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VITILIGO HASTALARINDA G PROTEIN iLiSKIiLi OSTROJEN RESEPTOR 1
(GPER-1) DUZEYLERI UZERINE

RAFTLIN’IN (RFTN-2) ETKISI

Yiiksek Lisans Tezi
Dr. Erkan ONER
OZET

Vitiligo bir dermatolojik hastaliktir. Vitiligo melanosit pigment kaybindan dolay1
olusan beyaz lekeler meydana getirir. Bu hastaliin her hangi bir yas kisitlamas1 yoktur. Her
100 kisiden 1 veya 2 kiside rastlanan bir hastaliktir. Vitiligo hastaliginin temel etkeni heniiz
tam olarak aydinlatilmamistir. Bu nedenle ilk olan bu calismamizda GPER-1 ve Raftlin
diizeyleri arastirild.

G proteini ile iliskili reseptdr 30 G proteini ile iliskili strojen reseptor 1 (GPERI)
olarak isimlendirilmistir. Yedi transmembranel domainli G proteini ile iliskili reseptore
(GPCR) 17 B-estradiol’iin ytliksek afinite ile baglandig1 ve Ostrojenik sinyallere aracilik ettigi
bulunmustur. G protein-coupled dstrojen reseptor 1 (GPER-1), G protein-coupled reseptor 30
(GPR30) olarak da bilinir ki, insanlarda GPER geni tarafindan kod edilen G protein-coupled
reseptordiir. Bu protein rodopsin benzeri familyasmnin bir {iyesidir ve endoplazmik
retikulumda lokalize olup multipass membran proteinidir. Protein nukleusta fosfotidilinositol
3,4,5 trifosfat sentezine ve intraseliiler kalsiyumun mobilizasyonuna neden olur ve neticede
Ostrojeni baglar. Bu nedenle bu protein, yaygin olarak 0Ostrojen ile hiicre ve dokularin
uyarimini takiben godzlenen non-genomik sinyal olaylarinda rol oynar. GPERI1, G ile
baglanarak siklik adenozin monofosfat (cAMP) stimiilasyonuna, melanosit duyarli G ile
baglanarak cAMP iiretiminin azalmasina neden olmaktadir.

Calismamiz 25 vitiligo hastast ve kontrol grubu olarak 25 saglikli birey olmak {izere
50 katilime1 dahil edildi. Vitiligo hasta grubu 13 kadin ve 12 erkek hastadan olusurken,
kontrol grubu 14 kadin ve 11 erkekten olusuyordu. Hastalarin ve kontrol grubunun hepsi 18-
45 yas araligindaydi. Tim vitiligo hastalarinda ve kontrol grubunda GPER-1 ve Raftlin
aktiviteleri ELIZA yontemi ile 6l¢iildii.

Bulgularimiza gére GPER-1 ve Raftlin diizeyleri serum diizeylerinde benzer oranlarda
artiy gostermektedir.Vitiligo hastlarinda calistifimiz GPER-1 ve Raftlin’in birbiriyle ayni
yolaklari etkileyebilecegini diisiinmekteyiz.

GPER-I’in  stimiilasyonunu  adenilat  siklaz/cAMP  yolagin1t  kullanarak
gergeklestirdigini ve vitiligo hastalarindaki GPER-1 aktivitelerindeki artisin bu hastalikta
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melanositlerle ilgili olabilecegi kanisina varmis bulunmaktayiz. Ayni sekilde Raftlin
diizeyindeki artisin ise adenilat siklaz yolag: ile alakali olabilecegi diisiiniilmektedir. Sonug
olarak vitiligo hastalarmmin kalsiyum hemostazisinde bir bozukluk GPER-1 ve Ratftlin

diizeyleri ile alakali olabilecegi diisiintildii.

Anahtar Kelimeler: GPER-1, Raftlin, Vitiligo
Sayfa Adedi: 58

Damisman: Prof. Dr. Ergiil BELGE KURUTAS



THE EFFECT OF RAFTLIN (RFTN-2) ON LEVELS OF G-PROTEIN COUPLED
OSTROGEN RECEPTOR-1 (GPER-1) ON VITILIGO PATIENTS

Master Thesis
MD. Erkan ONER

ABSTRACT

Vitiligo is a dermatological disease. Melanocytes of vitiligo white spots lik due to
the pigment loss brings. There is no restriction of any age of disease. For every 100 people is
a hastle encountered in 1 or 2 people. The main factors of vitiligo is not yet fully elucidated.
Therefore, our study will be the first GPER-1 and Ratftlin levels will be investigated.

G protein associated with estrogen receptor associated with 30 G protein receptor 1
(GPER1) was named as. Seven transmembranel domainli G protein with the binary receptor
(GPCR) 17 B-estradiol is linked with a high affinity and the subsystems in the estrogenic has
been found mediated signals. G protein-coupled estrogen receptor 1 (GPER-1), G protein-
coupled receptor 30 (GPR30) also known as people of the G protein-coupled code by GPER
gene receptors. This protein is a member of the rhodopsin-like family and is localized in the
endoplasmic reticulum multipass membrane protein. Protein nukleus phosphotidylinositol 3,
4, 5 triphosphate synthesis and intracellular calcium mobilization and eventually counteract
the bindings. Therefore this protein, commonly estrogen with cells and tissues stimulation
observed following the non-genomic signals play a role in the event. GPERI, cyclic
adenosine monophosphate by connecting with the G a s (cAMP) stimulation melanosit, to the
sensitive G a I causes a decrease of the production by connecting with cAMP.

In our study, 50 participant who has 25 vitiligo disease and 25 healty as control group has
been inclueded vitiligo patient group had 13 woman and 12 man, mean while, control group
had 14 woman and 11 man. All of the patient and control group’s age rage was 18 between 45
GPER-1 and Raftlin activities were measured ELISA on all vitiligo patience and control
group.

We are of the opinion that GPER-1 and Raftlin which was studied on vitiligo patient will have
used same pathway each other. According to our findings, level of GPER-1 and Raftlin show

an increase as same rate in level of serum.

GPER-1 and Raftlin We think that the same pathways affect each other. GPER-1 stimulation
of adenylate cyclase / cAMP pathway and is achieved using the increase in the GPER-1
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activity in patients with vitiligo, we have concluded that this disease may be related to
melanocytes. Likewise, the increase in the level Raftlin may be associated with adenylate
cyclase pathway we anticipate. As a result of this work we make comparisons of vitiligo
patients with disorders of calctum hemeostasis GPER-1 and we have found might be

associated with the Raftlin.
Key Words: GPER-1, Raftlin,Vitiligo

Page number: 58

Supervisor: Prof. Dr. Ergiill BELGE KURUTAS
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

GPER-1 : G protein iliskili 6strojen reseptor 1
DOPA : dihidroksifenilalanin

ATP : Adenozin Trifosfat

ADP : Adenozin Difosfat

a : Alfa

B :Beta

Y :Gama

6-BH4 :6-tetrahidrobiopterin

7BH4 :7-tetrahidrobiopterin

DNA : Deoksiribontikleik Asit

H,0; : Hidrojenperoksit

COMT :katekolamin-O-metil transferaz
MAO :monoaminoksidaz

LAMPs :lipozom-iliskili membran proteini
TRP-2 :tirozinaz iligkili protein-2

gp100 :Pmell17

Ml : Mililitre

mU : Mili Unit

MART-1 :Melan A gibi yapisal proteinler
NO : Nitrik oksit

Mitf :mikroftalmi transkripsiyon faktorii
SOR : Serbest Oksijen Radikalleri
MCIR :melanokortin-1 reseptorii

cAMP :siklik AMP

H,0; : Hidrojen Peroksit

PKC-p : protein kinaz C-8

ER : estrojen reseptori

oD : Optik Dansite

RNA : Riboniikleik Asit

ROR : Reaktif Oksijen Radikalleri

KSU : Kahramanmaras Siitcii Iimam Universitesi
AP1 :aktivator protein 1



Rho :Rhodopsin

Raftlin :Lipid Raft

i0 : Inénii Universitesi

GTP :Guanozin Trifosfat

ROK : Rho-kinazin

PDE :Fosfodiesteraz

IL-1a :Interlokin 1 alfa

IL-6 :Interlokin 6

TNF- a :Timor Nekroz Faktor-alfa
IL-1B, :Interldkin 1 beta

IL-8 :Interlokin 8

AC :Adenilat Siklaz

PLC :Fosfolipaz C

GIRK :G prteini ile diizenlenen disar1 diizeltilmis potasyum kanali
VDCC :Voltaj bagimh Ca™* kanali
PI-3-K :Fosfoinositol-3-kinaz

GRK :G proteini ile diizenlenen kinaz
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1. GIRIS VE AMAC

Vitiligo, kelimesinin kdkeni hakkinda bir ¢ok hipotez vardir. Bu kelime Latince bir
kusur, hata anlamindaki vitium kelimesinden veya dananin beyaz lekelerini ifade eden vitelius
kelimesinden tiiredigi bilinmektedir (1). Vitiligo, derideki melanin pigmenti ve fonksiyonel
melanosit kaybina bagli olarak gelisen, depigmente makiiller ile karakterize, kronik seyirli bir

pigmentasyon bozuklugudur (2).

o a : |
Lokalize Universal Yayqin

Sekil 1. Vitiligo Hastalig1

VITILIGO

Sekil 1. Vitiligo Hastalig1



Epidemiyoloji

Vitiligo epidemiyolojisine iliskin yapilan ¢alismalarda hastalik insidansmnin %0,14-8,8
gibi genis bir aralik gosterdigi ortaya konulmus olsa da; ortalama insidansin % 1-2 oldugu
kabul edilmektedir (3). Vitiligo herhangi bir yasta baslayabilmesine karsin; geng erigkinleri ve
ozellikle kadinlar1 daha siklikla tutmaktadir (4). En ¢ok goriilme sikligr 10-30 yas arasidir.
Hastaligi % 50 ‘si 20 yasindan once goriilmektedir. Olgularin % 30’unda hastalik yaklasik
20 yasinda, “2’unde ise 8 yasin altinda baslar. En kii¢iik baglama yas1 3, en biiyiikk baslama
yast ise 54 olarak belirlenmis olmasma ragmen, hastaligin 81 yasinda goriilen olgular1 da
bidirilmektedir (4). Hastaligin kendisi kalitimsal olmamasina ragmen, Vitiligo’ya yakalanma
yatkinlig1 kalitimsaldir. Kontrasa bagli olarak koyu tenli kisilerde daha fazla goriiliir ve bu
kisilerin % 73’ kadinlardan olusmaktadir. Bu hastalik Diinya niifusunun % 1-4’ini
etkilemektedir (4). Amerika Birlesik Devletleri’nde % 0,24’{inii, Danimarka’da % 0,38’ini,
Libya’da % 0,33"linii, Tirkiye’de ise dermatoloji klinigine bagvuran hastalarin % 0,59’unu

etkiledigi saptanmustir (4,5).

0.04%

=

Sekil 2. Vitiligo Hastaligmnin Diinya Uzerindeki Prevelansi



2.GENEL BILGILER
2.1 Vitiligonun Etyolojisi ve Patogenezi

Vitiligo uzun siiredir iyi bilinen bir hastalik olmasina ragmen etyolojisi heniiz
aydmnlatilamamistir. Vitiligo kompleks bir patogeneze sahip multifaktdryel poligenik bir
hastaliktir. Epidermal melanositlerin kaybimni aciklamaya yonelik teoriler gelistirilmekle
birlikte halen asil neden bilinmemektedir. Otoimmun, sitotoksik, biyokimyasal, oksidan-
antioksidan, noral ve viral nedenler {izerinde durulmaktadir (6).

Vitiligoda; beyaz makiillerde hi¢ melanosit bulunmaz. Bundan dolayr vitiligo
patogenezi iizerine teoriler melanositlerin hasarlanmasi iizerine odaklanmistir. Vitiligoyu
aciklayici temel 3 hipotez mevcuttur. Bunlar; humoral veya hiicresel immunolojik olaylarin
sonucunda melanositlerin tahrip oldugu goriisiinii ortaya koyan otoimmun teori; noral
mediyatorlerin melanositlerin {izerine tahrip edici etkilerine dayanan noral teori ve melanin
sentezindeki ara maddelerin ve metabolitlerin toksik etki gostererek melanositlerin tahrip
olmalarina yol agtig1 otositotoksik (kendini yoketme) teoridir (48,49,53,54,55).

Otoimmiin kuram: Otoimmiin bozuklugu olan hastalarin énemli bir kisminda Vitiligo
saptanmast ve immiinopresipitasyon yontemleriyle bu hastalarin laboratuar bulgularinda
melanositlere karsi antikorlara rastlanmasmma dair klinik gozleme dayanmaktadr. Bir
calismada, vitiligo antikorlarmin diizeyleri, depigmentasyon yaygmhgiyla iliskili bulunmustur
(6).

Noral kuram: Bu kurama gore, Vitiligo’ya sinir ug¢larinda segici olarak melanositleri
yok eden bir norokimyasal mediyatdr yol agmaktadir. Vitiligo’nun segmental dermatomal
sekilleri, bu kurami destekleyen bir bulgudur (6).

Ozyikim  kurami:  Vitiligonun  sitotoksik — melanin  prekiirsorlerine  kars,
melanositlerdeki koruyucu diizeneklerin kendi kendini yikim siirecinden kaynaklandigi 6ne
siriilmektedir. Bu kuramlar etiyoloji tek basma agiklamada yetersiz oldugundan, baska
yazarlar tarfindan bilesik bir varsayim one siiriilmiistiir. Ancak giiniimiizde en gecerli olani,

melanosit 6zyikim varstyimidir (7).



2.1.1 Otoimmiin Teori

Vitiligo gelisimi ile immiin sistem arasinda iliskiyi aciklayan ¢ok sayida klinik
gozlemler ve laboratuar arastirmalari mevcuttur. Klinik gézlemler olrak, vitiligo ile beraber
bir ¢cok otoimmiin hastaligin gelismesi, vitiligo lezyonlarinda inflamatuar ve immiinolojik
olaylarin olusumu, dolagimda otoantikorlarin artmis olusu, humoral ve hiicresel immun sistem
bozukluklarinin bulunmasi bu hipotezi desteklemektedir (8). Vitiligolu hastalarda serumda
melanosit yiizey antijenlerine karsi otoantikorlarin varligi gézlemlenmistir. Hastalarin serum
orneklerinde bulunmus olan antikorlarin in vitro ortamda sitotoksitite ile birlikte selektif

olarak melanositleri 6ldiirdiikleri 6n goriilmiistiir(8).

2.1.2 Noral Teori

Sinir uglar1 araciligiyla salgilanan ndrotransmiter kimyasallarin melanosit hiicrelerini
harap ettigi c¢alismalarda vurgulanmistir. Vitiligo lezyonlarmin paralizili ekstremiterler
iizerinde yayilmasi, viral enselfalit, multipl skleroz ve horner sendromu ile birlikte vitiligo

gelisen olgularin varligi bu teoriyi dogrulamaktadir (9) .

2.1.3 Otositotoksik Teori( Oz Yikim Kurami)

Otositotoksik teori oksidan/antioksidan dengenin bozulmasi sonucunda oksidan
ajanlarin yeterince detoksifikasyon islemini ger¢eklestiremeyip oksidatif hasarin olusmasinda

etkili olan teoridir (10).

Melanin sentezi sirasinda melanositler icin oldukga toksik lan tirozin analoglar1 ve
araiiriinler ortaya ¢ikar. Olusan ara triinlerden 6zellikle dihidroksifenilalanin (DOPA) ve
dopakrom 5,6-di hidroksi indol melanositler icerisinde birikir ve serbest radikal

konsantransyonunun artigina sebep olurlar(11).



DIENTUUIE SEDEUeE

-""“--._\_ : : I_-".. ) )
\;? B L : N Epidermis
~Dermis
b "3 L Tejido
“: subcutaneo
- B 'Vaso linfético
Veang —%% P B Nervio
Arteria— Foliculo piloso

=1 Melanina IT\eujitm graso

— Célula basal Glandula sudoripara

—Melanocito

Sekil 3. Vitiligo Hastaliginin Etiyolojisi

2.1.4 Vitiligo Hastahginda Genetik

Vitiligo hastaliginda genetik yatkinligi ilk defa 1933 yilinda tespit edilmis olup,
vitiligonun altinda yatan genetik nedenleri iizerine ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir. Bulunan
sonuclar dogrultusunda vitiligo gelisiminde genetik faktorlerin 6nemli rolii oldugu
gosterilmistir(12). Vitiligolu hastalarda %30 kisiden fazlasinda bir aile iiyesinin ve %21’den
fazlasinda da birinci kusak aile iiyelerinin etkilenebilecegi tespit edilmistir(13). Tiirkiye’de
yapilan bir ¢galigma sonucunda ise birinci derece aile arasinda vitiligo goriilme siklig1 %11,5

olarak bulunmustur (14).

2.1.5 Vitiligo Hastahgina Biyokimyasal Bakis

Hiicresedeki oksidatif hasarin artisi, serbest radikallerin ve tiirevlerinin artmasina
veya antioksidan dilizeylerinin yetersiz kalmasina bagli olarak gelistigi diisiiniilmektedir.
Epidermal tabakada H,O, birikmesinin patogenezde ve biyokimyasal yonden rolii oldugu ileri
siriilmektedir(15). Vitiligo hastaligindaki asir1 H,O, {retimi birka¢ mekanizma ile
gerceklesmektedir.  flki  tetrabiopterin  metabolizmasindaki bozulma ve asir1  6-

tetrahidrobiopterin (6-BHy4) ve 7-tetrahidrobiopterin (7BH4) tliretimidir (15,16). 6BH4 tirozin



olusumunda gorevli fenilalanin hidroksilaz enzimi i¢in kofaktér olup, 7BH4’nin non-

enzimatik agir1 birikimi bu enzimi inhibe etmektedir (17).

Vitiligo hastaliginda katekolamin yolagindaki degisim, katekolamin-O-metil
transferaz (COMT), monoaminoksidaz (MAQO) aktiviterinde artis ve vitiligo hastalarin
derilerinde B-adrenoreseptor ekspresyonunda artis tespit edilmistir. Vitiligolu hastalarin idrar
orneklerinde yapilan arastirma dogrultusunda ise dopamin metaboliti olan homovalinik asit
asit ve epinefrin ve norepinefrin metaboliti olan vanil mandelik asit yiiksek diizeylerde

bulunmustur (15,18,19).

2.2. Melanositler ve Etkileri

Melanositler epidermisin pigment olusturan hiicreleridir. Melanositler kendilerine has
melanini depolayan sitozolik melanozom adli graniillere sahiptirler. Bu melanozomlar,
melanosit dendtritleri boyunca ilerleyerek keranositlere tasmirlar. Epidermiste siirekli bir
deskuamasyon oldugundan melanositlerde melanozom sentezinin ve keratinositlere
transferlerinin siirekliligine gerek vardir. Normalde, giines gérmeyen bdlgelerde, govde
epidermisinde melanositler her 10 keratosit hiicresine 1 tane melaniosit olacak sekilde bazal
tabakada yerlesirler (20,21,22).

Melanositler hemen hemen tiim dokularda bulunurlar. Ancak en fazla bulundugu
dokular epidermis, kil folikiilleri, kan damarlar1 etrafinda, sempatik zincirde ve i¢ kulakta
bulunurlar (20,21) .

Yas ilerledikce melanosit sayisinda azalma goriilmektedir. Melanosit yogunlugu her

dekadda % 6-8 azalmaktadir (20,21).
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Sekil 4. Melanosit Yapisi

2.2.1 Melanozomlar

Melanosit sitoplazmasinda bulunan zarla ¢evrili organellerin icerisinde melanin
sentezi olmaktadir. Melanozomlar ayni zamanda lizozomlar icerisinde olan protein ve
enzimleri igerdiklerinden lizozomlarin degisik versiyonu olduklar1 diisiiniilmektedir.
Melanozomlar ve lizozomlar ortak olan proteinler lipozom-iliskili membran proteini
(LAMPs) ve lizozomlar icin belirte¢ olan asid fosfatazdir. Bu iki organel hiicreyi koruma
gorevinde bulunmaktadir; lizozomlar lipid membran oksidasyonu yapan proteinazlardan,

melanozomlar ise melanin onciillerinden (fenoller, kinonlar gibi) korurlar (21,22).

2.2.2 Melanosit proteinler

Tirozinaz, tirozinaz iligkili protein-2 (TRP-2), protein kinaz C-B gibi enzimler;
Premelanosome Proteinl17 (gp100), MART-1/Melan A gibi yapisal proteinler; mikroftalmi
transkripsiyon faktorii (Mitf) gen ve proteini ve melanokortin-1 reseptorii (MCIR) gibi
diizenleyici proteinler melanogenik proteinlerdir(21,22).

Mikroftalmi transkripsiyon faktorii (Mitf) gen ve proteini; melanosit yasami i¢in
onemli bir gendir ve tirozinaz, TRP-1, TRP-2, PKC-B ve MART-1 gibi major melanogenik
proteinlerin transkripsiyonun anahtar diizenleyicileridir. Mift ekspresyonu fosforilasyonla

olacag gibi siklik AMP (cAMP) yoluyla da olmaktadir(21,22).



2.2.3 Melanin Sentezi

Iki tip melanin sentezlenmektedir ve bunlar melanozomlar icinde gerceklesmektedirler
(21,23).

1-) Feomelanin: Ag¢ik renk, kirmizi-saridir. Siilfiir icermektedir ve suda ¢oziiniir yapisi
vardir.

2-) Omelanin:Koyu renklidir, kahverengi-siyah renge sahiptir. Suda ¢dziinmezler.

Melanin sentezinin baglamasi i¢in gerekli olan aminoasit tirozindir. Diizenleyici enzim
olarak gorev alan tirozinaz enzimidir. Tirozinaz enzimi, tirozin hidroksilaz, DOPA oksidaz ve
dihidroksiindol oksidaz aktivitesine sahiptirler. Melanin sentezinde tirozninaz enzimi birden
fazla basamagi katalizler. Tirozinaz enziminin yaptig1 iseleve ek olarak bu yolagin sentez
basamaginin ilk basamagini kontrol eder ve bu basamakta tirozin L-DOPA’ya doniismektedir.
Bu basamak melanin sentezi i¢in hiz smirlayict basamaktir. Bu basamagin inhibisyonu ile

melanin sentezi engellenir (21,23).
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Sekil 5. Melanin Sentezi

2.2.4 Melanosit Dentritleri

Melanosit dentritleri dallanan sitoplazmik uzantilar olarak bilinirler ve keratinositler
ile temas haldedirler. Aktin, melanosit dentritlerinin en 6nemli bilesenidir. Bu bilesenin
bozulmas1 dentrit kaybina yol acar. Rho protein ailesi melanosit dendtritlenmesinde yol
oynar. Rho proteinleri g proteini baglayict protein yapisindadir. Rho proteinleri guanozin
trifosfata baglaninca aktif hale gelir. Rho proteininin aktif hale gelmesiyle melanosit
dendtritlerinde retraksiyon olur. Ayni1 g protein ailesinden olan RAC proteini aktivite
oldugunda ise dentritler olusur. a-MSH, cAMP’yi artirarak Rho’yu inhibe eder, boylece
melanosit dendritlenmesini artirir. RAC ve Rho proteinlerin arasindaki dengenin melanosit

dentritlenmesi i¢in 6nemli oldugu goriilmektedir (21,22,23,24).



2.3 Melanogenik inhibitorler

Cok sayida endojen olan melanogenik inhibitér olduguna dair ¢ok sayida rapor
olmasina ragmen bu inhibitorlerin ¢ok azi gosterilebilmistir. Bunlar, sfingolipidler ve kemik
morfogenik proteinidir(21,23,24).

Sfingolipidler, membran iliskili bir grup sinyal iletici olarak gorev alirlar. Mitf
degredasyonunu artirarak melanogenezi azaltirlar (21,23,24).

2.4 Vitiligo Hastahigimin Klinik Ozellikleri

Vitiligo; beyaz renkte, yuvarlaki erpidermal degisikligin olusmadigi makiillerle
karakterizedir(18,25).

Vitiligo hastalig1 goriinlimlerine gore farkl sekillerde isimlendirilmektedir:

1-)Trikrom vitiligo,li¢ ayr1 renk makiiller i¢in kullanilan terimdir ve makiil rengi
normal deri rengi ile a¢ik kahverengi icerir(26,27).

2-)Kuadrikom vitiligo, dért ayr1 renk igeren makiillerdir. Ozellikle koyu renk deri
tipinde goriiliir(26,27).

3-)Inflamatuar vitiligo, eritem giines alan lezyonlar iizerinde olusuru, tek basma
vitiligo lezyonlar1 dermatozlara benzemezler(26,27).

2.4.1 Vitilisonun Siniflandirilmasi

Vitiligo hastalig1 lezyonlarmm dagilimma ve tutulan alanlarin yaygin olmasma gore
siniflandirilmaktadir(28).

1)Lokalize vitiligo:

-Fokal: Bir alanda bir veya daha ¢ok makiil, fakat segmental yayilimi acik degildir.

-Segmental olarak viicudun unilateral segmenti iceren bir veya daha ¢ok maksiil

-Mukozal olarak ise sadece mukus membranlarindan olusur.

2)Jeneralize Vitiligo

-Vulgaris genis olarak yayilmis yamalara seklindedir.

-Akrofasiyal olarak distal ekstremiteler ve yiiz

-Karisik akrofasiyal ve vulgaris yada segmental ve akrofasiyal veya vulgaris seklinde
olur.

3)Universal

-Tamamen veya tamama yakin depigmentasyon seklindeki tipidir.

-Bu tipler arasinda en yaygin olarak goriileni yaygin olan tipidir (28).
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2.4.2 Vitiliso Hastaligi ile goriilebilecek olan hastalhklar

Vitiligo hastaliginda en sik goriilen sistemik hastalik tiroid hastaligidir. Hipotiroidi,
hipertiroidi, basedow-graves hastalig1 vitiligoyla beraber goriilen en sik tiroid hastaliklaridir.
(18,27,29).

Vitiligo hastaliginda diabetes mellitusun insidans1 %1-7,1 arasinda degismektedir.
Diabet hastalarinda ise vitiligo hastaliginin gelisim gosterdigi oran %4,8 olarak belirlenmistir
(18,27).

Vitiligolu hastalarda addison hastaligi ve pernisiyoz anemi hastaligt normal
populasyodan daha sik olarak goriilen hastaliklar olarak karsimiza ¢ikmaktadir (18,27).

Vitiligo hastalarinda romatoid artrid, sarkodioz, crohn hastaligi, primer blier siroz,
sistemik skleroz, myastenia gravis ve otoimmiin poliglandiiler sendrom normal

populasyondan daka sik goriilen hastaliklar olrak karsimiza ¢ikmaktadir (30,31,32).

2.5 Ostrojen Hormonu

Ostrojen hormonu, estradiol,estron ve estriolden olusan ii¢ sekilde bulunur. Estradiol

kadinlarda Ostrojenik etkiye sahip ana hormonudur. Fenolik yapiya sahip hormondur. 18

karbonlu steroid yapidadir.

Estriol Estradiol

Sekil 6. Estriol, estradiol ve estronun molekiiler yapilari

Steroid hormonlar arasinda en etkin olani 6strojen hormondur ¢ok diisiik diizeylerde
bile etkisini gosterebilen yapidadirlar. Erkekler de ise taban diizeyde olmakla beraber

bulunmaktadir(33).
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2.5.1 Ostrojen sentezi

Ostrojenlerin biiyiik bir boliimii bazi durumlar hari¢ disi cinste bulunan overlerde
graaf folikiiliinde sentez edilirler. Overlerdeki sentezde prekiirsor gorevi, teka hiicrelerinde
sentezlenip ganuloza hiicrelerine sunulan androjenik maddedir. Overlerdeki estron kismende
testesterona doniistiiriiliir. Testesteron ise aromatizasyon ve dimetilasyon islemiyle estradiole

dontistiiriiliir(34).

Dehidroepiandrosteron——— 16g-hidroksi DHEA —> 1Ba-hidroksi androstenedion

(DHEA) '
17-0H-SDH | Aromataz
! .
Androstenedion _ Aromataz i Eakian _1TOHSDH Estriol
q.ﬁSTMJ 16a-hidroksilaz
17-0H-50H 17-0H-50H

i Aromataz J
Testosteron ——————3= Estradiol

Sekil 7. Ostrojen sentezi

2.5.2 Ostrojen reseptorleri

Niikleer reseptor siiperfailyasmin bir iiyesi olan dstrojen reseptorleri ¢esitli dokularin
diferansiyon ve poliferasyonu, lireme fonksiyonlar1 sekstiel davranislar1 ve gelisiminde rol
oynar(35).

1960 yilinda ortaya c¢ikarilan Ostrojen reseptori (ER), ERa iken 1990 yillarinda ise
ERB reseptorii tanimlanmustir (36,37). Ostrojen reseptorleri ligand ile indiiklenen
transkripsiyon faktorleri olarak kabul edilmektedir. Lipofilik Ostrojen hiicre membranini
serbest olarak gecer ve Ostrojen reseptorlerine baglanir. Reseptorlerde konformasyonel
degisiklige  yol acar, Ostrojen-ER  kompleksinin  niikleer translokasyon  ve
homo/heterodimerizasyonuna izin verir. Bunlar hedef genlerin promotor bolgesi lizerindeki
estrojen yamit elementine baglanirlar (ERE)(36). Ostrojen yanit elementinin promotdr
bolgesinde SP1 veya aktivator protein 1 (AP1) ile protein-protein etkilesimi yoluyla direkt
veya indirekt baglanirlar. Boylece transkripsiyon mekanizmasi ile etkilesimi yoluyla gen
ekspresyonu diizenlenir, mRNA seviyelerinde artis veya azalma ve iligkili protein iiretimi ve

fizyolojik yanitlarla sonu¢lanir(38).
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2.6 G Protein Kenetli Reseptorler (GPER)

Sinyal iletim sisteminde gorev alan G proteinleri Martin Rodbell’in laboratuarinda
1960 yilinda glukagon baglanma deneyleri sirasinda kesfedilmistir. Guanin niikleotid
baglamalar1 nedeniyle G proteinlerine bu isim verilmistir. Adenilat siklaz enziminin etkinligi
incelenirken G proteinin ATP’den daha fazla rol aldigi anlasilmis ve G protein lizerine
yapilan ¢ahismalar hiz kazanmistir. Yapilan arastirmalarda Mg™* iyonunun G proteininin
etkinligini arttirdig1 kanitlanmistir(46)

Reseptorlerden hiicre igindeki efektdr enzimlere sinyal aktarimini saglayan G
proteinleri GTP-baglayan bir a, f ve y alt birimlerinden olusmaktadir. f ve y alt birimleri By
dimeri halinde kompleks haldedirler. Ug alt birimde fenilasyon mekanizmasiyla iizerlerindeki
bir amino asiti yan zincire baglanmis bir yag asiti ile membrana tutunurlar. G proteinlerinin
membran i¢ yiizeyinde serbest bir sekilde difiize oldugu diistiniilmektedir. Bu Ongoriisde
hiicre i¢inde bulunan bir G protein populasyonunun birden fazla reseptor ve efektor ile fazla
sec¢ici olmayan bir tepkimeye girebilecegi 6neren anahtar 6zelligi durumundadir(47).

Isim Doku Efektor

a-Altbirimleri

Guo_ ailesi

Ga, Her yerde AC (tiim tipleri) *
Ga_, Noéroendokrin AC +
Ga,, Koku epitelyumu, beyin AC *
Gao, ailesi
Ga,, Oldukea yaygin AC (tip LILVVIVIILIV) + (Direkt
diizenlenme)
Go,, Her yerde Gpy araciligi ile diger bazi efektdrler diizenlenir.
Ga,, Oldukea yaygm Uyarilonus Ga, den serbestlenir.
Ga, Néronal, néroendokrin VDCC + . GIRK + (B araciliz ile)
Ga, Néronal, trombositler AC (e.g., VVI) + (direkt diizenlenir): RaplGAP
Ga_, Tat hiicreleri, sag hiicreleri PDE * 7 : (GPy aracilif ile diger efektérler ?)
Ga,, Retinal cubuklar, tat hiicreleri PDE 6 ( vy altbirim ¢ubuk) f
Go,__ Retinal koniler PDE 6 ( y altbirim ¢ubuk)

Go___ ailesi
a1l

Ga, Her yerde PLC-p1-4
Ga,, Hemen hemen her yerde PLC-p1-4
Ga,, Bibrek, karaciger, PLC-B1-4
Guy,,, Hematopoietik hiiereler PLC-p1-4

Ga,, Her yerde PDZ-RhoGEF/LARG. Btk. Gaplm. cadherin
Go,, Her yerde pl15RhoGEF, PDZ-RhoGEF/LARG. radixin

Sekil 8. G protein a alt birimi siniflari
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. Sekil 9.

B ve vy alt birimleri smiflar1

Sinyal iletiminde gdrevli olan G proteinleri iki sinifa ayrilirlar.

1)Heterotrimerik G Proteinleri

2)Tek bir a subunit igeren kiiclik G proteinleri (39)

Exterior

Cytosol

41 12|

NH,"

E1 E2

i

P P ]

H3

f‘--_-"‘-

Ha

E3

-

e

H5

C1 C2

Sekil 10. G Proteini Yapist
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2.6.1 Heterotrimerik G Proteinleri

Hiicre membranindan hiicre igerisine sinyal iletiminde anahtar rol oynayan
molekiillerdir. Hiicre membran resptorii bir agonist ile etrafi sarildiginda, reseptor
aktivitesinde degisiklikler olusturulur. Buradan olusan sinyaller ilgili G proteinini etkili hale
getirirler. Sonra efektor aktif hale gelir. G proteini baglantili sinya iletim sistemi sinyalin

amplifikasyonunu icermektedir (39).

2.6.2 Kiiciik G Proteinleri

Kiiciik Guanin niikleotidi baglayan proteinler molekiil agirliklar1 yaklagik olarak
20-40 kDA olan monomerik G proteinleri olarak adlandirilirlar. 100’den fazla familyas:

vardir. Ancak yapisal olarak sirasiyla Ras, Rho/Rac/Cdc 42, Rab, Sarl/Art, Ran olmak tizere 5

familyaya ayrilmaktadir (40,41,42,43).
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Sekil 11. G proteini hedefleri

GPER-1 ilk olarak 1996 yilinda klonlanmis ve baslangicta GPR-30 ad1 verilmistir.
Haas ve arkadaglari, 2007 yilinda insan arter ve ven diiz kaslarinda GPR-30 ekspresyonunu
gostermiglerdir. GPER-1’in, plazma zar1 ve endoplazmik retikulum da lokalize oldugu ve
insan viicudunda beyin, karaciger, kalp, akciger, pankreas, plasenta, kan damarlari, kemik,
lenfoid doku, endometrium, over ve meme kanseri dokularinda eksprese edildigi
gosterilmistir(43,44).
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2.6.2.1 Rho

1985 yilinda Aplysia’dan bir Ras homologu olarak klonlanmis Rho geni kisa siire
icerisinde li¢ insan homologu RhoA, RhoB, RhoC olarak bulunmustur (43). RhoA,Ras
superfamilyasmin kii¢iik bir G proteinidir. Aktif bir GTP bagl formuyla inaktif GDP baglh

formu arasinda degisir. RhoAnin hiicresel islevleri; proliferasyon, farklilasma ve gen

regiilasyonu gibidir(44).

G-protein
transducin

Phosphodiesterase

cGMP Hydrolysis
closure of cGMP-gated Nat/CaZ* channels

Sekil 12. Rhodopsin Yapisi
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2.6.2.2 Rho/Rho-Kinaz Yolagi

Rho-kinazin ROKoa ve ROKP iki oOnemli yolagi mevcuttur. Rho-kinazlar
serin/treonin protein kinazlardwr. Bir amino-terminal katalitik kinaz bdlgesi, Rho-GTP
baglanan bir kivrilmig sarmal bolgesi ve sisteinden zengin bir parca ile ayrilmig C-terminal

plekstrin homoloji bolgesi igerirler(45).
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Sekil 13. Rho/Rho Kinaz yolag1
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2.7 Raftlin(Lipid Raft)

Glikoproteinlerden (sfingolipid) ve kolesterolden zengin, i¢inde reseptdr proteinleri

bulunan bolgelere lipid raft ad1 verilmektedir(63).
LIPID RAFT

Sekil 14. Raftlin Yapisi

Iki tip lipid raft gdzlenmektedir(63).

A. Planar non-caveolar raft

Sekil 15. Raftlin Siniflandirilmasi

Lipid raftlar, membran mikrodomainler olarak bilinir ve gesitli reseptdr sinyallerinin

baslamasi i¢in platformlar olarak hareket ettigi gosterilmistir. Proteomik analizler sayesinde,
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lipit raft protein Raftlin olarak rastlanilmistir. Son yillarda Raftlin iizerine oldukca fazla
arastirma yapilmaktadir. Lipid raftlar membran domainleri kolesterol ve sfingolipidlerde bol

bulunur. Lipid raftlarin heterojenligi, protein bilesimi ile ilgilidir (63).
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Sekil 16. Raftlin Hedefler1



3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. GEREC

3.1.1. Arastirma Sirasinda Kullanilan Avgitlar

-Cam Kalemi

-Enjektor

-Hassas Terazi

-Kronometre

-Lam

-Lamel

-Manyetik Karistiric

-Meziir (25ml,50 mL, 100 mL,250 ml,500 ml)

-Otomatik pipet

-Sogutmal1 santrifiij

-ELIZA

-Su Banyosu

-Vorteks

-Buzdolabi

-Buz Makinesi

-Distile Su Cihazi

-Biyokimya tiipii

20

Faber Castel

Radwag

Gilson

Hettich

ChemWell

Wise Bath

Samsung

Scotsman

Merck



-Vacutenier -

-Etiv Memmert

-Balon Joje -

-Beher -

-Ependorf -

3.1.2. Arastirma sirasinda kullanilan kimvasallar

-GPER-1 Elisa Kit 96 well LSBiO
-Raftlin Elisa Kit 96 Well Cusabio
-Distile su -
-Etanol Sigma

-Serum Fizyolojik(% 0,9 NaCl) -
3.1.3. Denekler

Bu ¢alisma Kahramanmaras Siit¢ii imam Universitesi T1p Fakiiltesi etik kurulu onay1
alinarak Tibbi Biyokimya Anabilim Dali tarafindan, KSU Tip Fakiiltesi Arastirma
Laboratuarinda gerceklestirildi. Dermatoloji Poliklinigine gelen vitiligo hastalarindan (25
vitiligo hastasi: 12 kadin ve 13 erkek; yas araligi:18-45 ) ve saglikli bireylerden (25 kontrol
grubu: 14 kadm ve 11 erkek; yas araligi:18-45) alman 50 vendz kan Ornegi biyokimya
tiiplerine alindi. Alinan kanlar santrifiij edilerek serum Orneklerine ayristirildi. Ayristirilan
serum oOrnekleri analiz gergeklesinceye kadar -20 °C ‘de saklandi. Rutin hormon testleri ise

T1bbi Biyokimya Laboratuvarinda ¢alisildi.
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3.2. YONTEMLER

3.2.1. Deney gruplan

Bu ¢alismada, 50 kisiden (25 vitiligo+ 25 saglikli birey) biyokimya tiiplerine alinan
kanlar 4000 rpm’de santrifiij edildi ve serum Ornekleri ayristirildi. Ayrilan serum 6rneklerinde

GPER-1(LSBiO) ve Raftlin diizeyleri (Cusabio) ticari kitler ile ELIZA cihazinda 6l¢iildii.

3.3 Vitiligo Hastalarinda ve Kontrol Grubunda ELIZA Metodu ile GPER-1
Tayini

GPER-1 aktivite tayini LSBiO Human GPER-1 ELIZA kit ile yapildi. Calisma yapilirken kit

iceriginde bulunan Yontem Prosediirii dikkate alindi.

3.3.1. Kit iceriginde bulunan ayiraclar

-96’lik kaplamali kuyucuk

-Standart(Liyofilize)

-Belirleme Reaktifi A (Green)

-Belirleme Reaktifi B (Red)

-A Reaktifi icin Seyreltme Cozeltisi

- B Reaktifi i¢cin Seyreltme Cozeltisi

-TMB Substrat

- Yikama Tamponu (Wash Buffer) ( 30x konsantre)

Prensibi: Orneklerde GPER-1 diizeyleri kantitatif sandvi¢ immiinoassay teknigi
(ELIZA) ile 6lgiildii. Mikrotitre plakast GPER-1'e 6zgii bir antikor ile 6nceden kaplandi.
Standartlar ve numuneler daha sonra GPER-1'e 6zgii bir biyotin-konjuge antikor ile uygun bir
mikro-titre plaka oyuklarmna ilave edildi. Daha sonra, Avidin bagli horseradish peroksidaz
(HRP) her bir mikroplakaya ilave edildi ve inkiibe edildi. TMB substrat ¢6zeltisi GPER-1,
biyotin-konjuge antikor ve enzim-konjiige avidin igeren kuyucuklara ilave edildikten sonra bir
renk degisimi olustu. Enzim-substrat reaksiyonu, siilfiirik asit c¢ozeltisi ilave edilerek

sonlandirild1 ve renk degisimi 450 nm bir dalga boyunda spektrofotometrik olarak ol¢iiliir.
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Numunelerde GPER-1 konsantrasyonu, Standart egride numune O.D.lerin karsilastirilmasiyla

saptandi.

GPER-1 Standat Grafigi
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Sekil 17. GPER-1 Standart Grafigi

Kit Prosediirii

1. Tum reaktifler, 0rnekler ve standartlar hazirlandi.

2. Standart ve orneklerden ilgili her kuyucuga 100uL eklendi. 1 saat 37 °C’de inkiibasyon
islemine tabi tutuldu.

3. Aspirasyon islemi yapildi ve her kuyucuga Belirleme Co6zeltisi A’dan 100uL eklendi. 1
saat 37 "C’de inkiibasyon islemine tabi tutuldu.

4. 3 kez aspirasyon ve yikama islemi yapildi.

5. Aspirasyon islemi yapildi ve her kuyucuga Belirleme Cozeltisi B’dan 100uL eklendi. 30
dakika 37 °C’de inkiibasyon islemine tabi tutuldu.

6. 5 kez Aspirasyon ve yikama iglemi yapildi.

7. Her kuyucuga 90uL Substrat Soliisyonu eklendi. 15-25 dakika 37°C’de inkiibasyon islemi
yapild1

8. Her kuyucuga 50uL Stop Soliisyonu eklendi. 450nm’de okuma yapildu..
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3.4 Vitiligo Hastalarinda ve kontrol grubunda ELIZA metodu ile Raftlin Tayini

Ratftlin aktivite tayini Cusabio Human Raftlin Elisa kit ile yapildi. Calisma esanasinda

kit kitapcigindaki Assay Procedure dikkate alinarak calisildi.

Prensibi: Orneklerde Raftlin diizeyleri kantitatif sandvig immiinoassay  teknigi
(ELIZA) ile 6lgiildii. Mikrotitre plakas1 Raftlin'e 6zgii bir antikor ile dnceden kaplandi.
Standartlar ve numuneler daha sonra Raftlin'e 6zgii bir biyotin-konjuge antikor ile uygun bir
mikro-titre plaka oyuklarmna ilave edildi. Daha sonra, Avidin bagli horseradish peroksidaz
(HRP) her bir mikroplakaya ilave edildi ve inkiibe edildi. TMB substrat ¢ozeltisi Raftlin,
biyotin-konjuge antikor ve enzim-konjiige avidin igeren kuyucuklara ilave edildikten sonra bir
renk degisimi olustu. Enzim-substrat reaksiyonu, siilfiirik asit cozeltisi ilave edilerek
sonlandirild1 ve renk degisimi 450 nm bir dalga boyunda spektrofotometrik olarak ol¢iiliir.
Numunelerde Raftlin konsantrasyonu, Standart egride numune O.D.lerin karsilastirilmasiyla

saptandi.

Raftlin Standart Grafigi
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Sekil 18. Raftlin Standart Grafigi
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Kit Proseduirt

1) Tiim ornekler ve standartlar hazirlandi.
2) Standart ve drneklerden ilgili her kuyucuga 100uL eklendi. 2 saat 37 °C’de inkiibasyon
islemine tabi tutuldu.
3)Kuyucukta bulunan biitiin sivilar bosaltildi.(Y1ikama islemi yapilmadi).
4)Kuyucuklarm her birine Biotin-Antibody (1x) ¢ozeltisinden 100 pL eklendi. 1 saat 37 °C’de
inkiibasyon yapild1 .
5)3 kez yikama soliisyonu ile aspirasyon islemi yapildi.
6)Kuyucuklarin her birine HRP-Avidin (1x) ¢zeltisinden 100 pL eklendi. 1 saat 37 °C’de
inkiibasyon yapild1
7) 5 kez yikama soliisyonu ile aspirasyon islemi yapildi
8)Kuyucuklarin her birine TMB Substrate ¢ozeltisinden 100 pL eklendi. 15-30 dakika 37
°C’de inkiibasyon yapild:
9) Kuyucuklarin her birine Stop Solution ¢ozeltisinden 50 pL eklendi
10) 5 dakika igerisinde 450 nm’de okuma yapildi.

3.4.2 Aviraclar
-Standart(Lyophilized)
-Biotin-Antibody (20x)
-HRP-Avidin (20X)
-Ornek seyreltme ¢ozeltisi
-Yikama tamponu
-Reaktif hazirlama tamponu
-TMB Substrate
-Stop Solution(Sonlandirma Cozeltisi)

3.5 Vitiligo ve Kontrol Grubunda Hormon Testleri
Vitiligo ve kontrol grubundan alinan vendz kanlar santrifiij edilip serum 6rnekleri alindiktan
sonra hormon testleri (TSH, Folik Asit, B12 Vitamini) KSU Tibbi Biyokimya Anabilim Dali

arastirma laboratuarinda Electrochemiluminescence Immunassay yontemiyle analiz edildi.
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3.6. istatistik

Sonuglar ortalama + SD olarak verildi ve istatistik degerlendirmeler i¢in gruplar

arasindaki ikili karsilastirilmalarin degerlendirilmesinde Mann-Whitney U testi kullanildi, p

<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi

4.BULGULAR

Calismamizda 25 vitiligo hastas1 ve kontrol grubu olarak 25 saglikli birey olmak {izere
50 katilime1 dahil edildi. Vitiligo hasta grubu 13 kadin ve 12 erkek hastadan olusurken,
kontrol grubu 14 kadin ve 11 erkekten olusuyordu. Hastalarin ve kontrol grubunun hepsi 18-

45 yas araliginda degismekteydi. Tiim vitiligo hastalarda ve kontrol grubunda GPER-1 ve

Raftlin aktiviteleri ELIZA yontemi ile 6l¢iildii.

Tablo 1. Hasta ve kontrol grubunun cinsiyet ve yasa gore dagilimlar1 (n=kisi sayis1)

Tiim vitiligo hasta grubu

Kontrol grubu (n=25)

(n=25)
Cinsiyet (Kadmn/erkek) 13/12 14/11
Hastalik siiresi ortalamasi 3,00 -
Yas Ortalamasi 25,00 28,50

4.1 GPER-1 Aktiviteleri

Tiim gruplarin GPER-1 aktiviteleri Tablo 1.’de gdsterilmistir.

Tablo 2. Tiim gruplarin GPER-1 aktiviteleri

GPER-1
n Ort £SD p degeri
GRUP 1 (Vitiligo) 25 *14,21+6,55 0,001
GRUP 2 (Kontrol) 25 8,75+3,54

*Grup 1 ve 2 arasinda istatiksel olarak anlamli farkliliklar saptandi (Mann-Whitney U test)
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GPER-1(ng/mL)

16
14
12
10

oON B O

Kontrol Vitiligo
II GPER-1 8,75 14,21

Sekil 19. Gruplar aras1t GPER-1 aktivite diizeyleri

4.2. Raftlin Aktiviteleri
Tiim gruplarm Raftlin aktiviteleri Tablo 1.’de gosterilmistir. Iki grup arasinda

istatiksel olarak anlamli farkliliklar saptandi.

Tablo 3. Tiim gruplarin Raftlin aktiviteleri

Raftlin
Gruplar n Ort+SD p degeri
Grup 1 (Vitiligo) 25 *387,4+143,0 0,001
Grup 2 (Kontrol) 25 247,8+98 4

*Grup 1 ve 2 arasinda raftlin diizeyleri agisindan istatiksel olarak anlamli farkliliklar saptand1

(Mann-Whitney U test)
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Raftlin(pg/mL)

0

Kontrol

Vitiligo

|- Raftlin

287,4

387,4

Sekil 20. Gruplar aras1 Raftlin aktivite diizeyleri

Tablo 4. Vitiligo Hastalarinin Biyokimyasal Verileri

Cinsiyet Yas TSH Folik Asit Vitamin B12
1 24 0,92 8,51 472
2 K 21 1,5 9,56 563
3 E 30 0,88 15,4 203
4 E 26 1,14 12,22 195
5 K 19 1,4 10,8 498
6 K 27 1,38 11,9 563
7 E 18 0,98 6,75 680
8 E 23 0,75 7,85 254
9 E 29 0,91 12,15 356
10 K 34 0,9 14,01 457
11 K 31 1,64 8,82 324
12 K 22 1,52 9,12 193
13 E 25 2,8 6,99 254
14 E 26 1,54 7,02 325
15 K 20 2,14 14,06 398
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16 E 23 1,6 12,08 378
17 K 21 0,918 10,099 402
18 K 22 2,22 12,09 201
19 E 20 1,72 11,05 323
20 K 19 1,36 9,51 325
21 E 26 1,42 13,25 198
22 K 23 2,02 14,28 248
23 K 24 2,01 15,01 451
24 E 28 1,76 14,06 378
25 K 38 0,88 10,98 261
Tablo 5. Kontrol Grubunun Biyokimyasal Verileri
Cinsiyet Yas TSH Folik Asit Vitamin B12
1 36 1,72 14,01 373
2 K 25 1,36 8,82 198
3 E 40 1,42 9,12 202
4 E 29 2,02 6,99 324
5 K 27 2,01 7,02 378
6 K 19 1,76 14,06 422
7 E 22 0,88 12,08 320
8 K 24 1,4 10,099 351
9 E 25 1,38 12,09 252
10 K 26 0,98 11,05 243
11 K 25 0,75 9,51 324
12 K 25 0,91 13,25 203
13 E 26 0,9 14,28 365
14 E 28 1,64 15,01 387
15 K 32 1,52 8,51 421
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16 E 31 2,8 9,56 199
17 K 25 1,54 15,4 456
18 K 21 2,14 12,22 687
19 E 22 1,6 10,8 702
20 K 20 0,918 14,06 888
21 E 18 2,22 10,98 654
22 K 22 0,92 11,9 602
23 K 23 1,5 6,75 452
24 E 25 0,88 7,85 365
25 K 27 1,14 12,15 421
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5.TARTISMA

Bu c¢aligmada vitiligo hastaligmin sinyal yolaklarinda etkili olan GPER-1 ve Raftlin
aktiviteleri tizerine etkisini arastirdik. Bu ¢alisma sonucunda GPER-1’in Rho protein
ailesinden olan G proteinin melanosit hasarina sebep verdigini bilerek, GPER-1’inde ayni
etkiye sahip olabilecegini diislindiik. Sfingolipid yapidaki Raftlinin ise melangonik inbitor
olmas1 muhtemel olabilecegini diistinmekteyiz. Sfingolipidler, membran iligkili bir grup
tarafindan sinyal iletici olarak gorev alirlar. Mitf degrederasyonunu artirarak melanogenezi
azaltirlar. Mitf genide melanositlerin yasami i¢cin denmli bir gendir ve melanogenik
proteinlerin transkripsiyonunun anahtar diizenleyicisi olarak gorev alir. Mitf ekspresyonu
fosforilasyonla olacagi gibi siklik AMP(cAMP) yoluyla da sinyal iletimini yaparlar. Bu
bilgiler 151¢1nda GPER-1 ile Raftlinin cAMP yolaginda etkisi Mitf geni tarafindan olabilir.

Vitiligo hastalig1 kalitsal olan, diinya tlizerinde sikca rastlanan, herhangi bir yasta
beliren ve ilerleyici olan bir pigment bozuklugudur. Klinik agidan bakildiginda biiyiikliikleri
ve sayilar1 farkli, beyaz renkli makiil ve yamalar ile karakterizedir(48-52). Vitiligonun
etyopatogenezi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir(48). Birbirinden farkli genetik, cevresel
ve immunolojik faktorler su¢lanmaktadir. Vitiligo hastaliginda depigmente makiillerde hig
melanosit bulunmadigi i¢in patogenez lizerine diisiiniilen teoriler melanositlerin hasarlanmasi
iizerine odaklanilmistir. Tanimlanmamis melanosit biiyiime faktorlerinin eksikligi ve
melanositlerin yapisinda veya fonksiyonunda intrinsik defekt varligi da diger olas1 etiyolojik
faktorlerdir (53-56).

Vitiligo hastalig1 ile beraberinde goriilen en sik hastalik B12 vitamini eksikligidir. B12
vitamini eksikligi tanis1 bir ¢ok calismayla belirlenmis olup B12 vitamini eksikliginin
goriildigi vitiligo ile pernisiyoz anemi beraberligidir. Vitiligo ile pernisiydz anemi arasindaki
iligki pek ¢ok calismada irdelenmistir(64,65,66,67). Bizim ¢alismamizda ise folik asit ile B12
vitamin diizeyleri kontrol grubuna gore kiyasladigimizda vitiligo hastalarmda normal
sinirlarda bulunmustur.

Interlokin-1a, Interlokin -6 ve TNF-a epidermal keratinositler ve Langerhans hiicreleri
tarafindan sentezlenirler ve normal insan melanositleri ilizerine benzer biyolojik etkilere
sahiptirler. Interlokin -1a, Interlokin -6, TNF-o ve TGF-p insan melanosit proliferasyonu ve
melanogenezin parakrin inhibitorleridir ve tirozinaz enzimini de azaltirlar (57,58). TNF-a,
Interlokin -lo, Interlokin -1B, Interlokin -6, Interlokin -8 ve GM-CSF’nin, vitiligonun
etyopatogenezindeki rolii ortaya konmustur(59). Bizim calismamizda ise GPER-1’in insan
melanosit proliferasyonu ve melanogenezin parakrin inhibitorii olabilecegini 6ngdrmekteyiz

ve tirozinaz enziminde azaltabilecegi kanisindayiz.
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Rhodopsin protein ailesi melanosit dendtritlenmesinde yol oynar. Rho proteinleri g
proteini baglayici protein yapisindadir. Rho proteinleri guanozin trifosfata baglaninca aktif
hale gelir. Rho proteininin aktif hale gelmesiyle melanosit dendtritlerinde retraksiyon olur.
Ayni g protein ailesinden olan RAC proteini aktivide oldugunda ise dentritler olusur. a-MSH,
cAMP’yi1 artirarak Rho’yu inhibe eder, bdylece melanosit dendritlenmesini artirr. RAC ve
Rho proteinlerin arasindaki dengenin melanosit dentritlenmesi i¢in Onemli oldugu
gortilmektedir (21,22,23,24).

Vitiligolu keratinosit ve melanositlerde kalsiyum transportunun hasarli oldugunu
savunan ¢alisma yapilmistir(60,61). Saglikli insan keratinositlerinde 3;-adrenoreseptor’lerinin
stimiilasyonu adenilat siklaz/cAMP yolagini kullanarak gerceklestirir. Burada ki sistemde
regiilasyon hiicre i¢i kalsiyum iyonlarmin kritik derecede 6nemli oldugunu gdstermektedir.
Bu arastrmanmn bulgularmma gore vitiligo keratonositlerde kalsiyum alinimi kontrol
keratonistlerine gore yaklasik olarak 4-5 kat azalmis durumdadir(60). Kalsiyum
hemostazisindeki hasar sonucunda [;-adrenoreseptoriiniin gen ekspresyonununda kontrolii
saglanamamaktadir(62). Bunun sonucunda olusan asir1 gen ekspresyonu artisiyla
keratinositlerde farklilasma meydana gelmektedir. Ayni arastirmacilar bu bilgilerin yaninda
vitiligoda keratinositlerde oldugu kadar melanositlerde de kalsiyum transport bozuklugunun
s0z konusu oldugunu saptamiglardir(61). Bizim calismamiz ile bu ¢alismay1 kiyasladigimizda
GPER-1’in stimiilasyonunun adenilat siklaz/cAMP yolagin1 kullanarak gerceklestirdigini ve
vitiligo hastalarindaki GPER-1 aktivitelerindeki artis bu hastalikta melanositlerle ilgili
olabilecegini diistinmekteyiz. Ayni sekilde Raftlin diizeyindeki artisin ise adenilat siklaz
yolag1 ile alakali olabilecegini 6ngdrmekteyiz. Sonu¢ olarak bu calisma ile kiyaslama
yaptigimizda vitiligo hastalarmin kalsiyum hemostazisinde de bozukluk GPER-1 ve Raftlin

ile alakal1 olabileceginin olabilecegini 6n gérmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

1- Vitiligo Hastlarinda calistigimiz GPER-1 ve Raftlin’in birbiriyle ayni yolaklar:
kullanabilecegi kanisindayiz. Bulgularimiza gére GPER-1 ve Raftlin diizeyleri serum

diizeylerinde benzer oranlarda artis gostermektedir.

2- GPER-1I’in stimiilasyonunun adenilat siklaz/cAMP yolagini1 kullanarak gerceklestirdigini
ve vitiligo hastalarindaki GPER-1 aktivitelerindeki artis bu hastalikta melanositlerle ilgili
olabilecegi kanisima varmis bulunmaktayiz. Ayni sekilde Raftlin diizeyindeki artisin ise
adenilat siklaz yolagi ile alakali olabilecegini 6ngérmekteyiz. Sonug olarak bu calisma ile
kiyaslama yaptigimizda vitiligo hastalarmin kalsiyum hemeostazisinde bozukluk GPER-1 ve

Ratftlin ile alakali olabilecegine rasladik.

3- Vitiligo Hastalarinda istatiksel veriler dogrultusunda GPER-1 ve Raftlin’in vitiligo
hastalarinda kontrol grubuna gére artmis olmasi aralarinda ki iliskinin oldugu ancak daha
detayl1 bir aragtirma ile molekiiller teknikler kullanarak GPER-1’in gen ekspresyonu iizerinde
Raftlin’in etkisine bakilmasinin GPER-1 ile Raftlin arasindaki iligkiyi irdelemekte anlamli

olacagin1 ongormekteyiz.

4.Bu calismada sonucunda Vitiligolu hastalarda Mitf geni lizerindeki GPER-1 ile Raftlin bu
gene etkiside calisilmasinin yapilmasi daha anlamli veriler vererek vitiligo hastaliginin
etiyolojisine ve patogenezine daha fazla katki saglayabilecegini diistinmemiz ikinci

ongoriimiizdiir.

5.Calismamizda elde ettigimiz biyokimyasal veriler neticesinde B12 vitamini, TSH, Folik
Asit degerleri kontrol grubuna gore vitiligo hastalarini kiyasladigimizda iki gruptada biitiin
biyokimyasal degerlerin normal sinirlarda oldugunu tespit edilmistir. Bundan dolay1
hastalarimizda vitiligo hastalig1 ile beraber goriilen tiroid hastaligi, pernisiydz anemi

hastaliginim olmadig1 gortilmiistiir.
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