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OZET

VITILIGO HASTALARINDA DROSHA, DICER VE DGCR8 GEN POLIMORFIZMLERININ VE
EKSPRESYON DUZEYLERININ ARASTIRILMASI

Vitiligo, melanositlerin segici bir sekilde yok edilmesinden kaynaklanan cilt, sa¢ ve oral mukozay1
etkileyen otoimmuiin bir hastaliktir. Vitiligoda melanosit kaybu i¢in birden fazla teori 6nerilmistir.
Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda vitiligo patogenezinde otoimmiin teoriyi destekleyen giiclii
kanitlar gosterilmistir. Bu teorilere ragmen hastalifin genetik alt yapis1 hala tam olarak
aydinlatilamamistir. Vitiligo genetigini aydinlatmak icin yapilan calismalar son zamanlarda
miRNA'lar iizerinde yogunlasilmistir. MIRNA’lar hiicre bilyiimesi, farklilasma, apoptoz ve immiin
yanit gibi cesitli hiicresel islemlerin temel diizenleyicileri olarak kabul edilmektedir. Ayrica
miRNA biyogenezinde yer alan gen polimorfizmlerinin de miRNA ekspresyon seviyesinde
degisime neden olabilecegi ve c¢esitli hastaliklarin patogenezine katki sagladiklar
diistinilmektedir. Calismamizda miRNA biyogenezinde yer alan DICER, DROSHA ve DGCR8
genlerinin ekspresyon diizeyleri ve polimorfizmleri, hasta (n=55) ve kontrol (n=56) bireylerin
kan drneklerinde belirlendi. Secilen genlerin ekspresyon diizeyleri ve polimorfizmleri, Real Time
PCR’da karsilastirmali CT yontemi ve genotipleme yontemi kullanilarak analiz edildi. Genotip ve
allel dagihimlar1 degerlendirmeleri sonucunda, DICER geni i¢in grup ile genotipler arasinda
istatistiksel olarak anlaml iliski vardir (p<0,05). Buna gore; sadece hastalarin CT genotip orani
(%35,2) kontrollerin CT oranindan (%14,8) daha yiliksek gozlemlenmistir. DROSHA ve DGCR8
genlerindeki polimorfizmlerle vitiligo arasinda iliski gozlenmedi (p>0,05). DICER, DROSHA ve
DGCR8 geninde hasta ve kontrol gruplar arasinda gen ekspresyonlar: bakimindan istatistiksel
olarak anlamh bir fark oldugu bulunmustur (p<0,05). DICER gen ekspresyon diizeyinin hasta
grubunda kontrol grubuna kiyasla 0,5 kat azaldigi, DROSHA geninin ekspresyon diizeyinin hasta
grubunda kontrol grubuna kiyasla 29 kat azaldig1 ve DGCR8 geninde ise hasta grubunun kontrol
grubuna kiyasla 1,8 kat azaldig1 saptanmistir. Ayrica DROSHA ve DGCR8 ekspresyonu arasinda
interaksiyon gozlenmistir. Calismamizda genlerin polimorfizmi ve ekspresyonu arasindaki
iliskisine de bakildi. Anlamli bir iliski bulunamadi (p>0,05). Elde ettigimiz bu sonuclar
miRNA’larin vitiligo patogenezinde rol oynayabilecegini gostermektedir. Calismamizin
miRNA’larin vitiligo etiyolojisindeki roliiniin ortaya ¢ikartilmasi amaciyla yapilacak arastirmalar
icin, tan1 ve tedavi icin yol gosterici olacag diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Vitiligo, Melanogenez, Ekspresyon, miRNA, Polimorfizm
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ABSTRACT

INVESTiGATION OF DROSHA, DICER AND DGCR8 GENE POLYMORPHISMS AND
EXPRESSION LEVELS IN VITILIGO PATIENTS

Vitiligo is an autoimmune disease that affects the skin, hair and oral mucosa caused by the
selective destruction of melanocytes. Many theories have been proposed for the melanocyte
option in vitiligo. Recent studies have shown strong evidence supporting the autoimmune theory
in the pathogenesis of vitiligo. Despite these theories, the genetic background of the disease is still
not fully elucidated. Studies to elucidate the genetics of vitiligo have recently focused on miRNAs.
MiRNAs are recognized as key regulators of various cellular processes such as cell growth,
differentiation, apoptosis, and immune response. In addition, it is thought that gene
polymorphisms in miRNA biogenesis may cause changes in miRNA expression level and
contribute to the pathogenesis of various diseases. In our study, the expression levels and
polymorphisms of DICER, DROSHA and DGCRS8 genes, which are involved in miRNA biogenesis,
were determined in blood samples from patients (n=55) and control (n=56). Expression levels
and polymorphisms of selected genes were analyzed in Real Time PCR using comparative CT
method and genotyping method. As a result of the genotype and allele distribution evaluations,
there was a statistically significant relationship between the group and genotypes for the DICER
gene (p<0.05). According to this; only the CT genotype rate of the patients (35.2%) was higher
than the CT rate of the controls (14.8%). No correlation was observed between vitiligo and
polymorphisms in DROSHA and DGCRS8 genes (p>0.05). A statistically significant difference was
found between the patient and control groups in terms of gene expressions in DICER, DROSHA
and DGCR8 genes (p<0.05). It was determined that the DICER gene expression level decreased 0.5
times in the patient group compared to the control group, the expression level of the DROSHA
gene decreased 29 times in the patient group compared to the control group, and in the DGCR8
gene, the patient group decreased 1.8 times compared to the control group. Also, interaction
between DROSHA and DGCRS8 expression was observed. In our study, the relationship between
polymorphism and expression of genes was also examined. No significant relationship was found
(p>0.05). These results show that miRNAs may play a role in the pathogenesis of vitiligo. It is
thought that our study will be a guide for the research, diagnosis and treatment to reveal the role
of miRNAs in the etiology of vitiligo.

Keywords: Vitiligo, Melanogenesis, Expression, miRNA, Polymorphism
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1. GIRIS

Vitiligo, epidermal melanositlerin asamali olarak kaybolmasi nedeniyle, cilt ve mukozada
yerlesmis yamalar olusmasina neden olan ve diinya niifusunun yaklasik %1'ini etkileyen bir cilt
hastaligidir (1). Bu hastalik aslinda, gorsel olarak ciltte beyazimsi lezyonlar ile belirgin fenotipi

nedeniyle binlerce yildir bilinmektedir (2).

Bu hastaliga sahip bireylerin ¢ogu saglik durumlarindadir ve cilt lezyonlarinin
depigmentasyonundan baska semptomlar1 yoktur. Vitiligo en yikic1 psikolojik bozukluklardan
biridir ve hasta bireylerin psikolojileri, cildin sekil degistirmesinin toplumsal algilanmasindan ve
cilt rengindeki diizensizliklerden etkilenir (3). Hastalik cildin herhangi bir yerinde meydana
gelebilir, fakat genel olarak cinsel organlar, yiiz ve ellerin etrafindaki alanlarda
gortlir. Sirtinmenin de etkisiyle boyun, dirsek ve ayak bilekleri gibi bolgelerde de vitiligo

tetiklenebilir (4).

Hastalik hemen hemen her yasta ortaya cikabilir, ancak bilimsel veriler 20 yasindan énce
ortaya ¢ikma ihtimalinin daha ytliksek oldugunu géstermektedir. Hastaligin baslangi¢ belirtileri
arasinda, kasint1 ve ciltte beyazimsi1 makiila gelisimi rapor edilmistir. Depigmentasyon veya
melanin kaybi ile karakterize olan vitiligo, genel olarak 6liimciil etkiye sahip degildir. Buna
ragmen hastaligin zararli sonuglar1 olabilmektedir. Derideki azalan melanositler (melanin
hiicreleri) cilt epidermisini Ultraviyole (UV) 1s181na maruz birakarak cilt tahrisi ve kanser riskini
arttirabilir. Vitiligo cillte meydana gelen beyaz lekelerin dagilimina gore; genel olarak segmental
(SV) veya segmental olmayan ( Non-Segmental Vitiligo NSV) olarak 2 ana baslikta incelenir.
Hastaligin yaygin olarak goriilen formu segmental olmayan vitiligodur ve tiim viicut yiizeyini
kaplayacak sekilde yayilim gosterebilir. Segmental olmayan formun aksinde segmental vitiligo
viicudun sadece bir béliimiinde meydana gelir ve viicut ylizeyine yayilimi sinirlidir. Bunlara ek
olarak vitiligonun iki formu da bir arada bulunabilir ve bu durumda hastaligin tedaviye verdigi
yanit genellikle azdir. Vitiligo nadiren de sa¢in beyazlasmasina eslik eden beyaz lekelerin ortaya
cikmasi ile karakterize olabilmektedir. Ozellikle koyu ten rengine sahip bireylerin cilt, yiiz ve eller
gibi viicudun agikta kalan bolgelerinde géze hos goriinmeyen goriiniim nedeniyle biyiik bir
psikososyal etkiye sahip olabilir. Hastaligin psikolojik etkileri arasinda; diisiik 6zgiiven, zayif
viicut imaj1 ve cinsel iliskilerde zorluklar ile sonug¢lanan kozmetik ve psikolojik olarak yikici
etkileri olabilmektedir. Vitiligo hastaliginin prevalans: hakkinda genel anlamda bir tahminde
bulunmak zordur. Yayinlanan ¢ok sayida makalede diinya capinda % 0,5 ile % 1 oraninda bir
prevalans tahmininden alint1 yapsa da, bu oran kiilttirel ve sosyal farkliliklara gore degisebilir.
Ancak vitiligo prevalansi iizerine yakin zamanda yapilan bir incelemede % 0,5 ila % 2 arasinda
bir diinya prevalansina sahip oldugu dogrulanmistir. Vitiligo, tiim cilt tiplerini etkileyen ve diinya

capinda goriilen bir hastaliktir. DSO (Diinya Saglik Orgiitii) tarafindan siniflandirlan vitiligo,

1
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ciltte fonksiyonel melanosit kaybina neden olur ve genellikle diger otoimmiin hastaliklarla
iliskilendirilir. Vitiligo etiyopatogenezi halen arastirilmaya devam etmekte olup, bu konuda kesin

bir hiikiim vermek ¢ok zordur (5).

Hastaligin etiyolojisi hala bilinmemekle birlikte; genetik faktorler, otoimmiinite, cevresel
faktorler veya melanosit eksikliginin hastaligin gelisimine katkida bulundugu diisiiniilmektedir
(6). Yapilan genis kapsamli epidemiyolojik ¢alismalar, vitiligo hastalarinin yaklasik %15-20'sinin
bir veya daha fazla birinci derece akrabalarinin da vitiligoya sahip oldugunu gostermistir.
Otoiimmin ve kompleks bir hastalik olan vitiligonunun; immiinolojik, cevresel, biyokimyasal ve
genetik faktorlerin hastaliktaki rollerinin belirlenmesiyle vitiligo patogenezinin aciklanabilecegi

distintilmektedir (3,6).

MikroRNA’lar (miRNA’lar) RNA sessizlestirilmesinde kilavuz molekiiller olarak islev
goren kiiciik kodlayici olmayan RNAlardir. Protein kodlayan transkriptlerin ¢cogunu hedef alan
miRNA'lar memelilerde hemen hemen tim gelisimsel ve patolojik islemlerde yer alir.
MiRNA'larin biyogenezi zamansal ve mekansal kontrol altindadir ve bunlarin diizensizligi bircok
insan hastaliklari, 6zellikle de kanser ile iliskilidir (7). MikroRNA'lar, mRNA'nin bozunumu veya
translasyonun inhibisyonu ile sonuclanan mRNA'lara hedefleme yoluyla ¢esitli hiicre
fonksiyonlarini diizenleyen kiiciik kodlayici olmayan bir RNA sinifina aittir. MikroRNA'lar, hedef
genlerin haberci RNA'larina baglanir ve protein translasyonunu inhibe eder. MIRNA’lar gelisim,
hiicresel fizyoloji ve hastalik patolojisi gibi olaylarin temel diizenleyicileri olarak bilinirler.
Ginimiizde, mikroRNA'larin farkli patolojik durumlar igin umut verici biyobelirtecler ve
terapotik hedefler olabilecegi diisiiniilmektedir. Giiniimiizde, enflamatuvar, kanser veya deri
hastaliklarinda serum ve doku miRNA diizeyleri arasinda bir iliski olduguna dair kesin bir kanit
yoktur ve bu veriler tedavi ve tan1 optimizasyonu i¢cin umut verici bir temel tegkil edebilir ve bu
nedenle bu konu daha fazla arastirma gerektirmektedir. Deri hastaliklarinin molekiiler
patogenezindeki baz1 yeni sonuglar, miRNA'larin hiicre hasarinda ve hiicreler arasi iletisimde de
yer aldig1 fikrini desteklemektedir (8,9). Hastalifin olusum mekanizmasinin aydinlatilmasi
gelecekteki calismalara yon vererek hastalifin tani ve tedavisine katki saglamasi agisindan ¢ok
onemlidir. Bu verilere dayanarak calismamizda, melanositlerden kéken alan ve viicudun cesitli
bolgelerinde melanin pigmentinin kaybiyla sonuclanan vitiligo hastaliginin; periferik kan
orneklerinden miRNA biyogenez yolaginda gorevli genlerinin ekspresyon diizeyleri ile
polimorfizmleri arasinda bir iliski olup olmadigini arastirmay1 planladik. Elde ettigimiz verilerin,
vitiligo etiyopatogenezinin aydinlatilmasinda, literatiire katki saglayacagini ve baska ¢alismalara

151k tutacagini diisiinmekteyiz.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

Vitiligo, melanositlerin kaybina bagli olarak gelisen ve deride beyaz lekeler ile karakterize
diinya capinda goriilen bir cilt hastahgidir. M.O 2.yiizyillda De Medicine adli kitapta vitiligo
terimini kullanan ilk kisinin Celsus oldugu ayrica vitiligo isminin kusur, leke anlamina geldigini ve
“vitiliumdan” tiretildigi yazilmistir. Vitiligo genel olarak lezyonlar1 belirgin kenarli beyaz
makiiler olarak bilinir. Vitiligo Global Issues Consensus Conference (GICC) tarafindan temel olarak
2 ana formda incelemeye baslandi; bunlar segmental (SV) ve non segmental (NSV) vitiligodur

(2,10).

Bu hastaligin en sik goriilen formu olan NSV simetrik olmayan ve iki tarafa dagilmis beyaz
lekelerle karakterizedir. NSV’'nun iki tarafli dagilima sahip farkl klinik alt tipleri tanimlanmistir.
NSV’ ya gore daha az yayginlik gosteren SV ise genellikle tek bir bolgede goriiliir ve genellikle 6
ay ile 2 y1l icerisinde hizla ilerler ve kendiliginden durma egilimindedir. Tedaviye diger tiplere
gore daha az yanit verir. Hasta bireylerde farklh vitilligo tiplerinin olmasi bireylerde degisen

oranda depigmentasyona neden olur (11,12).

Her iki cinsiyette esit olarak goriilen bu hastaliktan kadinlar erkeklere gore daha fazla
yakinmaktadirlar. Hastalik yasamin herhangi bir doneminde gorilebilir fakat veriler hastaligin
yaklasik %70 ile %80 oraninda 30 yasindan 6nce goriilmeye basladigini ve hasta bireylerin

yarisinda 20 yasindan 6nce ortaya ciktigin1 gostermektedir (13,14).

Hastalik bireylerin cilt yapisina ve irkina bakmaksizin diinya niifusunun %0,5 ila %1'ini
etkilemektedir. Yapilan calismalar sonucunda vitiligo hastaliginin multifaktoriyel ve poligenetik
oldugu bildirilmistir. Hastaligin gelismesine; giines 1s18ina maruz kalma, stres, melatonin
reseptor disfonksiyonu, noral anormallikler, travma, enfeksiyonlar, maligniteler, endokrin
hastaliklari, bazi ilaglar ve sitotoksik bilesikler dahil olmak iizere cok sayida faktdriin katki
sagladig1 disiiniilmektedir. Vitiligolu bireylerin ve ayrica hasta yakinlarinin; addison hastaligi,
zararli anemi, otoimmiin troid, tip1 diyabet gibi diger otoimmiin hastaliklar1 gelistirme riskleri

ylksektir ve buda vitiligonun otoimmiin bir hastalik oldugu fikrini desteklemektedir (15,16).

Bilinmeyen etiyolojiye sahip vitiligoda fonksiyonel melanosit kaybina neden olan bu
hastaligin mekanizmalarini1 agiklamak icin cok sayida teori ortaya atilmistir. Bu teoriler arasinda;
melanositlerin otoimmin yikimi, genetik yatkinlik, serbest radikal aracili melanosit hasari,
norotransmitter aracili melanosit hasar1 veya bozulmus melanosit adezyonu gibi teoriler
bulunmaktadir. One siiriilen teoriler arasinda otoimmiin teori son zamanlarda daha 6én plana
cikmistir ve vitiligo patogenezini anlamak icin 6nerilen en makul teorilerden biri olarak kabul
gormektedir. Bilim insanlari tarafindan ortaya atilan bir¢ok hipotez olmasina ragmen hastaligin

patogenezi tam olarak aydinlatilamamistir (17,18).
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Vitiligo icin giiniimiizde bilinen kesin bir tedavi yoktur. Bununla birlikte, baz ilaglar
azalan pigmentleri eski haline getirebilir. Cogu hastalikta oldugu gibi vitiligoda da erken tan,
hastalig1 engellemede veya durdurmada yardimeci olabilir. Vitiligo, psikolojik olarak yikici bir
hastaliktir. Genel olarak viicudun goriiniir yerlerinde (elller ve ylizde) ortaya ¢ikmasi, benlik
algis1 ve benlik saygisi iizerinde ¢ok biiyiik bir etkiye sahiptir. Vitiligolu bireylerin neredeyse
tamamina yakini hastaligin giderek daha da kotiilesmesinden kaygilanmakta, utan¢ duymakta,
depresyona girmekte ve bununla beraber sosyal yasantilarinda dislanmaktalar. Yapilan
arastirmalar, vitiligonun egzemaya kiyasla daha fazla zihinsel ve duygusal bir problem
olusturdugunu gostermektedir. Hastalar ayrica uyku bozuklugu, depresyon, uyum bozuklugu,
anksiyete ve distimi gibi ¢esitli psikolojik problemler yasarlar. Ayrica, hastalara psikolojik
danmismanlik desteginin verilmesi, vitiligo ile basa c¢ikmalarina ve kendilerini daha iyi
hissetmelerine yardimci olabilir. Bu hastaligin bireyler {lizerindeki etkilerini anlamak i¢cin 2015
yilinda hastaligin Turk toplumu tlzerinde yapilan bir ¢alismada hastalik tanisi almis bireylere
vitiligo ile ilgili bilgi, goriis ve tutumlari iceren sorular yoneltilmistir. Calismaya katilan toplam
100 hastanin (58 kadin, 42 erkek) %74'i hastaliginin adin1 bilmedigini ifade etmistir. % 90"
vitiligonun bulasic1 olmadigini, % 69'u hastalik hakkinda yeterli bilgiye sahip oldugunu ve % 48'i
hastalik hakkinda bir doktordan bilgi aldigini belirtmistir. Ayrica hastalarin % 22’si kalitimin, %
84’1 stres ve %37 si asir1 giinese maruz kalmanin vitiligoya neden olabilecegini ifade etmislerdir.

Hastalarin %36’ s1 ise vitiligonun ciddi bir hastalik olmadigini ifade etmistir (5,19)

Yapilan bagka bir toplumsal c¢alisma ise hastalarin sosyal yasantilarinda cektikleri
zorluklar ile ilgilidir. Calismaya katilanlar arasinda gen¢ ve daha egitim seviyesi diisiik olan
bireyler vitiligonun hijyen eksikliginden kaynaklandigini belirtmislerdir. Calismaya katilanlarin
%50’ sinden fazlasi vitiligo hastasi bir bireyle evlenmeye olumlu bakmadig1 ancak diisiik gelirli
olan bireylerin evliligi kabul etme olasilifinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Toplumda
vitiligo ile ilgili cok sayida yanlis anlamalar ve olumsuz davranislar mevcuttur. Vitiligo hastalig
hakkinda toplumu bilin¢clendirmek ve empati kurma yetisini asilamak hastalarin kendini

psikolojik olarak daha iyi ve 6z giivenli hissetmelerini saglayacaktir (20).

2.1. VITI2LIGONUN TARIHCESI

MO 1000-1500 yillan arasinda Hindistan'da yazildig1 diisiiniilen eski bir metin olan
Atharvaveda Papirtistinde ve yaklasik olarak ayni zamanlarda yazildig1 disiintilen Leviticus'un
kitabinda da deri lizerindeki beyaz lekelerin ayrintilarina yer verilmistir. 3.500 y1l 6nceki Misir
ve Hint metinlerinde de yer alan bu psikolojik olarak ¢okiise neden olan hastalik bireylerin

sosyal yasamlarinda her zaman itici bulunmalarina neden oluyordu (21).
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Hieronymus Mercurialis 16. yiizyillda cilt hastaliklari {lizerine yayinladigi kitabinda
anormal ten rengi bozukluklarina “Leuce ve Alphos” adinda boliim ayirir ve vitiligo kelimesinin
latince bir kelime olan “vitilium” veya “vitulum” (kii¢ciik leke) den tiiretilen bir kelime oldugunu
belirtir. 17. yiizyildan 6nce ten renginin kokeni ile ortaya atilan teorilerin hepsi dini inanislara
dayandirilmaktaydi. Jean Roland 1618'de siyah ten rengine sahip bir bireyin epidermisini
dermisinden ayirmay1 basardi ve derinin tist katmaninin (epidermis) pigmentli oldugunu ve alt
deride pigment olmadigini goézlemledi. Koyu ten rengine giines 1s181inin ve sicakligin neden
oldugunu o6ne siiren Jean Roland bu teori ile ekvatordaki bireylerin koyu ten rengini
aciklayabilmis ancak Avrupalilarin neden beyaz deri renge sahip olduklarim1 aciklayamamistir.
Bunun ardindan agiklanamayan bu celiskiyi fark eden Gezici Browne, ten renginin spermde
tasinan genetik bir o6zellik oldugunu ileri siirdii. Deri renginin nedeni ve sahip oldugu
mekanizmasinin aydinlatilmasi i¢in uzun yillar boyunca teoriler ortaya atilmaya devam etti. John
Hunter, Marcello Malpighi, Leeuwenhoek, Imnmanuel Kant gibi bircok arastirmaci koyu ten rengine
sahip Etiyopyalilar tizerinde ¢alismasina ragmen, uygun araglar ve tekniklerden yoksun olduklari
icin, deri renginin mekanizmasi hakkinda bir fikir sahibi olamadilar. O zamanlarda asil merak

edilen deri renginin mekanizmasindan ziyade, deri renginin nasil kaybolduguydu (22).

Antik cag boyunca insanlar, vitiligo ve clizzam dahil bir¢ok hastaligin nedeninin,
bireylerin yasamlarindaki olumsuz bir eylemin sonucu oldugunu diistiniiyorlardi. Levililer'in Eski
Ahit Kitabi1'nda, "beyaz lekeler" Tanr tarafindan 6liimciil bir giinah isledigi i¢in bir ceza olarak
goriiliiyordu. Teorileri binlerce y1l 6ncesine dayanan bu hastaligin diinya ¢apindaki dagilimi tiim
irklarin bir sorunu oldugunu gostermektedir. Tarihgesi antik ¢caglara dayaniyor olsa da, vitiligo
ile iligkili kamuoyu yanlis anlasilmasi ve sosyal yasamdan dislanmanin ortadan kalkmadigi
goriilmektedir. Hala diinyanin bir¢ok yerinde vitiligonun bir giinahin sonucu ortaya ¢iktigina
inanilmakta ve hasta bireyler cevrelerindeki insanlar tarafindan dislanmaktadir. Vitiligo
hastalarinin, yasam kalitelerini iyilestirmek icin toplumu bu hastalik konusunda egitmek ¢ok

onemlidir (23).

2.2 VITILIGO EPIDEMIYOLOJisi

Vitiligo, melanositlerin segici bir sekilde yok edilmesinden kaynaklanan, kronik bir cilt
hastaligidir. Vitiligo sadece derideki melanositlerin bir hastaligi degildir. insan melanositleri,
noral krestten koken alir ve viicudun cesitli yerlerinde bulunur. Deri melanositlerinin tutulumu

en goriiniir olani ve toplumda en sik goriilenidir (24).

Vitiligo ile ilgili yapilan genetik epidemiyolojik calismalarin yayinlanmasi uzun zaman
almistir. Hafez ve Das vitiligo icin poligenik ve ¢ok faktorli bir kalitim sekli 6nermis ve hastaligin

kalitsalligini1 %46 ila %72 olarak tahmin etmistir. Daha sonraki arastirmalarda da benzer sekilde
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poligenik, cok faktorli olan bu modeli desteklemekle birlikte, kalitim oraninin yaklasik %50
kadar oldugu agiklanmistir (25).

Vitiligo hastalarinin iki 6énemli alt grubu vardir. Birinci grup, 12 yasinda veya daha 6nce
hastaliga yakalananlar ve ikinci grup ise 12 yasindan biiyiik olanlar olarak ayrilmistir. Birinci
grupta ailelerin biiyiik cogunlugunda canity, halo neviis, koebner fenomeni, segmental hastalik ve
atopi dykiisii vardir. Ikinci grup ise daha fazla akrofasiyal hastalik ve komorbid tiroid hastalig
oykiisii vardir. Goriilme siklig1 yasamin erken donemlerinde meydana gelen popiilasyonlarda,
ornegin Hindistan'in bazi bélgelerinde, baslangi¢c yasi ve komorbiditeler, ortalama baslangic¢
yasinin 6,9 oldugu ve hastalarin yaklasik dortte birinde aile dykiisiiniin kaydedildigi ilk gruba
dahil olan ailelerdir. Baslangi¢ yasinin dagilimi agisindan niifusun ikinci gruba benzer oldugu iki

popiilasyon, Danimarka ve Yunanistan olarak tanimlanmistir (26).

Vitiligo ile ilgili bildirilen en genis kapsamli epidemiyolojik c¢alisma 1977 de
Danimarka’da yapilmis olan ve Danimarka niifusunun %0,3 iiniin etkilendigi bildirilen
calismadir. Farkli poptilasyonlarda degisen prevelansi nedeniile hastaligin gériilme sikligindaki
oran tam olarak anlasilmamistir. Yapilan baska bir epidemiyolojik calismada ise, insanlarin
yaklasik %50' sinin 40 yasindan sonra vitiligoya yakalandig1 gosterilmistir. Ayrica hasta olan
bireylerin yaklasik yarisinin 20 yasindan 6nce hastaliga yakalandig bildirilmis ve 30 yasindan
once hastaliga yakalanma oraninin %70-80 oldugu tahmin edilmektedir. Biiyiik 6l¢ekli baska bir
epidemiyolojik calismada ise, vitiligo hastalarinin yaklasik % 15-20'sinin bir veya daha fazlasinin
birinci derece akrabalarinin hastaliktan etkilendigi gosterilmistir. Ayrica hastalarin, birinci
derece akrabalarinda vitiligo goriilme sikliginin %7, hastalarin ebeveynlerinde riskin %7.8
oldugunu gosterilmistir. Hastalik her yasta ortaya ¢ikabilir, her iki cinsiyeti de esit sekilde etkiler
ve ortalama baslangic¢ yas1 farkli cografi bolgelerde degiskendir. Yas ortalamasi Brezilya'da 24,

Ingiltere'de 25 ABD'de ve Hindistan'da 22, yas olarak degismektedir (19,27).

Vitiligo, epidermisteki fonksiyonel melanositlerin kaybina bagli olarak sinirli makiiller ile
karakterize edinilmis bir dermatolojik hastaliktir. Beyaz alanlar ve normal cilt arasindaki
kontrast goz 6niine alindiginda, hastalik koyu cilt tiplerinde daha belirgindir ve hem yetiskinlerin
hem de ¢ocuklarin yasami iizerinde derin bir etkiye sahiptir. Bu pigmenter hastalik siklikla bazi
otoimmiin hastaliklarla iligkilidir (28,29). Ayrica, bu otoimmiin hastaliklarin sikligi, hastalarinin
birinci derece akrabalarinda da yiiksektir. Bu veriler otoimmiiniteye genel yatkinligin, cesitli
ortak duyarhlik genlerini iceren karmasik bir 6zellik oldugu fikrine yol agarken, diger genler ve
bilinmeyen cevresel tetikleyicilere maruz kalma, vitiligo ve diger spesifik otoimmiin hastaliklarin
olusumunu belirlemektedir. Genel olarak vitiligo, Hashimoto tiroiditi, Graves hastaligi, tip 1
diabetes mellitus, alopesi areata, pernisiyéz anemi, romatoid artrit, otoimmiin poliglandiiler

sendrom ve psoriasis dahil olmak tUlzere bircok otoimmiin hastalikla iliskilendirilmistir.
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Vitiligonun, bazi durumlarda azalmis melanom ve melanom disi cilt kanseri ile iliskilisi de
gosterilmistir. 90.000'den fazla Almanin katildig1 popiilasyona dayal bir arastirmada, vitiligonun
istatistiksel olarak aktinik keratoz gelisimi ile baglantili olmadigl aciklanmistir. Ayrica
Avrupa'daki hastalarda (Amsterdam, Hollanda ve Roma, italya) yapilan ¢alismada vitiligo ile cilt
kanserinin ters iliskili oldugu agiklanmistir. Benzer bir calisma yapan Teulings, 1995'ten 2010'a
kadar Klinigini ziyaret eden 50 yas ve lzerindeki tiim vitiligolu hastalar i¢in bir anket
olusturmustur. Yaptiklari ankete 1307 goniillii hasta katilim saglamis ve sonuglar sasirtici bir
sekilde vitiligo tanis1 almis hastalarin, ii¢c kat daha diisiik cilt kanseri riskine sahip oldugunu

gostermistir (28,30).
2.3 ETiYOPATOGENEZi

Epidemiyolojik calismalar, vitiligonun mendelyen olmayan, ¢ok faktorlii ve poligenik
oldugunu ve bireylere aktarilmasinda azda olsa genetiginde katkisi oldugunu gdstermistir.
Vitiligonun altinda yatan etiyoloji hala agikliga kavusturulmay1 beklemektedir. Ortaya atilan
hipotezlere gore, bir veya daha fazla cevresel, fizyolojik veya diger tetikleyiciler, melanositlerin
lokalize inaktivasyonuna veya 6liimiine neden olabilir ve sonu¢ olarak melanositlerin yok
olmasina neden olabilecek bir otoimmiin yaniti tetikleyebilir. Etiyolojisi ve patogenezi hala
bilinmeyen vitiligonun, merak uyandiran ancak kanitlanmamais verilerle desteklenen hipotezlerin
bilim camiasinda arastirilmasi devam edilmektedir. Vitiligonun Kklinik belirtileri bireylerde
benzer olmasina ragmen etiyoloji ve patogenetik mekanizmanin kisiden kisiye degisebilecegi 6ne

sturilmistiir (31).

Melanositlerde 6liime veya hasara neyin sebep oldugu heniiz net degil, fakat nekroz veya
daha bilyiik olasilikla apoptozun bu hastaligin patogenezinde biiyilk rol oynadigi
diistintilmektedir. Yapilan immiinohistolojik ¢alismalar, hasta cilt lezyonlarinin melanositlerden
yoksun oldugunu gostermektedir. Vitiligo ile sonu¢lanan melanosit kaybinin nedenini anlamak
icin cesitli teoriler ortaya atilmistir. Hastalifin baslangicinda hem c¢evresel hemde genetik
faktorlerin etkili oldugu ve vitiligonun ¢ok faktérlii bir hastalik oldugu ileri siiriilmistiir. 11k
ortaya atilan teori 1950’ lerde Noral teori olup, sonrasinda bunu genetik, otositotoksik, apoptotik,
mikrogevresel, viral, biyokimyasal, oksidatif stres, otoimmiin hipotez, hiicre adezyon
bozukluklari, reaktif oksijen ttirleri (ROS), melanositoz ve ¢ok degiskenli teoriler gibi teoriler ve
diigtinceler izlemistir. One siiriilen bu hipotezlerden higbiri, farkh vitiligo fenotiplerini aciklamak
icin kendi baslarina yeterli degildir ve bu teorilerin her birinin hastaliga ne gibi bir katkida
bulundugu hala arastirilmaya devam edilmektedir. Son yillarda yapilan calismalarda hastaligin
patogenezinde etkili oldugu diisiiniilen bu hipotezler arasinda otoimmiin hipotezinin daha 6n

plana ¢ikmasini saglayan giiclii kanitlar oldugu gosterilmistir. Vitiligoda melanositlerin kaybina
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neden olarak cesitli mekanizmalar dnerilmistir. Bu mekanizmalar arasinda bagisiklik saldirisi

veya hiicre dejenerasyonunun neden olabilecegi gosterilmistir (32,33).

2.4 SINIFLANDIRMA

Diinya niifusunun %0.5'ini etkileyen ve fenotipik olarak, melanositlerin (pigment iireten
hiicreler) kaybi ile sonuclanan ve dermatolojik bakim ac¢isindan biiytik zorluklar ortaya cikaran
vitiligo edinilmis bir cilt hastaligidir. Vitiligo sadece derideki melanositlerin etkilendigi bir

hastalik degildir. (34,35).

Vitiligonun ayirt edici klinik 6zelligi cilt ve kil folikiillerinin depigmentasyonudur. Bu ise
beyaz lezyonlar, simetrik makiiller ve yamalar ile sonug¢lanir. Bunlar zamanla say1 ve boyut olarak
artar ve siklikla yliz ve ekstremiteler gibi goriiniir alanlarda yaygin bir sekilde goriiliir.
Vitiligonun siiflandirilmas1 2012 yilinda yapilan uluslararasi Global Issues Consensus
Conference’da genis bir sekilde goriisiilmiis ve klinik gerekcelere dayanarak vitiligonun iki ana
formda ve bu formlarin alt tiplerinde toplanmasi kararlastirilmistir. Bu formlar genel olarak

segmental vitiligo (SV) ve segmental olmayan vitiligo (NSV) olarak siiflandirilmistir (36,37).
2.4.1. Segmental vitiligo

Segmental vitiligo genel olarak hizli ilerler ancak simirh bir seyir gosterir,
depigmentasyon segment icinde 6-24 aylik bir slire boyunca hizla yayilim gosterir ve sonra
durur; yayilmanin daha fazla ilerlemesi cok nadiren goriiliir. Depigmentasyon alanlari genellikle
bir y1l icinde stabilize olur. Folikiiler melanosit rezervuarinin yikildigina dair histolojik kanitlarla
birlikte, sac folikiillerinin (I6kotrichia) erken katilimi da vardir. Sinirl;, segmental dagilimina ek
olarak SV, NSV ile karsilastirildiginda bazi ayirt edici 6zelliklere sahiptir. SV tipik olarak NSV'den
daha erken baslangi¢ yasina sahiptir. SV genel olarak yasamin erken dénemlerinde baslar. SV
paterninin etiyolojisi genel olarak belirsizdir. Nadiren, birden fazla segmental lezyon ayni anda
meydana gelir (Sekil 2.1-A). SV Unisegmental ve Bisegmental olarak ayrilir. Unisegmental:
vitiligonun en yaygin formu olan, genellikle viicudun orta hattina bakan ve viicudun bir tarafinda
ortaya cikan bir veya daha fazla beyaz makiilden olusur. Hizli baslangicinin yani sira viicut
killarinin da tutulumu vardir. (Sekil 2.1-B) Bisegmental: Daha nadir goriilen ve her lezyonun iki
tarafli (bilateral) olarak yayilmis, depigmente makiilleri olan bisegmental vitiligo, iki veya daha

fazla segmenti etkileyebilir (Sekil 2.1-C) (11,27,37).
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A

A) Segmental vitiligo [38] B) Unisegmental vitiligo [39] C) Bisegmental vitiligo [40]

Sekil 2.1. Segmental vitiligo ve cesitleri A: Segmental vitiligo B: Unisegmental vitiligo C:

Bisegmental vitiligo

2.4.2. Non-Segmentel vitiligo

NSV klinik olarak, genellikle simetrik dagilima egilimli viicudun her iki tarafin1 da

etkileyen ve boyutlar1 birka¢ santimetreye kadar degisebilen depigmente makiillerin ortaya

¢cikmasi ile karakterizedir. NSV, SV' nun aksine viicut killar1 genellikle korunur ve pigmentli kalir.

Fakat hastaligin seyri ilerledikce sa¢ depigmentasyonu meydana gelebilir. Kafa derisi ve diger kil

olan alanlarin tutulumu, lokalize gri veya beyaz kil lekeleri ile kendini gosterebilir. (Sekil 2.2-A)

NSV nun klinik olarak tanimlanmis bazi alt tipleri vardir.

a)

b)

Genellestirilmis veya yaygin vitiligo: Vitiligonun en yaygin olan bu formunda ortaya ¢ikan
makiiller genellikle simetriktir ve  viicudun birden ¢ok boélimiini etkileyen
asemptomatik, sinirh ve siit beyazi makiiller ile karakterizedir. Hastalik viicudun
herhangi bir yerinde baslayabilir, ancak parmaklar, eller ve yiiz genellikle ilk etkilenen

bolgelerdir. (Sekil 2.2-B)

Evrensel (Universal): Viicut alanini en genis 6l¢lide etkileyen (viicut ylizeyinin% 80-90')
ve bireylerin ilerleyen yaslarinda en sik goriilen seklidir. Genellestirilmis veya yaygin

bicim genellikle ondan 6nce gelir. Sekil (2.2-C)

Akrofasiyal vitiligo: Etkilenen bolgeler genellikle yiiz, bas, eller ve ayaklarla sinirhidir. Bu
formun ayirt edici 6zelligi, parmaklarin ve yiiz agikliklarinin depigmentasyonu ve yaygin
bir genital tutulumdur. Daha sonra diger viicut bdlgelerini icerebilir ve tipik

genellestirilmis vitiligo ile sonuglanir. (Sekil 2.2-D)
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d) Mukozal: Genel olarak oral ve genital mukozay etkiler. Ayrica, akrofasiyal, yaygin veya
evrensel formlar: olan hastalarda mukoza alanlar1 da etkilenebilir; sadece bir mukozal

bolgeyi icerdiginde, belirsiz olarak siniflandirilir.

e) Karisik: Segmental ve segmental olmayan vitiligonun beraber goriildiigii durumlarda

ortaya cikar.

f) Nadir formlar: Bu nadir goriilen formlar vitiligo punctata, vitiligo minor ve folikiilerdir.

Bu tiirler de siniflandirilamayan olarak kabul edilir (2,6)

C) Akrofasiyal vitiligo [43] D: Mukozal vitiligo [44]

Sekil 2.2. Non segmental vitiligo cesitleri A: Non segmental vitiligo B: Evrensel (universal)

vitiligo Sekil C: Akrofasiyal vitiligo D: Mukozal vitiligo
2.5 VITILIGO GENETIGI

Gilinimiiz verilerine gore, insan hastaliklarinin bircoguna bulundugu ¢evre veya sahip
oldugu genetik yapinin katki sagladig1 bilinmektedir. Insanlarin sahip oldugu genetik faktorlerin
hastaliklarin patogenezine nasil katki sagladigini anlamak hayati 6nem tasimaktadir. Bu nedenle
hastaligin patogenezinde rol oynayan genlerin veya diger genetik varyantlarin belirlenmesi ve
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hastalikla iliskisinin belirlenmesi icin ilgili calismalar ve analizlerinin yapilmasi ¢cok 6nemlidir.
Vitiligonun gelisiminde genetik faktorlerin 6nemini yapilan bir¢ok calismalardan elde edilen
veriler dogrulamistir fakat bu genetik faktorlerin oldukca karmasik oldugu a¢iklanmstir. Vitiligo
ile iliskili genetik faktorleri belirlemeye yonelik en erken ¢alisma, 1960'larin ortalarinda, ABO ve
diger kan grubu antijenleri daha sonra polimorfik kan proteinlerini test edilerek baglanmistir ve

daha sonra bilimin ilerlemesiyle bu calismalara yenileri eklenmistir (25,45).

Bugiine kadar yapilan ¢alismalardan elde edilen bilgiler vitiligoda melanositlerin kaybina
tek varyantin neden olmadigini ve bunun aksine hastaligin ortaya ¢cikmasinda poligenetik ve ¢cok
faktorli varyantlarin rol oynadigi belirtilmistir. Apoptotik, cevresel, otositotoksik, biyokimyasal,
oksidatif stres, nérojenik, hiicre adezyon bozukluklari, reaktif oksijen tiirleri (ROS) gibi kompleks
mekanizmalarin arasindaki etkilesimlerin hastaligin ¢ikmasina neden olma olasilig1 yiiksektir

(Sekil 2.3) (46).

yaygin
genetik

varyantlar

Sekil 2.3. Hastaligin patogenezine katkida bulunan faktérler: Cevre (turuncu, %20), yaygin
genetik varyantlar (sar1, %57) ve nadir genetik varyantlar (mavi, %23) olarak gosterilmistir.

[46]

Gegmiste yapilan epidemiyolojik calismalar vitiligo hastaliginin biiyiik ¢ogunlugunun
spontan olarak meydana geldigi gosterse de glinimiuzdeki genis kapsamli epidermiyolojik
calismalar, hastalifa yakalanan bireylerin birinci derece akrabalarinda da bu hastaligin
gorildigiini ve diger yakin akrabalarinda da hastalifin goriilme olasiliklarinin oldugu
belirtilmistir. Ayrica yapilan ¢alismalar hastaligin patogenezinde kalitimin da roliiniin olduguna
dair kanit sunmaktadir. Vitiligolu bireylerle ve aile 6ykiisii olan birinci derece akraba olanlarin
hastaliga yakalanma riskinin artmakta ve genel popiilasyona kiyasla daha fazla hastalik riskine

sahip olduklar1 belirtilmistir. Avrupa popiilasyonunda yapilan bir calismada hasta bireylerin
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birinci derece yakin akrabalari icin vitiligo riskinin Avrupa popilasyonu icin %7,1, Hint-
Pakistanlilarda %6,1 ve daha uzak akrabalar icin bu oranlar daha da diisiik oldugu tespit
edilmistir. Ayrica Avrupa poptilasyonu i¢in ortalama vitiligo baslangi¢ yasi 24,1 iken sasirtici bir
sekilde vitiligolu akrabasi olan bireylerde hastalifin ortaya cikma yasi 21.5 dir. Vitiligo
patogenezindeki genetik faktorlerin roliinti anlamak icin yapilan kapsamli calismalarda hastalikla
iligkili olan NLR family pyrin domain containing 1 (NLRP1) ve HLA-A' gibi gen/lokuslar tespit
edilmistir. Yapilan baska bir ¢alismada, kromozom 17p tizerindeki NLRP1'e ek olarak, 7p13 - q21,
8p12, 9922, 11p15, 13g33, 19p13 ve 22q11 kromozomlar iizerinde hastalik ile iliskilisi olan
lokuslar tespit edilmistir. Ayrica ¢alismalarda vitiligoya neden olabilicek en 6nemli genetik
riskleri arasinda major histocompatibility complex (MHC) class I, Human Leukocyte Antigen
A (HLA-A) daki polimorfizmleri olarak gosterilmistir ve bu polimorfizmlerin, bireylerde vitiligo
aile oOykiisiine bakilmaksizin vitiligo riskini arttirdigin1 gostermektedir. Bu genetik
polimorfizmlerin biiyiik olasilikla bireyleri, otoimmiin diizensizlie yatkin hale getirdigi ve
melanosit anormallikleri, diger genetik olmayan faktdrlerle birlikte melanositlerin patolojik
olarak oldiirtilmesini baslattig1 diisiiniilmektedir. Genom boyu iliski calismalar1 (Genome Wide
Association Study/ GWAS) genomda ylz binlerce veya milyonlarca tek niikleotid
polimorfizmlerinde (SNP'ler) allel veya genotip frekanslarini karsilastirir. Vitiligo da dahil olmak
lizere c¢cok sayida karmasik ve kompleks hastaliklarda bulunan varyantlar GWAS ile
tanimlanmaktadir. Ek olarak GWAS, yaygin hastaliklara yatkinlik genlerini ve varyantlarini tespit
eder. Glinlimiizde, GWAS c¢alismalar1  sonunda vitiligo icin bir¢cok duyarlilik lokusu tespit
edilmistir ve bu lokuslarin bircogu icin, karsilik gelen temel genler ve genetik varyantlar
tanimlanmistir. Diger bir¢ok hastaliklarda oldugu gibi, bu genetik varyantlarin da karmasik
gorindigi aciklanmistir. Genetik faktorlerle ilgili yapilan, genom ¢apinda iliski calismalar
(GWAS) vitiligo icin risk olusturan yaklasik 50 genetik lokus tespit edilmistir. Tanimlanan vitiligo
duyarlihik genlerinin yaklasik 85'inin apoptoz ve bagisiklik sisteminin diizenlenmesinden
sorumlu  proteinleri kodlamasi ve yapilan ¢alismalardan elde edilen veriler, vitiligonun
otoimmiin bir hastalik oldugunu gostermistir. Ek olarak, bu genlerin hemen hemen yarisy, vitiligo
ile iliskili diger otoimmiin hastaliklarin bagimsiz genetik ¢alismalariyla da tanimlanmistir ve bu
genlerin otoimmiiniteye yatkinliktaki rollerini desteklemektedir. Genetik faktorlerden
kaynaklanan spesifik mekanizmalarin ¢ogu hala arastiriliyor olsa da vitiligo'nun bagisiklik
sisteminin islevi ve programlanmasi, melanosit otoimmiin hedefinin yonleri ve bagisikligin
diizensizligi arasinda karmasik bir etiyolojiye sahip otoimmiin hastalik oldugu aciktir. Bu veriler
vitiligonun, genetik ve c¢evresel faktdrlerin karmasik etkilesimlerinin sonucu oldugunu
gostermektedir. Ayrica otoimmiin tiroid hastaligi, romatoid artrit, yetiskin baslangigli otoimmiin
diabetes mellitus, pernisiyéz anemi, sistemik lupus eritematozus, addison hastaligi ve belki de diger

otoimmiin hastaliklarin hem vitiligo hastalarinda hem birinci derece akrabalarinda hem de

12



SONER ASIR, Yiiksek Lisans, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2021

vitiligo dykiisiine bakilmaksizin, artan siklikta goriilmektedir (Sekil 2.4). Otoimmiin hastaliklar,
bu hastaliklarin hepsi veya bir kismi icin riski artiran bazi duyarlilik genlerini ve ayrica hastaliga
0zgl duyarlilik genlerini ve olasi cevresel tetikleyicileri paylasmaktadir. Birlikte ele alindiginda
bu bulgular, spesifik genlerdeki patolojik varyantlarin vitiligoya ve bazi otoimmiin hastaliklara
yatkinlik olusturdugunu goéstermektedir. Bunun sonucu olarak, genetik faktorler bireyleri
yalnizca vitiligo gelisimine duyarli hale getirmeyip, ac¢iklanan bu otoimmiin hastaliklardan

bazilarina da duyarlilik saglayabilmektedir (6,46).

Otoimmiin
tiroid
hastaligi

- - -

Tip 1
diyabet

romatizmal
eklem iltihabi

Addison Pernisiydz
anemi

hastalig:

Sekil 2.4. Vitiligoya eslik eden otoimmiin hastaliklar [6]

2.6 OTOIMMUN HIPOTEZ

Vitiligo patogenezinde rol aldigi diisiiniilen genlerin biiyiik ¢ogunlugunun; bagisiklik
sisteminin diizenlenmesinden sorumlu proteinleri kodlamasi ve vitiligo hastalarinda bazi
otoimmiin  hastaliklarin  goriilmesi vitiligonun otoimmiin bir hastalik oldugunu
diistindiirmektedir. Vitiligo icin ortaya atilan en makul olarak varsayilan hlpotez otoimmiin
teoridir. Bu teori ¢oklu duyarlilik genlerinin ve bilinmeyen cevresel faktorlerin, melanositlerde
otoimmiin yikima yol actigini savunur. Stres, enfeksiyonlar, giines 1s18ina maruz kalma, travma,
endokrin hastaliklari ve melatonin reseptor disfonksiyonu gibi faktorlerin hastaligin gelisimine
katki sagladigi disiiniilmektedir. Hastaligin patogenezi icin ortaya atilan otoimmiin teori,
melanositlere karsi antikorlarin varlig, diger otoimmiin hastaliklarla iliski, immiin lokuslardaki
polimorfizmlerle iliski, sitokin ekspresyonu ve T hiicresi perilezyonel infiltratlarin varhg ile
destelenmekte ve giderek O6nem kazanmaktadir. Bunlardan bagisiklik aktivasyonunda ve

bagisiklik homeostazinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayan Heat Shock Protein (HSP)'ler
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hiicresel apoptozu ve proteinlerin yanlis katlanmasini onlemek icin dogal proteinleri baglar.
Ayrica HSP70 ve diger stres proteinleri, T hiicre yanitlarini ve dendritik hiicrelerini aktive eder.
Bu da melanositler icin sitotoksik olan antimelanosit T lenfositlerinin deride toplanmasina yol
acabilir. Farelerle yapilan deneylerde otoimmiin diyabet gelisimine katkida bulunan HSP70’in
diger otoimmiin hastaliklarda da 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir. Ayrica HSP70 ekspresyonu
olmayan farelerde, vitiligonun gelismedigi bildirilmistir. Ek olarak vitiligo hastalarinin derisinde
HSP70’in asin eksprese edildigi gosterilmistir. Yani HSP70'in asir1 ekspresyonu vitiligonun
ilerlemesini hizlandirabilir. Bu bilgiler, T hiicresi aracili melanosit yikiminda HSP70 in kritik bir
rolii oldugunu desteklemektedir. Diizenleyici T hiicreleri (Tregler), otoreaktif T hiicrelerinin
sayisinin artmasini ve aktivasyonunu baskilar. Ayrica negatif bir diizenleme ile immiin sistemin
diizenlenmesini saglar. Treglerin fonksiyonlarindaki bir diizensizligin; cildin ilerleyen
depigmentasyonuna neden olabilecegi ve vitiligonun gelisimine katki saglayan anti-melanom
sitotoksik T hiicrelerinin aktivasyonuna neden oldugu agiklanmistir. Ayrica yapilan birkac
calismada, vitiligolu bireylerin derisinden izole edilen CD8 + T hiicrelerinin melanosit spesifik
otoantijenleri tanidigini, bunlarin melanositler i¢in sitotoksik oldugunu ve melanosit apoptozunu
indiikledigi gériilmistiir. Bu bulgulara bakilarak sitotoksik T hiicrelerinin vitiligo etiyolojisi i¢in
¢ok dnemli oldugu goriilmektedir. Ayrica vitiligolu hastalarin, CD8 + T hiicrelerinde 6nemli bir
artis ve yaygin aktivasyon oldugu rapor edilmistir. Otoreaktif CD8 + T hiicrelerinin aktivasyonu,
indiiksiyonu ve vitiligo otoantijenlerine toleransi aciklanamamistir. Ancak diger otoimmiin
hastaliklarda oldugu gibi, diizenleyici T hiicrelerinin (Tregler) fonksiyonunda baz kusurlarin
oldugu tahmin edilmektedir. Bunlara ek olarak hiicre icinde meydana gelen oksidatif stres,
hiicreye 0zgii sitotoksik bagisiklik tepkilerinin olusturulmasini ve dogustan gelen bir bagisiklik
slirecinin aktivasyonunu baslatabilir ve bu da cillte depigmantasyon ile sonuclanabilir. Ayrica
hastaligin patogenezine katki sagladigi diistiniilen oksidatif stresin roliinii anlamak icin de bir
calisma yapilmistir. Calismada hasta bireylerin hem lezyonlu hemde lezyonsuz derisinde artan
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) seviyelerinin olmasi hastalifin patogenezinde oksidatif stresin
roliinii desteklemektedir. Stresli melanositler ¢esitli mekanizmalarla immiin yanit1 baslatabilir.
Cok sayida genin vitiligo icin risk olusturdugu ve hem dogustan gelen hemde adaptif bagisiklig
etkileyerek vitiligodaki otoimmdiiniteye katkilar1 tanimlanmis ve ayrica melanosit spesifik genler
melanokortin 1 reseptér ve tirozinaz dahil immiin olmayan genlerdeki polimorfizlerin de hastalik
patogenezindeki rolleri tanimlanmistir. Bunlar T hiicreleri tarafindan taninan antijenler olarak
is goriir ve hiicreler icinde stres olusumuna neden olabilen melanin iiretiminde de rol oynarlar.
Vitiligolu bireylerin ve yakinlarinin tip 1 diyabet, addison hastaligi ve otoimmiin tiroid gibi diger
otoimmiin hastaliklara yakalanma riskleri olduk¢a yiliksek olmasi vitiligonun otoimmiin bir
hastalik oldugu fikrini giiclendirmektedir. Bagisiklik sistemi icinde bir diizenleyici fonksiyon

eksikligi, bagisiklik bilesenlerinin ve hedef hiicrelerin endojen ve eksojen faktdrlere degisen
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tepkiselligi, ylksek bagisiklik aktivitesinin hiicrelerin otoimmiin yikimiyla iliskili oldugu
gosterilmistir. Son olarak otoimmiiniteyi tetikleyen mekanizmalarin, melanositlerden salinan
icsel veya dissal olarak uyarilan ve stres sinyallerini algillayan dogustan gelen bagisiklik

sisteminin aktivasyonu ile basladig1 diistintilmektedir (17,47,48).

2.7. EPIDERMISIN YAPISI

Insan viicudunun en biiyiik ve énemli parcasi olan deri viicut agirhginin yaklasik %715'ini
olusturur ve viicudun birincil savunma yapisidir. Insan derisi temelde epidermis ve dermis olarak
iki farkli doku katmanindan olussa da dermisin altinda _hipodermis olarak adlandirilan gevsek
bir bag doku daha vardir. Epidermis; mantar, toksin, mikrop, viriis ve alerjen girisini engelleyerek
en aza indirir. Deri ayrica su, iyon ve metabolit kaybini da engeller. Deri biitlinl{igiiniin bozulmasj,
alerjik ve tahris edici kontakt dermatit bakteriiler, atopik dermatit, dermatofitler ve viriislerin
neden oldugu enfeksiyonlar gibi cesitli hastaliklarin gelisimine katkida bulunur. Epidermisin en
derin kismindan deri ylizeyine dogru baslayan bu tabakalar stratum basale, stratum spinosum,
stratum granulosum, stratum lucidum ve stratum corneum’dur. Dermis ise, epidermisi besleyen ve
hipodermise baglayan sert destekleyici fibroelastik bir yapiya sahiptir. Dermis ise iki tabakadan
olusur. Yiizeysel olan papiller tabaka ve daha derin olan retikiiler tabakadir. Papiller tabaka,
epidermisin hemen altinda bulunur ve ince bir dermis tabakasidir. Dermis ter bezlerini sac¢
koklerini, kan damarlarini, yag bezlerini, sinirleri ve duyu reseptorlerini barindirir. Dermisin
kalinhigr cinsiyete gore ve viicudun farkli bolgelerinde degisiklik gosterir._ Epidermis,
keratinositlerden, melanositlerden ve mekanik uyarana duyarl (Merkel) hiicrelerinden olusur.
Keratinositler, cildin temel hiicre tipidir. Epidermisin yapisini olusturan keratinositler ¢evre ile
dogrudan temas halinde olan kornifiye hiicre katmanlarini olusturur. Bazi 6zel keratinosit ttirleri,

cildin koruyucu islevlerine katkida bulunan sag, tirnak ve bezlerin yapi taslaridir (49,50,51).

Epidermisteki ana hiicre tipi olan keratinositler, cildi cevresel tehlikelere karsi korumak
icin kendi kendini yenileyebilen bir epitel bariyer olusturur. Keratinositlerin siirekli yenilenmesi;
epidermisin yapisini, enfeksiyonlarin deride yol ac¢tifi hasar1 ve biyolojik aktivitesini
diizenleyerek, cevresel etkilere yanit vermeyi saglar. Cildin lokal hasara karsi toleransinda,
enflamasyonda, epidermisten hiperkeratotik epidermise geciste ve yara iyilesmesinde c¢ok
onemlidir. Dissal veya i¢sel uyaranlar takiben melanositler ve keratinositler birbirleriyle yogun
bir sekilde etkilesime girer. insanlarin sa¢ koklerinde, kemiklerinde, beyninde, kalbinde,
gozlerinde, i¢ kulaginda, ve derisinde bulunan melanositler melanin iireten hiicrelerdir. Ayrica
melanositler kardiyovaskiler sistem koklea, merkezi sinir ve adipoz doku gibi viicudun diger

dokularinda da bulunur. Epidermisin bazal tabakasinda bulunan melanositler ise, keratinositleri
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melanin iiretimi yoluyla UVB 1sinlamasinin DNA'ya zarar veren etkilerine karsi koruyan dendritik
benzeri pigment lireten hiicrelerdir. Melaninin fotoreseptér korumasi, cilt ve sagtaki 1sik
absorpsiyonu, termoregilasyon ve cilt renginde gorev alir. Cillteki melaninler pigmentleri
keratinositlere aktaririlar. Deride bulunan melanositler keratinositlerle ¢evrilidir ve yaklasik
olarak 36 Kkeratinosit bir melanositi ¢evrelemistir. Insan cilt pigmentasyonunda
keratinositlerdeki melanozomlarin sayisi farklilik gdsterir. Melanin yogunlugunun yiiksek
olmasi, daha koyu cilt rengi ile orantilidir. Koyu tenli bireylerde; melanozomlar daha biiytik, uzun
ve ¢cok sayida olma egilimindedir ve bu da keratinositlerde daha uzun bir bozulma siiresine neden
olur. Melanositlerin bu 6zellikleri dogumda genetik olarak miras alinir. Cesitli stres maruziyetine
yanit olarak, melanositler lizerinde parakrin etkisiyle bazi faktérde rol oynayan keratinositlerin,

melanin liretimi lizerinde uyarici veya inhibe edici etkileri olabilmektedir. (52,53,54).

2.8. MELANOSITLER VE MELANINLERIN YAPISI
2.8.1. MELANOSITLER

Embriyonik donem noral krest hiicre kaynakli dendritik hiicreleri olan melanositler, cilt
pigmentasyonun yani sira, UV 1sinlarina karsi gili¢lii bir savunma saglar. Anatomik olarak
melanositler, deride (epidermisin bazal tabakasi), gozde (retina pigment epitelyumu, uveal yol),
sa¢ matriksinde, kulakta (stria vascularis), mukoza zarlarinda ve merkezi sinir sisteminde
(Ieptomeninges) nispeten kii¢iik popiilasyonlar olarak bulunur. Deride, epidermisin bazal
tabakasina ek olarak bazen dermiste melanositler de bulunur ve nadiren yilda iki defadan az
boliiniir. Temel gorevleri, keratinositlere melanin pigmenti iretmektir. Melanin, UV
radyasyonunu absorbe eden ve dagitan karmasik bir makromolekiildiir. Ciltteki epidermal
melanositler, 6nemli 6l¢lide genotoksik strese dayanabilir ve UV radyasyonunun neden oldugu

DNA hasarina kars1 savunma sisteminin pargasidir (55,56).

Insan derisinde yaklasik olarak 3 milyar kutanéz melanosite karsilik gelen ve epidermisin
milimetrekaresi basina yaklasik 1500 melanosit vardir. Melanositlerin cogalmalari ve pigment
tiretimi, p53'e bagl bir sekilde alfa-melanosit uyarici hormon (aMSH) salgilayan keratinositlere
UV radyasyonunun neden oldugu DNA hasari tarafindan uyarilir. Yapilan son calismalar,
melanositlerin deri boyunca diizenli araliklarla konumlandigini géstermektedir. Melanositler,
dendritik siirecler yoluyla ¢evredeki keratinositlerle yakin temas halindedir. Bu yakin iliski,
melanositlerin melanin Uretme ve Kkeratinositlere iletme gibi birincil islevlerini yerine
getirmelerine izin verir, boylece cilt pigmentasyonu ve sag¢ ve tly rengini saglar. Melanositlerde
melanin sentezi, melanozom adi verilen oldukca 6zellesmis, zara bagh hiicre ici organellerde

gerceklesir. Melanin sentezi, hidrojen peroksit ve kinon ara iirtinlerinin olusmasina neden olur.
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Bu ara triinler, uygun olmayan sekilde islenirse, epidermal melanositlerin hiicresel bilesenlerine
zarar verebilir. Melanosit patolojisinin zararh etkileri melanom, okiilokiitandz albinizm, vitiligo,
piebaldizm, Waardenburg sendromu ve Vogt Koyanagi Harada sendromu gibi bircok melanositik
bozuklukta gosterilmistir. Bahsedilen tiim bozukluklar arasinda melanom, melanositlerin en ¢ok
calisilan biyolojik anormalligidir. Malign melanom (MM), aktive edilmis veya genetik olarak
degistirilmis epidermal melanositlerden kaynaklanan bir tiimordiir. Melanositlerin kotii huylu

doniisiimii, genetik ve cevresel faktorler arasindaki karmasik etkilesimlerin sonucudur (57,58).

2.8.2. MELANIN YAPISI

Genel olarak melanin olarak adlandirilan yapi, aslinda melanositler tarafindan
sentezlenen bir grup redoks biyopolimerik pigmenttir. Melanin; tirozinden sentezlenen, ytiksek
molekiiler kiitleli, son derece yogun ve ¢o6zlinmez bir kromofordur. Memeli melanini iki
pigmentten, émelanin ve feomelaninden olusur. Omelanin yiiksek oranda capraz bagh, koyu
kahverengiden siyaha, ¢6ziinmeyen azotlu bir pigmenttir. Ayrica émelanin 5,6-dihidroksiindol
(DHI) ve veya 5,6-dihidroksiindol-2-karboksilik asit (DHICA) birimlerinden olusur ve son derece
heterojen bir polimerdir. Melaninler ti¢ grupta siniflandirilirlar. Bunlar melanin, 6melanin ve

feomelanin olarak ayrilmaktadir (Sekil 2.5) (55).

e - N
o HO HO o o} HO COOH
o N HO TN HoT TSN on 077N hlll\/ NH,
indole-5,6-quinone DHI DHICA 1Q &
Melanin Eumelanin Pheomelanin
AN
A) Melanin B) Omelanin C) Feomelanin

Sekil 2.5. Melanin, Eumelanin ve Feomelanin’ in kimyasal gosterimleri [55]

Bu pigmentler esas olarak cilt pigmentasyonundan sorumludur. Feomelanin esas olarak
kukiirt iceren benzotiyazin ve benzotiyazol tlirevlerinden olusur. L-sistein, siilfiirtin baslica
kaynagidir. Feomelanin ise dopaquinone'un glutatyon veya sistein ile birleserek sisteinil - dopa
olusturdugu tirozinden tiiretilen sari-kirmizi alkali ¢ozlntr bir kromofordur. Hiicre iginde
bulunan sistein seviyeleri, 6melanogenezin mi yoksa feomelanogenezin mi uyarilacaginda rol

oynar. Feomelanin, tiiylerin ve saclarin renginden, 6zellikle de kumral veya 'kirmizi' tonlarindan
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sorumludur. Dogada meydana gelen melaninlerin ¢cogu 6melanin veya feomelanin olarak
siniflandirilmasina ragmen oldukg¢a karisik melaninlerdir. Karisik melaninler, cesitli oranlarda
pigmentlerde hem Omelanin hem de feomelanin icerir. Melanin memelilerde ve
kuslarda, melanozom adi verilen organellerde sentezlenir ve daha sonra bu melaninler,
melanozom transferi adi verilen islemle komsu keratinositlere aktarilir. Melanozomlarin
bozulmasi, keratinositler icinde bulunan lizozomal asit hidrolazin etkisiyle meydana gelir.
Bozulmus melanozomlar daha sonra strateum corneum'da atilir. Insanlarda cilt ve sag
pigmentasyonu, icerdikleri melaninlerin kimyasal yapisinin yani sira melanozomlarin boyutuna,
sayisina ve dagilimina baghdir. Koyu bireylerdeki melanozomlar, normal melanozomlardan daha
biiyliktiir ve gruplar halinde degil, tekli birimler halinde paketlenmistir. Daha blyiik
melanozomlar, keratinositlerde melanozom bozunmasini geciktirici bir etkiye sahiptir, bu
nedenle daha yiiksek cilt pigmentasyonuna katkida bulunur. Melanin pigmenti olan 6melanin ve
feomelaninin miktar;, DNA hasarina ve timor gelisimine duyarliligin belirlenmesinde de
onemlidir. Yapilan epidemiyolojik arastirmalar, acik tenli bireylerin, koyu tenli bireylere goére
UVR kaynakli hasara ve tiimoér olusumuna daha yatkin oldugunu gostermektedir. Melanin ayni
zamanda, serbest radikal temizleyici ve gii¢lii bir antioksidandir. Anormal melanin kaybi ve
depigmentasyon insanlarda ciddi bir yliz estetigi ve dermatolojik problem olabilir. Bunun aksine,
bu pigmentlerin artmis melanin sentezi ve birikimi, acanthosis nigricans, servikal poikiloderma,
melazma, periorbital hiperpigmentasyon, lentiginler, parkinson hastaligi ve cilt kanseri riski dahil

olmak tizere birgok cilt rahatsizlig1 tipinde ortaya ¢ikar (55,58,59).
2.9. MELANOZOMLAR VE MELANOGENEZ

Sag, cilt ve goz renginin birincil belirleyicisi olan ve 6nemli bir insan fenotipik 6zelligini
tanimlamanin yani sira melaninler; UV 15181 absorbsiyonu ve sacilmasi, serbest radikal temizleme,
birlesik oksidasyon-azaltma reaksiyonlar1 ve iyon depolama gibi viicut i¢in yararh olan birgok
ozellige sahiptir. Melanositler, enflamatuvar immiin, endokrin ve merkezi sinir sistemleri ile

etkilesime girer ve aktivitesi UV radyasyon ve ilaglar gibi dis faktorlerle diizenlenir (60,61).

Deri pigmentasyonu temelde keratinositlerde melanin granillerinin birikmesinden
kaynaklanir. Melanin sentezi (melanogenez), melanositlerde melanozomlarin olusumu ile bagslar.
Temelde iki ana melanin pigment tiirti sentezlenir, bunlar; feomelanin ve émelanindir ve bunlarin
kombinasyonu cilt rengine yol acar. insan cilt ve saclarinda gériilebilen bir¢ok renk varyasyonu
gdz oOniine alinirsa, karisik melaninlerin bilesiminin bircok farkli sekilde diizenlenmesi
beklenebilir. Ek olarak sadece iiretilen melanin miktar1 6nemli degil, ayn1 zamanda dokudaki
nihai dagilimi da goriiniir rengi ciddi bir sekilde etkilemektedir. Melaninin dokudaki dagilimi

pigmentin UV 1sinlarina karsi koruma gibi islevlerini 6nemli derecede etkilemektedir (62,63).
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Bununla birlikte, deride melanin yogunlugun degismesi, 6zellikle melazma, ¢iller veya
lentijinler gibi hiperpigmenter durumlarda énemli estetik sorunlara neden olabilir. Ancak vitiligo
gibi depigmente edici kosullar da hastalarin yasam kalitesi lizerinde 6nemli derecede olumsuz
etkiye sahiptir. Melanosit, bazal tabaka hiicreleri arasinda bulunur ve dendritik siirecler yoluyla

epidermal melanin biriminde yaklasik 30-40 keratinosit ile iletisim kurar (64) (Sekil 2.6).

Melanosit, melaninleri UV radyasyonundan korumak icin Keratinositlere tasinan
melanozomlardan sentezler. Deride melanin liretimi ve dagitimindan sorumlu olan epidermal
birimler bulunur, bu siire¢ melanogenez olarak adlandirilir. Bu birimler, kapali bir parakrin
sistemle diizenlenen ve keratinositlerle cevrili bir melanositten olusur. Farkli asamalari olan

melanogenez, karmasik bir stiiregtir (65).

Epidermis:

Stratum corneum

Stratum granulosum

Epidermal melanin

Stratum spinosum

KERATINOSITLER

Stratum germinativum
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Sekil 2.6. Epidermis ve yapisinda bulunan melanosit ve melaninlerin konumu [64]

2.9.1. MELANOZOMLAR

Dokulara renk ve 151k korumasi saglayan pigment grantilleri olan melanozomlar, melanin
pigmentlerinin sentezi, depolanmasi ve tasinmasi i¢in hiicresel bdélgedir. Melanosit
sitoplazmasinda, melanin melanozomlarinin sentezinden ve depolanmasindan sorumlu olan zara
bagl hiicre organelleri vardir. Melanozomlar pigment hiicrelerini melanogenez sirasinda olusan
yliksek reaktif kinon bilesiklerine karsi korurlar. Memeli deri melanositlerinde, gozdeki koroidal
melanositlerde ve retina pigment epitel (RPE) hiicrelerinde ve alt omurgalilarda melanoforlarda

sentezlenirler (66).

Melanozomlar icindeki sekestrasyon, sitozol ve diger membrandz organellerin

bilesenlerini, melanin sentezi sirasinda oksidatif saldiridan korur ve depolama (géz pigment
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hiicrelerinde) veya hiicre transferi (epidermal melanositlerden deri ve sactaki keratinositlere)

icin melaninleri yogunlastirir (67).

Melanozomlar, matris iskeletinin olusumunu belirleyen i¢ proteinlerinde biriktikten
sonra premelanozomlara doniisen endozomal vezikiillerden olusur. Melanogenez enzimleri daha
sonra premelanozomlara (olgun melanozomlara) doniisiir. Olgun melanozomlar, periniikleer
bolgeden melanositlerin dendritik bolgelerine ve daha sonra foto-korumay: ve cilt rengini
belirledikleri cevreleyen Keratinositlere tasinir. Omelanin (6melanozomlar) sentezleyen
melanozomlar eliptik bir sekle, bir fibril (ipliksi) matrise sahiptir ve matris liflerinde birikir.
Feomelanin sentezleyen melanozomlar ise (feomelanozomlar) kiiresel sekildedir. Hem
omelanozomlar hem de feomelanozomlar bir melanositte bulunabilir. Ayrica insanlarda cilt ve
sa¢ pigmentasyonu, icerdikleri melaninlerin kimyasal yapisinin yani sira melanozomlarin
boyutuna, sayisina ve dagilimina baghdir. Koyu bireylerdeki melanozomlar, normal
emsallerinden daha biyiiktiir. Daha biiylilk melanozomlar, keratinositlerde melanozom
bozunmasini geciktirici bir etkiye sahiptir, bu nedenle cilt pigmentasyonunun korunmasina
onemli katki saglar. Acik tenli insanlarda, melanozomlarin lizozomal enzimler tarafindan
tamamen parc¢alanmasi sonucu epidermisin ist katmanlarinin keratinositlerinde s6zde melanin
kalintilar1 olusur. Bunun 1s1k korumasi tizerinde olumsuz bir etkisi vardir ve karsinogenez riskini

artirabilir. (55,68).
2.9.2. MELANOZOM OLUSUMU

Melanozomlarin biyogenezi, birden fazla asamada gergeklesen bir siirectir.
Melanozomlar, endoplazmik retikulumda tirozinaz sentezini igerir, burada vezikiiller halinde
paketlenir ve golgi agina tasinir. Golgi'de, daha fazla ayiklama ve isleme gerceklestirilir ve
golgi'den melanin tomurcugunun olusumunda rol oynayan tirozinaz ve enzimleri iceren

vezikiiller yapilir. Melanozomlar gelisiminde dért morfolojik asamadan gecer (68,69).

Melanozomlar birinci asamada, melanogenezde yer alan ana enzim olan tirozinaz (TYR)
aktivitesinden yoksun ve i¢ yapisal bilesenleri olmayan kiiresel vakuollerdir. Golgi yakinindaki
periniikleer bolgede toplanan yeni olusan melanozomlar melanogenez icin gerekli tiim enzimatik
ve yapisal proteinleri igerir. Ayrica énemli bir melanozomal yapisal protein olan Pmel17'nin
mevcudiyeti ve dogru islenmesi birinci asamadaki melanozomlarinin ikinci asama olan uzun
fibriller organele doniismesinde rol oynar. Bununla birlikte, golgi vezikiillerinde TYR,
saptanabilir ve ikinci asamada melanomilere aktarilir. Ikinci asamadaki melanozomlar
yapilandirilmis fibril matrisine sahiptir ve tirozinaz mevcuttur. Ancak pigment sentezi yoktur.
Melanin liretimi iiciincii asamada pigmentin protein fibrilleri iizerinde biriktigi zaman gerc¢eklesir
ve pigment sentezi baslar ve melanin ic fibriller iizerinde homojen olarak biriktirilir. Son olarak

dordiincii asamada pigment tiim melanozomu doldurur ve bu melanozomlar eliptik veya
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elipsoidaldir, minimum TYR aktivitesine sahiptir. Melanize olan melanozomlarda tirozinaz
aktivitesi kaybolur ve hiicre iskelet sisteminin elemanlar: tarafindan cevreleyen keratinositlere
tasinir. Melanozomlar olgunlastikca, motor proteinler (kinesinler) tarafindan mikrotiibiiller
boyunca perintikleer alandan melanosit dendritlerinin ug¢larina tasinirlar. Melanozom yiizeyinde
bir GTPaz olan Rab27a, adaptor proteini melanofilini dahil eder ve bu da aktin motor proteini
miyozin-Va'yt melanozoma alir. Myosin-Va daha sonra melanozomlar1 dagitan melanosit
dendritlerinin ucundaki periferik aktin ag1 ile birlesir. Melanofilin yoluyla miyozin-Va ve
melanozom arasindaki bu dinamik etkilesim, melanozomlarin melanosit dendritlerinin
uclarindaki aktin filamentleri ile birlesmesini saglar. Derideki goriiniir pigmentasyon icin kritik
olan asama, bu melanozomlarin melanosit dendritlerinden c¢evreleyen Kkeratinositlere
aktarilmasidir Bu islem sirasinda herhangi bir sorun meydana gelirse, melanin keratinositlerde
birikmez ve cilt azalmis bir renge sahip olur. Cildin melanizasyon seviyesi yani ciltte goriiniir
pigmentasyon bir dizi kritik biyolojik stirecle ilgilidir (Sekil 2.7). Bu biyolojik siirecler asagidaki
gibidir:

(1) melanoblastlarin noral krestten cilde gogti,

(2) melanoblastlarin dermiste melanositlere farklilasmasi,

(3) melanositlerin dermisten epidermisin bazal tabakasina hareketi,

(4) melanositlerde melanozom {iretimi,

(5) melanositlerdeki melanozomlarin melanizasyonu,

(6) melanozomlarin melanosit dendritlerinin uglarina tasinmasi,

(7) melanozomlarin melanositlerden keratinositlere transferi,

(8) keratinositler icindeki melanozomlarin bozulmasi olarak tanimlanmaktadir (69).
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Sekil 2.7. Derinin melanizasyon seviyesindeki Kkritik biyolojik siirecler [69]

Bu islemlerin herhangi birindeki meydana gelen aksaklik, deride melanin
pigmentasyonunun artmasina veya azalmasina neden olabilir. Melanozomlar keratinositlere
aktarildiktan sonra, keratinositlerde tek baslarina veya bir zarla ¢evrili gruplar halinde lokalize
olurlar. Bu olay genetik kontrol altindadir. Keratinositler farklilastikca ve epidermiste stratum
spinosum ve stratum granulosum uzerinden stratum corneum'a dogru yukar1 dogru hareket
ettikce, melanozomlar1 onlarla birlikte tasir ve bu da melaninin epidermis boyunca
keratinositlerde mevcut olmasina neden olur. Bu stlirecte melanozomlar bozulmaya baslar. Bu
bozulmanin meydana gelme derecesi ciltteki melanin pigmentasyonunun seviyesini etkiler

(65,69,70).

2.10. MELANIN URETIMININ MOLEKULER MEKANIZMASI (MELANOGENEZ)

Melaninler, melanogenez adi verilen ¢cok asamali bir oksidasyon ve polimerizasyon
slirecinde melanozomlarda sentezlenir. Bu dontisiimleri katalize eden enzimler; tirozinaz (TYR),
tirozin hidroksilaz izoform I (THI) izoform I, tirozinaz ile ilgili protein 1 (TRP1) ve tirozinaz ile
ilgili protein 2 (TRP2), ve DOPAkrom tautomeraz (DCT) ‘dir. Tirozinaz, melanin sentezinde son
derece onemli olan ve hiz sinirlayici bir enzim olarak gorev yapan, diniikleer bakir iyonlari ile
cok islevli, bakir iceren bir metaloenzimdir. TYR genlerindeki mutasyonlar deri, sa¢ ve gozlerde
melanin iretiminin azalmas1 ile karakterize bir grup otozomal resesif bozukluk olan
okiilokiitan6z albinizme neden olur. Ek olarak, TYR deri kanserine bagli 6liimlerin goguna neden

olan koétii huylu bir melanosit tiimoérii olan melanom riski ile 6nemli 6l¢tide iligkilidir (59,71)
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Melanogenez, L-tirozinin, tirozinaz ile ilk olarak THI varhiginda 3,4-dihidroksi-L-
fenilalanine  oksitlendigi DOPAquinone'a doniisiimii ile baslar. L-tirozinin mikromolar
konsantrasyonlari durumunda, bu amino asidin oksidasyonunu katalize eden enzim THI iken,
daha yiiksek (milimolar) konsantrasyonlarda, L-tirozin TYR icin bir substrattir. L-tirozinin
DOPAquinone'a donlisiimii, eumelanin ve feomelanin sentezinde yaygin bir adimdir. L-tirozin
tiyol bilesikleri olan sistein veya glutatyon yoklugunda, yiiksek derecede reaktif DOPAkinona
siklizasyona ugrar ve daha sonra baska bir DOPAkinon molekiilii tarafindan turuncu-kirmizi
DOPAchrome'a oksitlenir. DOPAchrom, enzimatik olmayan dekarboksilasyonla ve DOPAchrom
tautomerase (DCT, TRP2) veya metal katyonlar (Cu2 +, Zn2 +, Fe2 +, Co2 +, Ni2 +) varliginda 5,6-
dihidroksiindole (DHI) doniistiiriiliir. 5,6-asit dihidroksiindol-2-karboksilik aside (DHICA)
tautomerize edilebilir, bu nedenle o6melanin igindeki DHICA / DHI orani DOPAchrom
tautomerazin aktivitesine veya metal katyonlarin varligina baghdir. TYR'nin etkisi altindaki DHI,
indol-5,6-kinona oksitlenir ve TYR veya TRP1'in etkisi altindaki DHICA, indol-5,6-kinon-2-
karboksilik aside oksitlenir. Elde edilen indol ve kinon monomerlerinin polimerizasyonu,
omelanin olusumuna yol acar. Omelanin yapisini olusturan alt birimler ayrica 3,4-dihidroksi-L-
fenilalanin (L-DOPA) ve L-tirozin icerebilir, ancak bu monomerlerin oram duisiiktiir. Tiyol
bilesiklerinin varliginda ise, DOPAquinone'a baglanirlar ve biyosentetik yolu feomelanine dogru
yonlendirirler. Molekiil ici siklizasyon, tiyol bilesiklerinin eklenmesinden sonra daha yavas
gerceklesir. Melanozom i¢indeki sistein konsantrasyonu 0.13 pM'nin tizerinde oldugunda, sisteini
DOPAkinona baglandig1 ve daha sonra baska bir DOPAkinon molekiilii ile reaksiyon sirasinda
oksitlenen sisteinil DOPA izomerlerinin olustugu gosterilmistir. Elde edilen sisteinil-
dopakinonlar molekiil ici dehidrasyona ve orto-kinonoiminlere siklizasyona ugrar. Kismi
dekarboksilasyonun bir sonucu olarak orto-kinonoiminler benzotiyazin tiirevlerini olusturur: BT
ve BTCA, daha sonra ODHBT ve BZ'ye donistiriilebilir. Ortaya c¢ikan ara maddelerin
polimerizasyonunun bir sonucu olarak, feomelanin olusur. Feomelanogenez siirecinde, glutatyon
(GSH) ayrica DOPAkinona baglanabilir ve daha sonra sisteinil DOPA'ya hidrolize edilen glutatyon
DOPA olusur (Sekil 2.8) (72).
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Sekil 2.8. Melanozom i¢inde meydana gelen ve 6melanin veya feomelanin iiretimine yol agan

melanogenez yolunu gosteren sema [72]

TYR ayrica, dopaminin oksidasyonunun dopaquinonlar irettigi néromelanin iiretim
slirecini de katalize etmektedir. Bununla birlikte, asir1 dopaquinon tiretimi néronal hasara ve
hiicre dliimiine neden olur. Bu da, tirozinazin insan beyninde néromelanin olusumunda 6nemli
bir rol oynayabilecegini ve parkinson hastaligi ve huntington hastaligi ile iliskili
norodejenerasyondan sorumlu olabilecegini diisiindiirmektedir. Melanogenez iirtnlerinin
anormal birikimi kansere (melanom), yaslilik lekelerine, cillere ve diger dermatolojik sorunlara
neden olabilir. Cilt pigmenti ajanlar1 olarak melanogenez uyaricilari vitiligo olusumunda ¢ok
onemlidir. Bu nedenle, ilaca benzer o6zelliklere sahip yeni melanogenez aktivatorlerinin

gelistirilmesine ¢ok ihtiya¢ vardir (55,73).
2.11.miRNA

Metazonlarda ve bitkilerde gen ekspresyonunun post-transkripsiyonel diizenleyicileri
olan miRNA’ lar ortalama 18-25 niikleotid uzunlugundaki RNA'lardan olusan genis bir aileden
olusur. Bitkilerden hayvanlara kadar degisen organizmalarin genomlar1 iginde
kodlanirlar. Translasyonel seviyede memeli genomundaki protein kodlayan genlerin %60'indan
fazlasinin ekspresyonunu diizenledikleri ve ¢oklu hastaliklar dahil cogu biyolojik siirecte temel

roller oynadiklari tahmin edilmektedir (74-76).

Gen ekspresyonunun transkripsiyon sonrasi diizenleyicileri olan miRNA'lar, ayn1 anda
birden fazla transkripti hedefleyerek, proliferasyon ve hiicre dongiisii ilerlemesi, farklilasma,
immiin yanit ve apoptoz gibi ana hiicresel siireclerden sorumlu protein kodlayan genlerin

yarisindan fazlasinin ekspresyonunu kontrol eder (77).
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miRNA'lar c¢ogunlukla kodlayici genlerin intronlarinda bulunur ve genellikle konakel
genleriyle birlikte ifade edilir. Ayrica hedef mRNA'ya baglanan miRNA'nin mRNA bozunma
faktorlerini tetikledigini ve sonu¢ olarak mRNA’nin ifade seviyelerinde diisiise yol actigi

bilinmektedir (78).

miRNA'lar, tamamlayic1 baz eslestirmesi yoluyla mRNA'lar1 hedefler. Genel olarak
mRNA’lardaki 3’untranslated regions (3’'UTR) bolgeye ve kismen 5’untranslated regions (5’'UTR)
bolgeye baglanarak transkripsiyon ve translasyon sonrasi gen ekspresyonunun
diizenlenmesinde rol oynarlar (79). miRNA baglanma bolgeleri, 5 "UTR ve kodlama sekansi dahil
olmak tizere diger mRNA bolgelerinde ve ayrica promoter bdlgelerinde tespit
edilmistir. MiRNA'larin 5 ' UTR'ye ve kodlama bolgelerine baglanmasi, gen ekspresyonu tizerinde
susturucu etkilere sahipken promoter bolge ile miRNA etkilesiminin transkripsiyonu indiikledigi
bildirilmistir. Hem niikleer hem de sitoplazmik adimlar1 gerektiren miRNA'larin biyogenezi uzun

bir stirec¢ yoluyla gerceklesmektedir. (80,81)
2.12. miRNA BIYOGENEZI

Tek bir miRNA, ylizlerce mRNA'y1 hedefleyebilir ve genellikle fonksiyonel bir etkilesim
yolunda yer alan bir¢ok genin ifadesini etkileyebilir (82). Kardiyovaskiiler, kanser ve metabolik
hastaliklar dahil sayisiz fizyolojik siire¢ ve patolojinin sonucu, biiyiik 6lciide miRNA'lara dayanir

(83).

miRNA iki farkli mekanizmadan birinde mRNA'y1 inhibe edebilir. Hedef mRNA'nin
boliinmesi ve degradasyonu yoluyla veya protein gevirisini baskilayarak inhibe eder. miRNA
biyojenezi, RNA polimeraz II / III transkriptlerinin transkripsiyonel olarak islenmesi ile
baslar. Tanimlanmis tiim miRNA'larin yaklasik yarisi introniktir, geri kalani egzoniktir ve kendi
promotorleri tarafindan diizenlenirler. MiRNA'nin biyogenezi, kanonik ve kanonik olmayan

yollar olarak siniflandirilmistir (80,84).
2.12.1 Kanonik miRNA Yolag:

Kanonik yolakta, miRNA'lar islevsel bir miRNA kompleksine doniismeden 6nce birkag
isleme asamasindan ge¢melidir. Baslangicta miRNA'lar, cap baslikli ve poliadenile edilmis birincil
miRNA'lar (pri-miRNA'lar) olarak RNA polimeraz II (Pol II) tarafindan kopyalanir (85,86).
Cekirdekte, pri-miRNA'lar bir sa¢ tokasi (hair pin) yapisi olusturur. RNA baglayici protein (RBP)
ve DiGeorge sendromu kromozom bélgesi 8 (DGCR8) daha sonra pri-miRNA'y1 firketenin
govdesindeki karakteristik bir 3' hidroksil grubu (OH), 2 niikleotid (nt) ve bir 5'fosfat (P)
yapisindan tanir ve niikleer RNase Il enzimiile DROSHA'y1 ona dogru yonlendirir. RBP ve DGCR8
ile kompleks halinde olan RNase IIl enzimi DROSHA tarafindan 6ncii miRNA (pre-miRNA) olarak
adlandirilan bir ~70- niikleotidlik (nt) firkete molekdili tretir (86,87,88). Pre-miRNA RAS ile
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iligkili niikleer protein-guanozin-5'-trifosfat-ase (Ran-GTPaz) bagimli bir sekilde Exportin-5
(XPO-5) tarafindan ¢ekirdekten sitoplazmaya aktarilir. Sitoplazmaya translokasyondan sonra
pre-miRNA, trans-aktivasyona duyarli RNA baglayici proteine (TRBP) baglanan RNase III enzimi
DICER tarafindan islenir. Bu protein kompleksinde, TRBP pre-miRNA'y1 baglar ve DICER firkete
ilmegini keserek 3-ucunda tipik 2 nt c¢ikinti ile yaklasik 21-23 nt'lik bir miRNA dubleksiyle
sonuclanir. Bu dubleks RNA molekiiliiniin bir ipligi, argonaute iceren ve miRNA tabanh
susturmanin ylriitiilmesinde énemli bir rol oynayan RISC adi verilen daha biiytlik bir protein
kompleksine dahil edilir ve miRNA'nin su andaki islevi, susturma kompleksini hedef mRNA'daki
tamamlayic1 dizilere yonlendirmektir. MiRNA ytkli RISC (miRISC), hedef mRNA'larin 3’'UTR
icindeki ters tamamlayici sekanslara baglanir. Tiim ago'lar, triniikleotid tekrar iceren gen 6A -

6C (TNRC6A - TNRC6C) ve karbon katabolit baskilayici 4 negatif gibi faktorleri toplayarak hedef
mRNA'larini susturur (Sekil 2.9) (76,87,88).
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Sekil 2.9. miRNA biyogenezinin klasik yolunun sematik gdsterimi [9]

26



SONER ASIR, Yiiksek Lisans, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2021

2.12.2 Kanonik olmayan miRNA Yolagi

Son zamanlarda klasik biyogenez yolundan farkl olarak ve kanonik olmayan miRNA
olarak adlandirilan farkl bir biyogenez yolu tarafindan iiretilen bazi miRNA'lar tanimlanmistir.
Baz1 kanonik olmayan pri-miRNA'lar kodlayici genlerin intronlarinda kodlanir ve mirtronlar
olarak adlandirlir. Ilk mirtronlar  Drosophila'da tanimlanmistir. Tanimlanan bu mirtron
yolaginin daha sonra omurgalilarda korundugu acgiklanmistir. DROSHA etkinliginden bagimsiz
olan mirton biyogenezi pre-miRNA’larin firkete olusturma yetenegine sahip kisa intronlarin
¢ikarilmasina dayanir ve hem ekleme hemde parcalama-cikarma aktivitesine sahiptir. Kanonik
miRNA'lar gibi mirtron'dan tiiretilmis pre-miRNA'lar XPO-5 tarafindan baglanir. Bu noktada,
mirtronlar tipik miRNA isleme yolunu izler ve exportin-5 tarafindan sitoplazmaya tasinir, DICER
tarafindan boliinlir ve olgun iplikler ago proteinlerine ytklenir. Yakin zamanda DROSHA'ya
bagimli ancak DICER'den bagimsiz yeni bir kanonik olmayan yol ortaya bulunmustur. Bu yol,
ago2'ye ve 0Ozellikle miRNA 6ncesi bélinme olay1 icin gerekli olan benzersiz endoniikleaz
aktivitesine dayanir. Bu zamana kadar, sadece tek bir miRNA olan miR-451'in bu mekanizmay1
kullandig1 gosterilmistir, ancak ago2'ye bagl yolun arastirilmasi gerekmektedir. Sag tokasi yapisi
DICER tarafindan boéliinemeyecek kadar kisa olan pre-miR-451, miRNA olgunlasmasi icin ago2
nin parcalama aktivitesini gerektirir. Govde-halka yapisinin uzunlugu, gévdede kusurlu baz
eslesmesi ve distal govdede diisiik GC icerigi, pre-miR-451'in ago2 aracili islenmesini ve ardindan
RISC yiiklemesini belirler. Ayrica bazi kiiciik niikleolar RNA'larin (snoRNA'lar) kanonik olmayan
miRNA'lar i¢in bir kaynak olduguna dair artan kamtlar vardur. Ilging bir sekilde, DICER ve DGCR8
gibi kanonik miRNA biyogenez yolunun bilesenleri snoRNA'dan tiretilmis miRNA'larin
islenmesinde ve snoRNA'larin stabilitesinde rol oynar. Diger proteinlerle birlikte DGCRS,
islendikten sonra snoRNA'lar1 indirgeyebilir ve bdylece snoRNA'dan tiiretilmis miRNA'larin
islenmesini etkiler. Kanonik miRNA'lar gibi, snoRNA'dan tiiretilen miRNA'lar yaklasik 21 nt
uzunlugundadir, agol ago4'e baglanir ve miRNA benzeri bir sekilde hedef mRNA'lar1 bastirir

(85,87,89).
2.13 DERI HASTALIKLARINDA miRNA

Deri, insan viicudunun en biiyiikk ve énemli birincil savunma yapisidir Insan derisi,
epidermis ve dermis lizere iki farkli doku katmanindan olusur. Bu katmanlarin her ikisi de
bariyer olarak gorev yapan ve farkl hiicrelerden topluluklarindan meydana gelmektedir. Deri,
viicudu bir siirt ¢evresel darbelerden koruyan birincil bariyeri temsil eder. Cilt patojen istilasina
ve asir1 su kaybina karsi korur, duyu saglar, D vitamini iiretimini kolaylastirir, yaliim saglar ve
viicut 1sisin1 diizenler. Cilt ¢esitli cevresel tehlikelere maruz kalir. Cildin en distaki katmanin her

dakika yaklasik 30.000 hiicresinin 6ldigi bilinmektedir (50,90).
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Derinin siirekli olarak olumsuz etkilenmesi, cildin yaslanmasi ve basarisizligi
belirginlesir, bu da esas olarak derinin bozulmasina neden olur ve beraberinde 6nemli
hastaliklarin gelismesine neden olur. Bu hastaliklarin altinda yatan temel nedenler belirsizligini
korumaya devam ediyor. Hastaligin patogenezi ve molekiiler mekanizmasi hastalifa umut verici
tedaviler gelistirmek icin arastirilmaya devam ediyor. Cesitli doku ve hiicreler dahil olmak tizere,
¢ogu biyolojik siirecin diizenlenmesinde rol oynayan hem translasyonu bastirmak hem de hedef
mRNA'nin islevini bozarak gen ekspresyonunu asagi regiile eden ve endojen olarak eksprese

edilen kiiciik (19-25 niikleotid) kodlamayan RNA molekiilleri bunlardan biridir (91).

miRNA'lar hastaliklara katkida bulunan genlerin ve biyobelirteclerin kritik
diizenleyicileri olarak kabul edilmektedir. Dogal olarak olusan miRNA'lar hiicre farklilasmasi,
proliferasyonu ve hayatta kalmasinin temel diizenleyicileri olarak gorev alirken , anormal ve
degistirilmis miRNA ekspresyonu; sedef hastaligi, sizofreni, Alzheimer,
Parkinson, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser gibi cesitli patolojik ve bagisiklik ile
ilgili bozukluklarla iliskilendirilmistir (Sekil 2.10). Son yillarda, miRNA'larin dahil edildigi
hastaliklarin sayisi 6nemli oranda artmistir. Bu nedenle, hasta bireylerin serum, tiikiiriik, plazma
veya idrar gibi viicut sivilarinda miRNA'lara rastlanilir. Hiicre dis1 sivisi olan serumda miRNA
seviyeleri daha belirgindir ve esas olarak tiimorlerde ve gesitli insan hastaliklarinda biyobelirtec

haline gelmislerdir (49.85).

Sedef
hastaligi

maling
melanom
Vitiligo Cilt hastaliklarinda
mikroRNA'lar

Biill6z hastalik Dermatomiyozit
Toksik epidermal
nekroliz Skleroderma

Sekil 2.10. Deri hastaliklarinda miRNA [49]

Bu hastaliklardan birisi de diinyada insanlarin yaklasik olarak % 05-1 inin etkilendigi,

ciltte beyaz yamalarin meydana geldigi ve bireylerin hem fiziksel hem de psikolojik olarak
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olumsuz etkilendigi vitiligodur. miRNA ve vitiligo hastalig1 arasindaki iliskiyi agiklamak i¢in bazi
calismalar yapilmistir ve yapilmaya devam edilmektedir. Vitiligoya sahip farelerin serumlarindan
yapilan bir arastirmada: NSV'li 10 hasta ve 20 saglikli kontroliin serum miRNA ekspresyon
profilleri karsilastirilmistir ve calisma sonucunda 12 miRNA ifadesinin 3 katindan fazla kat
degisimine sahip oldugu farkl ifade edilmis miRNA'lar oldugu tespit edilmistir. Bagka bir
calismada saglikli bireylerdeki miRNA'lara kiyasla segmental olmayan vitiligolu (NSV) hastalarin
lezyon alanlarinda farkh sekilde eksprese edilen 13 miRNA oldugunu bulunmustur. Bunlar
arasinda, NSV hastalarinin deri lezyonlarinda miRNA-1, miRNA-133b ve miRNA-135a dahil
olmak tizere 9 miRNA ekspresyon seviyeleri 6nemli 6lciide artarken, miRNA-211 ekspresyon
seviyesi azaldig1 bildirilmistir. Hasta ve kontrol bireylerinin kan 6rneklerinden yapilan miRNA
mikrodizi analizi sonuclar1 NSV hastalarinin (periferik kan mononiikleer hiicrelerinde)
PBMC'lerinde dort miRNA'nin énemli bir sekilde farkli ekspresyon gosterdigini ve miRNA-224-
3p, miRNA-2682-3p ve miRNA-4712-3p ekspresyonunun yukari dogru diizenlendigini ve miRNA-
3940-5p ekspresyonunun 6énemli 6l¢iide asag1 diizenlendigi gosterilmistir. Bu calismalarin yani
sira bir cilt hastalig1 olan vitiligonun patojenitesinde rol oynadig1 diistiniilen ve arastirilmaya
devam edilen bazi 6nemli miRNA’lar vardir. Bunlar; miRNA-155-5p, miRNA-211-5p,
miRNA-25-5p, miRNA-423-5p, miRNA-202-3p, miRNA-3940-5p, miRNA-9-5p dir. Bildirilen
miRNA'larin farklh ifadesi, vitiligo patogenezini anlamamiz i¢in bir firsat saglar. Teknolojideki
yenilikler ve miRNA alanindaki arastirmalar toplu olarak miRNA'larin cilt hiicrelerinin
isleyisindeki, en onemlisi ciltle ilgili hastaliklardaki roliinii gostermektedir. miRNA hiicre
¢ogalmasi, gen ekspresyonundaki degisikliklere bagh go¢, bagisiklik yaniti veya tiimoér
olusumu gibi farkli aktivitelerini etkiler. Deri bozukluklarinin molekiiler patogenezine iliskin
bazi yeni sonuglar, mikroRNA'larin hiicre hasari ve hiicreler arasi iletisimde de rol oynadigi fikrini
desteklemektedir. Bu nedenle hastalik patogenezinin, tanisinin ve tedavisinin aciklanmasinda
anahtar rol oynayan miRNA’larin tanimlanmasi, hastaliklardaki rolleri ve hedef genleri nasil

diizenlediklerinin aydinlatilmasi bir¢ok hastalik i¢in hayati 6neme sahiptir (92).

Son yillarda, miRNA'larin arastirildigi hastaliklarin sayis1 6nemli oranda artmistir. Cesitli
cilt bozuklugu ve cilt hastaliklar1 olan bireylerin; serum, tiikiiriik, plazma veya idrar gibi
viicudun hiicre dis1 sivilarinda miRNA’larin bulundugu bilinmektedir. Biz ¢calismamizda, vitiligo
patogenezinin potansiyel diizenleyicileri olan miRNA’larin biyogenezinde gorev alan genlerin
ekspresyon diizeyleri ile bu genlerdeki polimorfizmlerin arasindaki iliskiyi arastirmay planladik.
Ayrica bu ¢alismaile elde ettigimiz sonuglarimizin; vitiligo etiyopatogenezinin aydinlatilmasinda,

literatiire ve yapilacak olan diger ¢alismalara katkida bulunacag diisiincesindeyiz.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Calisma Grubunun Olusturulmasi

Vitiligo hastaliginda DICER, DROSHA ve DGCR8 Gen Polimorfizmlerinin rs1057035,
rs1640299, rs1640299 ve Ekspresyon Diizeylerinin Arastirilmasi isimli ¢alismamiz Mersin
Universitesi Rektorliigii Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan degerlendirilmis ve
04/09/2019 tarihli ve 2019/380 sayili kurul karari ile uygun bulunmustur. Calismamizda
kullanilan materyaller, daha 6nce BAP tarafindan desteklenen (2015-TP3-1204 nolu proje) ve
etik kurul onay1 aliman (09.07.2015 tarih ve 2015/234 sayil karar) kan orneklerinden
planlanmistir. Mersin Universitesi, Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Dermatoloji
Polikliniginde vitiligo tanis1 almis toplam 55 goniilli hasta c¢alismanin hasta grubunu
olusturmaktadir. Kontrol grubunu ise herhangi bir dermatolojik hastaligi olmayan toplam 56
goniillii birey olusturmaktadir. Hem kontrol hem de hasta grubuna ait bireylere arastirmay1 kabul

ettigine dair bilgilendirilmis onam formu imzalatilmistir.

Calisma i¢in; -80°C’de bekleyen kan orneklerinin ¢éziilmesi saglanmis, tiim laboratuvar
analizleri Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Molekiiler Genetik

Laboratuvari’'nda gerceklestirilmistir.

3.2. Kullanilan Araglar- Gerecler, Kimyasallar ve Sarf Malzemeler

3.2.1 Kullanilan Araglar- Gerecler

v Buzdolabi (Hotpoint Ariston, Korea)
Derin Dondurucu (Argelik 2031D, TR)
Santrifiij (Niive NF-400, TR)
Hassas Terazi (AC] 120-4M, Kern)
Vorteks (VELP Scientifica, Italy)
Real-Time PCR (ABI 7500, Applied Biosystems, USA)
PCR (Veriti, Applied Biosystems, USA)
Ettiv (Niive EN-500, TR)
Otoklav
Nanodrop
Mikrosantrifiij (Ntiive EN-500, TR)

AN N NN N N N VU N NN

Mikropipet Seti (Eppendorf)

3.2.2. Kullanilan Kimyasallar ve Sarf Malzemeler
v 5 X Hot Firepol® Probe QPCR Mix Plus (ROX) (08-14-00020, Solis Biodyne)
v 5x Reaksiyon tamponu RT-PCR
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\

LSRN N N N N N N R N VRN

AN N N NN Y N U N N U N N NN

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

Etanol (SNP010-10, SNP Biyoteknoloji, Tiirkiye)

izopropanol (19516, Sigma, ABD)

Kloroform:izoamilalkol (24:1) (19516, Sigma, ABD)

Microamp Real Time PCR Plate kaplama Filmi (4311971, Applied Biosystems, ABD)
Microamp Real Time PCR Plate tutucu (N8010560, Applied Biosystem, ABD)
Mikrosantrifiij tiipii (N8010560, Applied Biosystem, ABD)

PCR tiipti (14-222-262, Axygen, ABD)

Pipet ucu 0,5-10 pl'lik (14-222-262, Axygen, ABD)

Pipet ucu 1-200 pl'lik (14-222-262, Axygen, ABD)

Pipet ucu 1-1000 pl'lik (14-222-262, Axygen, ABD)

Polipropilen Real Time PCR Plate (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) (EP0442, Thermo Scientific, ABD)

Ribozol (EP0442, Thermo Scientific, ABD)

Steril Distile Su (Polifarma, Ttirkiye)

0,2 pmol (200 nmol) Primer HPLC Purified (60 bp) (Macrogen)

6-VIC 3 TAMRA Labelled Probe (Almanya)

Yakima Yellow Labelled Probe (Almanya)

PRIMER HPLC 0,2 UMOL (Metabion, Almanya)

Yakima Yellow-BHQ1 Modifiye Primer (Metabion, Almanya)

Yakima Yellow-BHQ1 3 Adet PDC Modifiye (Metabion, Almanya)

Fam-BHQ1 Modifiye Primer (Metabion, Almanya)

Fam-BHQ1 Modifiye Primer PDC Modifiye (Metabion, Almanya)

Sodyum Etilendiamintetraasetik asit (Na2ZEDTA) (Sigma E-5134)

2 x TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, ABD )
Tris-Hidroklorit (Thermo, ABD)

Proteinaz K (Thermo, ABD)
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3.2.3 RNA izolasyonu i¢in Kullamlan Kimyasallar

Ribozol.......500 pl
Kloroform ......200 pl
izoamilalkol ...... (24:1)

izopropanol ....... 500 pl

SR NEE NN

Etanol ...... %80

3.3. SNP Analizi
3.3.1 Periferik Kandan DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢cin HibriGen (MG-GDNA-01) genomik DNA izolasyon kiti kullanilmistur.
HibriGen genomik DNA izolasyon kiti, DNA izolasyonunu fenol/kloroform kullanilmadan silika-
jel membran teknolojisini ile basit ve hizli bir sekilde gerceklestirir. Homojenizasyon gerekmez,
dokunun lizisi direk olarak proteinaz-K tarafindan gerceklestirilir. Buffer sistemi DNA'nin segici
olarak slika-jel membranina baglanmasi seklinde optimize edilmistir. Basit bir santrifiij islemi ile
protein, divalent iyonlar ve ikincil metabolitler gibi kontaminantlar kolaylikla uzaklastirilir. Saf
DNA, su veya diisiik tuz ¢ozeltisi icinde ¢oziiliir ve kullanima hazirdir. Purifiye edilen DNA;
kontaminantlardan ve enzim inhibitorlerinden arinmis haldedir. A260/A280 degeri 1.7 ila 1.9
arasinda olup; dizileme, enzim kesimi, PCR, Southern Hibridizasyon vs. gibi uygulamalarda

kullanima uygundur.

3.3.2. DNA izolasyon ProtoKkolii

o Koagiile olmamis 200 pl total kan 1.5 ml lik santrifiij tiiptine koyulur. 600 pl LB Buffer
total kanin iizerine pipetaj yapilarak eklenir ve homojen hale getirilir.

e Sonra 10.000 rpm’de 3 dk santrifiij edilir. Stipernatant atilir. Kalan pellet beyaz yada hafif
pembe renkte olacaktir.

e Pelletin tizerine 200 pl DS Buffer eklenir. Pipetaj yapilarak pelletin parcalanmasi saglanir.
Homojen bir goriintii olusana kadar vortekslenir.

e Uzerine 20 pl Proteinaz-K ve 220 pl BB Buffer eklenir sonra 70° C de 15 dakika

inkiibasyona birakilir.
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e Inkiibasyondan alinan érneklere 200 ul énceden sogutulmus etanol eklenir. Vortekslenir.
Karisim filtreli tiipe alinir, 12.000 rpm’de 1 dk santrifiij edilir. Fitreden gecen ve altta
kalan s1v1 kisim dokiiliir.

e Filtrenin tistiine 500 pl Wash Soltisyonu (WB) eklenir. 12.000 rpm’de 1 dk santrifij edilir.
Filtrenin alt1 bosaltilir. (Bu islem iki defa uygulanir).

e Toplama tipl atilir. Kolon temiz toplama tiipiine alinir. Filtre herhangi bir reaktif
eklenmeden bos oolarak 12.000 rpm’de 1 dk santrifiij edilir.

o Filtre alt1atilir. Filtre yeni eppendorf’a yerlestirilir. Filtrenin {izerine 100 pl Elution Buffer
eklenir. 1 dk oda sicakliginda beklenir. 12.000 rpm’de 2 dk santrifiij edilir. Filtre atilir.
DNA eppendorf tiipiindedir.

3.4. Calisma Gruplarinin Polimorfizmler i¢in Genotip Tayini
3.4.1. Genotiplemesi Yapilacak SNP’lerin Secilmesi

Cilt hastalig1 olan vitiligoda 6nemli rollerinin oldugu diisiiniilen ve miRNA biyogenez
yolaginda yer alan (gen ekspresyonu iizerinde etkili olan 3'-UTR ve promotor bélgelerde yer
alan) DICER, DROSHA ve DGCR8 genlerine ait polimorfizmler (rs1057035, rs493760, rs1640299)
secilmistir (Tablo 3.1). Izole edilen DNA érneklerine uygun, Primer Express 3.0 (Applied
Biosystems) programi ile Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Enstitiisii'nde (NCBI; National Institute of
Biotechnology Information) bulunan referans insan genom dizilerinden yararlanilarak segilen
genlerin polimorfizmlerine 6zgii primer ve problar sentezlenmistir. Applied Biosystems (ABI)
Prism 7500 Real Time PCR cihaz iizerinde hasta ve kontrol grubuna ait DNA 6rneklerinin,

sentezlenen problarla isaretlenmesi ile genotipleme deneyi gerceklestirilmistir.

Tablo 3.1 Genotip Tayini Yapilan miRNA Olusum Yolagindaki SNP'ler

Gen Gen ID Kromozomal | SNP No Pozisyon Varyant
Lokasyon

DICER 23405 chrl4 rs1057035 3'-UTR T>C

DROSHA 29102 chr5 rs493760 3'-UTR T>C

DGCR8 54487 chr22 rs1640299 3'-UTR G>T
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3.4.2.Genotipleme icin Primer ve Problarin Sentezlenmesi

DICER, DROSHA ve DGCR8 gen polimorfizmlerine 6zgii referans genom dizileri asagida
belirtilmistir. Primer eslesme bolgesi sari ile, prob eslesme bolgesi yesil ile, niikleotid polimorfik

allelin yeri ise kirmizi ile isaretlenmistir (Sekil 3,1-3).

NG_016311.1
ACAGAAGGAAAAAGCTATTATAAAACGCAGCATAGTTAGGACTGCGGAAAGCATATTATAA
AAGAAATTTTAAAAAATTTACAAATGAAGGTTCATGTTAACTAACTTGCACACAATCATCATAAGGA
ATTTCTGCAGTTGCTTTTTCAAGACACGCCTCCCCAGTCCTTTACACACGIGCTCAGGGCACAACCACA
CCCCACTGGTAGGTTTTCCATATTACATTGGGTCTCACATTGCAATCACAGGAACACAGGGTGGCACA
CAGGGCTCTA

Sekil 3.1 DICER’e ait Real Time PCR ile cogaltilan rs1057035’in (T>C) yer aldig1 bolgenin dizisi

NG_051574.1

ACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACTAGAAAATCTGGTCATTAA
AATTACTTGTAAGCTTTACTTCCCTTGAGATCAGAAAGAGTAAGAAAGGGATCAAAGACAAATCCTA
GAAGATGAAATGACATTTTAAAATATCATCCCTTTCTTTACAAATTGAAIATAAGCTCTGAAGCATCT
AGACCAAGGCAAGCTGATCTCTTGTGGCTGTAAGCAACTTTAACATATACTTGACAGGACAGAGACAC

CAGCCTTTGATCTTGTAATCTCACTCATTACAGCATCAGTGAGTGCCAGTTATCAGGGCAAGGGCCAC

AGACATGTGGC
Sekil 3.2 DROSHA’ ya ait Real Time PCR yontemi ile ¢ogaltilan rs493760" in (T>C) yer aldig1

bolgenin dizisi

NG_022931.1

AACCATCAAGGTGGTCCCTCTCCAGTCTGGACACGATGCCAGCAAGGATGACGTCCTGCCACCTCCTGGAGTT
ACCCTGGCCTCCTAGGGTCCCTTTTTCTGATGAAGTCTTAATICCCTAAAAGCGCCTCTTTGGACACTGAGGC

CCTCTCTGCCTTTCCTGGCCTCCGGCAACAGTTTTTTACAAAGATTTTTTGCAGTCGAGTCCATATGTCCACC

CATTGATTTTTAAAGCTTTTGTGATATTTTAGCATTTTGAAAGACTTTCACAGTGAGAGTAGGAGGTAGATT
T

GGAATCATGCATTTTAGCAAGTGGACTTGTTGAAACAGGAAGCAAGGGAATTCAGTGT

Sekil 3.3 DGCR8'e ait Real Time PCR yontemi ile ¢ogaltilan rs1640299’un (G>T) yer aldig1 b6lgenin

dizisi
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Tablo 3.2 DICER rs1057035, DROSHA rs493760, DGCR8 rs1640299 polimorfizmleri i¢in dizayn

edilen primer ve prob dizileri

Gen

Gen bolgesi Niikleotit Degisimi SNP Referans No

DICER

3’ UTR T>C 1057035

Forward Primer

Reverse Primer

5’-TCTGCAGTTGCTTTTTCAAGACA-3’

5’GAGACCGAATGTAATATGGAAAACCT-3’

Prob C 5’-Yakima Yellow-CTTTACACACGCGCTCAGGGCA-BHQ-1-3’

Prob T 5’-FAM-CTTTACACACGTGCTCAGGGCAACC-BHQ-1-3’

Gen Gen bolgesi Niikleotit Degisimi SNP Referans No
DROSHA 3’ UTR T>C 493760

Forward Primer

Reverse Primer

5’-AAAGACAAATCCTAGAAGATGAAATGACA-3’

5’-AGATCAGCTTGCCTTGGTCTAGA-3’

Prob C 5’-Yakima Yellow-CTTTACACACGCGCTCAGGGCA-BHQ-1-3’

Prob T 5’-FAM-CTTTACACACGTGCTCAGGGCAACC-BHQ-1-3’

Gen Gen bolgesi Niikleotit Degisimi SNP Referans No
DGCR8 3’ UTR G>T 1640299

Forward Primer

Reverse Primer

5’-TGGCCTCCTAGGGTCCCTT-3’

5’AAGGCAGAGAGGGCCTCAGT-3’

Prob T

Prob G

5’Yakima Yellow-T(pdC)TTAATTC(pdC)CTAAAAG(pdC)GCCT-BHQ-1-3’

5’-FAM-TCTTAATGC(pdC)CTAAAAG(pdC)GCCT-BHQ-1-3"

“Metabion International AG, D-82152 Martinsried/Deutschland” tarafindan primer ve
prob oligoniikleotid dizileri sentezlendi. Problarin 5' ucuna FAM veya Yakima Yellow ile
isaretlenmis floresan 1s1ma yapabilen boya ve buna ek olarak 3 ucuna ise 1sitmanin gerceklestigi
dalga boyuna sahip ve 15181n yayilmasini engelleyen Black Hole Quencher™ (BHQ) adindaki
“quencher” (sogurucu) kovalent bag ile baglanmistir. Floresan boya ile isaretli oligoniikleotidin
erime sicakhigini (Ty) arttiran PdC hedefe 6zgiilliik saglamaktadir. Bu nedenle sitozin niikleotidi
yerine pdC (sitozin analogu olan C-5 propinil-deoksiribo Sitozin) ilave edilip prob dizayn edildi
(Tablo 3.2). Tm her bir pdC eklenmesiyle yaklasik 2,8 °C ylikselmektedir. VIC e alternatif olarak
kullanilan spesifik boya Yakima Yellow dur. Emisyon (549 nm) ve maksimum absorbsiyon (530,5
nm) ile Fluorescence Resonance Energy Tranfer; Floresan Rezonans Enerji Transferi teknolojisini
kullanan florofor 1s1ma algilayicilari ile uyumludur. En iyi sonucun Black Hole Quencher™ (BHQ)
ile elde edilecegi diistiniilmektedir. Prob dizilerinde alti ¢izili niikleotid polimorfik alleli

belirtmektedir.
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3.4.3. Real Time PCR ile Genotipleme Deneyi

Genotipleme deneyi Applied Biosystems (ABI) Prism 7500 Real Time PCR cihazi
kullanilarak gerceklestirildi. ilk olarak ¢alisilacak olan her bir allele ait reaksiyon karisim Tablo
3.3’ te belirtildigi gibi hazirlandi. Hazirlanan bu PCR reaksiyon karisimi 96 kuyucuklu saydam
polipropilen plate kuyucuklarinin her birine 20 pl olacak sekilde dagitildi. Her reaksiyon igin ilk
kuyucuk, hazirlanan karisimin kontamine olup olmadigini tespit etmek amaciyla, DNA icermeyen
negatif kontrol olarak kullanildi. Daha sonra negatif kontrol kuyucuk hari¢ her kuyucuga
genomik DNA 6rneginden 2 pl ilave edildi. Reaksiyon karisimi kuyucuklara dagitildiktan sonra
Real-time PCR film ile plate kuyucuklarinin tizeri kaplanmistir. Ardindan DNA 6rneklerinin dibe
¢okmesi amaci ile 1 dk santrifiij edilmigstir. Plate Real Time cihazina yerlestirildikten sonra her
gen icin belirlenen uygun reaksiyon sartlari ile deney tamamlanmistir (Tablo 3.4). 135 ile 150
dakika arasinda siiren deneylerin ardindan multicomponent grafikleri lizerinden genotip tayini

yapildL

Tablo 3.3. Genotipleme Deneyinde Kullanilan Real-Time Karisimi (Mix) I¢erigi

Reaksiyon Bileseni Miktar
dH»0 5pl
Master Mix 12,5 ul
Primer R 2,5 (primer cifti)
Primer F 900 nM
Prob FAM 0,6 prob
Prob VIC 200 nM
Her Tiip I¢in 20ul
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Tablo 3.4. Genotipleme deneyi i¢cin tasarlanan Real Time PCR kosullari

Sicaklik°C PCR Asamasi Dongii Sayisi
60 °C 1 dk PCR 6n okuma 1 Dongl
95°C 10 dk DNA  Polimeraz 1 Dongli
Aktivasyon
95°C 15 sn Denatiirasyon 50 Dongii
60-62°C 1-1,5 dk baglanma/uzama 50 Dongli
60°C 1 dk PCR sonrasi okuma 1 Dongl
3.4.4.Genotip Tayini

Genotipler, SDS 2.0.6 yazilimi logaritmik sekilde ger¢cek zamanl amplifikasyon egrilerinin

analizi yapilarak es zamanli PCR cihazi ile belirlenmeye calisildi. Polimorfik allelleri tasiyan ve

5" ucunda prob bagli olan DNA o6rneklerinin floresan 1sima miktarinin birim PCR termal

dongiistine gore, DNA c¢ift zincirli molekiiler yapiya sahip oldugundan, her bir déngii sonunda

DNA miktan iki katina ¢ikacagindan dolayr artis egrisinin yukar1 dogri bir pik vermesi

beklenmektedir. Ancak reaksiyon sonunda ortamdaki PCR bilesenleri tiikendiginden egri plato

evresine girer ve yatay seyreder.

Multicomponent Plot
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Sekil 3.4. DICER rs1057035 polimorfizmi C-T icin Genotipleme Deneyi Sonucunda Elde Edilen

Multicompenent Grafiginde Homozigot TT Genotipi
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Sekilde mavi renkli egri C allelini tasiyan DNA fragmanini, yesil renkli egri T allelini ve
kirmiz1 renkli yatay cizgi arka plandaki 1simay1 belirten ROX (6-Karboksi-X-Rhodamin) pasif
referans boyay1 temsil etmektedir. ROX analiz sirasinda floresan isimanin normalize edilebilmesi
icin gerekli referans 1simay1 yapar. Bu cizgi arka plandaki bazal diizeydeki floresan isimay1 temsil
etmektedir. ROX 1simasina bagh olarak da her deneysel kurulum kendine bir bazal seviye
belirlemis olmaktadir. T allelini tasiyan prob Yakima Yellowla ve C alleli ise FAM (5-
Karboksifloresin) ile isaretlenmistir. Sekil 3.4’te 1s1ma sadece mavi renkli ¢izgide ani FAM

probunda oldugundan genotip homozigot TT olarak degerlendirildi.

Multicomponent Plot
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Sekil 3.5. DICER rs1057035 polimorfizmi C-T icin Genotipleme Deneyi Sonucunda Elde Edilen
Multicompenent Grafiginde Heterozigot CT Genotipi

Sekilde mavi renkli egri C alelini tasiyan DNA fragmanini, yesil renkli egri T allelini ve
kirmiz1 renkli yatay cizgi arka plandaki 1simay1 belirten ROX (6-Karboksi-X-Rhodamin) pasif
referans boyay1 temsil etmektedir. ROX analiz sirasinda floresan isimanin normalize edilebilmesi
icin gerekli referans 1stmay1 yapar. Bu ¢izgi arka plandaki bazal diizeydeki floresan isimay1 temsil
etmektedir. ROX 1s1masina bagh olarak da her deneysel kurulum kendine bir bazal seviye
belirlemis olmaktadir. T allelini tasiyan prob Yakima Yellowla ve C alleli ise FAM (5-
Karboksifloresin) ile isaretlenmistir. Sekil 3.5’te 1s1ma hem yesil renkli ¢izgide VIC (Yakima
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Yellow) probunda hem de mavi renkli ¢izgide FAM probunda oldugundan genotip heterozigot CT

olarak degerlendirildi.

3.5 EKSPRESYON ANALIZi
3.5.1 Periferik Kandan RNA izolasyonu

3.5.1.1. RNA izolasyon Protokolii

e EDTA’l1 500 pL kan 6rnegi 1,5 mI'lik mikrosantrifiij tiipiine transfer edildi. Uzerine 500 pl
ribozol eklendi ve hemen vortekslenerek buz iginde 15 dakika inkiibe edildi.

e Daha sonra lizerine +4°C’de sogutulmus 200 pul kloroform izoamilalkol (24:1) eklendi ve
hemen vorteklendi.

e Sonra 14.000 rpm’de 10 dk santrifij edildi.

e Santrifiijden sonra érnek ii¢ faza ayrildi. Ustteki agik sivi fazda RNA, orta beyaz bulutumsu
fazda DNA, alttaki kirmizi fenol fazda protein olmak iizere ii¢ faz olustu.

o RNAigerikli iist acik siv1 faz, etiketli tiiplere transfer edildi.

e Sivifazin lizerine 500 pl hacimde izopropanol eklendi ve RNA’y1 coktiirmek icin 10 dakika
oda 1s1sinda inkiibe edildi.

e Tipler +4°C’de 10 dk 14.000 rpm’de santrifiij edildi.

e Siipernatant, pelletin altiist olmamasina dikkat edilerek pipetle atild1.

e Pelletiizerine 1 ml hacimde %80°lik soguk etanol ilave edilerek RNA yikanmasi sagland.
Daha sonra, tiipler +4°C’de 10 dk 14.000 rpm’de santrifiij edildi.

o Pipetle yine pellete dikkat edilerek slipernatant atildi ve kurumasi i¢in 10-15 dk inkiibe
edildi. Etanoliin kalmamasina dikkat edildi.

o RNA pelletinin ¢oziinmesi icin tizerine 50 pl steril distile su ilave edildi. 15 sn kadar

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

3.6 RNA Orneklerinin Spektrofotometrik Analizi ve cDNA sentezinde kullanilacak RNA

kalip miktarlarinin belirlenmesi

Nanodrop spektrofotometre cihazi (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) kullanilarak
RNA 6rneklerinin optik dansite 6l¢iimleri (saflik ve miktar tayini) yapildi. Orneklerin A260/A280
oranlarinin 1.7-2 arasinda olmasina dikkat edildi. cDNA sentezinde kalip olarak kullanilacak RNA
miktarlari, her bir 6rnek icin, toplam 50pl’'lik reaksiyon volumi iginde 2 pg/pl olacak sekilde
hesaplandi ve reaksiyon karisimina eklendi. Bu yontem ile, biitiin 6rnekler icin esit miktarlarda
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RNA’nin kullanilmasi ile cDNA sentezlenmesi ve drneklerdeki gen ekspresyon farkliliklarin kalip

RNA miktarlarindaki degiskenlikten kaynaklanmamasi saglandi.

3.7. Real-Time PCR ile Gen Ekspresyon Analizine Yonelik Primer ve Prob Dizayni

Ekspresyonlari analiz edilmek istenen DICER, DROSHA, DGCRS8 genleri ve endojen kontrol

olarak kullanilan ACTB (Beta Aktin) geninin RNA dizileri, Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Enstitiisii

(NCBI; National Institute of Biotechnology Information) veri tabanindan belirlendi. Ekspresyon

analizi icin, belirlenen bu genlerin primer ve prob dizileri Primer Express 3.0 (Applied

Biosystems) programi kullanilarak dizayn edildi (Tablo 3,5 te gdsterilmistir).

Tablo 3.5. Ekspresyon Analizinde Kullanilan DICER, DROSHA, DGCR8 ve BETA AKTIN (ACTB)

Genlerine Ait Primer-Prob Dizileri

Gen adi

ID No

miRNA Niikleotit Dizi
No

Primer prob dizileri

DICER

23405

NM_001195573.1

F-5’CCCGGCTGAGAGAACTTACG 3’

R-5'TGTAACTTCGACCAACACCTTTAAAT3’

PR-5'-FAM-CGGGAAGGT(pdC)AGAGT(pdC)A-ZNA4
BHQ-1-3'

DROSHA

29102

NM_013235.4

F-5'-GAACAGTTCAACCCCGATGTG-3’

R-5"-CTCAACTGTGCAGGGCGTATC-3’

PR-5'-FAM-TTA(pdC) TTTT(pdC)CGATTAT(pdC)GTC-
ZNA4-BHQ-1-3'

DGCR8

54487

NM_022720.6

F 5-TCTTTGAATGTGAGAACCCAAGTG-3’

R 5’-CCGTAAGTCACACCATCAATGG-3’

PR 5’-FAM-CCTTTTGGTGCCTCGGT-ZNA4-BHQ-1-3’

BETA AKTIN (ACTB)

60

NG_007992.1

F 5" AAACTGGAACGGTGAAGGTG-3’

R 5’AGAGAAGTGGGGTGGCTTTT-3’

PR 5’VIC-TCCCCCAAAGTTCACAATGT-TAMRA-3’
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3.8. Real Time PCR ile Ekspresyon Analizi

Hedeflenen cDNA ya da DNA dizisini ¢ogaltarak iiriin miktarini tayin etmek amaciyla gen
ekspresyon oOlciimiinde kullanilan bir yontem olan Real Time PCR yontemi, mRNA
ekspresyonunu 6lgmesinin yani sira, verimliligi ve dogrulugu nedeniyle de tercih edilen bir
yontemdir. Real-Time PCR ile gen ekspresyon calismasi; cDNA sentezlenmesi, PCR iiriinlerinin

saptanmasi ve veri analizi olmak iizere iic asamadan meydana gelmektedir.

3.8.1. cDNA Eldesi

Kontrol hasta gruplarindan elde edilen RNA 6rneklerinden cDNA sentezi i¢in gereken
karisim miktarlari ve kosullar1 Tablo 3.6’daki miktarlar baz alinarak hazirlandi. Uygun reaksiyon
tiiplinde cDNA karisimi (mix) hazirlandi. Hazirlanan bu karisimdan her bir 6rnek icin PCR tiipiine
28 pl cDNA mixi eklendi. Biitiin 6rnekler i¢in her bir tiipiin tizerine 5’er pl izole edilen total RNA
eklendi ve cDNA sentezlendi. Boylece 6rneklerdeki gen ekspresyon farkliliklarinin kalip RNA
miktarlarindaki degiskenlikten kaynaklanmamasi saglandi. Ardindan tiipler PCR cihazina
yerlestirildi ve 16°C’de 30 dk, 42°C’de 30 dk, 85°C’de 5 dk PCR kosullarinda total RNA’lar 6zgiil
olarak cDNA’ya doniistiiriildi. Elde edilen cDNA o6rnekleri ekspresyon analizi i¢in -20°C’de
saklandi. Ekspresyon analizi icin ise endojen kontrol olarak secilen ACTB (Beta Aktin),
ekspresyon diizeyleri belirlenecek ti¢ genden ve saglikli bireylerin RNA’larindan olusturulan

havuzdan (0 olarak adlandirilan kontrol RNA havuzu) cDNA’lar olusturuldu.

Tablo 3.6. cDNA Eldesi i¢cin Hazirlanan Karisim Miktarlari

Reaksiyon Bileseni Miktar (1x icin) Miktar (105 x icin)
dH20 12 pl 1260 pl
5x RT Buffer 4 ul 420 ul
dNTP 2mM 10 pl 1050 pl
Primer 2,5 ul 262,5 ul
Revers Transkriptaz 200 U / ul 0,1 ul 10,5 ul
RNaz inhibitér 40 U /ul 0,25 pl 26,25 ul
Toplam 28,85 ul 3029,25 pl
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3.8.2. PCR Uriinlerinin Saptanmasi

Bu adimda olusturulan c¢DNA driinlerinin gercek zamanl o6l¢iilmesi gerceklestirildi.
Tagman prob gen saptamasinda floresan saptama boyasi olarak kullanildi. Real Time plakasinin
(plate) 96 kuyucugunun her bir kuyucuguna Tablo 3.7'de belirtilen miktarlar baz alinarak
hazirlanan ekspresyon karisimindan 20 pl konuldu. Daha sonra kuyucuklara ekspresyon karisimi
tizerine 5 pl 6zgiil cDNA konuldu. Sonra plate lizeri film ile hava kabarcig1 kalmayacak sekilde
kaplanarak Real Time cihazinin 1s1 bloguna yerlestirildi. Baslama evresinde 50°C’de 2 dk, 95°C’de
10 dk ve déngli evresinde 50 dongii 95°C’de 15 sn, 60°C’de 90 sn olacak sekilde Real-Time PCR

analizi gergeklestirildi.

Tablo 3.7 Gen Ekspresyon Analizi I¢in Hazrilanan Karisim

Reaksiyon Bileseni Miktar (1x icin) Miktar (100 x icin)
MASTER MiX 12,5 pl 1250 pl
dH20 5ul 500 ul
DICER
DROSHA 2,5 pl Primer cifti 900 nM 250 pl Primer gifti
DGCR8 0,6 ul prob 200 nM 60 pl prob
ACTB (B AKTIN)

Toplam 28,4 ul 2840 ul
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3.8.3. Ekspresyon Calismasi i¢in Veri Analizi

Son olarak, iki farkli 6rnekte bulunan (endojen kontrol ve hedef gen) gen miktarlarinin
pozitif kontrol olusturdugumuz kontrol RNA havuzu 6rnekleriyle beraber karsilastirilarak gen
miktarinda meydana gelen degisiklikler tespit edildi. Gen ekspresyon diizeyindeki bu degisimler,
SDS 2.0.6 yazilimi ile 2-24CT degerleri kullanilarak belirlendi.

3.9. istatistiksel Analiz
3.9.1. Genotip Verilerinin Diizenlenmesi ve Istatistiksel Analizi

Vitiligo hastaligi olan hasta grubunun ve kontrol grubunun genotip ile allel verileri “Ki-
kare” testi ile analiz edilmistir. Genotip ve allel frekanslar1 agisindan hasta ve kontrol gruplarinin
“Hardy Weinberg” dengesinde olup olmadiklar1 kontrol edildi. Strekli degiskenler icin
tanimlayici istatistikler ortalama ve standart sapma cinsinden, kategorik degiskenler icin ise
frekans ve yiizde olarak verildi. istatistiksel analizler SPSS v.11.5 programi ile yapildi. Sonuglar

p<0,05 olanlar anlaml kabul edildi.
3.9.2. Ekspresyon Verilerinin Diizenlenmesi ve Istatistiksel Analizi

Kategorik degiskenler say1 ve yiizde cinsinden, siirekli degiskenler ise medyan, 1. ve 3.
ceyreklik degerleri ile 6zetlenmistir. Normal dagilim kontrolii Shapiro- Wilk testi ile yapilmistir.
Hasta-Kontrol ve polimorfizm gruplar arasindaki yas ve ekspresyon diizeyleri arasindaki farklar
icin Mann Whitney U testi kullanilmis ve box-plot grafikleri cizilmistir. Hasta-kontrol gruplariyla
cinsiyet ve polimorfizm gruplari arasindaki iliskileri analiz etmek icin Ki kare testi kullanilmistir.

Istatistik anlamlilik diizeyi p<0,05 kabul edilmistir.
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4.BULGULAR
4.1. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Yas ve Cinsiyet Bakimindan Degerlendirilmesi

Bu calismaya hasta grubunda 55 ve kontrol grubunda 56 birey olmak tizere toplam 111
birey dahil edilmistir. Kontrol grubunu olusturan toplam 56 bireyin 29'u erkek (%51,8), 27’si
kadin (%49,2) olup; hasta grubunu ise toplam 55 bireyin 27’ sini erkek (%49,1) 28’ini kadin
(%50,9) bireyler olusturmaktadir. Kontrol ve hasta grubundaki bireylerin yas medyanlari

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

Tablo 4.1. Hasta ve Kontrol grubundaki kadin ve erkek bireylerin yas medyanlari

YAS

DAGILIMLARI

CINSIYET KONTROL % HASTA % P degeri
ERKEK 29 51,8 27 48,2% 0,761
KADIN 27 48,2% 28 50,9%

MEDYAN 28,5 23 0,761

4.2. Hasta ve Kontrol Gruplarinda DICER, DROSHA ve DGCR8 Gen Polimorfizmlerinin

Degerlendirilmesi

Hasta ve kontrol gruplarinin genotip dagilimlari incelendiginde DICER gen rs1057035
polimorfizminin grup ile genotipler arasinda istatistiksel olarak anlaml iliski vardir (p<0,05).
Buna gore; sadece hastalarin CT genotip orani (%35,2) kontrollerin CT oranindan (%14,8) daha

yliksektir ve bu iki oran arasindaki fark istatistiksel olarak anlamhdir.

DROSHA ve DGCR8 genlerine ait, rs493760 ve rs1640299 polimorfizmlerinin allel
frekanslari arasinda anlaml bir iliski bulunamamaistir. Kontrol ve hasta grubunda DICER, DROSHA

ve DGCR8’e ait genotip dagilimlar1 Hardy-Weinberg dengesinde degildir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Polimorfizmlerin Genotip Dagilimlari

Gen SNP Major>Minor Allel Kontrol Birey | Yiizde | Hasta Birey | Yiizde | P Degeri
Referans | Allel sayisl sayisl (P<0,05)
* % * %
No (n) (n)
DICER 1057035 C>T CC/TT/CT | 43/3/8 54 14,8 34/1/19 | 54 352 0,046**
DROSHA | 493760 C>T TT/CC/CT | 35/5/14 54 25,9 29/2/20 | 51 39,2 0,257**
DGCR8 1640299 G>T GG/TT/GT | 14/14/27 | 55 49,1 17/9/27 | 53 50,9 0,532**

* Birey sayilar1 (n), analizi yapilabilen genotip verilerine gore diizenlenmistir.

** Kontrol ve hasta grubu Hardy-Weinberg dengesinde degildir.
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4.3. Hasta ve Kontrol Gruplarinda DICER, DROSHA ve DGCR8 Genlerinin Ekspresyon

Diizeylerinin Analizi

Vitiligo hastaligina neden olabilecegi diisliniilen, miRNA olusum yolaginda rol alan 3
genin (DICER, DROSHA, DGCR8) ekspresyon diizeyleri kontrol ve hasta gruplarina gore
degerlendirilerek p degerleri hesaplandi. Sonug olarak hasta ve kontrol gruplari arasinda DICER,
DROSHA ve DGCR8 ekspresyon diizeylerinde istatistiksel olarak anlaml farklilik gostermistir

(p<0,05). Hasta grubunda kontrole gore ekspresyon diizeylerine diisiiktiir.

Tablo 4.3. Kontrol ve Hasta Gruplarina Gére ilgili Genlerin Min-Max, Medyan, Q1-Q3 ve P
Degerleri.

Gen Grup Min-Max Medyan Q1-Q3 P
DICER Kontrol ,010615- 0,37742166 0,03727748-
301973005,000000 1,08926227
Hasta ,006969- 0,06958070 0,02541410- | 0,001
1529223 0,25919962

DROSHA Kontrol ,603867-29,308566 | 11,16155682 | 1,75810650-
20,56500713

Hasta ,L109344- 0,38450205 0,28274804- | 0,0001
4,923351 0,52288711
DGCR8 Kontrol ,186212- 1,05889607 0,55361186-
2,798187 1,47591862
Hasta ,L100314- 0,57621159 0,42408332 0,003
3,151098 0,85728699
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Sekil 4.1 Gruplara Gére Ekspresyon Diizeylerinin Dagilim Grafigi

4.3.1 DICER Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Hasta grubunda DICER gen ekspresyon diizeyi 0,06958070, kontrol grubunda ise
0,37742166 oldugu gozlendi. Ekspresyon diizeyleri dikkate alindiginda hasta grubunda kontrol
grubuna kiyasla 0,5 kat azalis oldugu saptandi. Hasta ve kontrol grubunda DICER’a ait ekspresyon

diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark gézlendi (p= 0,001).
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Sekil 4.2. Hasta ve kontrol grubunda DICER genine ait ekspresyon diizeyinin grafiksel gosterimi
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4.3.2. DROSHA Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Hasta grubunda DROSHA gen ekspresyon diizeyi 0,38450205, kontrol grubunda ise
11,16155682 oldugu gozlendi. Ekspresyon diizeyleri dikkate alindiginda hasta grubunda kontrol
grubuna kiyasla 29 kat azalis oldugu saptandi. Hasta ve kontrol grubunda DROSHA'ya ait

ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark gézlendi (p=0,0001).

15
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0
Hasta Kontrol

M Hasta M Kontrol

Sekil 4.3. Hasta ve kontrol grubunda DROSHA genine ait ekspresyon diizeyinin grafiksel gosterimi

4.3.3. DGCR8 Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Hasta grubunda DGCR8 gen ekspresyon diizeyi 0,57621159, kontrol grubunda ise
1,05889607 oldugu gozlendi. Ekspresyon diizeyleri dikkate alindiginda hasta grubunda kontrol
grubuna kiyasla 1,8 kat azalis oldugu saptandi. Hasta ve kontrol grubunda DGCR8’e ait

ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark gézlendi (p= 0,003).
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Sekil 4.4. Hasta ve kontrol grubunda DGCRS8 genine ait ekspresyon diizeyinin grafiksel gosterimi
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Gruplararasi gen interaksiyonu incelendiginde DROSHA ile DGCR8 geni arasinda interaksiyon

gozlemlenmistir (Sekil 4.5).
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Sekil.4.5. Gruplararasi Gen Interaksiyon Grafigi
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Sekil 4.6. Real Time PCR’da Endojen Kontrol Olarak Kullanilan $ Aktin ve DICER Geninin
Ekspresyon egrisi.
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4.4, Genotip ve Ekspresyon Diizeylerinin Birbirleri ile iliskisi

4.4.1.rs1057035 Polimorfizmi ile DICER Ekspresyon Analizi

Hasta DICER rs1057035 CC, TT ve CT genotipleri ile ekspresyon diizeyleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlemlenmedi (p=0,672). Kontrol grubunda DICER

rs1057035 CC, TT ve CT genotipleri ile ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlaml

bir fark gézlemlenmedi (p=0,584).

Tablo 4.4. Polimorfizm Gruplari ile DICER Ekspresyon Diizeylerinin Karsilastiriimasi

Grup DICER Birey | Medyan Q1 Q3 Min Max P
rs1057035 | Sayisi
CC 43 0,35689755 | 0,03791041 | 1,00714743 | 0,010615 | 301973005,00
Kontrol | TT 3 1,16967571 | 0,02951221 - 0,029512 | 1,707702 0,672
CT 8 0,49445008 | 0,01527113 | 1,23496855 | 0,013614 | 1,378773
CcC 34 0,07030374 | 0,02706334 | 0,26847873 | 0,006969 | 1,371209
Hasta TT 1 0,02323075 | 0,02323075 | 0,02323075 | 0,023231 | 0,023231 0,584
CT 19 0,04394417 | 0,02403929 | 0,32547890 | 0,008739 | 1,529223
4.4.2.rs493760 Polimorfizmi ile DROSHA Ekspresyon Analizi
Hasta grubunda DROSHA rs493760 CC, TT ve CT genotipleri ile ekspresyon diizeyleri
arasinda anlamh bir fark gézlemlenmedi (p=0,448). Kontrol grubunda DROSHA rs493760 CC, TT
ve CT genotipleri ile ekspresyon diizeyleri arasinda anlamh bir fark gézlemlenmedi (p=0,,511).
Tablo 4.5. Polimorfizm Gruplar1 ile DROSHA Ekspresyon Diizeylerinin Karsilastirilmasi
Grup DROSHA | Birey | Medyan Q1 Q3 Min Max P
rs493760 | Sayisi
TT 43 10,83161119 | 2,25302494 | 19,41019744 | ,603867 | 27,988784
Kontrol | CT 3 8,85193744 | 1,24983642 | 26,00910994 | ,946275 | 27,328892 | 0,511
CcC 8 14,79095869 | 1,57654944 | 26,17408275 | ,661667 | 29,308566
TT 34 0,38450205 | ,30737893 | ,47291482 ,109344 | 4,923351
Hasta CT 1 0,28544603 | ,23404528 - ,234045 | ,336847 0,448
CC 19 0,33249511 | ,22788328 | ,48201478 ,143257 | 3,631552
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4.4.3.1r5s1640299 Polimorfizmi ile DGCR8 Ekspresyon Analizi

Hasta grubunda DGCR8 rs1640299 GG, TT ve GT genotipleri ile ekspresyon diizeyleri
arasinda anlamli bir fark gozlemlenmedi (p=0,816). Kontrol grubunda DGCR8 rs493760 CC, TT

ve CT genotipleri ile ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli bir fark gézlemlenmedi (p=0,051).

Tablo 4.6. Polimorfizm Gruplari ile DGCR8 Ekspresyon Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Grup DGCR8 Birey | Medyan Q1 Q3 Min Max P
rs1640299 | Sayisi
GG 14 1,08196778 | ,55348712 | 1,68921724 | ,368614 | 2,313500

Kontrol | TT 41 0,84629640 |,52210918 | 1,45536146 |,203998 | 2,341284 0,816
GT 27 1,07060325 | ,54709339 | 1,48842525 |,186212 | 2,798187
GG 17 0,65760589 | ,54357756 | ,98706475 441510 | 2,773826

Hasta TT 9 0,49619672 | ,41718246 | 73724270 ,320262 | ,880409 0,051
GT 27 0,47157926 | ,33078557 |,76860821 ,100314 | 3,151098
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5. TARTISMA ve SONUC

Vitiligo genetik yatkinlik, metabolik anormallikler, degisen immiin yanit ve cevresel
faktorlerin etkisiyle ortaya ¢ikan kompleks bir hastaliktir. Vitiligonun molekiiler genetik olusum
mekanizmasini arastiran calismalar ailesel ve genom capinda iliskilendirme calismalaridir.
Yapilan bu c¢alismalarda vitiligo iliskili genler, aday gen, lokuslar ve sinyal yolaklar

tanimlanmistir (33,46).

Vitiligonun Kklinik olarak kolay bir tanisi vardir ancak farkl alt tiplerine sahip olmasi
nedeniyle hastalik kisiden kisiye farklilik gosterir. Arastirmamizda hasta grubumuzu vitiligo
tanisi almis bireyler olusturmaktadir ve hasta bireylerin tedavi i¢in kullandigi ilaglar ve hastaligin
ilerleyen seyri hakkindaki bilgiler elimizde olmadig1 icin tedavilere verdikleri tepkiler ile
polimorfizm ve ekspresyon seviyesi arasinda bir analiz yapilamamistir. Yapilacak istatistiksel
analizler sonucunda vitiligonun bu polimorfizmler ve gen ekspresyonu arasindaki iliski
bulunabilir. Calismamizda, miRNA biyogenez yolaginda gorevli ve énemli rolleri olan DICER,
DROSHA ve DGCR8 genleri secildi. Secilen genlerin ekspresyon diizeyleri ve polimorfizmleri

arasindaki iliski incelenerek vitiligo hastalig1 lizerinde etkili olup olmadig arastirildi.

Tek niikleotid polimorfizmi (SNP), insan genlerindeki en yaygin gen varyasyonudur ve
gen ekspresyonunu, transkripsiyonunu ve modifikasyonunu etkileyebilir. Calismalar SNP'lerin,
hastaligin fenotipini veya gelisimini etkileyebilecek bircok insan hastaligi ile iliskili oldugunu
gostermistir. Mevcut ¢alismalarin ¢cogu, miRNA'larin genetik varyasyonlari ile kansere yatkinlik
arasindaki iliskiye odaklanmistir. miRNA biyogenezinde, pri-miRNA, pre-miRNA ya da olgun
miRNA’da meydana gelen SNP’ler, miRNA‘larin ifadelerini ve fonksiyonunu etkilemektedir. Pri-
miRNA veya pre-miRNA da bulunan belirli SNPler olgun miRNA‘larin ifade seviyelerini
degistirebilmekte, miRNA onciillerinde degisime neden olabilmekte ve dolayisiyla etkinlik veya

secicilikte hedefi degistirebilmektedir (93,34).

MiRNA olgunlasma mekanizmasinin genlerindeki SNP'ler hakkindaki veriler azdir.
SNP'ler, vitiligo hastaliinda immiin yanitta belirleyici rol olarak diisiintilmelidir. SNP'ler, miRNA
ekspresyonu ve mekanizmasini regiile edebilir. Jing Wen ve arkadaslar1 (2018) yaptig1 bir
calismada DROSHA ve DGCR8 polimorfizmlerinin kanser riski ile korele oldugunu belirtmistir.
Yapilan calisma sonucunda DROSHA rs10719, rs6877842 ve DGCR8rs417309 SNP’lerinin
karsinogenezde ¢ok onemli roller oynayabilecegi ve kansericin potansiyel biyobelirtecler

olabilecegini belirtmislerdir (95).

Calismamizda DICER geni icin grup ile genotipler arasinda istatistiksel olarak anlamh
iliski g6zlenmistir (p<0,05). Sonuglarimizda; hastalarin CT genotip orani (%35,2) kontrollerin CT
oranindan (%14,8) daha yiiksek bulunmustur. DICER geninde meydana gelen bu déntisiim 3’ UTR
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bolgesinde yer almaktadir. DICER geninde meydana gelen C/T doniisiimii ilgili proteinlerin ve
molekiillerin baglanmasin1 engellemesi dolayisi ile genin islevsizligine yol acarak vitiligo
hastaliginin patogenezine katkida bulanabilecegi diislincesindeyiz. C/T genotipine sahip

bireylerin vitiligoya yakalanma riski yiiksek olabilir.

DROSHA geni rs493760 polimorfizmi hasta ve kontrol grup i¢i karsilastirmalarinda
genotip ve allel dagilimlar arasinda istatistiksel olarak anlaml iliski bulunmamistir (Kontrol
p=0,511; Hasta p=0,448). Yine DGCR8 geni rs493760 polimorfizmi hasta ve kontrol grup ici
karsilastirmalarinda genotip ve allel dagilimlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski
bulunmamistir (Kontrol p=0,816; Hasta p=0,051). Sonug olarak hasta grubunda DICER, DROSHA
ve DGCRS8 genlerindeki polimorfizmlerin vitiligo patogenezine etkisi diisiik bulunmustur. Ayrica
calismamizda arastirdigimiz polimorfizmlerin ekspresyonlar ile iliskisine de bakilmistir.
Inceledigimiz polimorfizmlerin hasta bireylerde eskpresyonlar1 etkilemedigini gozlemledik.
Calismamizda her gen icin sadece bir tek polimorfizm bakabilmis olmamiz, baska
polimorfizmlerin  etkili olup olamayacagi konusunda arastrilmasi  gerekliligini
diistindtiirmektedir. Bu nedenle vitiligo patogenezinde miRNA olusum yolaginda gérevli genlerin

diger polimorfizmlerine de bakilmas1 énem tasimaktadir.

miRNA’ lar son yillarda gen ifadesi kontroliinde anahtar rol oynadig1 diisiiniilen
kodlanmayan RNA’lardir. Biyogenez siirecleri olduk¢a komplekstir. miRNA biyogenezinde rol
oynayan genler cesitli genetik hastaliklarla iligkilidir. Bu genlerin ekspresyon diizeylerindeki
degisimler genetik kokenli hastaliklarin baslangici ve ilerlemesi ile ilgili etkileri
aciklayabilmektedir. Ayrica vitiligo ile ilgili bugline kadar yapilan calismalarda miRNA’larin
rolleri tam anlamiyla anlasilabilmis degildir. Deri hastaliklarinin molekiiler patogenezindeki bazi
yeni sonuglar, miRNA'larin hiicre hasarinda ve hiicreler arasi iletisimde de yer aldig1 fikrini
desteklemektedir. Artan sayida calisma, vitiligo olusumunun ve ilerlemesinin birden ¢ok
faktorden kaynaklandigini, poligenik oldugunu ve miRNA'larin vitiligoya duyarliliginda hayati
bir rol oynayabilecegini diistindiirmektedir (8,91).

Literatiirde cilt hastaliklar1 ve miRNA arasindaki iliskiyi gosteren bir¢cok calisma
mevcuttur. Ornegin, bir cilt hastalig1 olan sedef hastahginda diizensiz miRNA'larin oldugu ve
bunlarin deride biyolojik islevlere sahip mRNA hedeflerinin oldugu gdsterilmistir. Dermatoloji
alanindaki miRNA arastirmasi nispeten yeni olmasina ragmen, miRNA'larin sedef hastaliginin
patogenezindeki rolii icin mevcut kanitlar hizla artmaktadir. Son yapilan ¢alismalarla, sedef
hastaligl olan hastalarin cildinde iltihapli proteinlerin gen ekspresyonunu kontrol etmede
miRNA'larin anahtar rollinii tanimlamistir. Rostami Mogaddam ve arkadaslar1 (2017); sedef
hastaliginda miRNA ekspresyon profilinin 6neminden yola ¢ikarak sedef hastalarinda DICER,

DROSHA ve DGCR8 ekspresyon diizeyinin etkisini degerlendirmeyi amaclayan bir galisma
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planlamislardir. Psoriazisli bireylerden psoriatik deri (PP), psoriatikten etkilenmemis deri (PN)
ve saglikll deriden (NN) biyopsiler alarak, 25 hasta ve 25 saglikli goniilliide ger¢ek zamanl
kantitatif gercek zamanl PCR ile DICER, DROSHA ve DGCRS8 ekspresyon diizeyini arastirmislardir.
Yapilan ¢alisma sonucunda DICER, DROSHA ve DGCRS8 ekspresyon diizeylerinin, NN dokular ile
karsilastirildiginda PP dokularinda ve PN dokularinda daha ytiksek oldugu, ayrica PP dokulardaki
DICER, DROSHA ve DGCR8 ekspresyon diizeylerinin PN dokularindan daha yiiksek oldugunu
gozlemislerdir. Bu sonuglari ile; miRNA biyogenezinde anahtar rolleri olan DICER, DROSHA ve
DGCR&'in yiiksek ekspresyon diizeylerinin sedef hastaliginin patogenezinde rol oynayabilecegini
diisinmuslerdir (97). Biz calismamizda DICER, DROSHA ve DGCR8 geninde hasta (n=55) ve
kontrol gruplar1 (n=56) arasinda gen ekspresyonlari bakimindan istatistiksel olarak anlaml bir
fark oldugunu bulduk (p<0,05). DICER gen ekspresyon diizeyinin hasta grubunda kontrol
grubuna kiyasla 0,5 kat azaldigi, DROSHA geninin ekspresyon diizeyinin hasta grubunda kontrol
grubuna kiyasla 29 kat azaldig1 ve DGCR8 geninde ise hasta grubunun kontrol grubuna kiyasla 1,8
kat azaldigini saptadik. Vitiligo etiyopatogenezinde miRNA olusum yolaginda gérevli bu ti¢ genin
ifade diizeyini, kontrol gubuna gore kiyasladigimizda, azalmis gézlemlememizin 6nemli bir veri

olabilecegi diislincesindeyiz.

Ayrica ¢alismamizda DROSHA ve DGCRS8 interaksiyonu da gozlenmistir. MikroRNA'larin
biyogenezindeki ilk adim, birincil mikroRNA'larin (pri-miRNA'lar) RNA baglayici protein DGCR8
ve tip IIl RNase DROSHA'dan olusan mikroislemci kompleksi tarafindan islenmesidir. ilk olarak
kok ve pri-miRNA sa¢ tokasinin tek sarmalli RNA's1 arasindaki baglantinin DGCR8 tarafindan
taninmasi ve ardindan RNA dupleksini pre-miRNA iiriinii vermek lizere bélen DROSHA' ile
gerceklesir. DGCR8, DROSHA ile etkilesime giren ve “Mikroislemci” ad1 verilen fonksiyonel bir
kompleks olusturan kofaktérdiir. Bir mikroislemcinin bir DROSHA kopyasi ve iki DGCR8 kopyasi
icerdigi bilinmektedir. Her iki protein de RNase IIl alanlar1 (RIIID'ler) ve dsRNA baglanma alanlari
(dsRBD'ler) dahil olmak iizere tipik olarak RNA'y1 baglayan alanlar icerir. DROSHA'nin dsRBD'si
substrat baglanmasi icin yetersiz oldugundan, DROSHA'nin RNA tanima islevini temsil eden bir
ortak proteine ihtiyaci vardir. Ayrica DGCR8'in protein-protein etkilesimi yoluyla DROSHA
proteinini stabilize ettigi bilinmektedir. DROSHA ve DGCRS8 arasindaki bu etkilesimin, miRNA

biyogenezinin homeostatik kontroliine katkida bulunabilecegi diistiniilmektedir (98,99,100).

Bu bulgularimiz ile ekspresyon diizeylerini arastirdigimiz genlerin diger cilt hastaliklar
ve kompleks genetik hastaliklardaki rolleri dikkate alindiginda, ekspresyon seviyelerindeki
degisimlerinin vitiligo olusumunu tetikledigi diisiincesindeyiz. Bu ekspresyonundaki azalmanin
nedeni tam olarak bilinmemektedir. Fakat bu azalmaya neden olarak mRNA degredasyonu,
miRNA disregiilasyonu veya miRNA molekiiliinde rol alan diger yardimci genlerin ekspresyon

diizeylerindeki degisimlerin neden olabilecegi diisliniilmektedir. Sonuclarimiz sedef
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hastaligindaki sonuclar ile ekspresyon diizeyleri bakimindan farklilik géstermistir. Bunun nedeni
olarak hastaliklarin altinda yatan molekiiler mekanizmalar, deneysel metod ve yontemler,
orneklem biyiikligi ve 0zelliklerinin farkli olmasindan kaynaklaniyor olabilecegi

diistincesindeyiz.

MiRNA diizensizliginin diyabetik cilt degisikliklerinde bir rol oynayip oynamadigin1 daha
fazla arastirmak icin yapilan ¢alismada, genis bir miRNome analizi gerceklestirilmis olup, tip 1
diyabetli bir fare modelinde diyabetik ve diyabetik olmayan derideki miRNA temel ekspresyon
seviyelerini karsilastirilmistir. MiRNA profili, streptozotosin ile indiiklenen diyabetik farelerin,
tip 1 diyabet modelinin ve diyabetik olmayan farelerin derisinden ekstrakte edilen RNA {izerinde
miRNome analizi ile gergeklestirilmis. 400'den fazla farkli miRNA tiirii tanimlanmis ve bunlardan
30'unun 6nemli 6l¢ciide modiile edilmis ve sasirtici bir sekilde bu 30 miRNA’dan, 27'sinin down
regiile edildigi gézlenmis. Bu miRNA'lar arasinda bazilari, cilt homeostazinin diizenlenmesinde
ve Wnt, TGF-, HIF-1a ve VEGF-A sinyali gibi diyabetik cilt komplikasyonlarinin tesvik edilmesinde
onemli rollere sahip yolaklarda yer alan hedef genleri kanitlamistir. Bulgular, miRNA'larin bir alt
kiimesini analiz ederek, diyabetik fare grubundan ve diyabetik olmayan kontrollerden alinan deri
orneklerinde gercek zamanli RT-PCR ile dogrulanmistir. Diyabetik deride miRNA'nin yaygin bir
sekilde azaldigin1 bulduktan sonra, miRNA biyogenez siirecinde rol oynayan DICER, DROSHA,
DCGRS8, XPO5 ve AGOZ genlerin ekspresyonu analiz edilmistir. Calisma sonunda diyabetik deri
orneklerinde miRNA biyogenezinden sorumlu bu genlerin ekspresyon seviyelerinde 6nemli bir
diistis gézlenmistir. Bu sonuglar, azalmis miRNA seviyelerinin, pri-miRNA transkripsiyonunu da
etkileyen daha genel bir transkripsiyonel bozukluktan kaynaklandigin1 gostermektedir.
MiRNA'larin, diyabetik ciltte farkh sekilde eksprese edilmesi pri-miRNA'larin ve miRNA
biyogenezinden sorumlu genlerin ekspresyonunu da etkileyen daha genis bir transkripsiyonel
defektlerin oldugunu ve muhtemelen bunlarin da diyabetik cilt patogenezine katkida bulundugu
diistintilmektedir. Ayrica arastirmacilar, gen ekspresyonunu diizenleyen molekiiler mekanizmay1
hedeflemenin, diyabetik deri komplikasyonlar1 icin terapétik bir segenek olabilecegini
diisinmuslerdir. Bu ¢alisma yaptigimiz calisma ile ekspresyon diizeyleri bakimindan benzerlik
gostermekte ve calismamizi destekler niteliktedir. Ayrica deri homeostazinda potansiyel roli
olan miRNA'larin ve miRNA biyogenezinde rol oynayan genlerin daha fazla arastirilmasi

gerektigini vurgulamaktadir (101).

Deri hastaliklari tizerinde yapilan baska bir miRNA calismasi ise, diinya popiilasyonun
%4'line varan bir prevalansi ile hastalarin yasam kalitesi tizerinde 6nemli bir etkiye sahip kronik
inflamatuvar bir cilt bozuklugu olan Hidradenitis siipiirativadir(HS). HS icin tipik bolgeler, kasik,
aksilla ve agrili derin yerlesimli, iltihapli lezyonlarin ortaya ciktig1 perianal ve gluteal bolgeleridir.

Bununla birlikte, HS'ye yol acan inflamatuar patogenez ve dogustan gelen bagisikligin rolii tam

54



SONER ASIR, Yiiksek Lisans, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2021

olarak anlasilamamistir. Son calismalar, miRNA deregiilasyonun otoimmiin hastaliklar, sedef
hastalig1 ve lilseratif kolit gibi enflamatuar hastaliklarin patogenezine ve kronik inflamasyona
katkida bulunabilecegini ortaya cikarmistir. Simdiye kadar HS'de miRNA'larin ifadesi veya islevi
hakkinda veriler yoktur. Bu nedenle yapilan bir ¢alismada HS'nin enflamatuar mikro ortaminda
miRNA anahtar diizenleyicileri DICER, DROSHA, DGRC8 ve EXPORTIN-5'in ekspresyon diizeyleri
normal cilt ve psoriatik cilt ile degerlendirilmistir. Calisma i¢in 6rnekleri lezyonel 18 HS
derisinden, saglhikli gortinen 7 HS deriden, lezyonel psoriatik 10 deriden ve saghklh 10
deneklerden almislar. Calismaya 11 kadin ve 7 erkek olmak tizere toplam 18 HS hastas1 dahil
edilmistir. Hastalarin %50’si koltuk alt1, % 33.3 kasik bolgesinde ve % 16.7’si genital bolgede HS
ye sahip olduklarini ifade etmis. Veriler kantitatif gercek zamanli RT-PCR ile degerlendirilmis.
Sonuc¢ olarak HS hastalarinin lezyonel derisindeki DROSHA ekspresyon seviyeleri saglikh
kontrollere ve saglikli goriinen perilezyonel cilde gére anlamli olarak daha diisiik bulunmus.
Saglikl goriinen perilezyonel cilt, saglikli kontrol grubuna kiyasla 6nemli 6lciide daha diisiik
DROSHA ekspresyon seviyeleri sergiledigi gozlenmis. DROSHA ekspresyonuna benzer sekilde, HS
hastalarinin lezyonel derisindeki DICER ekspresyonu, saglikli kontrollere ve saglikli goriinen
perilezyonel cilde kiyasla 6nemli 6l¢iide daha diistik bulunmus. HS hastalarinin saglikli gériinen
perilezyonel derisi ve psoriatik deri arasinda DICER ifadesinde anlamli bir farklilik géstermemis.
HS hastalarinin lezyonel derisindeki DGRC8 ekspresyon seviyeleri, saglikli kontrollere kiyasla
onemli dlciide daha diisiik bulunmus. Saglikli goériinen perilezyonel ciltte, saglikli kontrol grubuna
kiyasla onemli olciide daha diisitk DGRC8 ekspresyon seviyeleri gozlemlenmis. DROSHA
ekspresyon seviyeleri ile tutarli olarak, DGRC8 ekspresyonu, saglikli kontrollere kiyasla psoriatik
deride anlaml olarak daha diisiik bulunmus. Psoriatik cilt, lezyonel HS cilt ve saglikli goriinen
perilezyonel HS cilt ile karsilastirildiginda DGRC8 ekspresyonunda fark gézlemlenmemis. Bu
veriler, miRNA olgunlasma mekanizmasinin birincil faktorlerinin, yani DICER, DROSHA, DGCR8 ve
Exportin-5'in, HS lezyonlarinda saghkli cilde kiyasla onemli olciide diizensiz oldugunu
gostermistir. Calisilan bu miRNA'lar HS'nin enflamatuar patogenezinde yer alir. Bulgular ayrica
DROSHA ve onun ko-faktor DGRC8 ekspresyonunun HS hastalarinin saglikli goriinen perilezyonel
derisinde erken inflamatuar siireclerde degistigini ve bu faktorlerin inflamasyonun kisir
dongiisiinii baslatmada rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. DICER ve Exportin-5, HS'de gozle
goriiliir cilt degisiklikleri ile inflamatuar siirecin sonraki asamalarina katkida bulunabilir. Bu
veriler umut vericidir fakat, miRNA olgunlasma siirecini arastirmak ve HS'nin patogenezinde
miRNA’ larin roliinii daha fazla ele almak i¢in daha fazla ¢alisma gereklidir. Sonu¢ olarak bu
veriler miRNA'larin terapotik ajanlar, terapoétik ilaclar icin hedefler ve inflamasyon ve terapotik
yanitlar icin biyobelirtecler olarak potansiyelini desteklemektedir. HS'de oldugu gibi

calismamizda da DICER, DROSHA ve DGCR8 genlerinin ekspresyon diizeyleri diisiik cikmistir. Bu

55



SONER ASIR, Yiiksek Lisans, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2021

veriler calismamizdaki sonuclar ile benzerlik gdstermektedir ve calismamizin literatiir ile uyumlu

oldugunu gostermektedir (102).

Yapilan son ¢alismalarda miRNA'lar deri hastaliklarinin molekiiler mekanizmasinin
altinda yatan nedenlerden biri olarak gosterilmektedir. Arastirmacilar, miRNA'nin vitiligo
hastaliginda 6nemli roller oynayabilecegini bildirmislerdir. Bildigimiz kadariyla, vitiligo hastaligi
olan hastalarda miRNA yolaginda gorev alan DICER, DROSHA ve DGCR8 genlerinin ekspresyonlari
ile ilgili hi¢cbir calisma yapilmamistir ve bu ag¢idan calismamizin literatiirdeki bu boslugu
dolduracagim diisiinmekteyiz. Calismamizda genlerin ekspresyon diizeylerine ek olarak ilk defa
vitiligo hastaliginda tek niikleotit polimorfizmi de bakilmistir. Calismamiz vitiligo ve miRNA
biyogenezi arasinda muhtemel bir iliski oldugunu goéstermistir ve son yillarda yapilan baska
calismalarla da benzerlik gostermektedir. Vitiligo hastaliginin molekiler mekanizmasinin
aydinlatilabilmesi icin miRNA biyogenezinin ve degisen miRNA fonksiyonlarinin daha fazla

arastirilmasina ihtiyac¢ oldugu goriisiindeyiz.

Bu veriler dogrultusunda yaptigimiz ¢ikarimlar su sekildedir.

e Yaptigimiz bu tez ¢alismasina hasta grubunda 55, kontrol grubunda ise 56 birey olmak
lizere toplam 111 birey dahil edilmistir. Kontrol grubunu olusturan toplam 56 bireyin
29’u erkek (%51,8), 27’si kadin (%49,2) olup; hasta grubunu ise toplam 55 bireyin 27’
sini erkek (%49,1) 28’ini kadin (%50,9) bireyler olusturmaktadir. Yas bakimindan hasta
ve kontrol gruplari arasinda anlamli bir fark olmadigi tespit edildi (p>0,05).

e Hasta ve kontrol gruplarinin genotip dagilimlari incelendiginde DICER, DROSHA ve DGCR8
polimorfizmlerinin genotip dagilimlari arasinda anlaml bir iliski bulunamadi. Kontrol ve
hasta grubunda DICER, DROSHA ve DGCR8’e ait genotip dagilimlar1 Hardy-Weinberg
dengesinde olmadigi gozlendi. SNP analizlerinde daha verimli sonuclar elde edebilmek
icin daha genis Orneklem aralifi ve diger SNPler ile calismanin 6nemli olacagi
diistiniilmektedir.

o DICER, DROSHA ve DGCR8 genlerinin kontrol ve hasta gruplar arasinda ekspresyon
diizeyleri acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu goézlendi (p<0,05). Bu
genlerin ekspresyon diizeylerinin hasta bireylerde kontrollere gore azalmis oldugu
gozlendi. MiRNA biyogenezinde anahtar gen olarak rol oynayan bu genlerin ekspresyon
diizeylerindeki degisimlerin miRNA veya pre-miRNA olusumunu engelleyerek vitiligo
hastaliginin olusumuna aracilik edebilecegini diisiindiirmektedir.

e (Calismamizda hasta ve kontrol bireylerinin periferik kan 6rneklerinden yaptigimiz ilgili
genlerin analizi, vitiligo hasta ve kontrol bireylerinden alinacak doku 6rneklerinde de

yapilabilir. MIRNA biyogenezinde gérev alan bu genlerin ekspresyon diizeyleri, vitiligolu
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hastalarin hem lezyonlu hemde lezyonsuz cilt biyopsilerinde ve kontrol bireylerinden
alinacak biyopsi ornekleri ile kiyaslanarak miRNA’larin vitiligo hastaliginin
patogenezindeki roli arastirilabilir. Vitiligo ile miRNA’larin ifade diizeyleri arasindaki
iliskinin aydinlatilmasi hastaligin tani, tedavisi ve literatiire katkis1 acisindan biiyiik
Oneme sahiptir.

o Transgenik fare modeli lizerinde yapilacak kan ve doku 6rnegi bazli farkl ¢alismalarla,
miRNA olusum yolaginda yer alan genlerin ve bu genlerin etki mekanizmalarindan
anlamli sonuclar elde edilebilirse hastaligin tani ve tedavisi i¢in biiylik 6nem arz edebilir.

o Vitiligo gerek klinik tam1 gerek hastaligin ilerleyisi acisindan kendi icinde birden fazla
farkl alt tiplere ayrilir. Vitiligonun tiim alt tipleri ayr1 ayr ¢alisilarak, farkli miRNA ve
genlerin ekspresyon diizeylerine ait ¢calismalar yapilarak literatiire daha zengin katki
yapacagl diisiinmekteyiz. Ayrica vitiligo, ¢ok faktorlii kalittminin goésterir. Dolayisiyla
hastaligin etiyolojisinde tek bir genin etkisi ile degil, birden fazla gen, mekanizma ve farkl
genetik yolaklar yer alir. Arastirilacak SNP’lerin biitlin genomu kapsayacak sekilde

belirlenmesi ile daha anlamli sonuglar elde edilebilecegini diisiinmekteyiz.
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