KIT sinyal iletimi ayrica melanositlerin
yasam sliresini belirleyen antiapoptotik molekill BCLZ2’nin ekspresyonunu da uyarir.
Melanokortin sinyal yolaginin aktivasyonu ile cAMP konsantrasyonu artarak CREB
aktivasyonuna neden olur. Aktive edilen CREB dogrudan MITF geninin promotoriindeki cAMP
response elementine baglanarak cesitli genlerin ekspresyonunu baslatir. Wnt sinyal yolagida
melanosit gelisiminde gerekli olup; yolagin aktivasyonu MITF geni gibi melanosit
farklilasmasinda rol alan downstream hedef genlerin transaktivasyonuna neden olan (-
katenin/LEF kompleksinin stabilizasyonu ile sonug¢lanir. Bunun aksine TGFf’'nin keratinosit
ekspresyonu melanogenezi baskilar. TGFf sinyal iletiminin aktivasyonu SMAD molekiillerinin
fosrillenmesiyle PAX3'in ve MITFnin baskilanmasina bdylece melanosit aktivasyonunun

bloklanmasina neden olur (Sekil 2.9) (35, 36).
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Sekil 2.9. Melanogenez mekanizmasinin sinyal yolak molekiillerin sematik gosterimi (36)

Mikroftalmi ile iliskili transkripsiyon faktorii geni (MITF), Caenorhabditis elegans
ve Drosophila'daki homologlarla birlikte evrimsel olarak korunmus bir transkripsiyon faktériini
kodlamaktadir. Paula Hertwig, ilk MITF mutasyonunu 70 yil 6nce, X-1s1n1yla 1sinlanan farelerin
beyaz renk derili ve kiiciik gozlere sahip oldugunu kesfetmis bu calismay takiben, MITF hakkinda
cok sey kesfedilmis ve genis bir literatiir olusmustur. BHLH-LZ transkripsiyon faktorlerinin (MiT)
Mikroftalmi protein ailesi; MITF, E kutu transkripsiyon faktorii (TFEB), E3 transkripsiyon faktorii
(TFE3) ve EC transkripsiyon faktorii (TFEC) olmak tizere dort iiyeden olusur. Bu proteinler, HLH-
LZ motifi araciligiyla, aile icindeki diger iliyelerle homo- veya hetero-dimer olusturabilirler.
Yapilarindaki temel domain bélgeleri DNA'ya, 6zellikle de E kutu bolgelerine (Ephrussi boxes)
baglanabilmektedir. Bu ozellikleri sayesinde hiicreye o6zgii farklilasmadan temel hiicresel
homeostaziye kadar genis bir yelpazedeki farkli hiicresel siireclerde yer alan hedef genlerin
transkripsiyonunu diizenlemektedirler. MITF esas olarak melanositlerde ve retinal pigment
epitel hiicrelerinde (RPE) ifade edilir, ancak diger hiicre tiplerinde de (osteoklastlar, dogal
oldiriicii hiicreler, makrofajlar, mast hiicreleri, B hiicreleri ve kalp kasi hiicreleri) ifade
edilebilmektedir (37). MITF gen lokiisii 3p12-p14.1 1 yerlesimli olup, bir dizi transkripsiyon
faktoriiyle homolog olan bir bazik heliks-heliks-loop-heliks fermuar (bHLH-ZIP) proteini kodlar.
Yapilan bazi ¢alismalarda fare mikroftalmi lokiisiinde (mi) tanimlanmis ¢ok sayida mutasyon
sonucu goz, kulaklar ve/veya cildin pigmentasyonu azalmis veya hi¢ olusmamistir. MITF
lokusundaki semidominant mutasyonu olan fareler, pigmentasyon kaybi, g6z biiyiikliiglinde

kiiclilme, sekonder kemik geri emiliminde yetersizlik, mast hiicre sayisinda azalma ve erken
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donem sagirh@in goézlenmesi gibi defektlere sahip olmaktadirlar. Fare Mitf lokiisii ve onun
insanlardaki karsiligit MITF, DNA baglama ve dimer formasyonu icin gerekli olan bir temel heliks-
ilmek-sarmal-16sin fermuar (bHLH-LZ) yapisi icerir (38). Melanin sentezinin diizenlenmesinde,
MITF genini iceren ii¢ yaygin sinyal yolagi bulunmaktadir. Birincisi cAMP-bagiml sinyal
yolagidir. Melanokortin 1 reseptérii (MC1R), melanositlerde melanin liretiminin anahtar
kontroloriidiir ve a-melanosit uyarict hormon (a-MSH) MC1R’in pozitif diizenleyicisi iken agouti
sinyal proteini (ASP) ise negatif diizenleyicisidir. -MSH, MC1R'yi uyardiktan sonra, adenil siklaz
(AC) aktive olur ve bu durum cAMP'nin iiretilmesi ile sonuglanir. cAMP protein kinaz A'y1 (PKA)
aktive eder ki bu da MITF gen ekspresyonunu, cAMP yanit elementi baglayici proteinin (CREB)
fosforilasyonu yoluyla aktive eder. Sonug olarak, MITF; TYR, TYRP1 ve TYRPZ'nin promotor
bolgelerinde bulunan M ve E-kutulariile etkilesimlerek, melanogenez ile iligkili proteinleri (MRP)
kodlayan 6nemli pigment genlerinin transkripsiyonunu diizenler. a-MSH'ye ek olarak, §-MSH ve
adrenokortikotropik hormon gibi diger Pro-opiomelanokortin (POMC)'den tiiretilmis peptidler
de ayni1 sekilde melanogenezi uyarir. ikincisi; WNT veya B-katenin yolagidir. WNT ler, 6zellikle
melanositler gibi noéral krest hiicrelerinde embriyonik gelisimde 6nemli islevlere sahip olan
sistein agisindan zengin salgilanmis glikoproteinlerdir. Bu yolda WNT, G-protein-bagli reseptore
(Frizzled denir) baglanir ve glikojen sentaz kinaz-3b'nin inaktivasyonuna yol acar. (3-katenin
birikimi ve niikleusa gecisi sonucu LEF ve T-hiicre faktorii icin kompleks olusturarak MITF
geninin ifadesini arttirir. Niikleer (-katenin diizeyinin artis1 da melanogenezi uyaran MITF
ifadesini arttirmaktadir. Ugiincii yolak ERK sinyal yolagidir. Mitojen ile aktive edilmis protein
kinazlarin dahil oldugu sinyal iletimi Mitojen ile aktive edilmis protein kinaz (MAPK) molekiilii
dahil olmak iizere bircok proteini icerir. Sinyal, Ras'in; B-raf kinaz1 aktive etmesiyle daha sonra
sirasiyla MAP kinazin, ERK1 ve ERK2'yi aktive ederek hiicre yiizeyindeki reseptore baglanmasiyla
baslar. MAP kinazlar; MITF'yi fosforilleyerek MITF nin ubikuitinlenmesine ve yikimina yol agar.
Boylece Melanogenez iliskili protein (MRP) genlerini ifadelenmesinde rol alan 6nemli bir
transkripsiyon diizenleyicisi olan MITF geni susturulur. Bu sekilde Ras onkogenin aktivasyonu,
normal ve malign melanositlerde melanogenezi inhibe eder (39).

Sry iliskili HMG-Box gen 10 (S0X10), nikleer transkripsiyon faktdrlerinin Sry iligkili
HMB-box (Sox) stiper gen ailesinin bir liyesidir. SOX10 proteini, sitogenetik olarak 22q13.1'de
bulunan SOX10 geni tarafindan kodlanir. Bu gen, embriyonik gelisim sirasinda doku ve organlarin
olusumunda kritik bir rol oynayarak yaygin olarak embriyogenez sirasinda ifade edilen ve
gelisimi diizenleyen o6nemli molekiillerden biridir. Noral krest, periferik sinir sistemi ve
melanositik hiicre gelisimi icin 6nemli rol oynayan SOX10, insanlar, fareler ve diger hayvanlarda
ifade edilen niikleostoplazmik bir mekik proteini gorevi gortr. Kalin bagirsakta (enterik sinirler)
ve melanositlerde sinirlerin olusmas icin gereklidir. SOX10 geni, melanositler, gogiis dokusu,

kraniyal gangliyon, dorsal kok gangliyonu ve otik vezikiil olmak iizere farkli dokularinda yaygin
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olarak ifade edilir. Ayrica melanom, meme karsinomu, gliomalar ve schwannomlar gibi malign
tlimorlerde de ifade edilen dnemli bir markir gendir (40). SOX ailesi, orijinal {iyenin adin1 tasiyan
yaklasik 20 transkripsiyon faktoriinden olusur. Memelilerde, SOX proteinlerinin A, B1, B2 ve C-H
olmak tlizere farkh gruplari vardir. Melanogenezin gelisimsel diizenleyicileri olarak gorev alan ve
SOXE grubuna dahil olan SOX9 ve SOX10'dur. Bu aile tliyelerinin hepsi yapilarinda benzer High
mobility group-HMG domainini tasimaktadirlar. Bu HMG domainleri araciligiyla SOX gen ailesi
diger yliksek mobiliteli grup box proteinleri gibi diziye son derece 6zgii bir sekilde DNA'ya
baglanirlar (41).

Tirozinazlar, c¢esitli prokaryotlarda oldugu kadar bitkilerde, mantarlarda,
eklembacaklilarda ve memeliler gibi bir¢ok tiirde bulunan bakir iceren enzimlerdir. Tirozinazlar,
memelilerde cilt ve sa¢ renginde melanin olusumundan sorumlu olan ana enzimlerdir. Tirozinaz,
molekiiler oksijeni kullanarak, monofenollerin ortohidroksilasyonu (monofenolaz veya kresolaz
aktivitesi ve o-difenollerin (difenolaz veya katekolaz aktivitesi) ilgili kinonlara oksidasyonu
olmak iizere iki ardisik enzimatik reaksiyon gerceklestirir. Reaktif kinonlar daha sonra
kendiliginden melaninlere polimerize olurlar. Kiiciik fenolik molekiillerin yani sira peptit ve
proteinlerdeki tirozin kalintilarin1 okside etmeleri nedeniyle, tirozinazlar biyoteknolojide
biyoremidasyon, boya iiretimi ve biyopolimer c¢apraz baglanma gibi bir¢cok uygulama da
kullanilmaktadirlar. Tirozinazlar, katekol oksidazlar (CO) ile birlikte “tip-3 bakir” ailesine aittir.
Tip-3 bakir (Cu) proteinleri; tirozinazlar, katekol oksidazlar ve hemosiyaninleri (artropodlar ve
yumusakcalarin oksijen tasiyan proteinleri) iceren genis bir fonksiyonel protein ailesinden
olusur. Bu proteinlerin aktif merkezleri her biri, oksijenin bir peroksi konfiglirasyonunda
baglandigi ti¢ histidin kalintisi ile koordine edilen iki Cu atomundan olusur. Tirozinazin genel
yapist: Bir merkezi alan, N terminal alani ve C-terminal alan olmak iizere ii¢ bdlgeden olusur. Alti
tane korunan histidin kalintisindan olusan merkezi bolge CuA ve CuB oksitleyici iyonlari igerir
(42). Melanositlerin ¢evresindeki keratinositlere dagitilmasi amaciyla depolandig1 organeller
olan melanozomlar, olgunlasmak ve melanin iiretecek diizeye gelebilmek icin bir takim spesifik
enzim ve yapisal proteinleri gerektirir. TYR, TYRP1, TYRPZ, melanin miktar ve kalitesini etkileyen
kritik molekiiller arasinda yer alirken, Premelanozomal protein 17 (Pmel17) ve T hiicrelerince
taninan melanom anijen 1 (MART1) kritik yapisal proteinlerdir. Heterotetramerik Adaptor
Protein kompleksleri-3 (AP-3), Lizozomal organel kompleksinin biyogenezi 1 (BLOC-1) ve
Okiilokutanoz albinizm tip 2 (OCA2) ise melanozomlarin siniflandirilmasinda ve hiicresel
trafiginde 6nemli rol oynamaktadir. Melanin iiretimi, bir dizi sinyalleme sistemi ve tirozin kinaz
reseptorii olan KIT Proto-Onkogen Reseptor Tirozin Kinaz, Kok hiicre faktorii (SCF) ligandi ve
MITF’de dahil olmak iizere transkripsiyon faktdrleri tarafindan baslatilir ve diizenlenir. Genetik,
biyokimyasal ve farmakolojik calismalar, Melanokortin 1 reseptoriin (MC1R)'den gelen sinyalin

melanogenezi yonlendiren ana faktor oldugunu ortaya koymustur. MC1R’den Melanokortin 5
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Reseptor (MC5R)'ye kadar olan sinif, G-proteinine bagh reseptoérlerin bir alt grubunun iiyesidir.
Omelanin sentezi, MC1R agonistleri «-Melanosit stimiile edici hormon (a-MSH) ve
Adrenokortikotropik hormon (ACTH) araciligiyla stimiile edilirken, feomelanin sentezi Agonis
stimiile edici protein (ASP) vasitasiyla stimiile edilir. «-MSH, yerel parakrin diizenlenmesine izin
veren hipofiz bezi ve epidermal keratinositler tarafindan iiretilen pro-opiomelanokortin (POMC)
adi1 verilen bir 6nciil proteinden ayrilir. SCF-KIT reseptor tirozin kinaz yolu, a-MSH-MCR1 sinyal
yolagiyla birlikte, MITF transkripsiyon faktoriiniin aktivasyonu yoluyla melanosit pigmentasyonu
ve gelisimine katilir. Melanojenik molekiiler yolaklar1 yoneten transkripsiyonel ve
posttranskripsiyonel mekanizmalar belirsiz olmasina ragmen transkripsiyonel uyarilma esas
olarak birka¢ melanojenik genin MITF tarafindan cAMP'ye bagh aktivasyonu yoluyla saglanir.
MITF geni ise, MAPK-ERK sinyal yolagi araciligiyla fosforile edilir. TYR geninde spesifik bir sekans,
MITF geninin hedefi olup tirozinazin upregiilasyonunu saglar. Forskolin gibi hiicre i¢i cAMP
diizeyini ytlikselten maddeler, tirozinaz mRNA'sinin eszamanl bir indiiksiyonu olmadan MITF
protein diizeyinin artisina neden olur. Bu veri, MITF protein indtiksiyonu i¢in transkripsiyon
sonrasi diizenleyici mekanizmalarin gerekli oldugunu gostermistir (43).

Tirozinaz ile iliskili proteinler (TRPs), cesitli dizi homolojileri paylasan bir Cu*+/Zn**
metalloenzim ailesine aittir. Bu aile iyeleri, melanositlerde ifade edilir ve ¢ogunlukla
melanozomlar denilen 6zel organellerde lokalize edilirler. TRP’ler 6melaninler ve feomelaninler
olmak tzere iki tiir pigmentin olusumunda anahtar rol oynarlar. TRP’ler TYR, tirozin iliskili
protein 1 ve 2 (TYRP1, TYRP2) olmak iizere 3 iiyeyi icerirler. insanlarda TYRPI geni 9p23
kromozomal bolgede lokalizedir. Orijinal olarak gp75 olarak adlandirilan TYRP1'in olgun formu,
endoplazmik retikulumda (ER) tretilen ve golgiden melanozom organellerine tasinan 75 kDa bir
transmembran glikoproteindir. Hem TYR hem de TYRP1/gp75'in intraselliiler olarak ayrilmasi,
melanozomlarin biyogenezinde 6nemli bir role sahip olan Ras onkogen aile tiyesi 7, 32 ve 38
(Rab7, Rab38 ve Rab32) genlerini ifade eden periniikleer vezikiiller ile elde edilir; gerekli olan
ankirin-tekrar-iceren protein (Varp) Rab32/38 kompleksine spesifik baglanarak TYRP1/gp75'in
uygun melanozomal lokalizasyonunu saglar. Tyrpl hem melanozomlarda hem de melanosit ve
melanom hiicrelerinin yiizeyinde ifade edilir. Flow sitometrisi ile tanimlandig1 gibi TYRP1
proteini hem normal hem de malignant melanositlerde en bol bulunan glikoprotein olarak
tanimlanmaktadir. Melanin tiretiminde ilk adimdan sorumlu olan temel enzim TYR aktivitesinin
diizenlenmesinde TYRP1/gp75 geninin roliine bakildiginda calismalar in vivo olarak bir
heterodimer olusturabildiklerinden TYRP1/gp75'in, TYR geninin stabilize edilmesinde ve
intraseliiler trafiginde stabilizasyonunun korunmasinda roli olabilecegini 6nermektedir. Yapilan
diger calismalar bu gozlemleri onaylar sonuc¢ vermistir. TYRP1/gp75 kompleksinin ifade
diizeyinin azalmasi, TYR aktivitesini olumsuz olarak etkiledigi goriilmiistiir. Insan melanom

hiicreleri, TYRP1 cDNA’s1 tasiyan bir retroviral vektorle transfekte edildiginde, proteinin yeniden
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olusumu TYR aktivitesini uyararak melanogenezi baslatmistir. TYRP1/gp75'in oksidatif stresteki
roliine bakildiginda ise; TYRP1/gp75'in anormal sentezi ve islenmesi ve onun melanogenez ile
iliskili bir saperon olan kalneksin ile etkilesimi, oksidatif strese karsi artan duyarhilik
sagladigindan dolay: vitiligoda melanositlerin erken hiicre dliimlerinden sorumlu olabilmektedir.
Yapilan bir ¢calisma da ise oksidatif strese karsi melanosit korumasi sagladigim1 gostermistir.
Melanositlerde TYRP1 'in varsayllan onemli roliiniin birka¢ dolayli kaniti gosterilmistir: 1)
pigmenter bozukluklarla iliskisi: Kahverengi lokustaki mutasyonlar farelerde deri rengi
varyasyonlarina baghidir. Benzer sekilde, TYRP1 mutasyonlari insanlarda otozomal resesif gecis
gosteren okiilokiitan albinizm tip 3 (OCA3) denilen bir albinizm formundan sorumludur, 2) diger
pigmente bagli olmayan etkiler: TYRP1'deki mutasyonlarin, fare melanosit kiiltiirlerinde hiicre
proliferasyonu ve melanozomal matiirasyonu bozdugu gosterilmistir, 3) Melanositlerdeki
tirozinaz protein ifadesi etnik kokene gore farkliik gostermemistir, ancak hafif pigmentli
Meksika, Cin ve Avrupa deri tipleri ile karsilastirildiginda koyu pigmentli Afrika ve Hint cilt
tiplerinde TYRP1 proteini 6nemli élciide artmistir (44,45).

B hiicre lenfoma 2 (BCL2) gen ailesi liyesi olan ve 18q kromozomal bolgede lokalize olan
(BCL2), B hiicreli lenfomada, t(14;18) kromozomal translokasyonunda kesfedildigi icin BCLZ
adin1 almistir (46). Biyolojik olaylardaki temel 6nemi nedeniyle programlanmis hiicre 6limii
olduk¢a kompleks bir yolaktir. Apoptozun dilizenlenmesinde rol oynayan énemli bir protein
grubu BCL2 ailesidir. Bugline kadar, 25'in iizerinde BCL2 aile liyesi tanimlanmistir. Bunlar genel
olarak apoptozu aktif eden ve apoptozu inhibe eden molekiiller olarak iki sinifa ayrilmaktadirlar.
Pro ve anti-apoptotik aile tiyelerinin miktarinin dokuya 6zgii ifade diizeylerinin kontrolii yapilir.
Bugiine kadar belirlenen 25 BCL2 aile iiyesi, BH1, BH2, BH3, BH4 domain bélgelerinden en az
birisini icerirler. Aile iiyeleri yap1 ve fonksiyonlarina goére 3 grup altinda siniflandirilirlar. 1)
Yapilarinda BH1-BH4 domainleri bulunduran BCLZ2, Bcl-XL, Mcl-1, A1 (Bfl-1), Boo, Bcl-w'yi iceren
antiapoptotik tiyeler. Bunlarin hepsi anti-hiicre 6liim aktivitesi gosterir ve bazi liyelerin belirgin
bir BH4 domain bélgesi icermemesine ragmen, 6zellikle dort bélgede, Bcl-2 homolojisi (BH) 1 ile
BH4 arasinda sekans homolojisini paylasirlar. 2) Bax, Bak, Bad, Mtd (Bok), Diva gibi molekiilleri
iceren ve yapilarinda BH1, BH2, BH3 domainleri bulunan proapoptotik iiyelerdir. BH4 domaini
icermemelerine ragmen bazi tiyeleri BH4 homolojisi gosterirler, 3) “BH3-Only proteinler” denilen
ve Bik, Bid, Bim BMF, NOXA, PUMA, Hrk (DP5), Blk, Bnip3, Bnip3L'yi iceren ve yapilarinda
yalnizca BH3 homoloji sekanslar1 bulunan molekiillerdir (47). c-KIT sinyal iletimi melanositlerin
yasam siiresini belirleyen antiapoptotik molekiil BCLZ'nin ifadesinide uyarir. Melanokortin sinyal
yolaginin aktivasyonu ile cAMP konsantrasyonu artarak CREB aktivasyonuna neden olur. Aktive
edilen CREB dogrudan MITF geninin promotdriindeki cAMP response elementine baglanarak
cesitli genlerin ifadesini baslatir. MITF, antiapoptotik faktér BCLZ2’'nin ifadelenmesini arttirir;

melanositlerde MITF geninin delesyonu, bu hiicrelerde genis bir apoptozise neden olur (36).
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2.11.Vitiligo Hastaliginin Etiyopatogenezi

Vitiligo, kronik, edinilmis bir pigmentasyon bozuklugu olup diinya niifusunun yaklasik
%0,5-1"ini etkileyen cilt hastaligidir. Hastalik, ciltteki melanositlerin tahribinden kaynaklanan ve
deride iyi sinirlandirilmis hipopigmente, asemptomatik lekelerle karakterizedir. Hastaliktan
daha ¢ok kadinlar sikayet¢i olmasina ragmen, her iki cinsiyet de esit derecede etkilenmektedir.
Ailesel gecis yaygin degildir. Vitiligonun multifaktoriyel poligenik kalitiminda diger otoimmiin
hastaliklardaki gibi mendelyan olmayan kalitim sekli goriilmektedir. Vitiligonun etiyolojisi tam
olarak aydinlatilamamasina ve cesitli teorilerin gelistirilmesine ragmen, otoimmiin hipotez,
ortaya atilan hipotezler arasinda en kabul goren hipotez olmaya devam etmektedir (8). Yapisal
ve immiinohistolojik c¢alismalar, vitiligo lezyonlarinda melanosit pigmentinin yoklugunu
gostermektedir. Pigment hiicrelerinin kaybina yol acan mekanizmalar heniiz tam olarak
anlasilamamistir. Melanositler nekroz veya muhtemelen apoptoz ile tahrip olmaktadir. Son
yillardaki veriler, melanositlerin transepidermal eliminasyonunu o6nermektedir. Vitiligo
patogenezi ile ilgili cesitli teoriler ileri siirtilmiis olmasina ragmen en c¢ok iizerinde durulan
hipotezler olan; Otoimmiin hipotez, adezyon defekt hipotezi, otositotoksik hipotez ve noral
disfonksiyon hiptezleri olup; hala gilincelligini korumaktadir. Bu hipotezler arasinda, son yillarda
yapilan c¢alismalar vitiligonun patogenezinde otoimmiin hipotezini destekleyen giiclii kanitlar
oldugunu gostermistir (48). Addison hastaligi, hipotiroidi, pernisiy6z anemi ve sistemik lupus
eritematozus gibi otoimmiin hastaliklar ile olan iliski; major histokompatibilite kompleksi (Major
Histocompatibility Compleks [I-MHC II) antijenlerinin ve diger otoimmiin duyarlilik genlerinin
bazi allellerinin varligy, vitiligolu hastalarin serumunda organa spesifik antikorlarin (anti-ANA,
anti-gastrik parietal hiicreler) saptanmasi otoimmiim hipotezi desteklemektedir. Topikal immiin
baskilayic1 tedaviye olumlu tepki ile birlikte (topikal steroidler ve takrolimus); hayvan
modellerinde yapilan calismalar, 6zellikle oto-reaktif T hiicrelerinin gosterilmesinde immiin
hiicrelerin katilmi ve melanositlerde farkli antijenlere karsi antikorlarin varligi, otoimmiin

hipotezi bircok agidan desteklemektedir (49).

2.11.1.0toimmiin hipotez

Vitiligo patogenezinin ¢esitli immiin sistem hastaliklar1 ile birlikte goriilmesi etiyolojide
otoimmiin bozukluklarin da hastaligin patogenezinde rol oynayabilecegini diisiincesini
giiclendirmistir. Glintimiizde yapilan arastirmalar, yaygin olarak birkag¢ faktoriin sinerjik ya da
bagimsiz olarak melanositlerin kaybolmasina neden olabilecegi teorisi lizerinde durmaktadir.
Vitiligonun ortaya ¢ikma asamasinda, deriye fiziksel travma, duygusal stresler ve endojen sinirsel

faktorlerin, metabolitlerin veya hormonlardaki fonksiyonel tetikleyicileri melanositlerde
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oksidatif strese neden oldugu bilinmektedir. Bu etkilerden herhangi birinde 1s1-sok proteini 70
(Hsp 70) ve melanosit antijenlerinin aktif olarak salgilandigi goriilmiistiir. Bagisiklik aktivasyonu
asamasinda, bu "tehlike" sinyalleri, antijen sunan dendritik hiicrelerin aktivasyonunu ve
antimelanosit otoreaktif sitotoksik T lenfositlerinin deride toplanmasina neden olmaktadir (50).
llging bir sekilde, baz1 hastalarda deride depigmentasyondan hemen énce kasinti rapor edilmis,
bu da aktif hastalikta mast hiicreleri tarafindan histamin ve diger enflamatuvar diizenleyicilerin
salinimini isaret etmektedir. Melanositler MHC I ve MHC II molekiillerini, intraselliiler adezyon
molekili-1 (ICAM-1), vaskiiler adezyon molekiil-2 (VCAM-1) gibi adezyon molekiillerini,
interlokin (Interleukin-IL) IL-1, -6, -8 gibi sitokinleri ve transforme biiyiime faktorii f1 (TGFf1)
gibi biiylime faktorlerini de salgilamaktadir. Ayrica, melanositler sadece fagositoz degil
antijenleri de isleyebilme ve antijenik peptidleri T hiicrelerine sunabilme o&zelliklerine de
sahiptirler. Mycobacterium leprae'nin 65-kd 1s1 sok proteinine antijenik peptitleri sunan
melanositler; sadece T hiicresi proliferasyonunu indiikleyemediginden bu sitotoksik T
hiicrelerinin hedefi haline gelir. Bu calismalar melanositlerin bir cesit profesyonel olmayan
antijen sunan hiicreler (APC) oldugunu gostermekte ve vitiligoda melanositlerin otoimmiin
yikimina farkli bir bakis agis1 saglamaktadir. Steroidler ve UV i1sim1 gibi immiinosiipresif
repigmentasyon tedavi yontemlerinin, hastalarda yararli etki saglamasi, indirek olarak
otoimmiin patogenezi desteklemektedir. Vitiligonun Hashimoto tiroiditi basta olmak iizere, diger
otoimmiin hastaliklar arasindaki iliskisi, immiin faktorlerin vitiligo hastaligina neden
olabilecegini desteklenmektedir. Vitiligo hastalar arasinda Hashimoto tiroiditi insidansi1 genel
popiilasyona gore 2,5 kat artmistir (51, 52). Otoimmiinitenin bazi segmental olmayan vitiligo
hastalarinda birlikte goriilmesi, bu hastalarin Psoralen ve UVA (PUVA) ve topikal- oral
kortikosteroidler gibi immiinstpresif tedavilere olumlu cevap vermeleri, 6zellikle hastalarda ve
aile bireylerinde lupus eritematozus, sedef hastalifl, alopesi areata, halo neviis ve otoimmiin
tiroid gibi otoimmiin hastaliklarla siklikla birlikte goriilmesi, otoimmiin hipotezini

giiclendirmektedir (Sekil 2.10) (53).
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Sekil 2.10. Vitiligo hastalarindaki otoimmiin hastaliklar. Diger otoimmiin hastaliklara sahip olan
vitiligo hastalarinin yaklasik ii¢cte biri arasinda hastalik prevalansi. Vitiligo hastalarinda otoimmiim tiroidin
goriilme prevalansi, diger otoimmiin hastaliklara gore yaygindir. Belirtilenler disindaki hastaliklar, sedef

hastalig1 ve Raynaud hastaligidir ve diisiik frekanslarda goriliirler (52).

Bu baglamda, sistemik kortikosteroidlerle yapilan tedavinin, vitiligolu hastalarda
melanositlere karsi antikor aracili sitotoksisiteyi azalttig1 saptanmistir. Buna ek olarak, iki biiytik
epidemiyolojik ¢alismada vitiligonun, 6zellikle tiroid hastaligina sahip bireylerde, otoimmiin
komorbiditelerin farkli yayginlik oranlari bulmustur; Cinlilerde %?7,7, Kafkasyalilarda %20 daha
yaygin olarak goriildiigi gézlenmistir. Vitiligo hastaliginin patogenezine anormal humoral ve
hiicresel bagisiklik eslik etmektedir. Ozellikle immiinglobulinlerden IgG sinifi, anti-tirozinaz
iliskili protein 1 ve 2, serum serin otoantikorlarin yiiksek seviyeleri, hastalarin %5-10'unda
goriilmesine ragmen vitiligo patogenezinde anti-melanosit antikorlarinin rolii belirsizligini
korumaktadir. Bunlarin varhginin keratinosit ve melanosit hasarlarinda sekonder faktorler

olabilecegi one striilmistiir (9, 52).

Antijene spesifik yapilan calismalarda ise, vitiligo’da melanositlerin CD8+ T hiicre aracil
yikiminin gerceklestigi gosterilmistir. Melanositlere 6zgii 6ldiirme kapasitesine sahip CD8+ T
hiicreleri, saglikli kontrollere kiyasla vitiligolu hastalarin kanlarinda artmakta ve bu artisin
hastaligin aktivitesi ile iliskili oldugunu gostermektir. Vitiligolu hastalardan elde edilen deri
biyopsi drneklerinde T hiicrelerinin infiltrasyonu rapor edilmis ve epidermisteki 6lmekte olan
melanositlerin yaninda CD8+ T hiicreleri bulunmustur (54). Harris ve arkadaslari, melanositlere
spesifik CD8+ T hiicreleri kullanarak; epidermal depigmentasyonu indtiklenen, vitiligolu bir
adaptif transfer fare modelini kullanarak vitiligo lezyonlarinin yayiliminda merkezi bir rol

oynayan, interferon gama (IFN-y) ‘nin 6nemli rol oynadigini kesfetmislerdir. Depigmentasyonun
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ciltte otoreaktif CD8+ T hiicrelerinin birikimi, tirozinaz transkriptinin kaybi ve lokal IFN-y
tiretimiyle gerceklestigini ayrica spesifik olarak, IFN-y'nin CD8+ T hiicreleri tarafindan epidermal
ve folikiiler doku istilasini diizenleyen bir kemokin olan C-X-C Motif kemokin Ligand 10
(CXCL10) ekspresyonunda artisa neden oldugunu gostermistir (Insanlarda goriilen vitiligo
hastaligina benzer olarak farelerin depigmente cilt histolojisinde epidermiste yamali bir

mononiikleer ve epidermisin tek hiicreli infiltrasyonu goriilmektedir) (Sekil 2.11) (55).
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Sekil 2.11. Vitiligoda melanosit yikiminda diizenleyici T hiicrelerinin rolii. Vitiligoda potansiyel Treg

IL-10‘

Foxﬂ‘

hiicre defektlerinin melanosit kaybina neden olabileceginin sematik gésterimi. Ozellikle timusta pozitif
veya negatif secilimde Treg hiicrelerinin periferal dengesizligine neden olabilen azalmis Treg hiicre
sayisindan dolay1 veya anormal Treg hiicre gelisimine ve fonksiyonuna yol acan genetik yatkinlik, artmis
sayida otoreaktif CD8+ ve CD4+ T hiicresini baskilamada basarisiz olur. CD8* T hiicrelerindeki artis
melanositleri granzim B veya perforin yolagindan yok edebilir veya IL-6 ve IL-13 gibi sitokinlerle apoptoz

yoluyla melanosit kaybina neden olur (50).
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Melanositler hiicresel strese girdikleri zaman dogustan gelen bagisiklik sistemini
harekete geciren inflamatuvar sinyalleri serbest birakirlar ki, bu olay hastaligi baslatan tetikleyici
mekanizma olarak diisiiniilebilir. Yapilan calismalar, baz1 vitiligolu hastalarin lezyonlarinda,
dogal oldiiriicti hiicreler (NK) ve inflamatuvar dendritik hiicrelerin dahil oldugu dogal bagisiklik
hiicrelerinin anormal aktivasyona sahip oldugunu bildirmistir. Bu durum da dogustan gelen
bagisiklik sisteminin hastalifin patogenezinde rol oynadigimi géstermektedir. Antijen sunan
hiicreler lenf nodlarini drene ederek melanosit antijenlerini T hiicrelerine sunar ve aktive eder,
boylece hiicresel stres ve adaptif T-hiicresi yanitinin baslamasini saglarlar. Ayrica dogustan gelen
bagisiklik sistemi hiicreleri, lokal olarak, dogrudan melanositleri 61diiren otoreaktif T hiicrelerini

aktive eden sitokinleri de salgilayabilir (56).

Literatiirde vitiligo hastalarinin serumlarinda az ya da c¢ok miktarda spesifik
otoantikorlarin oldugunu goésteren calismalar mevcuttur. Bu otoantikorlar normal bireylerde
veya diger cilt hastaliklar1 olan hastalarda nadirdir ve pigment disi hiicre antijenlerine (ortak
doku antijenlerine), sitoplazmik pigment hiicre antijenlerine ve pigment hiicre ytizey
antijenlerine karsi antikorlarla ilgilidir. Bu ylizey antikorlar1 ve melanositlerin sitoplazmik
antijenleri arastirmacilar arasinda 06zel ilgi uyandirmis; immiinopresipitasyon, indirekt
immiinofloresans, immiinblotlama ve konvensiyonel ELISA’y1 iceren yontemlerle tespit
edilmistir. Bunlarin islevleri kompleman bagimli sitotoksisite, antikor bagimli hiicresel
sitotoksisite ve pasif transfer deneylerle arastirilmistir. Birkag spesifik otoantijen saptanmistir.
Cui ve digerleri tarafindan tespit edilen hi¢bir antijen yokken yaygin olarak bulunan melanosit
antikorlari, vitrin 40 (VIT 40), insan l6kosit antijeni 1 sinif I (HLA class I) molekiillerle iligkili veya
siki baglanmistir. Melanozomlarda lokalize olan ve melanin sentezi ile ilgili temel enzimler TYRP1
ve TYRP2 de son zamanlarda otoantijenlerle iliskilendirilmistir. Bununla birlikte, antikor aracili
yikim, hedef antijenlerin zar ifade etmesini gerektirir. Ilging bir sekilde, TYRP1'in melanositlerin
ve melanoma hiicrelerinin hiicre ylizeyi lizerinde sentezlendigi goériilmiistiir; bu da in vivo

melanosit yikimi icin bir hedefi temsil etmektedir (57,58).
2.11.2.Adezyon Defekt Hipotezi

Vitiligo cildin depigmentasyona ugramis bolgelerinde melanositlerin kademeli olarak
kaybiyla karakterizedir. Intrinsik ve ektrinsik mekanizmalar vitiligo etiyolojisinde hala
tartisiimaktadir (59). Melanositler dermisi epidermisten ayiran ve milimetre basina yaklasik bin
hiicre yogunlugunda olan bir fibréz protein tabakasidir. Bu yogunlugun miktari yasam boyunca
devam etmektedir. Cilt tabakas1 melanosit, keratinosit, langerhans adaciklari ve icerisinde kan
damarlarinin, sinir hiicrelerinin, adipositlerin, makrofajlarin ve fibroblastlarin bulundugu

dermis tabakasindan olusmaktadir (Sekil 2.12). U¢ epidermal hiicre tipi ve bircok dermal hiicre
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tipleri Toll-Like-Reseptér (TLR)'yi eksprese ederek konake1 bagisiklikta patojenlerin taninmasini
saglar. Bazal membrandaki melanositler melanini sentezleme ve vezikiiller (melanozomlar)
araciligiyla epidermis icindeki keratinositlere tasima fonksiyonu da vardir, boylece UV 1s181ndan
kaynaklanan hasardan epidermisi korumaktadirlar (60). Melanositler keratinositlere kiyasla
zayif olarak taban zarina baglanir. Melanositlerin yapismasi, yayilmasi ve migrasyonuna
integrinler aracilik ederken, melanositler ve keratinositler arasindaki etkilesimler kaderinler ile
yapilmaktadir. Melanositlerin adhezyonu endotelin-1'in diizeyiyle iliskilidir. E-kaderin insan
melanositinin keratinositlere yapismasini saglayan aract molekildiir. Melanosit; dendritlerin
adezyon, migrasyon ve melanozom transferinde 6nemli role sahiptir (61). Epidermal
melanositler genellikle epidermisin bazal katmanina entegre olurlar fakat melanositik
transplantasyon, sodyum lauril siilfatin topikal uygulanmasi, melanositik hiicrelerin UV 1sinlarina
maruz birakilmasi ve HaCaT epidermal hiicrel hatlariyla yapilan ¢alismalarla gosterildigi gibi
melanosit hiicreleri ¢esitli klinik ve deneysel kosullarda bazal yerlesimlerinden
ayrilabilmektedirler (62). 2003'te Gauthier ve ark. NSV’'nin travma nedeniyle etkilenen
melanositlerin kronik bir sekilde ayrilmasindan, 6zellikle de saglikli cildin mekanik olarak
strtiinmesinden kaynaklanabilecegini 6ne siirerek “melanocytorrhagy teori” olarak adlandirilan
bir hipotezi ortaya atmislardir (63). Cario-Andre ve arkadaslari in vitro bir ¢alismada, NSV'de
melanositlerin, yeniden yapilandirilmis bir epidermisdeki yapismalarini vitiligo keratinosit
ortaminin bir arttirici etkisi ile sinirlandiran intrinsik bir defektinin oldugunu ortaya koydugunu

one siirmiislerdir (61).

Melanazom

5 r— Melanosit dendrit
.
f O O
f IL\ r . Keratinosit
. Melanosit
—

RS
P &}.‘ Bazal membran

DERMIS

Sekil 2.12. Bazal membran lizerindeki epidermis ve dermis tabakalar1 arasinda lokalize olan melanositler

(60)

Generalize vitiligonun alt grubundaki (ortak, akrofasiyal ve evrensel tipleri iceren) vitiligo
tirlerine sahip hastalarla yapilan deneysel calismada etkilenmemis cildin mekanik

sturtiinmesinden sonra melanositlerin ayrildigi goriilmistiir. Bu gozlem, segmental olmayan
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vitiligo'da “melanocytorrhagic” (melanositlerin kronik yapisma ve transepidermal kaybi) adi
verilen ve primer bir bozukluk oldugu diisiiniilen yeni bir hipotezin ortaya atilmasina yol
acmistir. Bu durum sonucunda muhtemelen melanositlerin siirtiinmeye ve olasilikla diger stres
tlirlerine tepkisi degismekte ve sonrasinda bu da hiicre ayrilmasina, sonucta akut bir sekilde
melanositlerin (¢cogu hastada lezyonlarin aniden goriilmesi nedeniyle) transepidermal kaybina
neden olmaktadir (9). Yukaridaki bulgularin bir sonucu olarak, melanosit kaybini aciklamak i¢in
bazi adezyon proteinleri arastirilmistir. Sistein bakimindan zengin protein 61 (Cyr61), Bag
dokusu biiyiime faktorii (CTGF) ve asir1 eksprese nefroblastoma geni (NOV) li¢ iiyesinin bas
harflerinden adini alan CCN ailesi proteinleri; hiicre biliylimesi, adezyon, migrasyon, anjiyogenez
ve hiicre dis1 matriksin diizenlenmesi de dahil olmak tlizere ¢esitli biyolojik fonksiyonlara aracilik
eden, ekstraselliiler matriks yerlesimlerini diizenlenmesini saglayan sinyal molekiilleridir. CCN
aile iiyesi genlerinin degistirilmis ekspresyonu, fibrotik bozukluklar ve tiimorler de dahil olmak
lizere bir¢cok bozukluk ile iliskilidir. Diskoidin domain reseptdr tirozin kinaz 1 (DDR1), birkag
kolajen tarafindan aktive edilen transmembran tirozin kinaz reseptoridiir. Ekstraselliiler
matriks CCN3/NOV'ye bagimli hiicrenin tip IV kollajene yapismasina aracilik etmektedir. Le Poole
ve ark., bir hiicre dis1 matris molekiilii tenaskinin vitiligo hastalarinda arttigini, béylece melanosit
yapismasinl azaltabilecegini vurgulamislardir. Melanositlerin bazal cilde yapismasinda rol
oynayan bir molekiil olan DDR1'in ekspresyon diizeyinin vitiligo hastalarin lezyonlu bolgelerinde
azaldig1 gosterilmistir. Buna ek olarak, vitiligo'nun sadece melanositleri degil, ayn1 zamanda tiim
epidermisi de etkileyen bir hastalik oldugu 6ne siiriilmtstiir. 2006 yilinda, Fukunaga-Kalabis ve
ark. melanositlerin bazal tabakaya baglanmasinin kismen CCN3'lin kontroli altindaki tip IV
kolajen reseptor DDR1 ve CCN3 molekiillerinin fonksiyon kaybinin melanositlerin ayrilmasina

neden oldugunu bildirmislerdir (64,65).
2.11.3.Biyokimyasal Hipotez

Cildin hiicresel homeostazi; stiperoksit anyon (0O3), hidroksil radikalleri (OH), hidrojen
peroksit (H202), peroksinitrit anyon (OONO-) ve nitrik oksit (NO), gibi endojen ve eksojen reaktif
oksijen tiirlerine (ROS) karsi1 savunma mekanizmalari tarafindan korunmaktadir. Bu savunma
mekanizmlarinda, siiperoksit dismutaz, malondialdehit, katalaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon
peroksidaz, glutatyon-S-transferaz, tioredoksin rediiktaz, tioredoksin peroksidaz ve metiyonin
stilfoksit rediiktaz A ve B gibi enzimleri gorev yapmaktadir. Ayrica glutatyon ve tioredoksin (T),
lipoik asit, vitamin C (askorbik asit) ve E (alfa-tokoferol), bazi amino asitler (metiyonin ve
triptofan), selenyum ve 6 ve 7-tetrahidrobiopterinler gibi kiiciik molekiiller ayrica ciltte
antioksidanlar gibi davranmaktadirlar (66). Melanin sentezi oksidatif reaksiyonlara ve
melanositleri oksidatif strese maruz birakan 0, ve H;0; liretimini igerir. Melanozomlarda

melanin sentezinin sinirlanmasi diger hiicresel bilesenleri oksidatif hasardan korur. Melanin
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sentezinde kontrol enzimi olarak gorev yapan tirozinaz; tirozini dopaya ve dopay1 da oksitleyerek
tioller veya amino gruplar gibi niikleofilik bilesiklerle reaksiyona girebilen 6zel bir ortokinon
olan dopakinon'a oksitler. Tirozinazin katalitik aktivitesi, O'nin olusumuyla sonuglanir.
Dopakinon, bir redoks degisimi yoluyla dopakroma déntistiiriiliir. Spontan dekarboksilasyon
sonrasinda, dopakrom TYRP2 tarafindan tautomerlestirildikten sonra indol kinona okside olan
dihidroksiindol karboksilik asit (5,6-DHICA) tlireten dihidroksiindol (5,6-DHI) iiretir. 5, 6-DHICA
daha sonra karsilik gelen kinona dontistiiriliir (Sekil 2.13). (67).

Tirozinaz Tirozinaz

ey Dom _—) Dopakinon
S.G'OHl : Dopakrom //—/ . . ,‘ - \\
{ & Sistein ) )
indol-5,6-kinon 5.6-DHICA Sistenil-dopa
ﬂ /05 , l [
Feomelanin

Omelanin &—— indol-5,6-kinon
karboksilik asit

Sekil 2.13. Melanin sentez yolaginda ¢esitli basamaklarla reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu

(67).

Oksidatif stres, ROS olusum hizinin hiicre kaldirma kapasitesini astiginda meydana
gelmektedir. Cok sayida endojen epidermal ROS kaynagi tespit edilmistir. Biiylime faktorlerinin,
hiicrelerde ROS tretmesini sagladig1 rapor edilmis ve vitiligo hastalarin cildinde tiimor nekroz
faktor (TNF), bazik fibroblast biiytime faktéri (bFGF), IL-6 ve IL-1 gibi biiytime faktorlerinin
yliksek diizeyi gorilmiistir (66). Vitiligolu hastalarin kanlarinda okside stres belirteclerinin
artmis miktar1 (sliperoksit dismutaz, malondialdehit, reaktif oksijen tiirleri) ve antioksidatif
mekanizmalarin (katalaz, glutatyon) calismadigiyla ilgili veriler literatiirde biiyiik oranlarda
bulunmaktadir. Bu durumun sonraki asamalarda immiin aracili melanosit yikimiyla
sonuclanacagl one striilmistiir. Ne yazik ki, antioksidanlarin vitiligoda kullaniminda sinirl
basariya ulasilmistir. Vitiligo hastalifinda oksidatif stresin hastaligin tam olarak nedeni veya
inflamatuvar cevabin bir yan etkisi olup olmadigi heniiz acikliga kavusturulmamistir. Bununla

birlikte, yapilan in vitro ¢alismalarda melanositler, oksidatif strese karsi artmis bir duyarlilik
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gostererek hiicresel oliimle sonuclanmaktadir (Sekil 2.14) (68). Vitiligo'nun, katekolaminler,
kinonlar ve reaktif oksijen tiirleri gibi toksik metabolitlerin {iretilmesine yol agan ve melanosit
hasarina neden olan metabolik yoldaki islev bozuklugundan kaynaklanabilecegi hipotezi yaygin
bir sekilde arastirilmistir. Oksidatif stresin melanositlerin hasarinda rol oynadigi, vitiligolu
hastalarin epidermisinde oksidan/antioksidan sistemler arasinda bir dengesizlik olduguna dair
kanitlarla desteklenmektedir (9). Vitiligo hastalarinin lezyonlarindaki melanositlerin kiiltiirde
oksidatif strese duyarliliklarinda artis gosterdigi ortaya cikmistir. Schallreuter ve ark. vitiligolu
hastalarin epidermislerinde, in vivo 10-3M {lzerinde bir H;0, konsantrasyonu olusabildigini
gozlemlemistir. Vitiligolu hastalarin epidermisinde monoamin oksidaz A'nin (MAO-A) artis;,
Nikotinamid Adenin Dintikleotid Fosfat Oksidaz (NADPH)-oksidazin artmis aktivitesi, (6R)-L-
eritro 5,6,7,8-tetrahidrobiopterin (6-BH4) sentezi/geri donilisiim/diizenlenmesinde dengesizlik
gibi endojen H;0; liretiminin olasi kaynaklar1 belirlenmistir. Etkilenen hastalarin epidermisinde
gozlenen artmis 6-BH4 iiretiminin muhtemel sonuglarindan biri, L-fenilalanin'den L-tirozin
tiretmekten sorumlu fenilalanin hidroksilaz enziminin inhibisyonudur ki bu da diisiik tirozin
seviyelerine neden olur. Bu durum da melanin sentez mekanizmasinda hasara yol agar. Lezyonlu
ciltte redoks dengesinde bir degisikligin melanosit hasarina ve hipopigmente lekelere neden
olabilecegi disiiniilmektedir. Nitekim, siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesindeki bir artis birkag
arastirma tarafindan bildirilmistir. Bununla birlikte, birincisi, nitrik oksit sentaz (NOS) ve NADPH
oksidaz aktivitelerinde artis; ikinci olarak, katekolamin tiretimini artirarak dogrudan ve dolayl
bir sitotoksik etkiye neden olan MAO-A’da ki bir artis lezyonel ciltte H,0; diizeyindeki artisin
cesitli nedenleri olabilir. MAO-A noradrenalini degrade eden enzim olup katekolaminin
oksidasyonundan bir reaksiyon iiriinii olarak H>0; olusumunu saglar. Bu durum zihinsel stresin
vitiligolu hastalarda hipotalamik-pituiter-adrenal ekseni aktive ederek lezyonlarin olusumunu
aciklayabilir (9,69-71). Ayrica yapilan bazi calismalar hastaligin baslagicindaki hastalarda, kronik
hastalara gore plazma ve iiriner monoaminlerin ve metabolitlerinin belirgin olarak daha ytiiksek
oldugunu gostermistir. Vitiligolu hastalarin epidermisindeki, katekolamin diizeyleri ve MAO-A
ve/veya katekol-O-metil transferaz (COMT) aktivitesindeki artislar, hastalifin evresinden
bagimsiz olarak bulunmustur (43). Lokal ve sistemik yiiksek H0, seviyeleri, kalsiyum
homeostazini degistirerek melanositlerde tirozinin amino asit dnciilii olan L-fenilalaninin alimim
durdurabilir. Buna ek olarak, ROS, etkin melanogenez mekanizmasinin devamini saglayan ve
onemli rol oynayan proopiomelanokortin tirevli biyoaktif peptidler adrenokortikotropik
hormon (ACTH) ve alfa melanosit stimiile edici hormonu (a-MSH) okside ve inhibe edebilir. Bu
molekiillerin salinimlar, tirozinaz ve tirozinaz ile iliskili proteinler TRP1 ve TRPZ (veya dopakrom
tautomeraz, DCT) gibi melanin sentezinde rol alan anahtar genlerin ekspresyonuna yol agan bir
hiicre ici sinyal dizisini aktive eder. Melanin pigmentleri tirozinaz ve ilgili proteinleriyle

melanosit icinde iretilir. Son zamanlarda, kalneksin ve lizozom iligkili membran proteini-1
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(LAMP-1)'in de tirozinaz ile etkilesim yoluyla melanogenezde rol aldig1 gosterilmistir. Tirozinaz
ve TYRPZ2'min fonksiyonu tam olarak belirlenmistir, ancak TYRPI'in biyolojik rolii halen
tartismalidir ve insanlarda iyi bilinmemektedir. Fareler ile yapilan deneysel calismalarda, TYRP1
mutasyonu, DHICA oksidaz olarak islev yaparak kahverengi renk pigmentinin olusumunda genin

ifadesini etkilemektedir (71-73).

Sekil 2.14. Minor yaralanma sonrasi NSV vitiligo patogenezi. Minor yaralanmadan sonra hasara bagh
olarak molekiiller salinmasi (1) ve oksidatif stres artar (2). Melanositler adezyon 6zelliklerini kaybederler
(3) ve inflamozomlar aktive olur (4). Bu proinflamatuvar sinyal, antijenin islenmesine yol a¢ar ve lenf
nodlariin drenajinda dendritik hiicre sunumunu gergeklestirir (5). Spesifik sitotoksik T hiicreleri ciltte
olusur (6). Azalan diizenleyici T hiicre aktivitesi sonucu (7), lenfositler inflamatuvar sitokinler (8) ve
otoantikorlar tretilir (9). Oksidatif stresle sitokinler bagisik yaniti arttiran karsilikli bir uyariy1 stimiile
eder (10). Sitotoksik T hiicrelerini deriye dogru toplanmasini saglayan bir kemokin gradiyenti olusur (11).
Bu, melanositlerin (12) C-X-C motifi kemokin ligand1 (CXCL), interferon (IFN), interlokin, timor nekroz

faktoriiniin (TNF) immiin sistem temelli yok edilmesini saglar (68).
2.12. Vitiligo Hastalig1 ve Genetik Calismalar

Insan hastaliklarinin ¢ogu, genetik varyasyonlar ile cevresel faktérler arasindaki
etkilesimden kaynaklanir. Genetik faktorlerin asil katkisini belirlemek, etiyopatogenezi kompleks
olan hastaliklar1 degerlendiren genetik calismalarin ilk adimidir. Genel olarak, kompleks
hastaliklarin genetik bilesenlerinin incelenmesi; ailesel vakalarda pedigri analizi, monozigot (MZ)
ve dizigotik (DZ) ikizlerde konkordans oranlari ile karsilastirmali ¢alismalar ve kompleks

segregasyon analizleri (CSA) gibi gozlemsel calismalarla baslar. Bununla birlikte, bu ¢alismalar

37



Gurbet DOGRU OZDEMIR, Doktora Tezi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

hastaliga neden olan s6z konusu genetik faktoriin tam olarak ne oldugunu, ilgili genlerin yeri ve
kimligi hakkinda bilgi saglayamamaktadir. Bu nedenle hastaligin patogenezinde rol alan
molekiiler genetik belirteclerin ortaya cikarilmasi icin baglanti ve iliski analizlerinin yapilmasi
gerekmektedir (9). Vitiligo hastaliginda melanosit kaybinin tek bir dominant gecisle ortaya
cikmasi muhtemel gorinmemektedir ve genetik, c¢evresel, biyokimyasal, immiinolojik
mekanizmalar arasinda meydana gelen kompleks etkilesimlerin hastalifin ortaya cikmasinda

gerekli cevreyi olusturma olasiligl yiiksek goriinmektedir (Sekil 2.15) (74).

"
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‘0. " Tekrarlanan
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Sekil 2.15. Vitiligo patogenezinde genlerin, ¢evrenin ve bagisiklik sisteminin etkilesimi. Genlerin,
cevre ve bagisiklik sistemi ile etkilesimi vitiligo hastaligina neden olur. Cevresel tetikleyicilerin etkisi
altindaki duyarli genler: gesitli cevresel kaynaklardan (UV ve iyonlastirici radyasyon, hava ve su kirliligi,
agir metaller vs.) ROS iiretimi ve tekrarlanan mekanik travmalar otoimmiiniteye neden olan anormal

immiinolojik yanitlara (yani hiicresel ve hiimoral bagisiklik tepkisi) neden olabilir (74).

Vitiligo, sa¢ ve derideki melanositlerin secici olarak tahrip edilmesiyle ortaya c¢ikan,
poligenik veya multifaktoriyel kaliim sekli gosterebilen yaygin bir depigmentatif hastaliktir.
Vitiligo hastaliginin hastalarin yakin akrabalarinda daha yaygin olarak goriilmesi, hastaligin
patogenezinde kalitimin etki derecesine dair kanit saglamistir. Vitiligo genel populasyonda
yaklasik %1 oraninda goriilmesine ragmen bir hastanin kardesinin hastaliga yakalanma riski %6,
tek yumurta ikizleri i¢in ise oran %23'tiir. Ayrica arastirmalar, vitiligo hastaliginda aile

oykisiiniin hastalarin  %6.25-38'inde var oldugunu gostermektedir. (75,76). Hastaligin
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patogenezinde genetik etmenlerin rolii, baglanti ve iliski calismalari yoluyla tespit edilmis fakat
tekrarl yapilan ¢oklu calismlarda NLR ailesi pirin domaini iceren gen 1 (NALP1) ve bazi HLA
alelleri gibi sadece birka¢ gen/lokusun hastalikta gorildiigi gosterilmistir. Vitiligo gibi
patogenezi kompleks hastaliklarda ve farkli populasyonlarda hastaliga yatkinlik varyantlarin
kesfi icin bir seri Genome Wide Association Study (GWAS) ¢alismalari yapilmistir (77). Vitiligonun
ailesel yatkinligini arastiran c¢alismlara 1933 yili gibi erken bir tarihte rastlanilmaktadir (78).
Ailesel geciste, genetik ve cevresel etmenlerin etkisini ortaya ¢cikarmak amaciyla birgok tilkede ve
cesitli etnik popiilasyonlarda vitiligo ile ilgili epidemiyolojik arastirmalar yapilmistir. Bu
calismalar vitiligo etyolojisinin altinda yatan herhangi bir ¢evresel faktor belirleyemediginden
hastaligin olusumunda genetik bir katilimi desteklemektedir. Klinik olarak, vitiligonun kticiik bir
kismi otozomal dominant veya resesif kalitim seklinde ge¢ebilmektedir. Bununla birlikte birgok
olguda, vitiligo ailevi 6ykiisii olmadan sporadik bir sekilde meydana gelmektedir. Dolayisiyla,
vitiligo genetik modelinin belirlenmesine iliskin ¢calismalar celigkili sonuclar vermektedir. Bunlar,
tamamlanmamis penetrans ile otozomal dominant tek lokus, otozomal resesif ve %72,4 oraninda

kalitim ile ¢coklu faktorlerdir (79).

Ciltteki melanokortin sistemi; lokal pigmentasyon, bagisiklik, epidermal, adneksiyal ve
vaskiiler yapiu ile cilt fonksiyonunu stabilize eder ve ic homeostazin korunmasini saglar. Vitiligoda
gen ekspresyon calismalari, ¢esitli immiinmodulasyon, melanogenez, melanositlerin gelisimi-
diizenlenmesinde gorevli genlerin ekspresyon patternlerinin degisimlerini analiz etmek icin
yapilmaktadir. Reimann ve arkadaglari, vitiligo hastalarin deri ve periferik kan mononiikleer
hiicrelerinde melanogenez ve melanositlerin gelisimi, migrasyonu, yasam/apoptoz
mekanizmalarinin diizenlenmesinde rol alan 1L-10 ailesi ve reseptor altbirimlerinin (IL2Z0RB,
IL22RA2, IL26, IL-284, IL-28B, 1L29, IL28RA), Mdm1 Niiklear Protein (MDM1), Interferon alfa 1
(IFNA1), interferon beta 1 (IFNBI), interferon gama (IFNG) ve ICAM1'in mRNA ekspresyon
analizlerinin vitiligo patogeneziyle olan iligkisini analiz etmisler ve interlokin 20 reseptor alt
tinite beta (IL2Z0RB), interlokin 22 reseptor alt linite 2 (IL22RA2), IL-28A ve IL28RA’nin vitiligo
hastalarinda kontrollere gore ekspresyon diizeylerinin artmis oldugunu gostermislerdir (80,81).
Bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde gorev alan diizenleyici genlerin bir alt kiimesi, vitiligo
hastaligina yatkinlikla iligkili bulunmustur. T-hiicresi reseptérii (6rn., CD44, CD80), T-hiicresi
reseptor sinyali (0rn., SLA, PTPN22, UBASH3A, CLNK), T hiicresi aktivasyonu (6rn., IKZF4, IL2RA,
BTNL2, FOXP3), dogal immiin yanit (IFIH1, TICAM1) ve kemokin veya sitokin reseptorleri
(6rnegin, CXCR5, CCR6, SH2B3) genom c¢apinda iliskilendirme ¢alismalarinda vitiligo ile iliskili
bulunmustur. Melanositler ayrica vitiligo gelisimiyle ilgili farkli genler tasirlar. Bu genlerin
bircogu otoantijenler olarak gorev yapan ve anti-melanosit immin tepkisinin gelismesini
kolaylastiran proteinleri veya enzimleri kodlar (6r., TYR, PMEL, MC1R, OCA2). Digerleri ise

melanositlerin gelisimi ve hayatta kalmasi (6rn., ZMIZ1), oksidatif stres sirasinda hiicre 6limii
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(6rn., RNASET2) ve apoptozu (6r., FGFR10P) diizenlemekle ilgilidir. Apoptozu diizenleyen diger
genler (6rn., RERE, CASP7) veya bagisikliga bagh apoptozda gérev alan genler de (6rn., GZMB) de
vitiligo ile iliskili bulunmustur (68,82). Bugiine kadar, vitiligo duyarlihiginda etkili oldugu
diistintilen ya da kanitlanmis olan yaklasik 36 lokus tanmimlanmistir. Bu lokuslarin ¢ogu olasi
biyolojik aday genleri icerdikleri veya bu aday genlerin yakininda olmasi bakimindan 6nemlidir.
Bu genlerin yaklasik %901 immiin diizenleyici proteinleri kodlarken yaklasik %10'u hem
melanosite 6zgli immiin yaniti uyaran, hem de immin tanima ve hiicre 6liimiinde hedef olarak
hareket eden otoantijenler (ya da HLA sinif [ ve sinif I molekiillerini bagisiklik sistemine sunan
otoantijenler) olarak islev goren melanosit proteinlerini kodlarlar. Vitiligo hastaliginin
patogenezinde rol alan yolaklar1 ve sistemlerde birlikte gorev alan bu proteinler, yogun bir
immiin diizenleyici ag olusturur. Ayrica DNA sekanslama ve fonksiyonel analizler, TYR, HLA-A,
NLR ailesi Pirin domain iceren molekiil 1 (NLRP1) ve granzim B (GZMB) genleri i¢in belirgin
varyasyonlar tespit ederek, hastaligin patogenezinde bu proteinlerin oynadigi rollerin daha iyi

anlasilmasini saglamislardir (Tablo 2.3) (83).

Tablo 2.3: GWAS ve baglanti analizler ile belirlenmis vitiligoya yatkinlik lokuslar1 (83)

Kromozom Aday gen Populasyon Protein islevi
1p13.2 PTPPN22 C LYP protein tirozin fosfataz Thiicre sinyal iletiminin
Diizenlenmesi
1p31.3 FOXD3C C Forkhead box D3 Melanoblast farklilasmasinda
Noral krestlerin farklilasmasi
1p36.23 RERE C Atrofin-1-benzeri protein Lenfoid transkripsiyonel ko-
izoformu b represor
2q24.2 IFIH1 C Interferon indiiklii RNA Antiviral immiin yanit
Helikaz
2q33.2 CTLA4 C Sitotoksik T-lenfosit CD80 ve CD86 ile etkilesim
Miskili 4 Yoluyla T hiicre inhibisyonu
3p13 FOXP1 C Forkhead kutusu D3 B-hiicresinin transkripsiyon
Regiilatorii, Thiicresi monosit
Gelisimi
3q13.33 CD80 C B-hiicresi aktivasyon B, T ve dendrit hiicreleri
Antijeni B17 Tarafindan T hiicresi hazirlhig
CTLA4’le etkilesim
3q28 LPP C LIM domain alani Transkripsiyonel ko-aktivator?
4ple.1 CLNK C Mast hiicresi immiino- Immiinoreseptér sinyalinin
Reseptor sinyal pozitif regiilatorii
5q22.1 TSLP C Timik stromal lenfopoietin ~ Deri dendritik (Langerhans)
Proteini hiicre olgunlasmasinin

Sitokin diizenleyicisi
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Albinizm

Melanokortin-1 reseptor

NLR ailesi, Pirin domain
Iceren molekiil 1
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CTL induklii yardimer T
Hiicre apoptozu
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Tasiyicisi

Melanogenez diizenlenmesi

NLRP 1 inflamazom yoluyla
IL-1f immiin yanit1

Antiviral immiin yanit

Thiicre sinyal iletimi
Apoptoz

MHC II ekspresyonunun

Diizenlenmesi

Isik indiiklii apoptoza
immiin yanit

Hiicre dongiisii inhibitori
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2.13. Mikro RNA (miRNA)

Son yillarda molekiiler biyolojideki en 6nemli gelismelerinden biri, yaklasik 18-25
niikleotid uzunlugundaki kiiciik kodlanmayan RNA'lar olan mikroRNA'larin (miRNA) kesfi
olmustur. miRNA 'lar kisa, tek iplikli, kodlanmayan basit organizmalardan insanlara kadar bir¢cok
okaryot canlida tanimlanan kodlanmayan RNA ailesidir. Yilizlerce miRNA'nin binlerce insan
geninin ifadesini diizenledigi tahmin edilmektedir (84,85). miRNA ‘lar memeli genomun %1-
3'lini olusturmaktadir. Genomik organizasyona gore miRNA genleri, intergenik ve intragenik
miRNA genleri olarak da tanimlanabilmektedir. Intergenik miRNA'lar, promotér, transkript dizisi
ve terminator {initeleri dahil olmak iizere bagimsiz transkripsiyon iinitelerine sahiptir. Intragenik
miRNA'lar, intronik veya ekzonik bolgeler icinde baska transkripsiyon birimleri (konake1 genler)
icinde yer alir. Intronik miRNA'lar, konakgi genlerin intronlarinda ve hem protein kodlayict hem
de kodlayici olmayan RNA'larinda bulunabilir. miRNA genleri kodlayan veya kodlamayan
genlerin intronlari igcinde, kodlamayan bélgelerin ekzon bélgelerinde veya intergenik bolgelerde
bulunabilmektedir. Cogu miRNA geni tek basina ve kendi promoterinin kontrolii altinda ifade
edilirken, diger miRNA genleri kiimeler halinde bulunur ve birlikte ifade olabilirler (Sekil 2.16)
(86). miRNA’lar gen ifadesi kontroliinii genlere ait haberci RNA (mRNA)'larinin translasyonunu
baskilayarak ya da 3’'UTR bolgesine baglanarak niikleolitik yikimlarini indiiklerler. Bu islev,
miRNA baz sekanslarinin (genellikle 5 ucunda) mRNA {izerindeki kismen veya tamamen
tamamlayic1 bolgelere hem kodlanan hem de kodlanmayan bélgelerde, ¢ogunlukla 3’ucunda-
baglanmasiyla olur. Birgogunun islevi bilinmemekle birlikte, insanlarda 800'den fazla miRNA
kesfedilmistir. Insan genomunun en az iigte birinin hatta insan protein kodlayan genlerin
%60'1ndan fazlasinin miRNA'lar tarafindan diizenlendigine dair kanitlar vardir. Gen ifadesinin
diizenlenmesinin yani sira, miRNA'lar farklilasma, proliferasyon, apoptoz ve stres de dahil olmak
lizere bircok 6nemli biyolojik siirece katilirlar (87,88). Ilk kez 1990’larin basinda Caenorhabditis
elegans’da kesfedilmis, larval gelisimde rol alan bir gen olarak lin-4 olarak adlandirilmistir. 2000
yilinda Reinhart ve arkadaslar1 tarafindan yine Caenorhabditis elegans’da 22 nitkleotid
uzunlugunda, let-7 olarak adlandirilan, canlinin ge¢ larval donemden yetiskin hiicre fazina gecisi
diizenleyen bir mikroRNA kesfedilmistir. Her bir miRNA yiizlerce farkli mRNA'y1 hedefleyebilir
ve insan genomunda ifade edilen 1000-1500 farkli miRNA'nin protein kodlayan genlerin
%50'sinden fazlasinin ifadesini baskilama kapasitesine sahip oldugu bildirilmistir.
Embriyogenez, organogenez, hiicresel gelisme, c¢ogalma ve farklilasma, metabolizma ve
homeostazda dahil bircok fizyolojik stlirecte yer alan 1900'den fazla miRNA molekiilii
bildirilmistir (89-92). Hiicresel biyolojinin neredeyse tiim mekanizmalarinda, miRNA
kilavuzlugunda gen diizenlemesinin etkileri goz 6niine alindiginda, miRNA seviyelerinin siki bir
sekilde kontrol edildigi ve bu kontrol kaybinin kanser dahil gesitli hastaliklara yol acabilecegi

bildirilmistir. miRNA diizeyini-miktarini yoneten ilk ve en 6nemli asamalardan biri pri-miRNA
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transkripsiyonunun diizenlenmesidir. Protein kodlayan genlerin intronlari icerisinde kodlanan
miRNA'larin transkripsiyonu, ¢cogunlukla konakg¢i genin promotorii tarafindan yonlendirilir ve
mRNA ve miRNA ifadesinin kuvvetli bir korelasyonuna yol acar. Bununla birlikte, promotor
bolgelerine karakteristik bir yontem olan kromatin isaretleme analizinde (Analysis of Chromatin
Signatures), intronik miRNA'larin yaklasik tcte biri i¢in, konak¢1 geninden ayr1 bir diizenleme
yapilmasina olanak taniyan ilave promotorler tespit etmistir. Intergenik miRNA'lar; histon
isaretleri, CpG adalari, transkripsiyon faktoriine baglanma alanlar1 gibi Polimeraz II aracih
transkripsiyonla sik¢a iliskilendirilen tiim o6zellikleri tasiyan 6zel promoterlere sahiptir.
Kiimelenmis miRNAlar bir promotorii paylasir ve uzun pri-miRNA'larin bir parcasi olarak
koordine edilir. Promotorlar vasitasiyla, pri-miRNA transkripsiyonu, transkripsiyon faktorlerinin
baglanmasiyla kuvvetli sekilde diizenlenebilir. Ornegin bir tiimér siipresér geni olan p53'iin;
BCL2 ve siklin bagiml kinaz 4 ve 6 (Cdk4 ve 6) gibi hiicrenin ¢ogalmasi ve sag kaliminda 6nemli
faktorleri baskilayan miR-34 aile iiyelerinin transkripsiyonunu upregiile ettigi gosterilmistir (93,
94).

A intergenik

|

intergenik, Kiimelenmis

B intronik

!

Mirtron

5

intergenik, Kiimelenmis

C Ekzonik

D Kansik

SeKil 2.16. MikroRNA'larin genomik lokalizasyonu. (A) intergenik miRNA'lar bilinen transkripsiyon
unitelerinden farkli genomik bélgelerde bulunur. Bu miRNA'lar kendi promotérleri (siyah ok ucu) veya
polisistronikler ile monokistronik (iist kisim) olabilir; burada birka¢ miRNA, birincil transkript kiimeleri
olarak kopyalanir (alt kisim); (B) intronik miRNA'lar, hem protein kodlayan hem de kodlamayan genlerin

intronlarinda bulunur;(C) ekzonik miRNA'lar, yukaridaki tiplerin her ikisinden ¢ok daha nadirdir ve siklikla
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bir ekzon ve kodlayici olmayan bir genin intronuyla o6rtiisiir ve (D) intergenik ve intragenik bolgelerde yer

alan karisik miRNA'lar (94).

2.13.1. Mikro RNA’larin isimlendirilmesi

miRNA'lar, mRNA'lara baz eslestirmesi yaparak, gen ifadesini transkripsiyonel olarak
diizenleyen evrimsel olarak korunan kii¢iik kodlayici olmayan RNA molekiilleridir. Bugiine kadar
150'den fazla miRNA kesfedilmistir. Cok sayida protein, genlerle kodlandigindan dolay1 dogru
lokasyon, gen lokuslari, transkript tirlinleri arasinda ayrim yapmak 6nemlidir. Buna paralel
olarak, miRNA'lar i¢in 6zel bir isimlendirme metodu vardir. Olgun miRNA dizileri veritabaninda
genellikle “miR” olarak belirtilirken; daha uzun bir birincil transkripti (6ncii sa¢ tokalar1 ‘mir’
veya pri-mir) ile kesip c¢ikarilabilen karakteristik bir stem-loop dizisi pre-miRNA olarak
adlandirilir. “miR” kisaltma isminden sonra ise rakam yer alir. Rakamlar bulunus sirasina
gore siralanir. Ornegin; fare mir-352’den sonra yayinlanmis olan miRNA, mir-353 sayisin
alir. miRNA'lar dizileri agisindan yakindan iligkili olduklarinda, onlar1 ayirmak icin say1 ve harf
seklinde ekler verilir (6r. mir-33 veya mir-4990). miRNA’lar adlandirilirken, insanlar (Homo
sapiens) "hsa" harfleri (6r. hsa-mir-367), sican (Rattus norvegicus) i¢in "rno" (6r. Rno-mir-1),
goriller icin ggo (or. ggo-mir-155) kisaltmasi kullanilir. Eger iki farkl lokus ayni olgun iiriinleri
liretiyorsa, tam adin ardindan ek numara verilir. Ornegin, ggo-mir-515-1 ve ggo-mir-515-2 aym

nihai mikroRNA iiriiniinii iiretir: ggo-miR-515. (95,96)

2.13.2. Mikro RNA (miRNA)’larin Biyogenezi

2.13.2.1.Klasik miRNA Biyogenez Yolag1

miRNA ilk olarak Caenorhabditis elegans'ta tanimlanmis ancak daha sonra yapilan
calismalarla birlikte bitkiler ve hayvanlarda da bulundugu gosterilmistir. Bu bulus molekiiler
biyolojinin merkezi dogmasi olan “DNA’nin proteine doniistiiriilen RNA'ya transkribe edilir”
tizerindeki goriisii degistirmistir. miRNA, bagimsiz transkripsiyon birimleri olarak veya baska
genlerin intronlarinda veya ekzonlarinda bulunan miRNA genleri olarak kopyalanabilir. Intronik
miRNA, memelilerde miRNA transkriptlerinin ¢ogunu olusturur, farkli promotorlar tarafindan
konake1 genomdan bagimsiz olarak kontrol edilir. miRNA biyogenez yolagi hayvanlarda
karakterize edilmistir. Ilk olarak niikleusta ve daha sonra da sitoplazmada ~22 niikleotid
uzunlugunda olgun tek sarmal miRNA'lar iiretmek icin gerceklesen iki ayr1 islemi iceren oldukca
kompleks bir olaydir. Genel olarak, intergenik bodlgelerde oldugu kadar diger genlerin
ekzonlarinda veya intronlarinda da bulunabilen miRNA genleri, RNA polimeraz II ile transkiribe
edilir (Polimeraz III transkripsiyonu ornekleri olmasina ragmen) ve 100-1000 niikleotid

uzunlugunda ortalama bir pri-miRNA o6nciisii elde edilir. Bu pri-miRNA transkriptleri siklikla
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kesime ugrar, yapilarina cap bashig: eklenir, poliadenillenerek islenir ve birden cok miRNA geni
icin dizileri kodlayabilir. Niikleusta RNase-III tipi endoniikleaz Drosha ile birlikte DiGeorge
sendrom kritik bolge geni 8 (DGCR8: Drosophila'da PASHA, Caenorhabditis elegans'ta PASH-1
adin1 almaktadir) ve DEAD box RNA helikazlar p68/DDX5, p72/DDX17 gibi kofaktorlerden
olusan Drosha mikroislemci kompleksi pri-miRNA icindeki kok ilmekli sekonder yapilari
taniyarak pre-miRNA'lar olarak adlandirilan ~70 niikleotidlik prekiirsor sa¢ tokasi seklindeki
onciillerin eksizyonu ve salinlmini saglar. Son bulgular mikroprosesor aktivitesinin internal
olarak diizenlendigini ve DGCR8 ‘in Drosha proteinini stabilizasyonunu sagladigini, Drosha
molekiiliinde, DGCR8'i pargalayabildigini gostermistir. Bazi pre-miRNA’lar, kesim mekanizmalari
sonucunda ¢ok kisa intronlar seklinde tretilir (mirtronlar) ve Drosha-DGCR8 basamagini
atlayabilir. Sonraki asamada bu prekiirsor onciill pre-miRNA’lar1 6zellikle taniyan Exportin-
5/Ran-GTP kompleksi tarafindan c¢ekirdekten sitoplazmaya yollanir. Sitoplazmada pre-
miRNA’lar, bir RNaz-III tipi bir enzim olan Dicer ve kofaktorii olan memeli TAR RNA baglayici
protein (TRBP) ve potansiyel olarak Argonaute proteini (AGO) ile baglanarak ~22 niikleotitlik
miRNA-miRNA dubleksi meydana gelir. miRNA dubleksinin yalinizca bir ipligi “rehber iplik¢ik”
olarak gorev yapar. Genellikle termodinamik olarak en az stabil olan 5’ terminalinde bulunan
iplikcik RNA helikaz proteinleri DEAD kutusu RNA helikaz p68/DDXS5 gibi RNA helikaz proteinleri
yardimiyla biiylik bir ¢oklu protein miRNA riboniikleoprotein kompleksine (miRNP, ayrica
miRISC kompleksi olarak da adlandirilir) yiiklenerek ve hedef gen ekspresyonunu diizenlemeye
hazirlanir. miRNA-miRNA dubleksinin "yolcu (passenger)"” ipligi, miRNP kompleksinden ¢ikarilir
ve yikima ugrar (Sekil2.17)(97,98).
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Sekil 2.17. miRNA biyogenezinin kanonik yolunun sematik gésterimi (98).

2.13.2.2.Klasik olmayan miRNA Biyogenez Yolagi

miRNA'nin klasik biyogenez yolagi tanimlandigi halde, son bulgular, miRNA'nin
biyogenezindeki dogal varyasyonlarin hiicrelerdeki RNA diizenlenmesini daha da kompleks bir
hale getirdigini gostermistir. miRNA biyogenezinde birka¢ Drosha'dan bagimsiz biyogenez
mekanizmasi bildirilmistir. Bunlar arasinda, orijinal olarak Drosophila melanogaster ve C.
elegans'da tanimlanan ve memelilerde de oldugu belirlenen, kesip-cikarilarak elde edilen,
miRNA'larin yeni bir sinifi olan mirtronlarin varhigindan s6z edilmektedir. Biyogenez,
Drosha/DGCR8 mikroislemci kompleksini atlayan pre-miRNA'lar sa¢ tokasi yapisini olusturmak
icin, sa¢ tokasi yapisini olusturma potansiyeline sahip kisa intronlarin ¢ikarilmasini igerir.
Mirtronlar hem ekleme hemde ekzoniikleaz aktivitesiyle pargalama-¢ikarma ozelliklerine sahip
yapilardir. Bundan dolay1 Drosha bagimsiz yolak, kesip ¢ikarma mekanizmasini
gerektirmeyebilir. Ornegin, iki miRNA, miR-320 ve miR-484, Drosha/DGCR8 tanima
motiflerinden yoksun kisa premiRNA benzeri yapilar olarak aktarilir ve bunun yerine dogrudan
Dicer tarafindan islenir. Alternatif olarak, miRNA'lar, Dicer substratlarini olusturan pre-miRNA
benzeri sag¢ tokasi yapilarini tasiyan kiiciik niikleolar RNA'lardan (snoRNA'lar) Drosha bagimsiz
mekanizmalarla islenebilmektedir. Bu snoRNA'lar, riboniikleoproteinleri ile birlikte aktif
haldedir ve tiim kopyalarin olgun miRNA'lar halinde islenmedigini diisiindiirmektedir. Transfer

RNA (tRNA) benzeri yapilar hem endojen memeli RNA'larindan hem de miirin y-herpesvirus
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68'den (MHV68) kaynaklanan olgun miRNA'lar tiiretebilmektedir. Memelilerdeki bazi
miRNA’larin, tRNA yapisindan sadece Dicer tarafindan islenir gibi gériiniirken, MHV68 miRNA'lar
Dicer tarafindan isleme tabi tutulmadan tRNaseZ tarafindan islenir. Son olarak, 21-22
niikleotidlik endojen siRNA molekiilleri, 6ncelikli olarak birden cok genden koken alabilir.
Ornegin, ayn1 gen ya da homolog bir promtérden iiretilen antisens transkript (>100-nt) bir mRNA
ile hibridize olabilir. Bilinmeyen molekiiler mekanizmalar tarafindan Dicer molekiilii ile islenen
RNAIi yapisinda ¢oklu kiiciik RNA'lar olusturulur. inverte (tersine déndiiriilmiis) sa¢ tokalari,
klasik Drosha subsratlarindan ¢ok daha uzun olabilir ve aktif endo-siRNA'lar liretmek {izere
islenebilir. miR-451, Argonaute 2, RISC katalitik komponent 2 (AGOZ2) molekili tarafindan
taninmadan once Drosha tarafindan islenir ve olgun miRNA'y1 serbest birakmak icin pre-
miRNA'y1 ilmek boélgesi icinden parcalamaktadir. Bazi miRNA'larin tRNA'larin 3' ucundan
meydana geldigi tahmin edilmektedir. Cogu durumda bu atipik-klasik olmayan miRNA biyogenez
yolaklarinin islevsel 6nemi bilinmemekte fakat son yillarda, insan mRNA'larinin yaklasik%1-

%2'sini olusturan mirtronlarin arastirllmasinda artan bir ilgi vardir (99, 100, 101).

2.13.2.3.miRNA’larin Deri Hastaliklariyla iliskisi

Insan derisi, patojenlerin istilasinin énlenmesi, su kaybinin diizenlenmesi, alerjenlere ve
tahris edici maddelere kars1 korunmasinin saglanmasi gérevlerini goren, internal ve eksternal
cevre arasinda etkili bir bariyer olusturan kompleks immiinolojik bir organdir. Yapisal olarak,
insan derisi, epidermis ve dermis olmak iizere iki tabakaya sahiptir; bu tabakalarin her ikisi de
bariyer islevini siirdiirmek icin karmasik bir agda etkilesime giren, farkl hiicre gruplarindan
olusmaktadir. Bu hiicre tabakalari1 arasina yerlesik, dogustan adaptif bagisiklik sistemi ile
etkilesimde 6nemli rol oynayan infiltre hiicreler bulunmaktadir. Cesitli inflamatuvar cilt
hastaliklarinin altinda yatan mekanizmalarin aydinlatilmasi amaciyla kapsamli arastirmalar
yapilmasina ragmen bu hastaliklara neden olan molekiiler mekanizmalar hala belirsizligini
korumaktadir. inflamatuvar deri hastaliklarinin bircogu cesitli genetik ve cevresel faktorlerden
etkilenmektedir ve bu gibi hastaliklarin olusum mekanizmalarinda gorev alan bir dizi farkl
molekiil 6nerilmistir. Bunlarin arasinda, kiiciik diizenleyici kodlanmayan RNA molekdlleri olan
miRNA’larin hem normal deri hem de hastalikli deride cgesitli hiicresel stireclerde yer aldigi
gosterilmistir. miRNA’lar kodlandig1 hedef genin ifade diizeyini degistirerek, in vitro hiicre
proliferasyonu ve hiicre gelisimi, in vivo immiin yanit ve karsinogenez de dahil olmak iizere bircok
hiicresel aktivitede rol oynamaktadirlar. Bir¢ok arastirmada, miRNA'larin cilt hastaliklari da dahil
olmak tiizere cesitli insan hastaliklarinin patogenezinde rol oynama ihtimali vurgulanmaktadir.
Bir dizi calismada, kanda “cell-free” ortamda dolasan miRNA'larin varlif1 gosterilmis bunun

lizerine 2008'de, hiicre ici miRNA diizenlemesinin mekanizmalar1 sorgulanmaya baslanmistir.
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Plazma ve serumda bulunan miRNA'larin, yiiksek seviyelerde ki RNaz enzimlerinin varlifina
ragmen, mRNA'lara kiyasla, belirgin sekilde daha stabil oldugu bulunmustur. miRNA
stabilitesinin, ekzozomlar veya dolasim vezikiilleri olarak adlandirilan mikrovezikiiller
tarafindan saglandig1 dusiiniilmektedir. miRNA'larin sadece kanda degil tiikiiriik, anne siiti,
beyin omurilik sivisi ve idrar da dahil olmak {izere ¢esitli diger viicut sivilarinda da bulundugu
tespit edilmistir. Bu nedenle hiicre dis1t miRNA diizeylerinin, 6zellikle serum miRNA diizeylerinin
insan hastaliklarinda, o6zellikle de malign tiimorlerde yeni biyolojik belirte¢ olabilecegi
diisiiniilmektedir. Ozellikle, prostat ve akciger kanseri olan hastalar icin spesifik serum miRNA
belirtecleri tanimlanmis ve dolasimdaki serum miRNA'larin, yeni tanisal biyolojik belirte¢ olarak
cesitli hastaliklara kars1 parmak izi niteligi tasidiklarinin kaniti saglanmistir. miRNA'larin cilt
gelisimi ve biyolojisinde 6nemli olduguna dair ilk kanit, bir epidermis-spesifik Dicer veya DGCR8
delesyonu tasiyan farelerin olgun miRNA'lar tiretemedigi, bunun sonucunda farelerde sa¢ germ
hiicre gelisiminin hasara ugradigi boylece epidermisin organizasyonunun bozuldugu
gbzlenmistir. Bununla baglantili olarak, epidermis ve sag folikiillerinde birkac miRNAnin yiiksek
diizeyde ekspresyonunun, normal cilt gelisimi icin de gerekli oldugu bulunmustur. Giiniimiizde
deride en ¢ok calisilan miRNA, ciltte, 6zellikle de epidermisin iist-bazal katmaninda eksprese
oldugu belirlenen miR-203'diir. Yi ve arkadaslart miR-203 transgenik farelerin epitel dokularinda
yaptiklar1 ¢alismada miR-203'lin in vivo ekspresyonunu degistirmislerdir. miR-203'lin hiicre
dongiistinden cikisi indiikleyerek ve epidermal farklilasmay: tesvik ettigini gostermislerdir.
Ayrica ciltte kok hiicre potansiyelinin devaminin saglanmasinda kritik role sahip ve bir
transkripsiyon faktorii olan ADNp63a, molekiiliiniin miR-203 i¢in korunmus bir hedef oldugu
gosterilmistir. Memeli cilt gelisimi ve fonksiyonunun kontrolinde miRNA'larin 6nemini
vurgulayan bu onci c¢alismalarin ardindan, miRNA'larin dermatolojide 6nemli ilgi konusu
olmasini saglamistir. Son yapilan cesitli arastirmalar, miRNA'larin Sedef Hastaligi, Atopik
Dermatit (AD), Alerjik Kontakt Dermatit (ACD), Kutan6éz T hiicre Lenfoma (CTCL), habis
melanoma, bazal ve skuamoz hiicreli karsinom gibi farkli kutan6z hastaliklarin patogenezinde rol
oynadigim1 gostermistir. (Sekil 2.18) (102-104). Viicut sivilarinda elde edilen miRNA
ekspresyonin c¢ogunlugunun, solid timoér dokularindan kaynaklandigr belirlenmistir. Bu
miRNA’larin endojen RNaz aktivitesinden korunmasi, gelecekte kanser ve diger hastaliklarin tani
ve tedavisinde ekstraseliller biyolojik  biyobelirtecler olarak kullanilabilecegini

diisindtirmektedir (92).

48



Gurbet DOGRU OZDEMIR, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi,2018

iy )]
G PSO + AD &
PSO —— PSO + AD
miEA7 miR-135b miR-10a miR-125b
_ . AD___ miR-23a miR-193b
miR-18a miR-146a miR-187 miR-26a mMiR-365
miR-20a miR-155 miR-362 miR-26b let-7¢
miR-143 PSO AD MiR-487b PSO AD miR-09a let-7b
miR-193a-3p miR-501 miR-100
miR-203
miR-210 PSO
miR-224 miR-181a
miR-363 miR-199a-5p
miR-378 m
miR-425 AD + ACD AD
miR-142-5p miR-30a-3p miR-214
PSO + ACD e e miR-30e-3p miR-328
miR-21 = ACD miR-101 miR-335
miR-146b miR-142-3p LT miR-143  miR-375
miR-150 miR-223 MiR-149-3 miR-145 miR-383
= in Hmp = miR-149  miR-452
ACD miF- ACD miR-185 miR-486
ACD miR-492 miR-196a  miR-615
miR-518b miB-196b  let-7a
miR-140-5p miR-602 miR-197 let-7d
miR-342-3p miR-634 miR-199b  let-7f
miR-648 miR-638 miR-204
miR-886-3p miR-1469

miR-1303

Sekil 2.18. inflamatuvar cilt hastaliklarinin patogenezinde rol oynayan deregiile miRNA'lar. Ven
diyagramlarinda up-regiile (A) ve down-regiile (B) miRNA molekiilleri. (AD: Atopik Dermotit, ACD: Alerjik
Kontakt Dermatit, PSO: Psioriazis) (102).

Deri fonksiyonu ve morfogenezi, miRNA'lar dahil olmak tizere birgok molekiiliin diizenli
calismasinmi gerektirmektedir. Bu nedenle, vitiligo dahil gesitli deri lezyonlarini igceren birgok
hastaligin molekiiler patogenezinde miRNA ekspresyonlar1 onemlidir (105). Ornegin, son
zamanlarda Atopik Dermatit'te hem tani hem de hastalik aktivitesinin degerlendirilmesinde
biyobelirte¢ olarak serum timiis ve aktivasyon-regiile kemokin (TARC) kullanilmaktadir. Klinik
tan1 koyarken; dermatofibrosarkomun, dermatofibromadan ayirdedilmesi bazi durumlarda ¢ok
zordur, ancak a2(I)kollajen/PDGF-B zincir fiizyon geninin saptanmasi tani ayiriminda yararl
olmaktadir. Bununla birlikte, vitiligo hastalig1 dahil olmak iizere hala klinikte kullanilabilecek
biyobelirteclerin bulunmadig1l bir¢cok hastalik vardir. miRNA ‘lar tedavide; az ifade edilen
miRNA'lar, miRNA mimikleri kullanilarak , anormal sekilde fazla ifade edilen miRNA’lar ise
miRNA inhibitorleri tarafindan azaltilabilmektedir. Sonu¢ olarak, miRNA'lar hastalik
patogenezinin aydinlatilmasi, teshis, hastalik aktivitesinin degerlendirilmesi ve tedavi dahil
olmak tizere cesitli klinik uygulamalar icin kullanilabilmeleri nedeniyle 6énemli molekiillerdir.
Klinik kullanima daha fazla katilabilmeleri i¢in her bir hastalifin patogenezindeki miRNA'larin
tanimlanarak ve miRNA'larin hedef genlerinin nasil diizenledigine dair mekanizmalarin daha

ayrintili olarak aciga kavusturulmaya ihtiyaci vardir (106).
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3. MATERYAL ve YONTEM

“Vitiligo hastalarinda melanogenezle iliskili bazi miRNA ekspresyon diizeylerinin
aragatirilmasi” adli calismada, hasta ve kontrol gruplarinin olusturulmasi, Mersin Universitesi Tip
Fakiiltesi Dermatoloji Anabilim Dali tarafindan gerceklestirildi. Mersin Universitesi Rektorligii
Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan 2012-TP3-1204 kodlu proje olarak desteklenen
ve Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan onaylanan ¢alismamizin molekiiler
biyolojik analizleri Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Molekiiler
Genetik Laboratuvari’'nda yapildi.

Calismada; hasta ve kontrol gruplarini olusturan bireylerden 4-5 ml’'lik ven6z kan 6rnegi
RNA izolasyonu icin, 1 ml %2 ‘lik etilendimetiltetraasetik asit (EDTA) iceren, 15 ml“lik santrifiij
tiiplerine alindi. RNA izolasyonu ve cDNA eldesine kadar -802C de saklandi. Hastalardan alinacak
periferik kan orneklerinden total RNA izolasyonu geleneksel guanidyum isotiyosiyonat/fenol
kloroform izolasyon yontemi kullanilarak yapildi. Mikroftalmi ile iligkili transkripsiyon faktorii
(MITF), Sry iliskili HMG-Box gen 10 (SO0X10), Tirozinaz (TYR), Tirozinaz iliskili Protein 1 (TYRP1)
ve B hiicre lenfoma geni 2 (BCL2) anahtar genlerinin www.mirdb.org mikroRNA veri tabanina
gore en yliksek skorla hedefleyen miRNA’larinin ekspresyon “ABI Prism 7500 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems)” cihazi ve “SDS 2.0.3 software for allelic discrimination (Applied
Biosystems)” programi kullanilarak gerceklestirildi. Elde edilen ekspresyon verileri istatistiksel

olarak degerlendirildi.

3.1. Kullanilan Araglar- Geregler, Kimyasallar ve Sarf Malzemeler

3.1.1. Kullanilan Araglar-Geregler

Buzdolabi (Hotpoint Ariston, Ingiltere)

Derin Dondurucu (Argelik, Turkiye)

Etiiv (Ntve EN-500, Tirkiye)

Hassas Terazi (AC] 120-4M, Kern, Almanya)
Mikropipet Seti (Thermo Electron Corporation, Almanya)
Mikropipet Seti (Eppendorf, Almanya)

Otoklav (OT 40 L, Niive StreamArt, Tiirkiye)

PCR (Veriti, Applied Biosystems, Almanya)
Real-Time PCR (ABI 7500, Applied Biosystems, ABD)
Santrifiij (NF-400, Niive, Ttrkiye)

Vorteks (VELP Scientifica, ABD)

V V V VYV V V V VYV V VYV V
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3.1.2. Kullanilan Kimyasallar ve Sarf Malzemeler

5 X Hot Firepol® Probe QPCR Mix Plus (ROX) (08-14-00020, Solis Biodyne)

5x Reaksiyon tamponu RT-PCR

dNTPs Mix 10mM (100 ul) (SNP010-10, SNP Biyoteknoloji, Tiirkiye)

Etanol (1009712500, Merck Millipore Corporation, Almanya)

Izopropanol (19516, Sigma, ABD)

Kloroform: izoamilalkol (24:1) (X205, Amresco, ABD&Kanada)

Microamp Real Time PCR Plate kaplama Filmi (4311971, Applied Biosystems, ABD)
Microamp Real Time PCR Plate tutucu (N8010560, Applied Biosystem, ABD)
Mikrosantriftij Tipi 1.5 ml'lik (Starlab, S1605-5500, Almanya)

PCR tlipt 0,2 ml'lik (14-222-262, Axygen, ABD)

Pipet ucu 0,5-10 pl'lik (T-300, Axygen, ABD)

Pipet ucu 1-200 pl'lik (T-200-Y, Axygen, ABD)

Pipet ucu 1-1000 pl'lik (T-1000-B, Axygen, ABD)

Polipropilen Real Time PCR Plate (96’lik) (N8010560, Applied Biosystems, ABD)
RevertAid Reverse Transcriptase, 5x Reaksiyon tamponu RT-PCR ile birlikte (200U /pl)
(EP0442, Thermo Scientific, ABD)

Ribolock RNase Inhibitor (40 U/ul)(E00382, Thermo Scientific, ABD)

Ribozol (N580, Amresco, ABD&Kanada)

» Steril Distile Su (Polifarma, Tiirkiye)

YV V.V V V V VYV V VYV V V V V V VY

Y VY

3.2. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Olusturulmasi

Bu aragtirma, T.C. Mersin Universitesi Rektérliigii Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan degerlendirilmis olup 09.07.2015 karar tarihli, 13 No’lu toplanti ve 2015/234
sayill kararla uygun bulunmustur. Goniillii hasta grubu Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi
Dermatoloji Anabilim Dal'na bagvuran ve takibi yapilan, vitiligo tanisi alan bireylerden
olusturuldu. Géniilli kontrol grubu ise yine ayni klinige basvuran, kendisinde ve ailesinde vitiligo
dahil herhangi bir dermatolojik hastalik tanisi olmayan, bireylerin secilmesiyle olusturuldu.
Calismaya, 2010 ve 2016 yillar arasinda Vitiligo tanisi alan 56 goniillii hasta birey ile kontrol
grubu olarak sec¢ilen 56 goniillii saglikli birey olmak {izere toplam 112 bireye ait RNA 6rnegi izole
edilerek dahil edildi. Calismaya katilmak isteyen goniillii hasta ve saglikli bireylere, etik kurulda
belirtilen yonergelere uygun olarak hazirlanmis bilgilendirilmis onam formu okutulup

imzalatildi. Hasta ve kontrol gruplarindan elde edilen 4-5 ml periferik kan 6rneklerinden RNA
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izolasyonu gergeklestirilip, bu iki 6rneklem grubu lizerinde ekspresyon analizi yapildi. Hasta ve
kontrol érneklerine ait molekiiler analizler Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji

Anabilim Dali Laboratuvarlarinda gerceklestirildi.

3.3. Periferik Kandan RNA Elde Eldesi

Periferik kandan RNA eldesi icin asit guanidinyum-fenol kloroform (AGPC) yontemi
kullanild1 (107). Kontrol ve hasta gruplarina ait kan 6rnekleri, RNA elde edilene kadar -20°C'de
saklandi. Ornekler oda 1sisina getirildikten sonra RNA izolasyonu agagida belirtilen protokole

gore yapildi. Elde edilen RNA 6rneklerinden ekspresyon analizi icin cDNA eldesi yapildu.

1. Goniillii hasta ve kontrol bireylere ait 500 ul EDTA’ll kan 6rnegi 1,5 ml’'lik mikrosantrifiij
tiipiine transfer edildi. Uzerine 500 ul ribozol eklendi ve hemen vortekslenerek buz icinde 15
dakika inkiibe edildi.

2. Inkiibasyon sonrasi iizerine 200 pl kloroform: izoamilalkol (24:1) eklendi (+4°C’de
sogutulmus) ve hemen vortekslendi.

3. Mikrosantrifiij tiipleri +4°C’de 10 dk. 14.000 rpm’de santrifiij edildi.

4. Santrifiijden sonra érnek li¢ faza ayrildi. Ustteki acik sivi fazda RNA, orta beyaz bulutumsu
fazda DNA, alttaki kirmizi fenol fazda protein olmak tlizere (¢ faz olustu.

5. RNA icerikli list acik s1v1 faz, etiketli tliplere transfer edildi.

6. S1vi fazin iizerine 500 pl hacimde izopropanol eklendi ve RNA’y1 ¢oktiirmek i¢in 10 dakika oda
1s1sinda inktibe edildi.

7. Tiipler +4°C’de 10 dk. 14.000 rpm’de santrifiij edildi.

8. Siipernatant, pelletin altiist olmamasina dikkat edilerek pipetle atild1.

9. Pellet lizerine 1 ml hacimde %80'lik soguk etanol ilave edilerek RNA yikanmasi saglandi. Daha
sonra, tiipler +4°C’de 10 dk. 14.000 rpm’de santrifiij edildi.

10. Pipetle yine pellete dikkat edilerek stipernatant atild1 ve kurumasi i¢cin 10-15 dk inkiibe edildi.
Etanoliin kalmamasina dikkat edildi.

11. RNA pelletinin ¢dzlinmesi icin lizerine 50 pl distile su ilave edildi. 15 sn kadar vorteks yapildi

ve oda sicakliginda 10 dk. bekletildikten sonra tiipler -20°C’de saklandi.

3.4. Ekspresyon Analizi Yapilacak Vitiligo hastaligi ile iligkili miRNA ’larin se¢ilmesi

Vitiligo hastaliginda, melanogenez yolaginda anahtar rollere sahip olan MITF, SOX 10, TYR,
TYRP1 ve BCLZ2 genlerini hedefleyen miRNA’lar miRBase Release 21 (108), miRDataBase (109),
TargetScan Release 7.0 (110) veri tabanlar1 kullanilarak tespit edildi. Secilen miRNA’larin
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hedefledikleri genlerle eslesme etkinligini ortaya koyan degerler icin microrna (111) veri tabani
kullanildi. Analiz sonuglarina gore; hsa-miR-3163 hedefi olan MITF geni ile eslesme skoru %99,
hsa-miR-6783-3p hedefi olan SOX10 geni ile eslesme skoru %91, hsa-miR-1343-3p hedefi olan
S0X10 geni eslesme skoru %90, hsa-miR-4696 hedefi olan TYR geni ile eslesme skoru %91, hsa-
miR-6824 hedefi olan TYR geni ile eslesme skoru %87, hsa-miR-5197-3p’ nin hedefi olan TYRP1
geni ile eslesme skoru %95, hsa-miR-4495 hedefi olan BCL2 geni ile eslesme skoru %98, hsa-
miR-3680-3p hedefi olan BCL2 geni ile eslesme skoru %98 olarak bulunmustur (Tablo 3.1).

Tablo 3.1: Vitiligo hastaliginda melanogenezde kritik rollere sahip genler ve bu genleri en yiiksek

skorlara hedefleyen miRNA’lar

NO miRNA Hedef Gen Hedefleme

Eslesme Skoru
1 hsa-miR-3163 MITF [Mikroftalmi iligkili transkripsivon faktdrii) 99
2 hsa-miR-6783-3p 50X 10(5RY (sex determining region Y)-box 10) o1
3 hsa-miR-1343-3p 50X 10(5RY (sex determining region Y)-box 10) 90
4 hsa-miR-4698 TYR [Tirozinaz) a1
5 hsa-miR-6824 TYR [Tirozinaz) 87
6 hsa-miR-5197-3p | TYRP1 (Tirozinaz iliskili protein-1) 95
7 hsa-miR-4495 ECL2 [B-hiice KLL/Lenfoma 2) o8
8 hsa-miR-3680-3p  BCL2 (B-hiice KLL/Lenfoma 2) 97
9 miR-26b Kontrol miR

3.5. Real-Time PCR ile MikroRNA Ekspresyon Analizine Yonelik Primer ve Prob Dizayni

Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Enstitiisii (NCBI; National Institute of Biotechnology Information)
ve miRDB (microRNA Target Prediction and Functional Study Database) veri tabani programlari
kullanilarak mRNA dizileri elde edilen hsa-miR-3163, hsa-miR-1343, hsa-miR-6783-3p, hsa-miR-
4696, hsa-miR-6824, hsa-miR-5197-3p hsa-miR-4495, hsa-miR-3680, endojen kontrol olarak
secilen hsa-miR-26b-5p genlerine ait ekspresyonlar1 analiz etmek tizere bu miRNA’lara 6zgilin
kok-halka yapisindaki primer ve prob dizileri Primer Express 3.0 (Applied Biosystems) programi
kullanilarak tasarlandi.  Sekil 3.1'de kok-halka yapisindaki referans pri-miRNA dizileri

gosterilmis ve bir kol tizerindeki olgun miRNA dizileri pembe ile isaretlenmistir.
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a) hsa-miR-3163

u a c cuuc
5’ uccucaucuauaaaaug ggg aguaagac c
FEEEErrrr e e e el u

3’ aggaguagauauuuuac CCC ucauucug u
a c a uucc

b) hsa-miR-6783-3p

ccugu a -u uc aacc

5" uagggga aagucc ga cggg ¢}
FEErrer rrerer e e

3! gucuccu uucggg cu gccc a

--gau c uc -u cgac

c) hsa-miR-4696

c c auu
5' caaagccacugcaaga ggaua ugucaucu c
A R
3' guuucggugacguuuu ccugu acaguaga c!
a a aga
d) hsa-miR-1343
u g u u a c -u ucu

5' gc ggc ucgg gc gggg gcgg ccccggg gggec g
I A O O B e N N N N N e

3' cg ccg gguc cg ucuc cgcc ggggucc Ccccgg ©

C - u C a C uc ucu
e) hsa-miR-6824
gaggugua a u u - uu
5! 9999 ggu gggccaggga gc C C
FEEE T trrrrrrrer el
3! cccc ccg ucuggucucu ug g a
ga a u C u uc

f) hsa-miR-5197

- auuccaca --au - a a aa a uu
5’ uauggg gaca gaguau Cc auggc ca cuc uucuugaauu u
[REEEE [ FEEEEE L rrrrr Il LI T Errrrnd
3’ guacuc cugu cucgua g uacug gu gag aagaacuuga g
u —-cacuuca aaau ac a ca - cc

g) hsa-miR-4495

a c ugga
5’ agaaauguaaa aggcuuuuugcucag g
FECEETEErrr trrrr et
3’ ucuuuacauuu uucgaaaaacgaguu u

g a uuau

h) hsa-miR-3680-3p

g uc a a ug u aa
5' aaauuuaaggagg ac acuc cagg u ugcaaa gc a
L T I O I O A O Y
3' uuuaaauuccucc ug ugag gucc a acguuu cg u
g ga g c gu u  gu

Sekil 3.1. Kok-halka yapisindaki pri-miRNA dizileri iizerinde yerlesik olgun miRNA dizileri a) hsa-
miR-3163, b) hsa-miR-6783-3p, ¢) hsa-miR-4696, d) hsa-miR-1343, e) hsa-miR-6824 f) hsa-miR-5197, g)
hsa-miR-4495, h) hsa-miR-3680
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RNA izolasyonundan sonra elde edilen total RNA’lardan ilgili miRNA’lara 6zgii cDNA
olusturmak iizere gerekli Reverse Transcriptase (RT) primer dizileri ile ekspresyon analizi icin
gerekli primer ve prob dizileri “Metabion International AG, Martinsried/Deutschland” tarafindan
sentezlendi. Ilgili primer ve problarin dizileri cizelge 3.2’de gosterilmistir. Ekspresyon analizi i¢in
RT primerleri kok-halka yapisinda tasarlandi. Her prob 5' ucunda FAM ile isaretlenmis floresan
151ma yapabilen boya ve 3 ucunda ise bu isimanin gerceklestigi dalga boyuna sahip 15181n
yayllmasini engelleyen Black Hole Quencher™ (BHQ) adindaki “quencher” (sogurucu) kovalent
bag ile baglanmistir. Ayrica sitozin niikleotid yerine sitozin analogu olan C-5 propinil-deoksiribo
Sitozin (pdC) ilavesiyle prob tasarlanmasi sirasinda floresan boya ile isaretli oligoniikleotidin
erime sicaklig1 (Temperature melting-Tm) arttirilarak hedefe 6zgiilliik korunmaya calisilmistir.
Prob dizileri tasarlanirken ilgili miRNA'nin 6zgiin olarak elde edilmesi ve ekspresyonunun
Olciilebilmesi icin sikistirllmis niikleik asit teknolojisinden (Zip nucleic acids-ZNA)
yararlanilmistir (Tablo 3.2). ZNA problar oligoniikleotidler ile yapisindaki spremin iinitesi
araciligiyla baglanti kurarak hedefe olan ilgileri arttirilir. Boylece ZNA’larin erime sicakligi 6nemli

derecede artmasiyla hedefe 6zgiil olmasi arttirilmis olur.
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Tablo 3.2.miRNA RT-PCR (Reverse Transcription PCR) ve Real-Time PCR primer-prob dizileri

miRNA ads *miRNA Gen *miRNA Nikleotit Primer prob dizileri
No Dizi No

RT-3-GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACACCTAT-3

hsa-miR-26b-5p 407017 NR_029500.1 F-5-GCCGCTTCAACTAATTCAGG-3"

PR-5-FAM-TG(pdC)ATA(pdC)GA(pdC)A(pdC)CTATCC-ZNA4-BHQ-1-3'

RT-3-GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGAC GTCTTA-3”

hsa-miR-3163 100423029 NR_036121.1 F-5-GCCGCTATAAAATCAGGGCAG-3"

FAM-5-TG(pdC)ATA(pdC)GA(pdC)GT(pdC)TTA-ZNA4-BHQ-1-3'

RT- 3-GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACCTACAG-3

hsa-miR-6783-3p 102466734 NE_106841 F- 3- GCCGCTTCCTGGGCTT-3

PR-5"- FAM-TG[pdCJATA(pdC)GACCTACAGAGG-ZNA4-BHQ-1-3'

RT-5- GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACGCGAGA-3'

hsa-miR-1343-3p 100616437 NE_03%9836 F- 3- GCCGCCTCCTGGGG-3

PR-5'- FAM-TGCATACGACGCGAGA-ZNA4-BHQ-1-3

RT-53'- GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACAGATGA-

hsa-miR-4695 100616402 NER_039845 F-5- GCCGCTGCAAGACGCATA-3'

R-53-PFAM-TG[pdC)ATA[pdC)GACAGATGACA-ZNA4-BHQ-1-3°

RT-5- GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACTCCCTG-3'

hsa-miR-6824 102465495 NE_106882 F- 3- GCCGCGTAGGGGAGGTT-3°

PR-5'- FAM-TG(pdC)ATA(pdC)GA(pdC)TCCCTG-ZNA4-BHQ-1-3'

RT-5'- GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACATTCGA-F

hsa-miR-5197-3p 100846991 NE_049829 F-5- GCCGCAAGAAGAGACTGAGTCA-3

PR-5'- FAM-TG(pdC)ATA(pdC)GA(pdC) ATTCGA-ZNA4-BHQ-1-3'

RT-53'- GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACAGCAAA-F

hsa-miR-4495 100616287 NE_03%716 F- 5'- GCCGCAATGTAAACAGGCTT-3

PR-5'- FAM-TG(pdC)ATA(pdC)GA(pdC)AGCAAA-ZNA4-BHQ-1-3'

RT-3"- GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACCCTACT-3

hsa-miR-3680-3p 100500917 NR_037451 F-5- GCCGCTTTTGCATGACCC-3°

PR-5'- FAM-TG(pdC)ATA(pdC)GA(pdC) C(pdC)TA(pdC)T-ZNA4-BHQ-1-3'

“www.ncbi.nlm.nih.gov/gene, **http://www.ncbi.nlm.nih.gov,/SNP. Kaisaltmalar: F: Forward, R: Reverse, PR: Prob, RT: Revers transhriptaz,
pdC: propinil-decksiribo Sitozin, ZNA4: Zip Nakleik Asit 4
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3.6. RNA iiriinlerinden cDNA Eldesi

Hasta ve kontrol gurbunun periferik kan érneklerinden izole edilen RNA’larin kalite ve
saflik derecesini belirlemek icin secilen 6rneklerin Mersin Universitesi Ileri Teknoloji ve
Arastirma Merkezi'nde (MEITAM) The CapitalBio NanoQ™ mikro hacim spektrofotometresinde
Ol¢limii yapildi. Secilen RNA’larin 260/280 nm de yapilan 6lciimlerinin sonuclarinda, hasta ve
kontrol grubu arasinda yakin degerler bulundu. Ekspresyon analizi i¢in, endojen kontrol olarak
secilen hsa-miR-26b-5p’den, ekspresyon diizeyleri belirlenecek sekiz miRNA’dan ve saglikh
bireylerin RNA’larindan olusturulan havuzdan elde edilen referans kontroliinden cDNA’lar
olusturuldu. Revers-transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) icin her bir miRNA'ya
0zgii 50 nM kok-halka RT primer, 5xRT tamponu, 10 mM dNTP, 200 U/uL RevertAid Revers
Transkriptaz, 40 U/uL RiboLock RNase Inhibitor ve distile su karisimi toplam 10 pl olacak sekilde
hazirlandi. RNA izolasyonu sonucu elde edilen total RNA drneginden 5 pl karisima eklendi.
16°C’de 30 dk, 42°C’de 30 dk, 85°C’de 5 dk PCR kosullarinda miRNA’lar 6zgiil olarak cDNA'ya

dontstiiriildi ve 6rnekler -20°C’de saklandi.

Bilesik Hacim (pl)
5X RT tamponu 3

dNTPs karisimi (10mM) 1,5
MMV-RT (200U/pl) 0,25
Ribolock RNase Inhibitor (40 Unite/ pl) 0,1

RNA 6rnegi 5

Niikleaz icermeyen H,0 5

50 nM RT Primer 4
Reaksiyon toplami 22,85*

* Her bir 6rnek i¢in 10 ul kullanildi.
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3.6.1. Real-Time PCR ile Ekspresyon Analizi

Gercek zamanli RT-PCR, gen ifadesini nicellestirmek igin giliclii bir aractir ayrica
molekiiler genetik calismalarin da genis bir uygulama alani, 6zgiinliik ve dogru kantitasyon
imkani sunar. Periferik kan érneklerinden RNA izolasyonu gerceklestirildikten sonra hem hasta
hem de kontrol grubunda Vitiligo hastaliginda etkili MITF, SOX 10, TYR, TYRP1 ve BCLZ genlerini
hedef alan olgun miRNA’lara ait ekspresyon miktarlarinin él¢iimii gerceklestirildi. Olgiimler, total
RNA’dan RT-PCR ile komplementer DNA (cDNA) eldesi sonrasinda miRNA’larin olgun dizilerine
0zgli kok-halka yapisindaki primerler ve problar kullanilarak Kantitatif Gergek Zamanh
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Quantitative Real Time Polymerase Chain Reaction; qRT-PCR)
yontemi ile tespit edildi. Olgun miRNA’larin tanimlanmasini saglayan sistem; kantitatif kok-halka
RT-PCR (qRT-PCR) ve TagMan analiz ikilisinden olusmaktadir. Real Time PCR’da kullanilan
TagMan problari, ¢ogaltilmak istenen DNA’yva komplementer, floresan isaretli tek zincirli
problardir. Primerlerden daha uzun oligoniikleotidlerdir. Genellikle 5’'ucunda flouresan isaret
molekiilii reporter (FAM) ve 3’ ucunda da quencher (BHQ) icerirler. Uyarilan flouresan
molekiiliin enerji transferi, yakinindaki quencher molekiiliinden daha fazla oldugunda 1sinim
meydana gelir (FRET= Fluorescence Resonance Energy Transfer). Boylece reporter ve quencer
molekiillerin yakinlig1 1sinimi1 bastirir. TagMan problari, PCR triiniiniin i¢ bolgesine baglanacak
sekilde dizayn edilir. Primerler isaret molekiilii tasimazlar. Gen boélgesinin ¢ogaltimi sirasinda
primerler hedef niikleik asit dizisi baglanma bolgeleri arasina yapisarak diziye baglanirlar. Taq
DNA polimeraz enzimi 5’'—3’niikleaz aktivitesi ile FAM boyasini diziden ayirir. Serbest hale gecen
FAM sinyal olusturur. DNA zincir sentezi uzadik¢a ve her bir déngiide {iriin miktari artar, floresan
1s1ma da buna paralel olarak artmaya devam eder. Uriin miktar arttik¢a floresan miktar1 hizla

artar ve bu artis “real-time” cihazinin monitoriinden izlenebilir (112-114).

3.6.2. PCR Uriinlerinin Saptanmasi

Real-time PCR; baslangi¢c miktarina gére olusan, son PCR iiriiniiniin kantitasyonunun
6zgiin, hassas ve diger metodlara gére daha kolay tespit edilebildigi bir yéntemdir. Ikinci
asamada, olusturulan PCR iirtinlerinin gercek zamanli o6l¢iilmesi gerceklestirilir. miRNA
saptamasinda floresan isaretli Tagman prob kullanildi. 96 kuyucuklu plakanin her bir
kuyucuguna, asagida verilen miktarlarda hazirlanan karisimdan 20 pl konularak icerisine 5 pl
0zgil cDNA uygulandi. Daha sonra plakanin iizeri film ile hava kabarcig1 kalmayacak sekilde
kaplanarak 1s1 bloguna yerlestirildi. Baslama evresinde 50°C’de 2 dk, 95°C'de 10 dk ve dongii
evresinde 95°C'de 15 sn, 57°C'de 90 sn 50 dongii olacak sekilde Real-time PCR analizi
gerceklestirildi.
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Bilesik 1x Real Time PCR (pul)
Master mix (Solis BioDyne) 12,5
Primer Universal (Metabion) 2,5
Primer Forward (Metabion) 2,5
Prob (Her bir miRNA icin spesifik) (Metabion) 1*
H-0 5
cDNA 5

* hsa-miR-3680-3p icin prob miktar1 0,7 pl kullanildi.

3.6.3. Veri Analizi

Gercek zamanls, niceliksel PCR deneylerinde elde edilen verileri analiz etmek i¢in en sik
kullanilan iki yontem, mutlak (Absolute) kantitasyon ve goreceli (Relative) kantitasyon
yontemleridir. Mutlak kantitasyon, genellikle PCR sinyalini standart bir egri ile iliskilendirerek
tarnskript kopya sayisini belirler. Goreceli kantitasyon ise bir tedavi grubundaki hedef
transkriptin PCR sinyalini, muamele edilmemis bir kontrol gibi bir baska ornege ait olan PCR
sinyaliyle iliskilendirir. 2-2A¢T yontemi, ger¢ek zamanli kantitatif PCR deneylerinden gen
ekspresyonundaki goreli degisiklikleri analiz etmenin kolay bir yoludur. Calismamizda da iki
farkli 6rnekte bulunan (endojen kontrol ve hedef miRNA) miRNA miktarlarinin pozitif kontrol
ornekleriyle beraber karsilastirllarak miRNA miktarindaki degisiklikler tespit edildi. miRNA
ekspresyon diizeyindeki bu degisimler, SDS 2.0.6 yazilimi ile AACT degerleri kullanilarak

belirlendi (Sekil 3.2). Daha sonra, 2-24CT degeri hesaplanarak verilerin normalizasyonu saglandi.
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Sekil 3.2. Real Time PCR’da endojen kontrol olarak kullanilan hsa-miR-26b-5p ekspresyon egrisi.
Kirmizi renkli yatay ¢izgi ROX (6-Karboksi-X-Rhodamin) pasif refereans boyasini, mavi renkli FAM egrisi

ise ekspresyon diizeyini gostermektedir.

3.7. Istatistiksel Analiz

Bu calismadan elde ettigimiz verilerin istatistiksel analizleri, Mersin Universitesi Tip
Fakiiltesi Biyoistatistik ve Tibbi Bilisim Anabilim Dali tarafindan yapilmistir. Ekspresyon
diizeyleri icin tanimlayici istatistiklerden ortalama * standart sapma, medyan, 1. ve 3. yiizdelik
(percentiles), minimum ve maksimum degerleri verildi. Yas ve 6ykii kategorileri i¢in tanimlayici
istatistiklerden say1 ve ylizde oranlar verildi. Ekspresyon diizeyleri icin Normal dagilima
uygunluk kontrolii Shapiro-Wilk testi ile yapildi. Hasta-Kontrol ve cinsiyet gruplarinda
ekspresyon diizeyleri arasindaki farklilig1 arastirmak icin parametrik olmayan testlerden Mann-
Whitney U testi, yas ve 0ykii gruplarinda ekspresyon diizeyleri arasindaki farkliligi arastirmak
icin ise parametrik olmayan testlerden Kruskal-Wallis Testi yapildi. Hasta kontrol gruplarn
arasindaki farkhliklar Box-plot grafikleri ile gosterildi. Tiim karsilastirmalar icin istatistik

anlamlilik seviyesi p<0,05 olarak alinmistir.

60



Gurbet DOGRU OZDEMIR, Doktora Tezi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi,2018

4.BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Hasta- Kontrol Grubunun Yas ve Cinsiyet bakimindan Degerlendirilmesi

Bu calismaya hasta grubunda goniillii 56 birey, kontrol grubunda goniillii 56 birey olmak
lizere toplam 112 birey dahil edilmistir. Hasta grubunda goniillii 56 bireyin 26’s1 erkek (%46,42),
30’u (%53,58) kadin olup yas ortalamalar1 31+18,8 olarak hesaplandi. Kontrol grubunda goniilli
56 bireyin 28'i erkek (%50), 28’i kadin (%50) olup yas ortalamalar1 30+11,09 olarak hesaplandi.
Goniilli hasta grubundaki bireylerin yas ortalamasi ile gontillii kontrol grubundaki bireylerin yas

ortalamalari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi (p>0,05).

Tablo 4.1. Hasta ve Kontrol grubundaki kadin ve erkek bireylerin yas ortalamasi (N=Birey sayisi1)

YAS
Grup Erkek Kadin
N Ort#ss N Ort#ss
Kontrol 28 28,6+13,2 28 30+£11,9
Hasta 26 28,3+20,3 30 31+18,8

4.1.1. Hasta Grubu

Bu calismaya, 30 (%53,58) kadin, 26’i (%46,42) erkek olmak {izere toplam 56 goniillii
hasta birey dahil edildi. Yas ortalamalari cinsiyet agisindan degerlendirildiginde kadin bireylerin
yas ortalamasi 33,3+17,4 iken, erkek bireylerin yas ortalamasi 28,3+20,3 olarak hesaplanmistir
(Tablo 4.1). Calismaya dahil edilen ve degerlendirmeye alinan 56 goniillii hasta bireye vitiligo
tanisi, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Dermatoloji Anabilim Dal’nda ayrintil anamnez alinarak
dikkatli bir fizik muayene ile yapildi. Hastalardaki lezyonlarin Wood 15181 incelemesi ile vitiligo
tanisi kesinlestirildi. Hastalar yas, cinsiyet, vitiligo lezyonlarinin klinik tipleri, hastalik baslangig
yasl, hastaligin siiresi, ailede vitiligo dykiisii, hastalik baslamadan dnceki stres varligi ayrintili bir
sekilde sorgulandi. Bu bireylerin %54,9’'unun asin stres altinda oldugu, %19,6'nin stres altinda
olmadigl, %25,5’inin ise ailesinde genetik dykii oldugu saptandi. Gruplar cinsiyetler bakimindan
degerlendirildiginde ise, hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iliski

bulunmadi (p>0,05) (Tablo 4.2).

4.1.2. Kontrol Grubu
Bu calismaya, 28’si (%50) kadin, 28’i (%50) erkek olmak tizere toplam 56 gonilli
kontrol birey dahil edildi. Yas ortalamalar1 cinsiyet agisindan degerlendirildiginde kadin

bireylerin yas ortalamasi 31,3+8,4 iken, erkek bireylerin yas ortalamasi 28,6+13,2 olarak
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hesaplanmistir (Tablo 4.1). Kontrol grubundaki erkek ve kadin bireylerin yas ortalamalari
arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulundu (p>0,05). Gruplar cinsiyetler
bakimindan degerlendirildiginde ise, hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlaml

bir iliski bulunmadi (p>0,05) (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Hasta ve Kontrol gruplarinin cinsiyet bakimindan degerlendirilmesi (N=birey sayisi).

Cinsiyet
Erkek Kadin Toplam P
Grup N % N % N %
Kontrol grubu 28 25 28 25 56 50
0,425
Hasta grubu 26 23,2 30 26,8 56 50
Toplam 54 48,2 58 51,8 112 100

4.2. Hasta ve Kontrol gruplarinin Ekspresyon Verilerinin Analizi

Bu ¢alismada deriye renk veren melanin pigmenti ve melanositlerin fonksiyon kaybi
sonucu deride renk acilmasi ile karakterize bir pigmentasyon bozuklugu olan Vitiligo hastaliginin
patogenezinde rol oynadig1 diisiiniilen, melanosit olusum yolaginda anahtar gorevi olan ilgili
genleri yiiksek skorla hedefleyen ve gen ekspresyonu diizeyinde bu ilgili genlerin regiilasyonunu
kontrol eden hsa-miR-3163, hsa-miR-6783-3p, hsa-miR-1343-3p, hsa-miR-4696, hsa-miR-6824,
hsa-miR-5197-3p, hsa-miR-4495, hsa-miR-3680-3p miRNA'larinin ekspresyon analizi Real-time
PCR yontemiyle kantitatif olarak analiz edilmistir. miRNA’larin ekspresyon diizeyleri, hasta ve
kontrol gruplarina gore degerlendirilerek p degerleri hesaplandi. Analizler siiresince hasta
ve kontrol grubundaki bazi bireylere ait ekspresyon diizeyleri ol¢iilemediginden dolayi
calismadan cikarildi. Sonug olarak, hasta ve kontrol gruplari arasinda hsa-miR-3163, hsa-miR-
1343, hsa-miR-6783-3p, hsa-miR-4696, hsa-miR-5197-3p ve hsa-miR-3680 ekspresyon
diizeylerinde istatistiksel olarak bir fark gézlenmezken (p>0,05), hsa-miR-6824 ve hsa-miR-
4495’in ekspresyon diizeylerinde istatistiksel olarak anlamh bir fark oldugu gézlendi (p<0,05)
(Tablo 4.3) (Sekil 4.1).
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Tablo 4.3. Hasta ve Kontrol gruplarina gore ilgili miRNA’larin ekspresyon diizeyleri (2-24CT),

minimum, maksimum ve p degerleri (Q1=%25, Q3=%75).

Ekspresyon
miRNA Grup N  diizeyleri (Min-Max) [Q1-Q3] p
[0,00102-
Kontrol 56 0,00900 | 0,00001-4292,7089 0,06344]
hsa-miR-3163 [0,00246- 0,145
Hasta 54 0,01675 0,00016-15,86288 0,17174]
[0,00180-
Kontrol 48 0,33009 0,00004-5,16670 0,80324]
hsa-miR-6783-3p [0,00973- 0,082
Hasta 50 0,17749 0,00004-1,68985 0,89631]
[0,00369-
Kontrol 55 0,12871 0,00001-8,72848 1,30915]
hsa-miR-1343-3p [0,00398- 0,903
Hasta 50 0,20852 | 0,00000-45,60360 0,96710]
[0,00000-
Kontrol 52 0,02493 | 0,00000-899,58990 0,91676]
hsa-miR-4696 [0,01012- 0,092
Hasta 53 0,14219 | 0,00000-107,89147 1,27648]
[0,02226-
Kontrol 54 0,21548 | 0,00007-46,91320 0,98529]
hsa-miR-6824 [0,00289- 0,001
Hasta 56 0,01875 0,00004-1,68985 0,09245]
[0,02399-
Kontrol 48 0,43000 | 0,00026-900,80859 2,71010]
hsa-miR-5197-3p [0,03336- 0,972
Hasta 52 0,26586 | 0,00088-747,07275 | 4,03849]
[0,04084-
Kontrol 55 0,42044 0,00001-33,43413 1,94027]
hsa-miR-4495 [0,00673-
Hasta 56 0,08092 0,00020-5,66184 0,74464] 0,021
[0,051940-
Kontrol 56 0,70219 | 0,00014-108,07063 3,90063]
hsa-miR-3680-3p [0.09730- 0,608
Hasta 55 0,738740 | 0,00199-115,08300 4,36535]
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hsa-miR-3163 hsa-miR-6783 hsa-miR-1343 hsa-miR-4696 hsa-miR-6824 hsa-miR-5197 hsa-miR-4495 hsa-miR-3680

u Kontrol 0,009 0,03309 0,12871 0,02493 0,21548 0,43 0,42044 0,70219
m Hasta 0,01675 0,17749 0,20852 0,14219 0,01875 0,26586 0,08092 0,73874

m Kontrol mHasta

Sekil 4.1. Hasta ve Kontrol gruplarina ait hsa-miR-3163, hsa-miR-6783-3p, hsa-miR-1343-3p, hsa-miR-
4696, hsa-miR-6824, hsa-miR-5197-3p, hsa-miR-4495 ve hsa-miR-3680-3p‘nin ekspresyon diizeylerinin

grafiksel gosterimi

4.2.1. hsa-miR-3163 Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Hasta grubunda 54 birey, Kontrol grubunda ise 56 birey degerlendirilmeye alindi. Hasta
grubunda 2-24¢T= (,01675, Kontrol grubunda ekspresyon diizeyinin 2-2¢T= (0,009 oldugu
gozlenirken; ekspresyon diizeyleri bakimindan hasta grubunda kontrol grubuna goére ~1,8 kat
artis oldugu bulundu (Tablo 4.3) (Sekil 4.2). Fakat bu artis kontrol ve hasta grubunda hsa-miR-

3163’e ait ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05).
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Sekil 4.2. Hasta ve Kontrol grubunun hsa-miR-3163’e ait ekspresyon diizeyinin grafiksel gosterimi

(n hasta=54, n kontrol=56)

4.2.2. hsa-miR-6783 Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Hasta grubunda 50 birey, Kontrol grubunda ise 48 birey degerlendirilmeye alindi. Hasta
grubunda 2-24¢T= (,17749, Kontrol grubunda ekspresyon diizeyinin 2-24CT= (,33009 oldugu
gozlenirken; ekspresyon diizeyleri bakimindan hasta grubunda kontrol grubuna gére ~0,5 kat
artis oldugu bulundu (Tablo 4.3) (Sekil 4.3). Fakat bu artis kontrol ve hasta grubunda hsa-miR-

6783 ait ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05).
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Sekil 4.3. Hasta ve Kontrol grubunun hsa-miR-6783-3p’ye ait ekspresyon diizeyinin grafiksel gésterimi
(n hasta=50, n kontrol= 48)
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4.2.3. hsa-miR-1343-3p Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Hasta grubunda 50 birey, Kontrol grubunda ise 55 birey degerlendirilmeye alindi. Hasta
grubunda 2-24¢T= (,20852, Kontrol grubunda ekspresyon diizeyinin 2-44CT= (,12871 oldugu
gozlenirken; ekspresyon diizeyleri bakimindan hasta grubunda kontrol grubuna gére ~1,6 kat
artis oldugu bulundu (Tablo 4.3) (Sekil 4.4). Fakat bu artis kontrol ve hasta grubunda hsa-miR-

143-3p ait ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05).

e 015
E‘?I
-,:'].] u Kontrol
0.1
B Hasta
0,05
i
Kontrol Hazta
hza-miR-1343

Sekil 4.4. Hasta ve Kontrol grubunun hsa-miR-1343-3p’ye ait ekspresyon diizey grafigi diizeyinin grafiksel
gosterimi (n hasta=50, n kontrol=55)

4.2.4. hsa-miR-4696 Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Hasta grubunda 53 birey, Kontrol grubunda ise 52 birey degerlendirilmeye alindi. Hasta
grubunda 2-24CT= (,14219, Kontrol grubunda ekspresyon diizeyinin 2-24CT= (,02493 oldugu
gozlenirken; ekspresyon diizeyleri bakimindan hasta grubunda kontrol grubuna goére ~5,7 kat
artis oldugu bulundu (Tablo 4.3) (Sekil 4.5). Fakat bu artis, kontrol ve hasta grubunda hsa-miR-

4696-3p ait ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bulunmad: (p>0,05).
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Sekil 4.5. Hasta ve Kontrol grubunun hsa-miR-4696’ya ait ekspresyon diizeyinin grafiksel gosterimi

(n hasta= 53, n kontrol= 52)

4.2.5. hsa-miR-6824 Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Hasta grubunda 56 birey, Kontrol grubunda ise 54 birey degerlendirilmeye alindi. Hasta
grubunda 2-24¢T= (,01875, Kontrol grubunda ekspresyon diizeyinin 2-24¢T= (,21548, oldugu
gozlenirken; ekspresyon diizeyleri bakimindan hasta grubunda, kontrol grubun gore ~11,4 kat
azalma oldugu bulundu (Tablo 4.3) (Sekil 4.6). Bu sonug, hasta ve kontrol grubunda hsa-miR-

6824’e ait ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05).
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Sekil 4.6. Hasta ve Kontrol grubunun hsa-miR-6824’e ait ekspresyon diizeyinin grafiksel gosterimi (n

hasta=56, n kontrol=54)
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4.2.6. hsa-miR-5197-3p Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Hasta grubunda 52 birey, Kontrol grubunda ise 48 birey degerlendirilmeye alindi.
Hasta grubunda 2-22¢T= (0,26586, Kontrol grubunda ekspresyon diizeyinin 2-24¢T= (,43000 oldugu
gozlenirken; ekspresyon diizeyleri bakimindan hasta grubunda kontrol grubuna gére ~1,6 kat
azalma oldugu bulundu (Tablo 4.3) (Sekil 4.7). Bu sonug, kontrol ve hasta grubunda hsa-miR-

5197-3p ait ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bulunmad (p>0,05).
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Sekil 4.7. Hasta ve Kontrol grubunun hsa-miR-5197-3p’ye ait ekspresyon diizeyinin grafiksel gosterimi (n

hasta=52, n kontrol=48)

4.2.7. hsa-miR-4495 Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Hasta grubunda 56 birey, Kontrol grubunda ise 55 birey degerlendirilmeye alindi. Hasta
grubunda 2-24CT= (,08092, Kontrol grubunda ekspresyon diizeyinin 2-24CT= (0,42044 oldugu
gozlenirken; ekspresyon diizeyleri bakimindan hasta grubunda kontrol grubuna gore ~5,1 kat
azalma oldugu bulundu (Tablo 4.3) (Sekil 4.8). Bu artis, hasta ve kontrol grubunda hsa-miR-

4495 ait ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05).
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Sekil 4.8. Hasta ve Kontrol grubunun hsa-miR-4495’e ait ekspresyon diizeyinin grafiksel gdsterimi

(n hasta=56, n kontrol=55)

4.2.8. hsa-miR-3680 Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Hasta grubunda 55 birey, Kontrol grubunda ise 56 birey degerlendirilmeye alindi. Hasta
grubunda 2-24¢T= (,73874, Kontrol grubunda ekspresyon diizeyinin 2-244CT= (,70219 oldugu
gozlenirken; ekspresyon diizeyleri bakimindan hasta grubunda kontrol grubuna gére ~1,05 kat
artis oldugu bulundu (Tablo 4.3) (Sekil 4.9). Fakat bu artis kontrol ve hasta grubunda hsa-miR-

3680 ait ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bulunmad: (p>0,05).
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Sekil 4.9. Hasta ve Kontrol grubunun hsa-miR-3680-3p’ye ait ekspresyon diizeyinin grafiksel gosterimi
(n hasta=55, n kontrol=56)
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Vitiligo metabolik ve immiin sistemde degisiklikler ile birlikte genetik ve gevresel
faktorlerle iliskilendirilen kompleks bir hastaliktir. Melanosit yenilenmesine ve/veya
¢ogalmasina neden olan anomaliler birincil olarak melanositlerde bir hasarin oldugunu
gostermektedir. Bununla birlikte, 6zellikle hastaligin ilerleyici fazi sirasinda sessiz inflamasyon
ve otoimmiinitenin énemli rolii bulunmaktadir. Immiin mekanizmalar bu kompleks hastaligin
nedenlerini yeterince agiklayamadigi i¢in, otoimmiinite, biyokimyasal nedenler ve ¢evresel
faktorlerin genetik olarak yatkin hastalarda vitiligo patofizyolojisine katildig1 6ne siiriilmektedir.
miRNA'lar hiicre proliferasyonu, hiicre gelisimi, bagisiklik cevap ve karsinogenez de dahil olmak
tizere bircok hiicresel aktiviteyi etkileyebilmektedir. miRNA'lar genellikle intraselliiler bir
komponent olmasina ragmen; serum, idrar, tiikkriik ve siit gibi viicut sivilarinda da
bulunabilmektedirler. Serumda tek basina bulunan miRNA'lar normal kosullar altinda RNaz
tarafindan yok edilmekte fakat RNaz enzimi de dahil olmak {izere asir1 sicaklik, yliksek pH veya
donma-¢6zme dongiileri gibi bazi sert kosullardan korunmalari nedeniyle, aslinda diistiniilenden
daha stabil oldugu tespit edilmistir (103). miRNA’larin endojen RNaz aktivitesinden korunmasj,
gelecekte basta kanser olmak tlizere diger hastaliklarin tani ve tedavisinde ekstraseliiler
biyobelirtecler olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Bu nedenle calismamizda vitiligo
hastaliginin molekiiler patogenezine etkisi olabilecegi hipoteziyle, vitiligo hastaligina sahip
bireylerin periferik kan drneklerinden melanogenezde anahtar rollere sahip genleri hedefleyen
hsa-miR-3163, hsa-miR-6783-3p ve hsa-miR-1343-3p, hsa-miR-4696, hsa-miR-6824, hsa-miR-
5197-3p, hsa-miR-4495 ve hsa-miR-3680-3p’'nin ekspresyon analizleri gerceklestirildi.
Ekspresyon analiz sonuglari, kontrol grubuna ait bireylerin ekspresyon analiz sonuglariyla
karsilastirilarak istatistiksel olarak degerlendirildi. hsa-miR-3163, hsa-miR-1343, hsa-miR-6783-
3p, hsa-miR-4696, hsa-miR-5197-3p ve hsa-miR-3680'nin ekspresyon diizeylerinde anlaml bir
fark bulunmazken (p>0,05); hsa-miR-6824 ve hsa-miR-4495'nin ekspresyon diizeylerinin hasta
grubunda kontrol grubuna gore azaldig goriildii(p<0.05).

hsa-miR-3163, Mikroftalmi ile iligkili transkripsiyon faktorii (MITF) genini %99
oraninda hedef alan miRNA olup, 11q13.2 kromozomal bolgede yerlesiktir. MITF, melanositlerin
pigmentasyonu, proliferasyonu ve hayatta kalmasiyla ilgili olan TYR gen ekspresyonunun
diizenlenmesinde yer alan en dnemli transkripsiyon faktoriidiir. Ayrica antiapoptotik BCL2 gen
ekspresyonunu up-regiile etmektedir. MITF geninde meydana gelen delesyonlarin melanositlerin
apoptoza gitmesine neden oldugu gosterilmistir. Dolayisiyla MITF geni melanogenezde ¢cok
onemli rol oynamaktadir (115). Yaptigimiz calismada MITF genini hedefleyen hsa-miR-3163’iin
ekspresyon diizeyleri bakimindan istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmadi (p>0,05).

Bhardwaj ve arkadaslar1 Vitiligo hastalarinin immiin komorbitideye sahip oldugunu ve
immiinosiipresif tedavilere olumlu yanit verilmesi iizerine NSV hastalarinin serumlarinda

epidermal sistemik sitokinlerin ile MITF geninin lezyonlu bolgelerindeki ekspresyon diizeyini
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arastirmislardir. 42 aktif ve 30 stabil NSV'li hasta ile kontrol grubu olarak 30 bireyin serum
sitokin diizeylerini kontrol etmislerdir. Lezyonlu ve normal cilt biyopsilerini Hematoksilen-Eozin
boyamasina tabi tutmuslardir. Serumdan sitokin analizlerini ELISA yontemiyle yapmislardir.
Inflamatuvar sitokinlerin ve onlarin reseptérlerinin hem aktif hem de stabil NSV’li lezyonlu
derideki mRNA ekspresyonunu kantitatif PCR ile degerlendirmislerdir. MITF ve IL-17A4, lezyonlu,
perilezyonel ve normal cilt dokularinda immiino-modifiye edilmis. Hastalarda lezyonlu deride
melanositler lizerindeki spesifik etkiyi kontrol etmek icin, normal ve lezyonlu deri biyopsilerinde
MITF ekspresyon diizeyini incelemislerdir. Sonug olarak aktif hastalarda, IL-17A, IL-1b ve TGF-3
ekspresyonunda anlamli artis gozlenirken, stabil hastalarda hicbir degisiklik gézlenmemis. Bu
sitokinlerin arasinda en belirgin artis IL-17A'da goriiliirken; hastalarin lezyonlu ve perilezyonlu
deri Dbiyopsilerinde normal deri biyopsisine gore MITF ekspresyonunda azalma
gozlemlemislerdir. Bu sitokinlerin ve MITFnin lezyonlu derideki melanositik aktivitenin
diizensizliginde olas1 bir rol oynadigini ve bu nedenle aktif vitiligonun ilerlemesinden sorumlu
olabilecegini 6ne stirmiislerdir (116)

Rani ve arkadaslarinin vitiligolu hastalarin lezyonlu deri biyopsilerinde fibroblast-derive
faktor norogulin 1 (NRG1)’in ekspresyon diizeyinin, melanosit diizenleyici genlerin ekspresyonu
(MITE, c-KIT, TYR, DCT) iizerindeki etkisini arastirmislardir. 10 vitiligolu hastanin lezyonlu ve
normal deri biyopsileri ile kontrol grubu olarak 9 bireyin deri biyopsilerini alarak gen ekspresyon
analizlerini qRT-PCR ile protein analizini ise immiinohistokimya ile yapmislardir. Ayrica
biyopsilerden kurduklar1 melanosit kiiltiirlerini pasajlayarak 96 kuyucuklu plakaya (plate)
almislar ve NRG1'in farkli konsantrasyonlariyla muamele etmislerdir. Sonu¢ olarak Vitiligo
hastalarinin lezyonel derisinde NRG1 ekspresyonunun ve protein diizeyinin azalmis oldugunu
belirlemislerdir. Ayrica NRG1'in farkli konsantrasyonlariyla muamele edilmis melanosit
hiicrelerinde lezyonlu deride azalmis ekspresyon diizeyinde olan MITF, c-KIT, TYR, DCT
genlerinin ekspresyon diizeylerinde artis oldugunu saptamislardir.Vitiligo hastalarinin lezyonel
derisinde NRG1'in daha diisiik ekspresyonunun, melanosit biiylimesini inhibe ettigini bu nedenle
NRG1'in diisiik ekspresyonunun melanosit kayb1 ve vitiligo patogenezinde olasi bir rol
oynayabilecegini 6ne siirmiislerdir (117).

Kingo ve arkadaslar intraselliler melanogenez yolaklarindaki olasi ekpresyonel
degisimlerin vitiligo patogenezi iizerindeki etkilerini arastirmiglardir. Vitiligo hastalarinin
lezyonlu ve lezyonlu olmayan deri biyopsileri ile saglikli kontrol bireylerin deri biyopsi
orneklerinden melanokortin sistemde gorevli sekiz genin (MITF, CREB1, p38, USF1, PIK3CB
(PI3K), RPS6KB1, LEF1 and BCL2) ekspresyon analizlerini QRT-PCR yontemiyle yapmislardir.
Sonuc olarak kontrol bireylerin deri 6rneklerine gore vitiligolu lezyonlu deride MITF, LEF1, p38,
PIK3CB ve RPS6KB1'in ekspresyon duzeylerinin azaldigin1 saptamislardir. Vitiligo hastalarinin

lezyonlu olmayan derilerinde USF1 ve BCL2 ekspresyonunun saglikli kontrollere gére daha
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ylksek oldugu gosterilmistir. Ayrica vitiligo hastalarinin lezyonlu ciltlerinde MITF ve BCL2'nin
mRNA diizeyleri, lezyonlu olmayan cilt bolgelerine gore azalmis oldugunu gostermislerdir (118).

Yapilan arastirmalar, MITF geninin ekspresyon diizeyinin vitiligolu hastalarin lezyonlu
deri biyopsilerinde, lezyonsuz ve saglikli deriye gore azaldigin1 gostermektedir. Yaptigimiz
calismada ekspresyon diizeyleri bakimindan hasta grubunda kontrol grubuna gére ~1,8 kat artis
oldugu bulundu. Fakat bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05). Pigmentasyon
mekanizmasinin diizenlenmesinde cAMP/PKA en oOnemli sinyal yolagidir. Melanokortin
reseptorleri, hiicre ici cAMP konsantrasyonunun yiikselmesine neden olan adenilat siklaz1 (AC)
aktive eder. Boylece cAMP, protein kinaz A'y1 (PKA) aktive eder. PKA'nin aktivasyonu cAMP
duyarli element baglayici protein 1'i (CREB1) fosforilleyerek aktive eder. CREB1’in fosforilasyonu
MITF ekspresyon diizeyini arttirr. Ayrica MITF; TYR, TYRP1 ve DCT'nin ekspresyon diizeylerinin
pozitif bir diizenleyicisidir ve bu enzimlerin transkripsiyonunu arttirir (39). Goériildiigi gibi MITF
geni gorev aldigl mekanizmalarda birden ¢ok molekiil ile etkilesime girerek fonksiyonunu
yapmaktadir. Calismamizda hsa-miR-3163’lin hasta grubunun ekspresyon diizeyinde, kontrol
grubuna gore ~1,8 kat artis oldugu goriildii. Hasta bireylerdeki hsa-miR-3163 ekspresyon
diizeyindeki artis MITF gen ekpresyonunu baskilayarak genin ekspresyon diizeyini azaltmis
olabilir. Yapilan ¢alismalar vitiligolu hastalarda MITF geninin ekspresyon diizeyinin azaldigini
gostermektedir. Bu sonuc¢ yaptigimiz ¢alismay1 destekler nitelikte olmaktadir. Calismamiz MITF
geninin ekspresyonunu kontrol eden diger genlerin ve MITF genini hedefleyen diger miRNA’larin
ekspresyon diizeylerinin arastirilabilecegini géstermektedir. Bu sonug ile vitiligo hastalifinda
hsa-miR-3163 ekpresyonunun literatiire katki saglayacagini diisiinmekteyiz.

SOX10 genini %91 oraninda hedef alan hsa-miR-6783-3p, 17q21.31 kromozomal
bolgede lokalizedir. SOX10 geni primer néral krest hiicrelerinin go¢iinde, kok hiicre sagkaliminda
ve melanosit gelisimi ve fonksiyonunda ifade edilen énemli bir gendir. SOX10, melanositlerin
farklilasmasini ve terminal fenotipini almasimi MITF transkripsiyon faktoriiniin ifadesini
indiikleyerek yapmaktadir. SOX10 genindeki mutasyonlar, Waardenburg-Shah sendromu tip 1V
gibi hipopigmentasyon ile karakterize noropatiler ile iliskilidir. Ayrica SOX10 geninin yalnizca
hipopigmentasyonla iligkili hastaliklarda degil; tiimoérlerde, cogu miyelom ve gliomlarda, malign
periferik sinir kilifi timorlerinde, berrak hiicreli sarkomda, invazif meme karsinomlarinda ve
tiikriik adenoid kistik karsinomlarinda da ifade edildigi gosterilmistir (41). Hem gelisim sirasinda
hem de yetiskinlerde melanosit proliferasyonu, WNT/B-Katenin yolagi, G-bagh Endotelin B
reseptoric (EDNRB) ve ligand1 Endotelin, tirozin kinaz reseptorii KIT ve ligand1 KIT-ligand1
(KITL), Hepatosit biiytime faktorii (HGF) ve reseptori MET, ayrica SOX10, transkripsiyon
faktorleri PAX3 ve BRN2 dahil olmak iizere ¢ok sayida molekiil tarafindan diizenlenir (118).

Blokzijl ve arkadaslar1 vitiligo hastalar1 ve malignant melanom (MM) hasta

serumlarinda SOX10 protein diizeyini Proximity Ligation Assay (PLA) yoOntemiyle
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arastirmislardir. Calismaya 85 vitiligolu hasta, 110 MM’li hasta ve 85 saglikli kontrol bireyi dahil
etmislerdir. Sonug olarak saglikli bireylerde SOX10 proteinine rastlanmazken; vitiligo ve MM'li
hastalarin dolasiminda belirgin derecede yiiksek SOX10 protein seviyeleri saptamislardir. Bu
durumun vitiligo hastalarinda ve MM'de goriilen ve daha iyi prognozla iliskili oldugu bildirilen
vitiligo benzeri lezyonlarda melanositlerden SOX10 protein saliniminin olabilecegini ve her iki
hastaliktada goriilen lezyonlarin benzer mekanizmalarla olustugunu 6ne siirmiislerdir (119).
SO0X10'un melanosit gelisimindeki rolii daha 6nceden spontan ve indiiklenmis SOX10
mutant hayvanlarda ¢alisilmistir. Melanosit spesifik SOX10 nakavt fareleri kullanilarak yapilan in
vivo ¢alismada, SOX10'un postnatal melanosit sagkalimi ve melanosit kok hiicre farklilasmasi i¢in
gerekli oldugu bulunmustur. Ayrica, SOX10, melanoma inhibitor aktivitesi ile MITF, p21WAF1,
p27KIP2 ve E2F1'in ekspresyonunu etkileyerek melanomada invazyonun ve sagkalimin énemli
bir diizenleyicisi oldugu gosterilmistir. SOX10'un melanosit populasyonunun gelisimi ve
korunmasinda karmasik roller oynadigr kavrami desteklenmekte fakat SOX10'un melanosit
proliferasyonundaki spesifik rolii hala tam olarak anlasilamamistir (120). Yaptigimiz calismada
SOX10 genini %91 oraninda hedefleyen hsa-miR-6783-3p ekspresyon diizeyleri bakimindan
hasta grubunda kontrol grubuna gére ~0,5 kat artis oldugu bulundu fakat bu artis istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (p>0,05). Bu durum hsa-miR-6783’iin SOX10 genini baskilama yoluyla
ekspresyonunu diizenledigi hipotezini diisiindiirmiistiir. Calismamiz hasta ve kontrol
bireylerinden alinan kan oOrneklerinden serum SOX10 protein diizeylerine ve SOX10 gen
ekspresyonuna bakilarak desteklenebilir. Ayrica lezyonlu ve lezyonsuz deri biyopsi
orneklerinden ayrintili melanositik hiicre kiiltiir calismalari ile SOX10 geni ve bu genle etkilesime
giren diger genlerin ekspresyonu ve geni hedefleyen diger miRNA’larin ekspresyon diizeyine
bakilabilir. SOX10 genini %90 oraninda hedefleyen hsa-miR-1343-3p, 11p1.3 kromozomal
bolgede lokalizedir. Yaptigimiz ¢alismada SOX10 genini hedefleyen hsa-miR-1343-3p’de hasta ve
kontrol grubuna ait ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmada.
Fibrotik hastaliklar, inflamatuar aktivasyondan kaynaklanan bag dokusunun patolojik birikimi ile
karakterize ve organ yetmezligi ile sonuclanan bir hastaliktir. Fibrozisin nedenleri genellikle
yaralanma, doku hasari gibi fiziksel siddet, genetik kosullar (6rnegin kistik fibroz) ve cevresel
faktorlerdir (6rnegin radyasyon kaynakli yaralanma). Doku fibrozisi, bircok yaygin hastalikla
iliskili olup etkili bir sekilde tedavi edilememektedir. Fibrozise eslik eden karmasik biyolojik
strecler, genellikle TGF-B sinyal iletim yolagini iceren anormal sinyal iletimini gerektirir. Bu
sinyal iletimini bastirmaya yonelik mekanizma arayisinda, miRNA'lar, TGF-f3 yolunun iiyelerini
veya bir biitlin olarak yolu hedefleyebilen bir molekiil sinifi olarak ortaya ¢ikmistir. miR-1343
TGF-B molekiiliinii hedefleyen ve sinyalin iletiminin baskilayicisi olarak tanimlanmis ve bu
durumun sonucu olarak, her iki kanonik TGF- reseptériintin baskilanmasi ile fibrozis

hastaliginin ortaya ¢ikmasina neden oldugu gosterilmistir (121). Stolzenburg ve arkadaslarinin
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A549 akciger epitelyal hiicrelerinde yaptiklari ¢calismada CRISPR/Cas9 aracili delesyona ugramis
miR-1343"ln, fibrozis ile iliskili olan ve TGF-f3 yolag: efektdrleri oldugu bilinen birgok islev ve
geni etkiledigi gostermislerdir. Ayrica bu calismada hsa-miR-1343'lin hiicreler tarafindan
cevrelenen ortama gonderilen ve uzak hedef hiicreler tarafindan absorbe edilebilen hiicre
ekzozom denilen hiicredisi kesecik icine yerlestirilebilecegini de gostermislerdir. Ekzozomlar
tarafindan primer akciger fibroblastlarina verilen hsa-miR-1343, TGF-f8 sinyalizasyonunu ve
fibrozis belirteclerini azaltmada 6lciilebilir bir isleve sahip oldugu saptanmis. Bu sonuglar, TGF-3
sinyal ileti yolaginin diizenlenmesinde hsa-miR-1343'lin roliinii vurgulamakta ve fibrotik
hastalikta terapotik olarak kullanilmasi diistintilmektedir (122).

S0X10 genini %90 oraninda hedefleyen hsa-miR-1343-3p ekspresyon diizeyinin hasta
grubunda kontrol grubuna gére ~1,6 kat artis oldugu bulundu. Fakat bu artis kontrol ve hasta
grubunda hsa-miR-1343-3p’ye ait ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlaml
bulunmadi (p>0,05). Melanositler MHC I ve MHC II molekiillerini, [CAM-1, VCAM-1 gibi adezyon
molekiillerini, IL-1, -6, -8 gibi sitokinleri ve TGF-B1’i gibi transforme biiyiime faktorlerini de
salgilamaktadir. Ayrica, melanositler sadece fagositoz degil antijenleri de isleyebilme ve antijenik
peptidleri T hiicrelerine sunabilme 6zelliklerine de sahiptirler. Bu ¢alismalar melanositlerin bir
cesit profesyonel olmayan antijen sunan hiicreler (APC) oldugunu gostermekte ve vitiligoda
melanositlerin otoimmiin yikimina rolii olabilecegini gostermektedir (51). Yukaridaki bilgiler
1s518inda hsa-miR-1343-3p’iin yalnizca SOX10 genini degil, TGF-f ‘y1 da hedefleyen ve sinyal
iletiminin baskilayicis1 olarak tanimlanmis bir miRNA olmasindan dolayi, ¢alismamizda
kullandigimiz 6érneklem grubunda TGF-f ekspresyonuna bakilabilecegi diisiincesi dogmustur.
Ayrica vitiligolu hastalarin periferik kan ve lezyonlu-lezyonsuz doku biyopsilerinde SOX10 ve
S0X10 ile iliskili genlerin ekpresyon analizine bakilabilir. SOX10 genini hedefleyen diger
miRNA’larin ekspresyon analizi yapilarak c¢alismamizdaki miRNA ekspresyonlar1 ile
karsilastirilabilir. Yaptigimiz bu calismanin literatiire ve depigmentasyon hastaliklarinin
molekiiler patogenezinin arastirildigi calismalara katki saglayacagini diisiinmekteyiz.

Melanogenez sinyal yolaklarinda melanin pigmentinin olusumunda TYR en 6nemli
enzimdir. Enzimlerin cesitli otoimmiin bozukluklarda otoantijen olduklar1 bilinmektedir. Bu
nedenle, vitiligo ve melanomlu hastalarda antitrozinaz antikorlarinin saptanmasindan sonra,
TYR'nin inhibisyonunun, dermatolojik bozukluklarin tedavisi i¢in etkili téropotik bir ajan
olabilecegi vurgulanmaktadir (123). TYR genini %91 oraninda hedefleyen ve 11q13.4
kromozomal bolgede lokalize olan hsa-miR-4696’nin hasta ve kontrol grubuna ait ekspresyon
diizeyleri bakimindan hasta grubunda kontrol grubuna gore ~5,7 kat artis oldugu bulundu. Fakat
bu artis, istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05). Vitiligolu hastalarda melanin iretimi
sinirll diizeyde ya da hi¢ olmamaktadir. hsa-miR-4696, TYR genini baskilayarak hastalarda

melanin olusumunu negatif yonde etkilemis olabilir. TYR genini %87 oraninda hedefleyen hsa-
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miR-6824 3p21.31 kromozomal bolgede lokalizedir. Yaptigimiz ¢alismada mir-6824‘in hasta
grubunun ekspresyon diizeyinde kontrol gurubuna gore ~11,49 kat azalma oldugu ve bu sonucun
istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu (p<0,05). Yapilan calismalar Vitiligo hastalarinda anti-
melanosit antikorlarinin bulundugunu gostermistir. Vitiligo hastalarindan alinan serum
orneklerinde anti-tirozinaz antikorlarin bulundugu gdsterilmis, ancak yine de bu ekstraselliiler
proteinin neden antijenik hale geldigi ile ilgili mekanizmalar tam olarak net degildir. Yaptigimiz
calismada TYR genini hedefleyen hsa-miR-6824’iin ekspresyon diizeyinin, hasta kan érneklerinde
kontrol grubuna gore azalmasinin nedeni bu anti-tirozinaz antikorlarin varligi olabilir. Ek
calismalarla orneklem grubumuzdaki hasta ve kontrol bireylerin periferik kan drneklerinden
anti-tirozinaz antikorlarin diizeyi belirlenerek sonucumuzla karsilastirilabilir. Ayrica vitiligolu
hasta bireylerin kan 6rneklerinden yapilan calismalara paralel olarak doku biyopsileri alinarak
TYR gen ekspreyonuna ve protein miktarina bakilarak ayni biyolojik materyallerden miRNA
molekiiliiniin olasi fonksiyonlarinin gosterilmesi igin vitiligolu hasta bireylerin lezyonlu ve
lezyonsuz deri bolgelerinden alinan biyopsi oOrneklerinden de ekspresyon dizeyleri ile
karsilastirilabilecegini disiindiirmiistiir. Ayrica melanosit hiicre kiiltiir uygulamalan ile
calismalar yapilarak ilgili miRNA ve hedefledigi genin ekspresyon diizeylerine bakilarak hsa-miR-
6824'Un vitiligo hastaliginin karakteristik 6zelligi olan melanosit kaybinda nasil bir rol
tistlendiginin arastirilabilir. Yapilan literatiir taramalarinda hsa-miR-4696-3p ve hsa-miR-6824
ile ilgili bir veriye rastlanmamis olup, yaptigimiz bu ¢calismanin vitiligo hastaliginin miRNA'lar ile
iliskisinin arastirildigl calismalara ve literatiire katki saglayacagini diisinmekteyiz.

Melanositlerde eksprese edilen PAX3 geninin, TYRP1 promotoriinii baglayabildigi ve
aktivitesini upregiile edebildigi gosterilmistir. Calismalar azalmis TYRPI aktivitesinin, TYR
aktivitesini olumsuz etkiledigini gostermistir. Insan melanom hiicrelerinin TYRPI cDNA tasiyan
bir retroviral vektor ile transfekte edilmesiyle yapilan bir ¢alismada ise proteinin yeniden
ekspresyonunun, tirozinaz aktivitesini uyararak melanogenezini baslattigini géstermistir. Ayrica
TYRP1 mutasyonlari insanda bir albinizm tiirii olan okiilokiitan albinizm tip 3 (OCA3)’ten
sorumludur (124). TYRP1 genini %95 oraninda hedef alan ve 5q31.3 kromozomal bolgede
lokalize olan hsa-miR-5197-3p’nin kontrol ve hasta gruplarina ait ekspresyon diizeyleri
bakimindan hasta grubunda kontrol grubuna gore ~1,6 kat azalma oldugu bulundu fakat bu
azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05).

Kingo ve arkadaslarinin vitiligoda melanokortin sistemde gorev alan genlerin ekspresyon
analizini yaptiklari calismada 34 vitiligolu hasta ve saglikli kontrol birey ¢calismaya dahil edilmis.
Hasta bireylerin lezyonlu ve lezyonsuz bolgelerinden ve kontrol bireylerden deri biyopsileri
alinmis. QRT-PCR yontemiyle POMC, MC1R-MC5R, Agouti sinyal protein (ASIP), agouti iliskili
protein (AGRP), TYRP1 ve DCT ekpresyon diizeyine bakmislar. Sonu¢ olarak lezyonlu deride
POMC ekspresyonu, lezyonlu olmayan deriye gore daha diisik oldugu goriilmis. Vitiligo
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hastalarinda, Melanokortin reseptérlerinden MC1R ve MC4R’lin ekspresyonu saglikli bireylere
kiyasla azalmis oldugu belirlenmis. TYRP1 ve DCT genlerinin, lezyonlu olmayan deri ve saglikh
kontrollerin deri biyopsilerine kiyasla, lezyonlu deride az eksprese oldugunu gostermislerdir
(125). Yaptigimiz calisma sonucuna gore hsa-miR-5197-3p’nin kontrol ve hasta gruplarina ait
ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmadi. Hasta grubunda
TYRP1 genini %95 oraninda hedefleyen hsa-miR-5197-3p’nin ekspresyonunun hasta grubunda
azalmis olmasinin molekiiler a¢iklamasi daha ileri calismalar ile yapilabilir. Melanosit olusum
yolaginda TYR ile birlikte 6nemli rol oynayan TYRPI gen eskpreyonunun vitiligolu hasta
lezyonlarinda azalmis oldugu gosterilmistir. Bu azalmanin olasi nedenleri arasinda geni
hedefleyen diger miRNA molekiillerinin ekspresyon dizeylerine de bakilabilir. Ayrica
melanogenezde TYRPI ile birlikte rol alan DCT, PAX3 ve diger genlerin periferik kandaki
ekspresyon diizeyleri bakilabilir. Daha 6ncede belirttigimiz gibi vitiligo hastalifina sahip
bireylerden alinacak biyopsi orneklerinden hiicre kiiltiir calismalar: ile dogrudan melanosit
hiicrelerinde eksprese olan genler ve hedefledikleri miRNA’larin ekspresyon diizeylerine daha
genis bir 6rneklem grubunda bakilarak calismamiz desteklenebilir. Yaptigimiz bu ¢alisma ile hsa-
miR-5197 ile ilgili elde ettigimiz bu sonucun literatiire ve bu alanda yapilacak olan katki
saglayacagini diisiinmekteyiz.

Yaptigimiz ¢alismada BCLZ genini %98 oraninda hedefleyen ve 12q23.1 kromozomal
bolgede lokalize olan hsa-miR-4495’in ekspresyon diizeyi bakimindan hasta grubunda kontrol
grubuna gore ~5,19 kat azalma oldugu gorildii. Bu sonug istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,05). Kingo ve arkadaslarinin intraselliiler melanogenez yolaklarindaki olas1 ekpresyonel
degisimlerin vitiligo patogenezi tizerindeki etkilerini arastirdiklari calismada vitiligo hastalarinin
lezyonlu olmayan derilerinde USF1 ve BCL2 ekspresyonunun saglikli kontrollere gére daha
ylksek oldugu gosterilmistir. Ayrica vitiligo hastalarinin lezyonlu ciltlerinde MITF ve BCL2'nin
mRNA diizeyleri, lezyonlu olmayan cilt bolgelerine goére azalmis oldugunu géstermislerdir (118).
Calismamizda antiapoptotik bir molekiill olan BCLZ genini hedefleyen hsa-miR-4495’in
ekspresyonunun hasta grubunda kontrol grubuna gore azalmis oldugu saptandi. Vitiligoda in vivo
melanosit apoptozunun otoreaktif T hiicreleri veya makrofajlar tarafindan indiikleniyor
olabilecegini ya da diger hiicre 6liim mekanizmalar aracilifiyla melanositlerin yikimina neden
olabilecegini diislirmiistiir. Antijene spesifik yapilan calismalarda vitiligo’da melanositlerin CD8+
T hiicre aracili yikiminin gercgeklestigi gosterilmistir. Melanositlere 6zgii 6ldiirme kapasitesine
sahip CD8+ T hiicreleri, saglikli kontrollere kiyasla vitiligolu hastalarin kanlarinda artmakta ve
bu artisin hastaligin aktivitesi ile iliskili oldugunu gostermektir. Vitiligolu hastalardan elde edilen
deri biyopsi 6rneklerinde T hiicrelerinin infiltrasyonu rapor edilmis ve epidermisteki dlmekte
olan melanositlerin yaninda CD8+ T hiicreleri bulunmustur (54). Yatigimiz ¢alismada ise BCLZ

genini hedefleyen hsa-miR-4495’in hastalarda kontrollere gore diisiik diizeyde eksprese oldugu
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gorildi. Vitiligo hastaliginda melanositler T hiicre araciligiyla ya da diger hiicre o6lim
mekanizmalariyla elemine ediliyor olabilir. Vitiligo hastalarinda melanosit hiicrelerinin hangi
hiicre 6liim mekanizmasiyla elemine edildigi heniiz tam olarak bilinmemekte bu nedenle
calismamiza ek olarak hasta ve kontrol bireylerinin periferik kan ve doku biyopsi 6rneklerinden
melanosit hiicrelerin dliimiinden sorumlu olabilecek diger 6liim mekanizmalarinda goérev alan
genler ve hedefledikleri miRNA ekspresyonlarina bakilarak sonuglar karsilastirilabilir.

Calismamizda vitiligo hastaliginin molekiiler patogenezinde rolii olabilecegini
diistindtigiimiiz ve BCLZ genini %97 oraninda hedefleyen ve 16p12.2 kromozomal bolgede
lokalize hsa-miR-3680ye ait kontrol ve hasta grubunda ekspresyon diizeyleri bakimindan, hasta
grubunda kontrol grubuna gore ~1,05 kat artis oldugu bulundu. Fakat bu artis istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (p>0,05). Calismamiz, vitiligolu hasta ve saglikli kontrol bireyleri arasinda
BCL2 geninin ekspresyon diizeyine bakilarak desteklenebilir. Ayrica daha ayrintili molekiiler
calismalara ile bu miRNA'nin olasi gérevi ve hedefledigi gen veya genlerin vitiligolu hastalardaki
ekspresyon diizeyleri arastirilabilir.

Shi ve arkadasarinin miRNA'larin NSV gelisimi sirasinda melanositlerden, bagisiklik
hiicrelerinden ve diger ilgili hiicrelerden salindigini ve serumda bulunan bu miRNA
molekiillerinin NSV icin biyobelirtec¢ olarak kullanilabilecegi hipoteziyle yaptiklari calismada 10
NSV'li hastada ve 20 saglikli kontrol bireyde 31 serum miRNA ifade diizeyi profilleri incelenmis.
NSV'li hastalar ve saglikli kontroller arasinda, iic miRNA'nin ekspresyon profillerine bakilarak
NSV’de biyobelirteg olarak kullanilabileceklerini gostermistir. miR-16, miR-19b ve miR-720’in
serum diizeylerinin NSV'li hastalarda yiiksek oldugunu, serum miR-574-3p’nin ise NSV
lezyonlarinin miktariyla iliskili oldugunu gostermislerdir (126). Yine Shi ve arkadaslarinin
farelerde vitiligoda serum miRNA ekspresyon profillerini arastirdiklar1 bir diger ¢alismada ise
melanosit otoreaktif CD4+T hiicrelerinin aktarildigi Rekombinasyon aktivatorii 1 (Ragl)/-bir
fare modeli kullanilmistir. Vitiligo gelismis farelerde ve kontrol farelerinde serum miRNA ifadesi,
TagMan RT-PCR yontemi kullanilarak profillendirilmis ve sonug olarak 20 serum miRNA'sinin
ifade diizeyinin kontrol farelerine kiyasla degistigini tespit etmislerdir. Ekspresyon analizi
yapilan miRNA’lar arasindan miR-146’a, miR-191 ve miR-342-3p’nin ekspresyon diizeylerinde
artis oldugu goriilmistiir. Son ¢alismalar, miR-146a'nin CD4 Treg ve NKT hiicrelerinin islevini
diizenledigini ve farelerde otoimmiin hastalik gelisiminde rol oynadigi gosterilmistir. miR-191
melanositlerin ve melanoma hiicrelerinin proliferasyonuna veya hayatta kalmasina da katilir. Bu
bulgular vitiligo hastaliginin gelisimi sirasinda serum miRNA'larin, esas olarak salinan otoreaktif
TYRP1 CD4*T hiicreleri veya hasarli melanositler tarafindan serbest birakilabielcegini ve bu
miRNA'larin vitiligo hastaliginin gelisimine dahil olabilecegini gostermistir. Béylece bu ¢alisma
ile serum miRNA'larin, vitiligo tanisinda ve tedavisine ydnelik biyobelirtec olarak

kullanilabilecegini gostermislerdir. Burada tanmlanan vitiligo ile iliskili bircok miRNA'nin da
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melanositlerle baglantilhi oldugu dikkate degerdir. Bu miRNA'larin, NSV gelisimi sirasinda
melanositin proliferasyonu veya apoptozunda rolii olabilecegini gostermektedir (127).
Oksidatif stres vitiligo patogenezinde kritik bir role sahiptir. Oksidatif stres olusumunun,
vitiligonun baslangicinda ve ilerlemesinde ¢ok 6nemli bir rolii oldugu yapilan ¢alismalarla uzun
stiredir kanitlanmistir. Melanin sentezi sirasinda olusan pro-oksidan durum nedeniyle,
melanositler 6zellikle oksidatif strese karsi savunmasizdir. Vitiligoda, 6- ve 7-BH4 gibi toksik ara
maddeler, indirgenmis seviyelerle birlikte katekolamin birikimi ve hastalarin epidermisinde
katalaz ile diger baz1 antioksidan enzimlerin aktivitesi daha dnceki ¢alismalarda gosterilmistir.
Bu intraseliiler metabolik bozukluklar ve hasarli aktiviteye sahip intrinsik antioksidan
savunmalari nedeniyle H20; ve diger reaktif oksijen tiirlerinin melanositlerde birikmesiyle DNA
hasari, lipid ve protein peroksidasyonu gerceklesir ve bdylece melanositlerin homeostazi
bozulur. Bununla birlikte, vitiligoda oksidatif strese bagh melanosit dliimiine dahil olan spesifik
molekiiler mekanizma tam olarak agikliga kavusturulamadigindan, vitiligoda antioksidan
tedavisi ic¢in, yeni ila¢ hedefinin kesfini de zorlastirmaktadir. Hiicre sagkaliminin
diizenlenmesinde miRNA'larin giiclii rolii g6z 6ntine alindiginda, miRNA molekillerinin olusumu
ve fonksiyonlari oksidatif stresten etkilenebilir. Bu varsayimla Shi ve arkadaslarinin miRNA'lar1n,
melanositlerdeki yasamsal genlerin ifadesini diizenleyerek vitiligo patogenezine katilabilecegi
hipotezini 6ne silirmislerdir. Hipotezlerini test etmek icin, ilk olarak vitiligo hastalarinin
miRNA’larindaki degisiklikleri tamimlamak icin 50 hasta ve 50 kontrol bireyin serum
orneklerinde bir mikroarray analizi yapilmis, sonu¢ olarak 24 miRNA arasindan miR-25'in,
vitiligolu hastalarin serumlarinda en yiliksek dilizeyde artis gosteren miRNA oldugunu
gostermislerdir. Bu sonucun hastalik aktivitesi ile anlaml bir korelasyona sahip oldugunu ayrica
vitiligolu hastalarin lezyonlu bélgelerindeki artisla uyumlu oldugunu da gostermislerdir. Asiri
ifade dilizeyine sahip miR-25, melanogenezde melanosit liretiminden sorumlu olan TYR
aktivitesini inhibe etmistir. Western Blot kullanarak, miR-25 mimik molekiilii ile transfekte
edilen melanositlerde TYR, TYRP1 ve TYRP2 protein diizeylerinin azaldigini gézlemlemislerdir.
Bu sonuglar miR-25'in TYR, TYRP1 ve TYRPZ genlerinin ifadesini baskiladigim1 ve tirozinaz
aktivitesini azalttigini; boylece melanin biyosentezini inhibe ettigini gostermistir. Yaptigimiz
calismada TYR genini hedefleyen hsa-miR-6824’iin hasta bireylerdeki ekspresyon diizeyinde
kontrol bireylere gore azalma goriildii. Bu sonug ile ¢calismamizdaki hasta ve kontrol bireylerde
TYR geninin ekspreyon diizeyine bakilarak sonuglar karsilastirlabilir. Shive arkadaslar1 yine ayni
calismada miR-25'in melanositlerdeki fonksiyonunu agiklayabileceginden, potansiyel hedeflerini
taramak icin MiRanda, PICTARS ve Targetscan dahil olmak lizere ti¢ biyoinformatik ara¢ kullanmis
ve melanosit sagkalimi ve islevindeki ana roliinden dolay1 MITF genini se¢cmislerdir. miR-25
mimik molekiliiyle transfekte edilen melanositlerdeki MITF seviyesine bakildiginda asir1 ifade

edilen miR-25, mRNA seviyesinde degil protein seviyesinde MITF ifaedesini azaltmistir. MITF
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mRNA'sinin  3'UTR bolgelerinde tahmin edilen dizileri hedefleyerek miR-25 ile baskilanmus.
MITF ifadesini dogrulamak icin ise liisiferaz roportor analizleri gergeklestirmislerdir. Bu amacla,
ortadaki miR-25 i¢in varsayilan bir baglanma alanina sahip olan 3'UTR'nin (1000 niikleotid) bir
kismi, roportor plazmidlere yerlestirilmis ve MITF WT olarak adlandirilmistir. Ayrica, MITF, MUT
adi verilen plazmidlerde eslestirme sekanslari icinde dort niikleotidi mutasyona ugratmislardir.
Tlim roportor plazmidler miR-25 mimikleri veya negatif kontrolii ile melanositlere ko-transfekte
edilmis ve liisiferaz aktivitesi transfeksiyondan 48 saat sonra analiz edilmistir. MITF WT ile
transfekte edilen hiicrelerde miR-25 liisiferaz aktivitesini diislirmiistiir. Bununla birlikte, miR-25
mimikleri MITF MUT'un roporter aktivitesini etkilemede basarisiz olmustur. Bu sonuclar, miR-
25'in mRNA'lariin 3'UTR'sindeki tahmini hedef bolgelere baglanarak MITF ifadesini dogrudan
diizenledigini gostermistir. Azalmis MITF ifadesinin melanositlerdeki miR-25 etkisi icin gerekli
olup olmadigina bakilmasi amaciyla miR-25'"i agir1 ifade eden melanositler 3'UTR bélgesi silinmis
MITF plazmidleri veya kontrol plazmidleri ile birlikte transfekte edilmis ve H,0, tedavisini
takiben hiicre apoptozunu degerlendirmek icin Flow sitometrisi kullanilmis. MITF geninin
yeniden girisi apoptotik hiicrelerin yiizdesini azaltmis ve anti-apoptotik BCL2'nin down-
regiilasyonunu ve melanositlerde miR-25 tarafindan indiiklenen pro-apoptotik Bax, kaspaz 3 ve
kaspaz 9'un up-regiilasyonunu tersine cevirmis. Shi ve arkadaslarinin yaptiklar: bu ¢alismalar
sonug olarak miR-25'in, melanosit sagkalimi ve fonksiyonunun bir ana diizenleyicisi olan MITF
geninin ifadesini baskilayarak H,0- ile indiiklenen melanosit apoptozuna katildig1 kanitlanmistir.
MITF'in antioksidan cevap icin 6nemli bir transkripsiyon hedefi olan Apiirinik/apirimidinik
endoniikleaz (APE1)'in miR-25 tarafindan inhibe edildigi gosterilmis. Ayrica, miR-25'i asir1 ifade
eden melanositlerde, iki antioksidan gen olan hem oksijenaz 1 (HO-1) ve Glutatyon peroksizdaz
1 (GPX1)'in down- regiilasyonu da saptanmis. Bu bulgular miR-25'in MITF-APE1 yolunu inhibe
ederek antioksidan yaniti baskilayabildigini ve bdylece melanositlerin oksidatif strese bagh
yikima daha duyarh hale gelebildigini ortaya koymustur (128).

Yapilan bir¢ok calisma, insanlarda salgilanan ve melanositlerin, bagisiklik hiicrelerinin
gelisimi ve fonksiyonlar1 dahil olmak tizere, bir¢ok fizyolojik ve gelisimsel siireclerde biiyiik
oneme sahip olan miRNA'larin, plazma, serum, tikiiriik, siit ve idrar dahil hiicreler arasinda
transfer yapabildiklerini gostermektedir. Bu hiicre dis1 miRNA'larin kaynag bilinmemektedir
ancak Chen ve arkadaslarina gore; a) kronik inflamasyona, hiicre apoptozuna, nekrozuna veya
doku yaralanmasina baglh olarak hasarli hiicrelerden pasif kacak sonucu b) hem normal hem de
patolojik kosullarda hemen hemen tiim hiicre tipleri tarafindan ekzozomlar, mikrovezikiiller ve
dokiilme keseciklerinden aktif salgilama yoluyla serbest birakilanlar olmak iizere farklh
kaynaklar1 vardir. Mansuri ve arkadasarinin Vitiligo patogenezi sirasinda melanositlerden,
keratinositlerden ve komsu hiicrelerinden elde edilen miRNA'larin tiim kan dolasiminda tespit

edilebilir ve vitiligo i¢in yeni biyobelirtecler olarak hizmet edebilecegi hipoteziyle yaptiklar
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calismada, vitiligo hastalarinin ve kontrollerinin tam kaninda 6nceden tanimlanan 38 deri
miRNA'nin ifadesini arastirmak, farkl sekilde ifade edilen miRNA'larin potansiyel hedef genlerini
tahmin etmek, hastalar ve kontrollerden deri, tam kan ve periferik kan mononiikleer hiicrelerinde
(PBMC) potansiyel miRNA hedeflerinin transkript seviyelerini bakma amaciyla arastirma
yapimislardir. Tam kanda miRNA ifade profili, 6zellestirilmis TagMan Diisiik Yogunluk Dizisi
kullanilarak gerceklestirilmis. Ger¢gek zamanli PCR kullanarak hastalardan ve kontrollerden deri,
tam kan ve PBMC'lerde ifade diizeylerini arastirmislardir. Sonug olarak, miR-1, miR-184, miR-
328, miR-383 ve miR-577'nin deride benzer ifade modeline sahip olduklarin1 géstermis, bu da
vitiligo icin varsayilan biyobelirtecler olabileceklerini diisiindiirmiistiir. In silico hedef
tahmininde miR-1'in hedefledigi genler EDN1, Glukoz-6-Fosfat Dehidrojenaz (G6PD), HSP60,
HSP70, Stres iliskili Endoplazmik Retikulum Protein 1 (SERP1), Sirtuin 1 (SIRT1) ve TYR; miR-
184’in hedefledigi genler Ezrin (EZR) ve Lizozomal iliskli Membran Protein 1 (LAMPI1); miR-
328'in hedefledigi genler, interlékin 1 Beta (IL1f), DNA Polimeraz Eta (POLH), Gegici Reseptor
Potansiyel Katyon Kanal alt aile M Uyesi 1 (TRPM1); miR-383’in hedefledigi genler, EDN1 ve
TYRP1 ve miR-577 Protein Tirozin fosfataz Reseptor olmayan Tip 22 (PTPN22) ve TYRPI
genleridir. Bu calisma oksidatif stres, otoimmiinite ve ER stresine bagh vitiligo patogenezinde rol
oynayan miRNA gen aginin 6énemli rolii hakkinda yeni bilgiler sunmaktadir (129).

TYR-TYRP1, melanin olusumunda ROS iiretimi yoluyla vitiligo hastaliginin patogenezine
katilan ve melanin ara maddelerinin sentezinde kritik bir rol oynayan komplekstir. Cui ve
arkadaslar1 miR-196a-2'deki tek niikleotid polimorfizmi (SNP), TYRP1'i etkileyerek, vitiligo
riskini etkileyebileceginden, ayni SNP'nin Vitiligo'daki TYR dizeyini diizenleyebilecegi
hipoteziyle yaptiklar ¢alismada, miR-196a-2'de rs11614913'nin vitiligoda serum TYR diizeyi ile
miR 196a-2'nin melanositlerdeki TYR gen ifadesi arasindaki potansiyel iliskiyi arastirmislardir.
miR-196a-2, potansiyel olarak trombosit biiytime faktor reseptorii alfa-polipeptid (PDGFRA), IL2
ve cesitli oksidatif stres aracili okiiler hastaliklarin muhtemel adaylar1 olan mannoz baglayici
lektin (protein C) 2 (MBLZ2) gibi genleri hedef almaktadir. Melanositlerde melanin sentezinde
onemli bir rol oynayan miR-196a-2'nin TYRP1'i hedefledigi de gosterilmistir. Vitiligolu 116
hastada ve 116 kontrolde ELISA testi ile TYR diizeyi saptanmis. TYRP1 ve TYR'nin PIG1 (normal
melanosit hiicre hatt1) hiicrelerinde ifade diizeyi, western blotting ile analiz edilmis. Si-Tyr veya
kontrol siRNA ile transfekte edilmis PIG1 hiicrelerindeki ROS seviyesi ve apoptoz orani, flow
sitometrisi ile test edilmis. Sonuglar, miR-196a-2'deki TT-TC genotipleri ve serumda daha yiiksek
TYR diizeyine sahip bireylerin, CC genotipine ve diisiik TYR diizeyine sahip olanlara gére daha
ylksek vitiligo riskine sahip olduklarini gosterilmistir. Ayrica, miR-196a-2'deki rs11614913 C
aleli, TYR'n ifade edilmesi iizerindeki inhibitor etkisini arttirmis; bu, asagi regiilasyonun,

melanositlerde hiicre i¢i ROS seviyelerini ve apoptoz oranini basariyla diisiirdigii gézlenmis.
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Sonuc¢ olarak, bu bulgularin miR-196a-2 polimorfizmlerinin Tyr seviyeleri ve vitiligo'nun
duyarlihigini etkiledigini saptamislardir (130).

Mansuri ve arkadaslarinin deride ifade edilen miRNA'lar1 saptamak icin kontrol
bireylerden alinan deri biyopsileri ile NSV'li hastalarin lezyonel ve lezyonel olmayan
bolgelerinden alinan deri biyopsi 6rnekleri analiz edildiginde; 38 miRNA'dan saglikli deriye
kiyasla, NSV'li hastalarin lezyonlu derilerinde 12 miRNA'nin ifadesinde istatistiksel olarak
anlamli bir artis oldugu goriilmiis. miR-1'in, G6PD gen mRNA'sinin UTR bdélgesini hedefledigi
bilinmektedir. Yaptiklar1 6nceki calismada, kontrollerle karsilastirildiginda, vitiligolu hastalarin
G6PD aktivitesinde azalma oldugu goriilmiis. mir-1'in ifadesi, HSP60 ve HSP70 genlerinin
mRNA'larin1 hedefleyerek apoptozla sonucglanan oksidatif strese yanit olarak artar. HSP60 ve
HSP70'in mRNA'larinin diferansiyel ifadesi, vitiligolu hastalardan lezyonlu ve lezyonlu olmayan
ciltte gbzlenmistir. Birlikte ele alindiginda, bu sonuglar miR-1'in oksidatif streste potansiyel bir
role sahip oldugunu ve vitiligolu hastalarda melanosit yikimina yol actigin1 gostermektedir. miR-
133b, [L-17A/F lokusunda yer alir ve T hiicrelerinde diizenlenir. Vitiligo hastalarindan lezyonlu
deri ve serumlarinda artmis IL-17 seviyeleri bildirilmistir. Bu bulgu, NSV'li hastalarda lezyonlu
deride miR-133b ifadesinin arttigini destekleyerek, vitiligo hastaliginin patogenezinde miR-
133b’nin 6nemli bir rolii oldugunu diisiindirmiistiir. miR-211'in, kontrollere kiyasla NSV'li
hastalarin lezyonlu derisinde down regiile oldugu bulunmustur. Bu ¢alismada miR-135a, miR-9
ve miR-1'in NSV’li hastalarda kontrollere gore daha yiiksek oranda ifade oldugu goriilmiis. Ayrica
miR-135a, miR-183, miR-30a-3p ve miR-487’nin saglikli deriye kiyasla NSV'li hastalarin lezyonlu
ve lezyonlu olmayan deri biyopsi 6rneklerinde ifade diizeyleri anlaml olarak artmistir. miR-136,
miR-296 ve miR-328'in lezyonel olmayan deride deride up-regiile oldugunu, ancak NSV'li
hastalarda lezyonlu deride ve kontrol grubuna ait deri orneklerinde downregiile oldugunu
gosterilmis. Sonug olarak bu 3 miRNA'nin vitiligo hastaligina yatkinlik ve hastalifin gelisimiyle
iligkili olabilecegi gosterilmistir. Vitiligolu aktif deride reaktif oksijen tiirlerinin bulundugu daha
onceki calismalarda kanitlanmis olup, oksidatif stres mekanizmalarinda rol alan miRNA
molekiillerinin vitiligo hastalifina neden olan ana sebeplerden biri olarak diistiniilmesi
bakimindan sonuglar 6nemlidir (131).

Wang ve arkadaslarinin NSV'li hastalarin PBMC'sindeki farkli miRNA ifade diizeyini analiz
etmek ve timoszin al (Tal)'in hastalarin PBMC'sindeki miRNA profilini degistirip degistirmedigi
amaciyla yaptiklar1 ¢calismada; miR-224-3p ve miR-4712-3p ifade diizeylerinin hasta grubunda
kontrollere gore yiiksek oranda; miR-3940-5p'nin ise diisik diizeyde ifade oldugunu
bulmuslardir. Ayrica immin bir diizenleyici olan timoszin al’in NSV’li hastalarinin PBMC
hiicrelerinde miRNA ifade diizeyini degistirdigini géstermisler. Sonu¢ olarak miRNA'larin vitiligo
hastaliginda terapoétik degerlendirme icin yeni ila¢ hedefi olarak kullanilabilecegine dair kanit

saglamislardir (132).
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Deride aktive edilmis anti melanosit T lenfositlerinin varligi, hastaligin karakteristik
ozelligi olan depigmentasyona yol acan o6nemli immiin mekanizmalardan biridir. T-hiicre
immiinitesi melanositlerin tahribatina yol agmakta ve bu mekanizma segmental olmayan vitiligo
patogenezinde rol oynayan temel mekanizmalardan biri sayilmaktadir. Periferik kan
lenfositlerinde vitiligo ile iliskili birkac miRNA tanimlanmis olmasina ragmen, miR-3940-5p'nin
vitiligo patogenezindeki kritik rolii acik degildir. Bu nedenle Wang ve ark.’nin miR-3940-5p'nin
down-regiilasyonunun, insan kutanoz T hiicre hatlari iizerinde sitokin reseptorii IL-2R gama’ y1
hedefledigi hipoteziyle yaptiklari calismada, IL-2R sitokin reseptoriiniin, Th1 hiicrelerinde 6zel
olarak ifade edilen kritik bir diizenleyici olarak islev gordiigiinii géstermislerdir. Ayrica hayvan
modellerinde IL-2R'nin aktivasyonunun, artmis Th1 hiicre sayilar1 ve IL-2 seviyeleri ile immiin
yaniti arttirdigl gosterilmistir. Galadari ve arkadaslari ise ¢oziiniir interlokin-2 reseptoriiniin
serum diizeylerinin, vitiligo hastalarinda saglikli kontrollere gére anlamli olarak daha yiiksek
oldugunu gostermis, Wu Haibin ve arkadaslar vitiligo hastalarindaki lezyonlu beyaz renkteki
deri dokusu s1visinda, IL-2R'nin ifade diizeyinin lezyonlu olmayan normal deri alanindan daha
yliksek oldugunu dogrulamislardir. Wang ve arkadaslar1 yaptiklar1 bu ¢alismanin sonucunda
insan HuT78 hiicrelerinde (HuT78 hiicreleri, NSV lenfositlerindeki mikroRNA'nin ifade diizey
modellerini simiile etmek icin insan kutanéz T hiicre hatlarindan tiiretilen lentiviral vektorle
enfekte olmus hiicreler olarak sec¢ilmistir.) miR-3940-5p'nin inhibisyonunun yiiksek seviyelerde
artan T hiicre ve IL-2RG protein miktarinin artmasina neden oldugu bulunmustur. Bu sonug¢ miR-
3940-5p inhibitorlerinin, IL-2RG'nin ifadesini indiikleyerek T hiicre birikimini ve
proliferasyonunu destekleyebilecegini diisiindiirmesi bakimindan énemlidir (133).

Spiegelman ve arkadaslar1 vitiligo hastaliinda hiicresel metabolizmanin kritik bir
diizenleyicisi olan miR-211’in fonksiyonunu arastirmislardir. Melanositlerde ifade edilen bir
kalsiyum gecirgen katyon kanali olan Melastatin 1'in intronik bolgesinden ifade edilen miR-211,
Vitiligoda oksidatif fosforilasyon ve mitokondriyal enerji metabolizmasini diizenlemesinde rol
alan onemli bir molekiildiir. Melanositlerdeki miR-211'in fonksiyon kaybinin melanosit
hiicrelerinde solunum fonksiyonunu diizenleyen hedef genlerin ifade diizeylerini degistirdigi
gosterilmis. Ayni ekibin vitiligo hastalarinin lezyonel bolgelerinden alinan biyopsi 6rneklerinden
elde edilen immortalize hale getirilmis PIG3V hiicre hatti ile primer insan epidermal melanosit
hiicre hatti HEM-1'de miR-211’in ifade diizeyi kiyaslandiginda melanin sentezi, hiicre déngiisti ve
immiin cevapta rol alan sinyal yolaklarinda gorevli genlerin ifade edilme diizeyleri bakimindan
farklihgin en fazla oldugu hiicresel prosesler oldugu ortaya c¢ikmistir. Ayrica bu hiicresel
mekanizmalarda gorev alan KIT, TYR, PMEL ve melastatin 1 genlerinin ifade diizeylerinin vitiligo
hiicrelerinde énemli 6l¢lide azaldig1 gosterilmis. miR-211’in ifade fonksiyon kaybinin vitiligo ile
iliskili oldugunu dogrulamak icin, vitiligolu hastalarin lezyonlu bdélgesinden alinan biyopsi

ornekleri kontrol grubundan alinan biyopsi 6rnekleri ile karsilastirildiginda 11 vitiligolu
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hastadan alinan biyopsi 6rneginden 10'unda kontrol grubuna gére miRNA-211 ifadesini 6nemli
Olciide azaldig1 gozlemlenmis. Bu ¢alisma ile miR-211'in melanosit biyolojisi ve vitiligo gelisimi
icin 6nemli oldugu vurgulanmistir (134).

miRNA aracili gen ifadesinin diizenlenmesinin otoimmiin hastaliklarda 6nemli rol
oynadig1 bircok calismada gosterilmistir. Bu nedenle Shang ve arkadasarinin miRNA ifade
diizeylerini potansiyel hedeflerini tahmin etmek amaciyla 5 vitiligolu hasta ve 5 kontrol bireyden
alinan periferik kan 6rneklerinden yaptiklar1 calismada; 6rnekler miRNA array ile hibridize
edilmis. Toplam 100 (29 upregiile ve 71 downregiile) miRNA, Kantitatif RT-PCR validasyonundan
sonra, 4 miRNA'nin (miR-1238-3p, miR-202-3p, miR-630 ve miR-766-3p), vitiligo hasta
grubunda kontrollere gore ifade diizeylerinin anlamli olarak daha diisiik oldugu goriilmiis. Daha
once yapilan ¢alismalarda bu miRNA molekiillerinin olasi fonksiyonlari tanimlanmistir. Birkac
calisma, miR-202-3p'nin kolorektal ve mide kanserinde 6nemli ol¢iide azaldigin1 ve bu
miRNA'nin bir tiimor baskilayici olarak islev gorebilecegini gostermektedir. miR-630'un biyolojik
islevi, bircok farkl diizenleyici ile etkilesime girerek farkli kanserlerde islevi olan ve ¢ogunlukla
invazyon, metastaz ve kanser hiicresi biliyiimesinin inhibisyonunda gorev almaktir (135). miR-
766-3p SF2/P-AKT/P-ERK sinyallerinin regiilasyonu yoluyla RCC ilerlemesini kontrol etmek i¢in
baskilayici olarak gorev almaktadir (136).

Sahmatova ve arkadaslarinin vitiligo patogenezinde miRNA ifade diizeylerinin potansiyel
roliinii arastirmak amaciyla yaptiklari ¢alismada hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasinda (miR-10a,
miR-99b, miR-125a, miR-125b and miR-199a-3p), immiin sistemde yanitta (miR-146a, miR-
146b, miR-155, miR-223 and miR-511), deri homeostazi (miR-203) ve melanogenezde (miR-145)
fonksiyonlar1 daha 6nce yapilan ¢alismalarla kanitlanmis olan 12 miRNA'nin 17 NSV’li hastanin
lezyonlu ve lezyonsuz doku biyopsileri ile 17 kontrol bireyin doku biyopsilerinde qRT-PCR
kullanilarak ifade diizeylerine bakmislar; miR-99b, miR-125b, miR-145, miR-155 ve miR-199a-
3p'nin vitiligolu hastalarin derisinde diizensiz ifade oldugunu géstermislerdir. Bu miRNA'lar
arasinda, vitiligolu hastalarin lezyonlu deri biyopsilerinde miR 155'in artan ifadesi saptanmis.
Kiltiire edilmis melanosit ve keratinosit hiicrelerinde miR-155’in artan ifadesi ile indiiklenen
proinflamatuvar TNF-a, [FN-a, IFN-y ve IL-1f sitokinlerinin vitiligo patogenezi ile iliskili oldugu
gosterilmis. Asiri ifade edilen miR-155, melanosit farklilasmasini ve melanogenezde énemli rol
oyandigi bilinen melanositlerde ve keratonositlerde TYRP1, Tyrosine 3-Monooksijenaz/Triptofan
5-Monooksijenaz Akitvasyon Protein Epsilon (YWHAE), Sindekan BaglayiciProtein (SDCBP) ve
S0X10 gibi genlerin ifadesini inhibe etmistir. Ayrica miR-155’in artan ifade diizeyi, melanositler
ve keratinositlerdeki interferon salinimi diizenlenmesinde rol oynayan Sitokin sinyal iletimi
baskilayicis1 1 (SOCS1), interferon diizenleyici faktér 1 (IRF1) ve Interferon indiikli
transmembran Protein 1 (IFITM1) genlerinin ifade diizeylerini degistirtigi gosterilmis. (137).

Sonkoly ve arkadaslari tarafindan miR-155'in, atopik dermatitli hastalardan alinan doku biyopsi

83



Gurbet DOGRU OZDEMIR, Doktora Tezi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi,2018

orneklerinde de esas olarak bagisiklik hiicrelerinin varhigli nedeniyle asir1 ifade oldugu
gosterilmis (137). miR-155 proinflamatuvar miRNA olarak bilinir, diger hedefler arasinda sitokin
sinyal iletimi baskilayicis1 (SOCS1)’ nin baskilanmasini inhibe eder. Bu durum Janus kinaz sinyal
yolaginin (JAK-STAT) aktivasyonuna ve sonug olarak tip I ve Il interferonlarin salinmasina neden
olur. mir-155'e ek olarak, calismada ifade diizeyleri bakimindan diizensiz diger miRNA'lar da
vitiligo gelisimine katkida bulunabilir. Ornegin, miR-125b, melanositlerdeki pigmentasyonun
indiiklenmesinden sonra down-regiile edilir ve miR-125b mimik molekiillerinin ifadesini inhibe
ettigi gosterilmis. miR-125b'ye benzer sekilde, kiiltiire edilmis pigment hiicrelerinde miR-145
ifade diizeyinin azaldig1 gosterilmistir (138).
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SONUC VE ONERILER

Yaptigimiz bu ¢alismanin sonucunda TYR genini hedefleyen hsa-miR-6824 ve BCLZ2 genini
hedefleyen hsa-miR-4495'in ekspresyon diizeyleri acisindan kontrol ve hasta gruplan
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark oldugu gozlendi (p<0,05). Her iki miRNA'nin
ekspresyon diizeylerinin hasta bireylerde kontrollere goére azalmis oldugu saptandi.
Calismamiz bu iki miRNA'nin melanin pigmentinin olusumunda anahtar gen olan TYR geni
ve lezyonlu bolgelerde melanositlerin hiicre o6liimiinde 6nemli rol oynayan ayrica
melanogenez mekanizmasinda master gen olan MITF geni ile diizenlenen BCLZ geninin
ekspresyonel diizeylerini etkileyerek vitiligo hastaliinin patogenezine katilabilecegi fikrini
ortaya koymaktadir.

Calismamizda melanogenez mekanizmasinda 6nemli rollere sahip MITF, SOX 10, TYR, TYRP1
ve BCL2 genlerini hedefleyen hsa-miR-3163, hsa-miR-1343, hsa-miR-6783-3p, hsa-miR-
4696, hsa-miR-6824, hsa-miR-5197-3p hsa-miR-4495, hsa-miR-3680’in ekspresyon
analizleri vitiligo hastaligina sahip bireyler ile kontrol bireylerden elde edilen periferik kan
orneklerinden gerceklestirildi. Melanogenez mekanizmasinda 6nemli rol oyanayan bu
genlerin ekspresyon diizeyleri ayni sekilde hasta ve kontrol bireylerden alinacak periferik
kandan orneklerinden bakilarak, hedefledikleri miRNA’larin ekspresyon diizeyleri ile
karsilastirilabilir.

Yaptigimiz calismaya 56 gontlli vitiligolu hasta birey ile 56 goniilli kontrol birey dahil
edildi. Bu hasta ve kontrol 6érneklem sayis1 ¢alismamizdaki ilgili genler ile hedefledikleri
miRNA’larin ekspresyon diizeyini istatistiksel olarak etkilemis olabilir. Bu calismanin
devaminda daha genis bir 6rneklem ile ¢alisilmasi 6nerilmektedir.

Ayrica g¢alismamizdaki bu ilgili genlerin ve hedefledikleri miRNA’larin periferik kan
orneklerindeki ekspresyon analizlerine ek olarak vitiligolu hasta bireyler ile kontrol
bireylerden alinacak doku orneklerinde de bakilarak arastirilabilir. ilgili genler ve
hedefledikleri miRNA’larin ekspresyon diizeyleri Vitiligolu hastalarin lezyonlu ve lezyonsuz
deri biyopsilerinde analiz edilerek ayrica kontrol bireylerinden alinacak biyopsi
orneklerindeki ekspresyon diizeyleri ile kiyaslanarak, genlerin ve hedefledikleri miRNA’larin
vitiligo hastaliinin patogenezindeki rolii arastirilabilir. Boylece ilgili genlerin ve
hedefledikleri miRNA’larin ifade diizeyleri ile vitiligo hastaligl arasindaki baglantilarin
anlasilmasina, hastaligin tanisi1 ve tedavisinde toropatik ajanlarin bulunmasina katki
saglayacagini diisiinmekteyiz.

Calismamizda o6zellikle hasta ve kontrol bireylerinin ekspresyon analizleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bulunan hsa-miR-6824 ve hsa-miR-4495’in ve hedefledikleri
genlerin vitiligolu hasta ve kontrol bireylerinden alinacak lezyonlu ve lezyonsuz doku

biyopsilerinden hiicre kiiltiir uygulamalar1 ile, melanosit hiicrelerindeki intraselliiler
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ekspresyon analizlerinin yapilmasi vitiligo hastaliginin molekiiler mekanizmalarinin

aydinlatilmasi bakimindan 6nerilmektedir.

e Protein kodlayict mRNA'larin {i¢te birinden fazlasinin miRNA'lar tarafindan diizenlendigi

tahmin edilmektedir. Hiicresel protein olusumuyla sonuglanan gen ifadesi miRNA aracili

transkripsiyon sonrasi regiilasyonu ile saglanmaktadir. Dolayisiyla, miRNA'lar, immiin

yanitin diizenlenmesi, insan gelisimi, insiilin salgilanmasi, adiposit farklilasmasi gibi bir¢cok

biyolojik yolakta yer alan ve kanser basta olmak iizere ¢esitli deri hastaliklar1 dahil birgok

hastaligin patogenezinde rol oynayan anahtar diizenleyici molekiillerdir. Yapilan ¢alismalar

miRNA’larin serum ve plazmada rezerve olduklarini, otoimmiinitenin olusmasinda ve

immiin hiicrelerinin gelisiminde rol aldigin1 gostermistir. Bu nedenle miRNA’larin bir

hastaligin tahmininde, tanisinda, prognozu ve tedaviye yanitta bir belirtec olabilecegi

gosterilmistir. Bu bulgular 1s18inda ¢alismamizda yer alan aday miRNA molekiillerinin ileriki

calismalarla biyobelirtec sinifina dahil olabilecegini gostermektedir.
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