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OZET

T.C. NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

Siddetli Akneli Hastalarda Oksidatif Stres ile Hgili Plazma miR-21, miR-31 ve miR-
200 Seviyelerinin Arastirilmasi

Betiil CALIS
Tibbi Biyokimya Anabilim Dal1
YUKSEK LISANS TEZi/ KONYA 2018

Amag: Yapilan ¢alismalarda akne’nin oksidatif stresle iliskili oldugu bulgulart mevcuttur.
Akne hastalarinda reaktif oksijen tiirleri daha fazla olusmaktadir ve olusturdugu irritasyon ile folikiiler
duvarda hasar yaratarak inflamasyona katkida bulunmaktadir. miR-21, miR-31 ve miR-200’{in
onkojenik, yaslanma ve oksidatif stres gibi bir¢ok olayda onemli rolleri bulunmaktadir. Bu yiizden
calismamizda siddetli akneli ve aknesiz kadinlarda oksidatif streste rolii oldugu diisiiniilen plazma
miR-21, miR-31 ve miR-200 seviyelerinin ve MDA, glutatyon gibi oksidatif stres markirlarinin nasil
degistiginin ortaya konulmasi amaglanmistir.

Gerec ve Yontem: Bu ¢alisma, Konya Necmettin Erbakan Universitesi Meram T1ip Fakiiltesi
Hastanesi Cildiye Poliklinigine bagvuran 18-60 yas araliginda siddetli akneli 57 kadin ile goniillii 40
aknesiz saglikli kadin {izerinde (kontrol grubu) gergeklestirilmistir. Katilimcilardan alinan kan
orneklerinde miRNA dlgiimleri RT-PCR ydntemi ile oksidatif stres parametreleri ise ELISA yontemi
ile 6l¢iilmiistiir.

Bulgular: Calismamizda akne vulgarisli hasta ve kontrol grubu karsilastirildiginda plazma
mMiR-21 diizeyi istatistiki agidan anlamli yiiksek bulunmustur (p<0.05). Bunun yan: sira plazma miR-
200a ve miR-31 diizeyleri ise yiiksek bulunmus fakat istatistiki agidan anlamlilik ifade etmemistir.
Akne vulgarisli hasta ve kontrol grubunun oksidatif stres parametre diizeyleri karsilastirildiginda
plazma MDA diizeyleri (p<0.05) akne vulgarisli hastalarda kontrol grubuna gore anlamli diizeyde
yiiksek, glutatyon diizeyleri (p<0.01) ise istatistiki agidan anlamli diigiik bulunmustur. Spearman
korelasyon testi sonucuna gore hem akneli hastalarda hemde kontrol grubunda plazma miR-200a,
miR-21, miR-31 birbirleri arasinda pozitif korelasyon gostermis (p<0.001) ve akneli hastalarda bu ti¢
miRNA ile MDA diizeyleri arasinda da anlamli pozitif korelasyon bulunmustur (p<0.05).

Sonug¢: Sonug olarak ¢aligmamizin aknenin etyopatogenezinin daha iyi anlasilmasina ileri
katk1 sagladigint ve bununla beraber tedaviye miRNA bakis agisi ile yeni yaklasimlar sunabilecegini
diisiiniiyoruz.

Anahtar Kelimeler: Akne vulgaris; miRNA,; oksidatif stres.
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ABSTRACT

NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY
HEALTH SCIENCES INSTITUTE

The investigation of Plasma miR-21, miR-31 and miR-200 Levels Associated with
Oxidative Stress in Severe Acne Patients

Betiil CALIS
Department of Medical Biochemistry

MASTER'S THESIS / KONYA 2018

Objective: Studies have shown that acne is associated with oxidative stress. Reactive oxygen
species are more common in acne patients and contribute to inflammation by creating irritation and
damaging follicular wall. miR-21, miR-31 and miR-200 have important roles in many cases such as
oncogenic, aging and oxidative stress. Therefore, our study aimed to show how plasma miR-21, miR-
31 and miR-200 levels and oxidative stress markers such as MDA, glutathione change in oxidative
stress in women with severe acne and without acne.

Material and Method: This study was carried out on 57 women with severe acnhe and 40
healthy volunteers women without acnes at the age range of 18-60 who applied to Konya Necmettin
Erbakan University Meram Medical Faculty Hospital Dermatology Polyclinic. In the blood samples
taken from the participants, miRNA measurements by RT-PCR method were measured oxidative
stress parameters by ELISA method.

Result: in our study, plasma miR-21 level was found statistically significantly higher when
we compared ache vulgaris patients and control group (p<0.05). In addition, plasma miR-200a and
miR-31 levels were found to be high but not statistically significant. Plasma MDA levels (p<0.05)
were found to be significantly higher in patients with acne vulgaris than in the control group, whereas
glutathione levels (p<0.01) were statistically significantly lower in patients with acne vulgaris
compared to the control group. Spearman correlation test showed that plasma miR-200a, miR-21,
miR-31 showed a positive correlation between each other (p<0.001) in both acne patients and control
group and there was a significant positive correlation between these three miRNAs and MDA levels in
acne patients (p<0.05).

Conclusion: In conclusion, we think that our study contributes to a better understanding of
etiopathogenesis of acne and that it can offer new approaches with the viewpoint of treatment miRNA.

Key words: Acne vulgaris; miRNA; Oxidative stress.
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1. GIRIS VE AMAC
Akne vulgaris (akne), pilosebase birimin polimorfik goriiniimlii yinelenen ve

alevlenmelerle seyreden kronik bir inflamatuar hastaligidir. Akne, her ne kadar
Olimciil bir hastalik olmasa da, viicut imajmin 6nemli oldugu geng¢ yaslarda
goriilldiigii i¢in kisinin yasam kalitesini olumsuz etkileyebilmektedir. Akne
patogenezi heniiz tam olarak aydinlatilamamakla birlikte, hastalikta temelde dort
faktoriin rol oynadigr distiniilmektedir. Bu faktorler; komedogenez, artmis sebase
bez hiperplazisi ve sebum iiretimi, Proprionibacterium acnes’in hiperkolonizasyonu

ve inflamasyondur.

Akne hastaliginin oksidatif stresle iliskili oldugunu gosteren caligmalarin
sayist her gecen giin artmaktadir. Akne hastalarinda daha fazla olusan reaktif oksijen
tirleri (ROS), olusturduklari irritasyon ile folikiiler duvarda hasar yaratarak
inflamasyona katkida bulunmaktadir. Bir ¢aligmada aktif nétrofillerden salgilanan
ROS’larin normal dokuda kimyasal hasara sebep oldugu ve hiicre membran
lipidlerine  saldirdigr ~ gosterilmistir.  Akne  hastalarinda  serum  lipid
peroksidasyonunun son {irlinii olan malondialdehit seviyesi daha yiiksek, bir
antioksidan olan glutatyon seviyesi ise daha diisiik oldugu gosterilmistir. Kanda
siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz gibi antioksidan diizeylerinin akne
hastalarinda daha diisiik oldugu gosterilmistir. Notrofillerden salgilanan siiperoksit
radikal, hidrojen peroksit gibi serbest oksijen radikali iirlinlerin zararl etkilerini
inhibe eden linoleik asitin akne hastalarinda daha diisiik oldugu gézlenmistir.

MikroRNAlar (miRNAlar) kiiclik, protein kodlamayan 21-24 niikleotid
uzunlugunda RNA molekiilleridir. Bir ya da birden fazla hedef geni baskilayarak
gelisim, farklilagsma, gogalma, hiicre 6liimii gibi siireclerde rol oynarlar. Genel olarak
translasyonun baskilanmasina veya mRNA’nin yikimlanmasina neden olurlar. miR-
21, miR-31 ve miR-200’iin onkojenik fonksiyonlarda, yaslanma ve oksidatif stres
gibi daha bircok olayda 6nemli rolleri bulunur. miR-21 aterosklerotik plaklarda
artarak diizenlenir, mitokondriyal oksidatif savunmada Onemli bir protein olan
stiperoksit dismutaz-2 (SOD2)’nin islevini disiiriir. Boylece bu durum ROS
olusumuna neden olur. ROS zararli molekiillerdir ve inflamatuar deri hastaliklarinin
cogunda kritik roller oynamaktadir.  Sivilce patogenezinde yer alan
propionibacterium acnes, noétrofillerin birikmesine yol agan bazi1 kemotaktik

faktorlerin salinmasina neden olur ve bu durum, fagositoz sonucunda lizozom

1



enzimleri gibi bazi enflamatuar faktorlerin birakilmasindan sonra folikiiler epitele
zarar verir. ROS, inflamatuvar dokudaki aktif notrofilden salinir. Bu oksidanlar
DNA'ya veya membran lipidlerine saldirir ve saglikli doku da dahil olmak tizere
kendilerine kimyasal hasar verirler.

Bu yiizden ¢alismamizda siddetli akneli bayanlardan rutin tetkikler sirasinda
alinan kanlar ile farkli yas gruplarinda oksidatif streste rolii oldugu diisiiniilen plazma
miR-21, miR-31 ve miR-200 seviyelerinin ve malondialdehit (MDA), glutatyon
(GSH) gibi oksidatif stres markirlarinin nasil degistiginin ortaya konulmasi

amaclanmaktadir.

2. GENEL BILGILER
2.1. Akne tarihgesi

Akne, yazinin bulundugu doénemlerden bu yana bahsi gegen bir hastaliktir.
Antik Misir’da eski tip bilgileri iceren kaynaklara gore akneden inflamatuar sislik ve
¢iban olarak bahsedilmistir. Tedavide bal ve hayvansal kokenli karigimlarin etkili
olabilecegi One siirlilmiistiir. Ayn1 zamanda siilfiir iceren mineral banyolarinin da
tedavi amacli kullanilabilecegi bildirilmistir (Bozkurt, 2015). Akne terimini ilk
olarak Bizans Imparatoru Justinian’in doktoru Aetius Amidenus kullanmistir.
Akneye giiniimiize kadar kullanilagelen zirve, u¢ anlamimi vermistir (Bolognia ve

ark., 2012).
2.1.1. Epidemiyoloji

Akne, diinya niifusunun %9,4’iinii etkileyen bir hastalik olarak bilinmektedir.
Akne hastaligi, 1990-2010 yillarin1 kapsayan bir aragtirmaya gore diinyada siklik
acisindan sekizinci siradadir. Hastalik sikligimmin tim diinyada ayni 6l¢lide oldugu
gozlemlenmistir. Akne tiim 1rklarda goriilmekle birlikte beyaz irkta siyah irka

nazaran daha etkili bir sekilde goriilmektedir (Bozkurt, 2015).
2.1.2. Yas ve Cinsiyet

Akne, esas olarak ergenlik doneminde goriilen bir hastaliktir. Genellikle 8-12
yaslarinda baglar ve en yogun yasandigi donem 16-20 yas araligidir. Bunun yani sira
yeni doganda, ¢cocukluk ¢aginda nadir de olsa goriilmektedir. Akne hastalig1 goriilen

genclerin %85°1 12-24 yas araligindadir. 25 yasindan sonra akne goriilen hastalarin
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orani ise %20-40 arasinda degismektedir (Bozkurt, 2015). Yapilan bir ¢alismada
kadinlarin %12’si ile erkeklerin %3’linde akne hastaliginin 44 yasina kadar devam
ettigi gézlenmistir (Abe ve ark., 1981). Akne, yapilan arastirmalara gore kadin ve
erkekte esit oranda goriilmektedir. Kizlarda puberte 6ncesi donemde goriiliirken,
erkeklerde daha ¢ok puberte sonrasi donemde goriilmektedir (Kilkenny ve ark.,
1998; Aksu ve ark., 2012).

2.1.3. Pilosebase birim anatomisi ve fizyolojisi

Kil folikiilii ve etrafindaki yagli bez birlikte pilosebase birim olarak
adlandirtlir ve 10-70 um capindadir. Pilosebase birimler puberte ve androjenlerin
etkisiyle viicutta sebasedz bolgelerde sebase folikiillere doniisiirler. Aknede sebase

folikiiller alin, yanak, burun, sirt ve govdede yogun olarak goriiliir (Bozkurt, 2015).

Sebase bez, kil folikiillerinin etrafin1 saran ¢ok katli kiibik epitel
hiicrelerinden olusan keseciklerdir. Sebase bez hiicreleri sebum iiretimini saglar ve
tirettikleri sebumu duktuslar araciligiyla oncelikle kil folikiiliine ve sonrasinda kil
folikiiliinden deri yiizeyine aktarir. Holokrin bez siifinda yer alan sebase bezde
iiretilen sebum igerigi her memelide farkli orandadir. insan sebumu %12 skualen,
%26 balmumu esteri, %41 trigliserit ve %16 serbest yag asidi igerir (Thody ve
Shuster, 1989). Sebum deriye hidrofobik koruma saglarken, viicudun 1s1 dengesinin

korunmasina da yardimei olur (Ottaviani ve ark., 2010).
2.1.4. Etyopatogenez

Akne multifaktoriyel bir hastaliktir ve akne olusumunun hala bilinmeyen
birgok yani vardir. Akne hastaliginin gelisim ve olusumunda 4 temel faktoriin rol
aldig1 bilinmektedir. Bunlar artmis sebum iiretimi ve sebase bez hiperplazisi,
komedogenez, inflamasyon ve Proprionibacterium acnes (P. acnes)
hiperkolonizasyonudur. Bu olusum ve gelisimdeki dort faktoriin birbirleriyle olan
iliskisi ve siralamasi halen net bir sekilde bilinmemektedir. Bunlarin yam sira
oksidatif stres, kalitim, beslenme gibi durumlarda hastaligin tetikleyicileri olarak
degerlendirilmektedir (Bozkurt, 2015).



2.1.4.1. Komedogenez

Komedogenez, folikiiler infundibulumun asir1 karnifikasyonu ile anormal
farklilasmay1 ifade etmektedir. Infindubular keratinosit hiicrelerinin artmasi ve
adezyondaki artig folikiiler kanallar1 tikar. Folikiil, sebum ve keratindz igerigin
olusmasiyla genisleyerek Kistik bir durum meydana gelir (Bozkurt, 2015). Tikanan
komedonda sebum ve keratindz icerikte artis gergeklesir. Bu durum folikiiler duvarin
genisleyerek yirtilmasini kolaylastirir ve inflamasyonun baslamasina ya da var olan
inflamasyonun artisina neden olur. Akne hastaliginda komedogenezin mi yoksa
inflamasyonun mu 6nce gergeklestigi bilgisi kesinlestirilememistir (Bolognia ve ark.,
2012). Aknede komedojenik etkili olan interlokin 1 alfa (IL-1a) varliginin goriilmesi,
hastaligin bastan itibaren inflamatuar durumla iliskili oldugunu diisiindiirmektedir
(Jeremy ve ark., 2003).

2.1.4.2. Sebase bez hiperplazisi ve artmis sebum tiretimi

Akne hastaliginin olusumunda en O6nemli noktalardan biri artmig sebum
iretimi ve sebase bez hiperplazisidir. Sebase bez artigini adrenal ve gonadal kaynakl
androjenler belirler. Hipofiz bezi bu iki kaynagin diizenleyicCisi olarak gorev alir
(Bozkurt, 2015). Sebase bezlerin androjene karsi duyarliligi yiiksek iken Ostrojene
kars1 duyarlilig: diistiktiir (Toyoda ve ark., 2001). Siddetli akne hastalarinda androjen
seviyesinin yiiksek oldugu ¢aligmalar vardir. Sebum farkli yollarla etki gosterir.
Bunlardan en Onemlisi de P.acnes igin anerobik iireme ortami olusturmasidir
(Bozkurt, 2015). Sebumun folikiiler kanala geg¢mesiyle P.acnes’in lipaz enzimi
araciligiyla trigliseridlerin serbest yag asitlerine doniisiimii artar ve bunun yan sira
inflamasyon meydana gelir (Das ve Reynolds, 2014). Tikanmis komedonda, sebum
ve keratin birikimi artar, bu da folikiil duvarimi gerginlestirir. Artan gerginlige baglh
olarak folikiil duvarmin yirtilmasi kolaylasir ve inflamasyon olugumuna sebep olur

(Bolognia ve ark., 2012).

Yapilan arastirmalarda akne lezyonu siddeti ile sebum sekresyon diizeyi
arasinda dogru bir orant1 oldugu gézlenmistir. Akne patogenezinde sebum iiretiminin
yaninda sebum igerigindeki degisiminde etkili oldugu distiniilmektedir (Bozkurt,
2015).



2.1.4.3. Proprionibacterium Acnes Hiperkolonizasyonu

P.acnes, deride sebase bezlerin oldugu bolgelerde yerlesen, gram pozitif
hareketsiz bir flora bakterisidir. P.acnes’in eni 0,4 pum ile 0,7 um, boyu ise 3 um ile 5
um arasindadir. Sitoplazmasi ribozomca zengin iken hiicre duvari peptidoglikanca
zengindir. Anaerobik ortamlarda ve sebum ile dolu komedonlarda daha g¢abuk
tiremektedir. P.acnes’in akne patogenezinde rolii oldugu bilinsede inflamasyon
olusumunu saglayict ya da artirict etkisi oldugu net bir sekilde bilinmemektedir.
Flora elemani olmasi ve akneli hastalarin pilosebase birimlerinde kolonize
oldugunun kanitlanamamasi bu durumun nedeni olarak kabul edilmektedir.
Pilosebase birimde p.acnes miktari, hastalarda saglikli kisilere gore daha yiiksek
bulunmustur. P.acne folikiil duvarina hasar vererek inflamasyona sebep olan
proteinaz, hyaliirinidaz ve nérominidaz gibi enzimler ile derinin gegirgenligini

bozarak inflamatuar siirece neden oldugu diisiiniilmektedir (Bozkurt, 2015).
2.1.4.4. Inflamasyon

Aknede en Onemli noktalardan bir digeri de inflamasyondur fakat bunu
baslatici etken net olarak bilinmemektedir. Aknedeki inflamasyonda makrofajlar,
notrofiller, T lenfositler, keratinositler, sebosit hiicreleri, dogal immiin tepki ve
edinsel immiin tepki rol almaktadir. Akne patogenezinde, Toll like reseptor (TLR),
kemokin, komplemanlar, antimikrobiyal peptidler ve sitokinlerin dogal immiin

yanitta rol oynadigi disiiniilmektedir (Bozkurt, 2015).

P.acnes, Toll like reseptéor 2 (TLR-2)’nin aktivasyonu yoluyla hem
mikrokomedojenik hem de enflamatuar akne lezyonlarinda dogustan gelen immiin
reaksiyonu tetikleyebilir. TLR’ler istilaci mikroorganizmalara karst savunma
gosteren bagisiklik sisteminin bilesenidir. P.acnes’in  proinflamatuar sitokin
salmmmin1 ve antimikrobiyal peptidlerin ekspresyonunu tetikledigi gozlenmistir.
P.acnes kolonizasyonu, interlokin 12 (IL-12) ve interlokin 8 (IL-8) iiretimiyle
sonuclanan monosit TLR2’nin aktivasyonuna neden olmaktadir. TLR’lerin
aktivasyonu yoluyla, P.acnes insan epidermal keratinositlerinde p-defensin-2 ve I1L-8
ekspresyonunu indiiklemektedir. B-defensinleri (defensin-1, defensin-2, defensin-3),
mikrobiyal enfeksiyona yanit olarak deride iiretilen antimikrobiyal peptid ailesidir.

Klinik olarak inflamatuar akne olusumunda yer alirlar (Emil ve Tanghetti, 2013).



Defensinler erken akne olusumunda rol alirlar. Saglikli cildin sebase
bezlerinde konstitiitif f-defensin, MRNA ve protein ekspresyonu vardir. Buradaki
defensinler, pilosebase {nitenin mikrobik invazyondan korunmasinda rol
oynamaktadir. Ozellikle akne vulgaris lezyonlarmimn cogunda B-defensin-1 ve B-

defensin-2’nin belirgin bir sekilde arttigi goriilmiistiir (Emil ve Tanghetti, 2013).
2.1.4.5. Kalitim

Akne, kaliim gosteren bir hastalik olarak diisiiniilmektedir. Anne ya da
babasinda akne gecmisi olanlarda erken yaslarda goriilebildigi gibi bu durumun
tedavi asamasimda etkiledigi, tedaviye ge¢ yanit alindig1 bilinmektedir. ilerleyen
yaslarda akne hastalig1 goriilen kisilerde giiclii bir aile dykiisii bulunmaktadir. XXY
genotipine sahip kisilerde aknenin daha siddetli gegirildigi bilinmektedir (Bozkurt,
2015).

2.1.4.6. Oksidatif stres

Son zamanlarda yapilan calismalar ile aknenin oksidatif stres ile olan
iliskisinin arttigi gozlenmektedir. ROS, akneli kisilerde daha c¢ok olusmaktadir.
Olusan bu ROS’larin folikiiler duvarda hasar ve irritasyona sebebiyet vermesi sonucu
inflamasyon olusumu meydana gelmektedir (Bozkurt, 2015). Akne hastalarinda
oksidatif strese bagli olarak MDA seviyesi yiiksek iken glutatyon seviyesinin diisiik
oldugu gozlenmisitir (Sahib ve ark., 2013).

2.1.4.7. Beslenme

Kan sekerini yiikselten karbonhidrath gidalarin; insiilin, artmis serum gukoz
ve karaciger kaynakli insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1) vasitasiyla hiicre
biiyiimesi ve gelismesini artirarak akne gelisimini tetikledigi bildirilmektedir. Ayn
zamanda lipid sentezinden sorumlu niikleer mTORC’u (mammalian target of
rapamycin complex) harekete gegirerek akne olusumunu artirmaktadir (Cordain ve
ark., 2002).

Bilhassa siit ve fermente edilmis siit triinleri insiilini ve IGF-1 seviyesini
artirarak zengin 16sin igerigiyle mTORC’u aktive ederek akne gelisimine neden
oldugu belirtilmektedir. Gidalarin akne olusumunu artirdigi durumlara 6rnek olacak

caligmalar mevcuttur. Sporcular tarafindan kas yapicit ve kilo aldirici olarak



kullanilan whey protein tozlarinin tedaviye direngli akne artiglarina sebep oldugu
gbzlenmistir. Kwon ve ark. yaptigi bir calismada, hastalar1 10 hafta boyunca diisiik
glisemik indeksli yiyecekler ile beslemis ve bunun sonucunda hastalarda inflamatuar
ve inflamatuar olmayan akne sayisinda azalma gozlemislerdir. Azalma oran
inflamatuarli hastada %27,6 iken inflamatuarli olmayan hastalarda %29,1 olarak

Olctilmistiir (Kwon ve ark., 2012).

Gliney Kore’de 783 hasta ve 502 kontrol grubunun olusturdugu bir ¢alisma
neticesinde balik ve sebze ile beslenen kisilerde, noodle gibi kan sekerini yiikseltici
karbonhidratlar, tavuk eti, domuz eti ile beslenenlere gére daha az akne gozlenmis ve

serum IGF-1 diizeylerinin diisiik oldugu tespit edilmistir (Bozkurt, 2015).
2.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, kimyasal olarak en dis katmanda bir elektron kaybetmistir.
Serbest radikallerin yapisinda, gogunlukla oksijen yer almaktadir. ROS’lar kii¢iik ve
oldukga reaktif molekiillerdir. Serbest radikaller kararsiz yapidadirlar ve kararli hale
ge¢mek i¢in hiicrelere saldirarak hasar olustururlar (http://gida.gumushane.edu.tr 7

Mayis 2014).

Sekil 1: Saglikli Hiicre ve Serbest Radikal

Saglikli Hiicre Serbest Radikal

Serbest radikaller 3 yolla meydana gelirler.

a) Kovalent bagli normal bir molekiiliin, her bir parcasinda ortak

elektronlardan birinin ortamda kalmasi ve homolitik boliinmesi sonucu ile:
XY 5> Xe+Ye
b) Normal bir molekiiliin bir elektron kaybina ugramas ile:
A-e-—A+e

¢) Normal bir molekiile bir elektron eklenmesi ile:



A+e-— Ae-

Uretilen bu radikaller membran lipitlerine, hiicre i¢i proteinlere, niikleik
asitlere etki ederek bu makromolekiillerin yap1t ve fonksiyonlar1 {iizerinde

degisikliklere yol acarak hiicresel hasar meydana getirir (Kiling ve Kiling, 2002).

2.2.1. Serbest Radikal Kaynaklari

v' Asir alkol tiiketimi
Sigara kullanimi
Elektromanyetik radyasyon
Giines 151lar(UV)
Kronik inflamasyonlar
Asirt demir yiiklemesi
Asirt fiziksel egzersiz

Yaglanma

SR N N N VR R NN

Dogum kontrol haplari (http://www.oksante.com.tr 2012).

2.3. Reaktif Oksijen Tiirleri

Atmosferde bulunan oksijen, molekiiler oksijen (O2) ya da dioksijen olarak
adlandirilir ve normal oksijenin bir kism1 baglica mitokondri olmak iizere hiicresel
kompartimanlardaki metabolizma sirasinda indirgenerek reaktif oksijen tiirlerine
dontigiir. Baglica reaktif oksijen tiirleri; stiperoksit radikali (Oy”), hidroksil radikali
(OHe ) ve hidrojen peroksit (H,0,) dir. Bunlardan ilk ikisi serbest radikal, hidrojen

peroksit ise prooksidan’dir (Navarro ve Boveris, 2004).

2.3.1. Siiperoksit Radikalleri (02'7)

Oksijen kullanan hiicrelerde molekiiler oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesi ile olusurlar. Ozellikle elektronca zengin i¢ mitokondri zarinda ve

ksantin oksidaz gibi flavoenzimlerce endojen olarak olusturulur (1a).
HO, - H" + 0" (1a)
Fe?* + 0, — Fe** +0,7 (1b)

Ayrica indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu siliperoksit radikali

meydana getirebilir (1b) (Valko ve ark., 2005).



2.3.2. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Serbest radikal olmadigr halde ROS kapsamindadir ve serbest radikal
olusumunda 6nemli rol oynar. Hiicresel kompartimanlarda bulunan ftirat oksidaz,
glikoz oksidaz ve D-aminoasit oksidaz gibi bircok enzim iki elektronun oksijene
verilmesi ile dogrudan hidrojen peroksit olusturulur. Fe** veya diger gecis
metallerinin (Fenton reaksiyonu) ve siiper oksit radikalinin (O ) varliginda (Haber-
Weiss reaksiyonu) en giiglii radikal olan hidroksil radikalini (OH¢) meydana getirir
(Moncada ve ark., 1991; Jomova ve Valko, 2011).

H,0, + Fe?* Fe** + OH + OH- (1¢) Fenton reaksiyonu
02" + H,0, O, + H,0 + OHe (1d) Haber-Weiss reaksiyonu

Hidrojen peroksit, siiperoksit radikalinden farkli olarak yagda ¢oziindiigiinden
olustugu yerden uzakta olan ve Fe?* igeren hiicresel membranlarda da hasar

olusturabilir.

2.3.3. Hidroksil Radikalleri (OH*)

Son derece reaktif radikallerdir ve yarilanma omrii 10 ile 9 saniye arasi olup
oldukga kisadir. ROS’larin en giigliisiidiir (Ayala ve ark., 2014). Hidroksil radikali,
gecis metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu
hidrojen peroksitten olusur (lc ve 1d). Olustugu yerde tiyoller ve yag asitleri gibi
cesitli molekiillerden bir proton kopararak yeni radikaller olusturur ve hiicrede hasara

sebep olur (Yinve ark., 2011).
2.4. Antioksidanlar

Serbest radikal olusumunun temelinde oksijen oldugu icin, gercekte bir
oksidasyon (oksidan) faaliyettir. Viicudumuz, bu faaliyete kars1 “antioksidan” larla
cevap vermektedir. Antioksidanlar oksidatif stresin olumsuz etkilerine karsi
kullanilir. Dogal antioksidanlar ve ilaclar olmak iizere iki gruba ayrilirlar. Dogal
antioksidanlar, organizmadaki bazi enzimler, makro ve mikro molekiillerden olusur.
Cesitli reaksiyonlarda rol oynayan sliperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
peroksidaz, hidroperoksidaz, sitokrom C oksidaz gibi enzimler antioksidan 6zellik
gosterir. Ayrica seruloplazmin, transferrin, ferritin, hemoglobin, myoglobin gibi

protein yapisindaki makromolekiiller ve E Vitamini, C Vitamini, tiol iceren



bilesikler, glikoz, bilirubin gibi mikromolekiillerin de antioksidan 6zellikte oldugu ve
oksidatif stres olusturan durumlarda viicutta bu maddelerin sentez ve saliniminin
arttig1 bilinmektedir. Son zamanlarda yapilan aragtirmalar sonucu pineal bezden
salgilanan bir hormon olan melatoninin de kuvvetli antioksidan 6zellik gosterdigi
gozlenmistir (Yavuzer, 1983; Fuji ve ark., 1984; Wisp ve ark., 1986; Niki, 1991,
Ozdemir, 1993; Sayan ve ark., 2000).

Oksidatif stres sonucu olusan oksidan maddelerin zararli etkilerinden
korunmak amaciyla sitokinler, barbitliratlar, demir selatorleri, ksantin oksidaz
inhibitdrleri ve mannitol gibi ajanlarin kullanimi olduk¢a yaygindir (Yavuzer, 1983;

Fuji ve ark., 1984; Niki, 1991; Erbas, 1993).

Sekil 2: Antioksidanlar

J Auntie Oxidant

kicks out the
| Free Radicals

2.5. Oksidatif Stres Nedir?

Antioksidanlarin miktar1 olusan serbest radikalleri dengeleyemez ve serbest
radikal seviyesi, antioksidan seviyesine gore artar ise serbest radikaller hiicrelerde
oksidatif hasarlara yol acar ve bu duruma oksidatif stres denir. Bu durum viicudun

paslanmasi olarak da bilinir (http://gida.gumushane.edu.tr 7 Mayis 2014).
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Sekil 3: Oksidatif Stresin Sebep Oldugu Hastaliklar.

e °
HASTALIGI
BOBREK TANSIYON
YETMEZLIGI H H
OKSIDATIF R et

STRES

2.5.1. Oksidatif Stresin Hiicresel Yapilar Uzerine Etkileri

Reaktif oksijen tiirlerinin hiicre igerisinde artist veya antioksidanlarin
patolojik siiregler sonucunda azalmasina bagl olarak oksidatif denge bozulur. ROS
miktarindaki bu artig sonucu hiicre membranlarinda hasar, hiicre igi proteinlerin yapi
ve fonksiyonlarinda bozulma ve DNA’da yapisal hasar meydana gelerek hiicre

zedelenmesine neden olur (Sies, 1991).
2.5.2. Oksidanlarin Kaynaklar

Fizyolojik sartlarda gerceklesen pek ¢ok hiicresel aktivite oksidan olusumuna
neden olur. Normal biyolojik islemlerden mitokondrideki O;’li solunum sirasinda
elektron transfer sistemi (ETS)’nde, katabolik ve anabolik reaksiyonlar sirasinda,
endoplazmik retikulumda sitokrom P450 sisteminde meydana gelen elektron

kagaklar1 sonucunda oksidanlar olusur (Cochrone, 1991; Yavuzer, 1993).

Sigara dumani, kirli hava, ozon, nitrojen dioksit, benzen, kiikiirt dioksit gibi
ksenobiyotikler oksidan miktarini artirir (Reilly ve ark., 1996). Alkol, uyusturucu ve
benzeri aligkanlik yapici maddeler de homeostazi bozmalari nedeniyle oksidan
olusumunu artirir (Ozdemir, 1993). Ayrica organizmada serbest Fe ve Cu gibi

minerallerin normalin istiinde olmasi da oksidan olusumunu artirir (Reilly ve ark.
1996).

2.5.3. Oksidanlarin Zararlar

Gerek i¢ gerekse dis etkenlerin uyarilmasi ile oksidan maddelerin normal
diizeyin lizerine ¢ikmasi organizmanin zarar gormesine yol acar (Michael ve Taylor,

1988; Ozdemir, 1993; Jacobson ve ark., 1993; Steinberg, 1991). Organizmada
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herhangi bir nedenle asir1 miktarda iiretilen oksidan maddeler, niikleik asitler, lipitler,
proteinler, enzimler ve karbonhidratlarla etkileserek, hiicre hasar1 ve olimii ile

sonuglanan etkilere sebep olurlar (Halliwell ve Chirico, 1993).
2.5.4. Oksidan Maddelerin Olusumunun Engellenmesi

Burada gerceklestirilecek ilk asama oksidatif stres yaratici etkenlerin ortadan
kaldirilmasidir. Doku hasari ile oksidan olusumuna yol agan biyokimyasal
reaksiyonlarin engellenmesi ve oksidan madde salgilayan hiicrelerin inaktive
edilmesi de etkili bir yontemdir. Oksidanlarla etkilesip onlara bir hidrojen aktararak,
oksidan maddeleri inaktif hale getirebilen maddeler vardir. Vitaminler, flavanoidler,
mannitol bdyle bir etkiye sahiptir. Hemoglobin, seruloplazmin ve agir minerallerde
oksidan maddeleri kendilerine baglayarak, oksidan zincirleri kirabilirler (Fuji ve ark.,
1984; Michael ve Taylor, 1988; Bast ve ark., 1991; Steinberg, 1991; Ozdemir, 1993;
Vigue ve ark., 1993).

2.5.5. Oksidatif Stres Nasil Azaltilwr?

Serbest oksijen radikallerinin olusturdugu oksidatif stresten en az etkilenmek
i¢in izlemeniz gereken iki yol vardir. ilk yol antioksidan alimini arttirmak. Boylece
vicudunuz ona zarar veren serbest radikal molekiillerinden daha fazla
etkisizlestirilebilir. Ikinci yol ise serbest radikal molekiillerinin olusumunu azaltmak

(http://www.fitekran.com.tr ).

2.5.5.1. Serbest Radikalleri Azaltmak Icin

Seker ve yag tiiketimi azaltilmali. Islenmemis gidalar tercih edilmeli.
Alkol alimi azaltilmali.

Bol s1vi1 tiiketilmeli.

DN N NN

Endiistriyel kirlilikten kaginilmali. Yogun otoyollardan, fabrikalardan ve

benzeri kirleticilerden miimkiin oldugunca uzakta yasamaya ¢aligmali.

v Uyku diizenli olmali. Uykusuzlugun oksidatif stresi tetikledigi hakkinda
bulgular mevcut.

v Uzun siire UV ( ultraviole-giines 1s18inda bulunan bir 151k dalga boyu)
1siktan uzak durulmali.

v Fiziksel ve zihinsel stresten uzak kalmaya caligiimali.

v Sigara kullanimi varsa kullanilmamali ve azaltilmaya calisilmalidir

(http://www.fitekran.com.tr).

12



2.5.6. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Viicudumuzdaki tim hiicrelerin oksijene ihtiyac1 vardir. Oksijen yasamin
temelidir. Ayrica oksijen, hiicrelerimizde yandiginda serbest radikal adi verilen
zararli maddeleri agiga c¢ikarir. Bu serbest radikaller hiicrelerimize zarar verir.
Ultraviole 1sinlar, radyasyon, tarim ilaglari, yanmis gidalar, katki maddeleri, sigara,
alkol, egzoz dumani ve stres gibi ¢evresel faktorler de viicudumuzda serbest radikal
olusumunu artirir. Serbest radikallerin neden oldugu oksidatif stres sonucu
viicudumuzda meydana gelen hiicre hasari; kanser, kalp damar hastaliklari, artrit,
DNA hasari, bagisikli sistemi yetmezligi ve erken yaslanma gibi birtakim saglik

sorunlarina yol agar (http://www.hastane.com.tr 24 Mayis 2010).
2.5.7. Oksidatif Stres Nasul Olgiiliir?

Kanda H,0O, ol¢timii ile oksidatif stres diizeyi Olgiilebilir. Kanda hidrojen
peroksit diizeyinin 2,25 mmol/L nin iizerinde olmasi oksidatif stres diizeyinin yiiksek

oldugunu gosterir (http://www.hastane.com.tr 24 Mayis 2010).
Oksidatif Stres Kimlerde Goriiliir?
v" Hormon replasman tedavisi alanlar
v' Sigara ve alkol kullananlar

v" Yashlar

AN

Kronik hastalig1 olanlar

Yogun stresli hayat1 olanlar

AN

Hazir gida tiikketimi fazla olan kisiler

<

Obezler

v Hamileler (http://www.hastane.com.tr 24 Mayis 2010).
2.6. MikroRNA
2.6.1. MikroRNA ’larin Yapisi ve Kesfi

Iyi tanimlanmus iki kiigiik RNA tipi bulunmaktadir; MikroRNA(MiRNA)’lar
ve short interfering RNA (siRNA)’lar. miRNA ve siRNA’lar biyokimyasal ve
fonksiyonel olarak ayirt edilemedikleri i¢in baslangi¢c noktalarina goére ayrilirlar.
miRNA’lar dsRNA’larin sa¢ tokast sekilli prekiirsorlerinden elde edilirken,
siRNA’lar uzun dsRNA’lardan olusur. Ilk kesfedilen kii¢iik RNA miRNA’dir (Narry,
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2005). miRNA yaklasik olarak 21-23 niikleotit uzunlugunda tek iplikli RNA
molekiili tiiriidiir, gen ifadesinin diizenlenmesi konusunda rol oynar. Kodlanmayan
RNA’ lardandir, yani DNA’dan transkripsiyonu yapilan ama proteine c¢evirisi

yapilmayan genler tarafindan kodlanirlar.

Insan genomunda miRNAlar1 kodlayan yiiksek seviyede korunmus yiizlerce
gen bolgesi kesfedilmistir. Giintimiizde ise insan genomunda 1000’in iizerinde
MIRNA tanimlanmistir (Narry, 2005; Shenouda ve Alahari, 2009; Saydam ve ark.,
2011).

Ilk miRNA, Lee ve calisma arkadaslar1 tarafindan 1993 yilinda Victor
Ambros laboratuarinda yuvarlak solucan olan Caenorhabditis elegans ’ta lin-4 olarak
adlandirilan genin higbir proteini kodlamamasina karsin 22 niikleotit uzunlugunda
kiigiik bir RNA transkribe edildigi rapor edilmistir (Lee ve ark., 1993; Shenouda ve
Alahari, 2009; Saydam ve ark., 2011). Bulunan bu genetik materyal igin miRNA
terimi ilk defa 2001 yilindan itibaren kullanilmaya baslanmistir (Lee ve ark., 1993,
Ruvkun, 2001).

2000 yilinda Reinhart ve arkadaglari tarafindan yine C.elegans’da 22
niikleotit uzunlugunda, let-7 olarak adlandirilan, canlinin gelisim zamanlamasini
diizenleyen farkli bir miRNA kesfedilmistir (Pasquinelli ve ark., 2000; Reinhart ve
ark., 2000). Tlerleyen yillarda let-4 ve let-7 ye benzeyen birgok kiigiik RNA
molekiilii hemen hemen biitiin ¢ok hiicreli organizmalarda kesfedilip miRNA olarak

isimlendirilmistir (Lagos-Quintana ve ark., 2001; Saydam ve ark., 2011).

2.6.2. MikroRNA larin Olusumu

MiRNA lar birbirini izleyen ii¢ basamakta gerceklesir. ilk basamakta miRNA
genlerinden primer miRNA’larin transkripsiyonu gerceklesir. Ikinci basamakta
primiRNA’lar prekiirsor miRNA’lara niikleus iginde doniistiiriiliir. Son basamakta
ise olgun miRNA’larin sitoplazma i¢inde olusumu gerceklesir (Kwak ve ark., 2010;
Saydam ve ark., 2011).

miRNA'lar, RNA polimeraz II enzimi tarafindan genomik DNA'dan
sentezlenir. Pri-miRNA (500-3000 baz), "cap" ve "poli A" kuyruguna sahip sap-ilmik
yapisindadir. Cekirdekte pri-miRNA, RNAaz Il enzim ailesinin bir endoniikleazi
olan Drosha ve kofaktorii Pasha (veya DGCRS8), tarafindan yaklasik olarak 70
niikleotid uzunlugunda olan premiRNA'ya donistiiriiliir (Lee ve ark., 2003). Bir
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niikkleaz olan Drosha ile cift iplikli RNA baglayici bir protein olan Pasha'nin
olusturdugu bu komplekse mikro islemci kompleks adi verilir (Esquela-Kerscher ve

Slack, 2006; Saydam ve ark., 2011).
Sekil 4: miRNA Olusum Basamaklari

NUCLEUS s s
5h
gt'gcel,ng Exportin Sinduced
! nuclear export
Transcription
processing

CYTOPLASM
S 3 y E
%
. within RISC |

(co f
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Dvcer

Trarslatonally repressed mRNA

7

Pre-miRNA molekiilii bir niikleer tasima reseptorii olan Exportin 5 ve niikleer
bir protein olan RAN-GTP'ye bagimli sekilde sitoplazmaya tasinir. Sonrasinda,
premiRNA'lar sitoplazmada RNAaz |11 enzim ailesinden Dicer adli endoniikleaz ile
kesilerek 18-24 niikleotid uzunlugunda ¢ift zincirli mMiRNA’ya cevrilir (Zhang ve
ark., 2002; Lund ve ark., 2004; Saydam ve ark., 2011). Dicer, ayn1 zamanda RNA ile
tetiklenmis susturma kompleksi RNA-induced silencing complex (RISC) olusumunu
baslatir. Dicer, pre-miRNA'nin sap-ilmigini kestikten sonra miRNA dubleksinden,
RISC kompleksinin iginde yer alan bir RNAz olan argonaute'un etkisiyle 5'ucu daha
kararl1 olan1 secilip sadece biri miRNA RISC kompleksine katilir. Bu iplik, kilavuz
iplik olarak adlandirilirken diger iplik anti-kilavuz veya yolcu iplik olarak
adlandirtlir. Yolcu iplik RISC kompleksinin substrati olarak sindirilir. MiRNA’lar,
RISC kompleksine entegre olduktan sonra, ya argonaute proteinleri yardimiyla
mRNA'nin yikimma ya da protein translasyonunun baskilanmasina neden olarak
fonksiyon goriirler (Bernstein ve ark., 2001; Zhang ve ark., 2002; Lund ve ark.,
2004; Gregory ve ark., 2005; Saydam ve ark., 2011).

15



2.6.3. MikroRNA 'larin Fonksiyonu

mMiRNA'lar fonksiyonlarin1 kendi niikleotid dizilerine komplimenter hedef
genleri tanima 6zelligi sayesinde gergeklestirirler. miRNA’nin yapiya eklenmesi ile
olusan RISC kompleksi baz eslesme 6zelligi ile mRNA'ya baglanarak ilgili genin
protein translasyonunun inhibisyonuna veya mRNA'nin yikilmasima neden olur
(Shenouda ve Alahari, 2009; Saydam ve ark., 2011).

MIiRNA, hedef mRNA’nin 3’ucundaki traslasyona ugramayan bolgesi ya da
hedef mRNA’nin open reading frame (ORF) bolgesine baglanir. Bu baglanma
pozisyonu mMiRNA kompleksinin mRNA’ya nasil baglandigina baglidir. 3’UTR
bolgesine baglanma kusurlu, tam olmayan eksik baglanmayi icerir ve translasyonun
baskilanmasi ile sonuglanir. ORF bdlgesi i¢ine baglanma ise kusursuz, tam
baglanmay1 gosterir ve Argonaute2 (Ago2) tarafindan mRNA’nin yikimi ile
sonuclanir. Ayrica miRNA’larin her birinin birden fazla mRNA’nin ekspresyonunu
diizenleyebildigi ve mRNA’larin her birinin de birden fazla miRNA tarafindan
hedeflendigi bilinmektedir (Pillai, 2005; Sun ve ark., 2010; Saydam ve ark., 2011).

2.7. Oksidatif Streste Mikrorna’larin Rolii

mMiRNA’lar oOldiiriicii potansiyele sahip olan ajanlara karsi hiicresel tepki
gelistirirler. Baz1 genlerin yani sira memeli genlerinin ¢gogunun diizenlenmesinden
sorumludurlar. Ote yandan miRNA’lar protein ekspresyonu ve hiicre i¢i birgok
islevden sorumlu olan, kiiciik kodlanmamis RNA’lar olarak tanimlanirlar.
Elektromanyetik dalgalar (X ve gama isinlari, ultraviyole isinlari) ve hidrojen
peroksit gibi ¢esitli fiziksel veya kimyasal ajanlar miRNA’larin iglevlerini etkiler.

Dolayisiyla oksidatif hasara kars1 duyarli olan miRNA’larin islevlerini yerine
getirmelerini engelleyici fiziksel ve kimyasal ajanlarin bilinmesi dnemlidir.

Ote yandan, hiicrede oksidatif hasara neden olan dis sitotoksik ajanlara karsi
hiicre 1i¢i yanitlarin ilk programlanmasinda miRNA’larin  6nemli roller
istlenebilecegi diisliniilmektedir.

Oksidatif stresin hipertansiyon, diyabetik vaskiilopati, hiperkolesterolemi ve
ateroskleroz gibi farkli damar hastaliklarinda rol oynadigi ortaya konmustur.
Gergekten de, artmigs ROS diretimi endotel ve vaskiiler yumusak kas hiicre
fonksiyonlarmi bozdugu, kardiyovaskiiler hastaliklara sebep oldugu bilinmektedir.
Ozellikle oksidatif stres bagimli endotel disfonksiyonu, kardiyovaskiiler

komplikasyonlar, diyabet ve obezitede mir-200 aile iiyeleri 6nemli rol oynar. Buna
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ek olarak, ROS {iretimi ve duyarliligt modiilasyonu nedeniyle, mir-210 gibi farkli
miRNA’larin, mitokondriyal metabolizmasinda anahtar rol oynadig1 ortaya
konmustur (http://www.emo.org.tr 8-9 Kasim 2013).

2.7.1. MiR-200 Ailesi

Bu miRNA ailesi bes tiyeden olusur. Bunlar miR-200c, miR-141, miR200a,
miR200b ve miR-429’dur. Timdr hiicrelerinin epitelyal mezensimal gecisindeki
rolii iizerinde genis bir sekilde calisilmistir (Brabletz ve Brabletz, 2010). Vaskiiler
hiicre yanitinda, oksidatif stresteki miR-200 ailesinin rolii karakteristik ozellikler
gosterir.

Ozellikle, miR-200c ve miR-141, farkli zaman araliklarinda H,0;’ye maruz
birakildiginda insan gébek damari endotel hiicresinde (HUVEC) en fazla diizenlenen
miRNA’lardir. HUVEC’de miR-200c iyi ifade edilirken baska bir ailenin
miRNA’lar1 zorlukla saptanir. miR-200c muhtemelen endotel hiicre (EC)’deki
oksidatif stres kaynakli biyolojik tepkilerin ana efektoriidiir (Magenta ve ark., 2011).
Spesifik olarak oksitlenmis indirgenmis glutatyonun doniisiimiinii bloke eden bir
glutatyon rediiktaz inhibitorii olan alkilleyici ajan 1,3-bis (2-kloroetil) -1-nitroziire
(BCNU) de miR-200¢ ifadesini artirabilmektedir. HUVEC’deki miR-200c asir1
ifadesi, hiicre biiyiimesini durdurma, apoptoz ve hiicresel yaslanmaya neden olur
(Zaccagnini ve ark., 2004).

Oksidatif stres bagimli yaslanmada insan fibroblastlarinda ve insan trabekiiler
ag hiicrelerinde miR-200c’nin yiikseldigi goriilmiistir (Li ve ark., 2009). Ayrica
farkl1 caligmalarda oksidatif stres varliginda miR-200 aile iiyelerinin serumda
seviyelerinin yiikseldigi gozlenmistir. Boylece oksidatif stres ve miR-200 ailesi
arasinda bir baglant1 oldugu ortaya konmustur (Wang ve ark., 2010).

Insan yumurtaligi adenokarsinomada, yiiksek miR-200a seviyelerinin ve
diisiik p38a konsantrasyonlarmin goriintiilenmesi aslinda oksidatif stresin sebep
oldugu bir durumdur (Mateescu ve ark., 2011). Farmakolojik ya da genetik olarak
P38a inaktivasyonu, ROS birikimini ve antioksidan savunmalarini baglatir (Dolado
ve ark., 2007; Naidu ve ark., 2009). miR-200’ler arasindaki etkilesim ve oksidatif
stres tepkisi insan yumurtalik karsinogenezini ve prognozunu etkileyebilir, mir-200a
oksidatif stres tarafindan indiiklenir (Magenta ve ark., 2011).

mMiR-210 bir¢cok mitokondriyal bileseni hedefler. mirR-210 seviyelerinin
manipiilasyonu mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif strese neden olur. Bununla

birlikte, hipoksi altinda ROS iiretimi iizerinde miR-210 etkileri i¢in farkli veriler elde
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edilmistir. Kanser hiicrelerindeki hipoksi ROS diizeylerini artirir, bu da miR-210’u
bloke ederek gergeklestirilir. miR-210 oksidatif strese kars1 koruyucu etkiye sahiptir.
mMiR-210 mitokondriyal ROS iiretimini azaltir (Favaro ve ark., 2010).

miR-210, normal insan fibroblastlarindaki yaslanma siireci de dahil olmak
tizere bir dizi miRNA ekspresyonunu arttirir (Faraonio ve ark., 2012). miR-210"un
asir1 ekspresyonu, c¢ift sarmalli DNA kopmalar1 ve ROS birikimine sebep olur. Bu
nedenle, normalde miR-210 ekspresyonu, oksidatif stres ile iliskili hiicresel
yaslanmadan Sorumludur. Buna karsilik diizensizlesen miR-210 seviyeleri ileriye
doniik bir sekilde yaglilik programinin yiiriitiilmesinde, degismis hiicre dongiisii ve
oksidatif stresi siirdiirmek i¢in katkida bulunabilir.

2.7.2. MIR-21

MikroRNA-21 (miR-21), meme, pankreas, akciger, gastrik, prostat, kolon,
bas-boyun ve 6zofagus (yemek borusu) kanserleri dahil olmak tizere hemen hemen
tim epitelyal hiicre kaynakli solid tiimorlerde artis gosteren ¢ok Ozel bir
miRNA'dir. Ayrica 16semi, lenfoma ve multipl miyeloma gibi hematolojik
malignitelerde de arttig1 bildirilmistir. MiR-21, beyin tiimori, kemik kanseri ve testis
kanserinde asir1 eksprese edilir. Bu nedenle miR-21 epitelyal hiicrelerden, bag
dokularindan, hematopoietik hiicrelerden, germ hiicrelerinden ya da sinir
hiicrelerinden tiiretilmis tiim insan kanserlerinin tiim siniflarinda asir1 eksprese
oldugu bulunan tek miRNA ya da tek gen olarak goriinmektedir (Lindsey ve ark.,
2011). miR-21 her yerde bir onkojen'dir ve bazi makaleler mir-21'in kardiyovaskiiler
hastaliklarda ve inflamasyonda ¢ok 6nemli bir rol oynadigini bildirmistir. Ek olarak
mir-21, gesitli hiicre tiplerinde antiapoptotik ve antiproliferatif bir molekiil olarak
kabul edilir (Qianjin ve ark., 2015).

mMiR-21, hiicre ¢ogalmasini ve gociinii hizlandirarak, kanserlerin ¢ogunda
apoptozu inhibe ederek bir onkogen olarak hareket eder. Oksidatif stres tarafindan
tiretilen ROS apoptoza aracilik etmek igin sinyal molekiilleri olarak hareket ederler.
miR-21'in yeniden diizenlenmesi, ROS'ta bir azalma ile sonuglanirken, miR-21'in
inhibisyonu ROS seviyesini arttirmistir, bu da miR-21'in oksidatif strese kars1 direng

oOlusturabilecegini gostermektedir (Hao ve ark., 2017).

Calismalar, miR-21'in epidermis ve kil folikiiliinde yiiksek oranda eksprese
oldugunu gostermistir. miR-21'in asir1 ekspresyonu, keratinosit gociinii artirirken,

miR-21 azaligi, yeniden epitelizasyon siirecinde kayda deger bir gecikmeye yol
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acmistir. Bu, miR-21'in keratinosit migrasyonu ve yeniden epitelizasyon i¢in ¢ok
onemli oldugunu diisiindiirmektedir. Doku inhibitorii metalloproteinaz 3 (TIMP3) ve
T hiicre lenfoma invazyonu ve metastazi 1 (TIAM1), miR-21'in dogrudan hedef
genleri olarak tanimlanmistir ve bu genlerin keratinosit migrasyonu ile iliskili

oldugunu gostermistir (Amro ve ark., 2018).
2.7.3. MiR-31

miR-31, ekspresyon Ornegi, Sa¢ uzamasi, deri karsinogenezi ile iliskisi, cilt
yaslanmasi ve bir¢ok inflamatuar bozuklukta anormal biiyiime gibi derideki olaylar
tizerindeki etkisi nedeniyle terapdtik miidahaleler i¢in potansiyel birincil aday olarak

tamimlanmaktadir (Andl, 2015).

Patolojik kosullarda miR-31 esas olarak kanserde incelenmistir ve tiimor
metastazt ve Dbiiylimesinin kritik ve pleiotropik bir diizenleyicisi olarak
tamimlanmistir.  Bununla  birlikte, cilt hastaliklarindaki rolii net olarak
bilinmemektedir. miR-31 ekspresyonu Kkeratinositlerle smirli olmadigi i¢in, diger
hiicre tiplerindeki diizensizlikte psoriatik deri iltihabina katkida bulunabilir (Ning ve
ark., 2013).

Diger taraftan miR-31, HIF'yi inhibe eden faktor (FIH)’i hedefler. Bu da,
hipoksi ile tetiklenen faktor 1a (HIF1a) transkripsiyon aktivitesini etkileyen FIH'nin
protein ekspresyonu kaybina yol agar. Hem hipoksi hem de HIF1a aktivasyonunun
kendisi, otofajiyi ve mitofajiyi indiiklemek igin yeterli oldugu bilinmektedir
(Stephanos ve ark., 2010).

Son zamanlarda miR-31'in oral skuamo6z hiicreli kanserli hastalarin
serumunda arttig1 ve tiimorlii parcanin kesip ¢ikarilmasi {izerine 6nemli Olciide
azaldig1 gosterilmistir, bu da kanser tedavisinin seyrini izlemek icin bir belirteg

olarak islev gorebilecegini diisiindiirmektedir (Stephanos ve ark., 2010).

Insan derisi yaralarinda miR-31'in, bozulmams deri ile karsilastirildiginda
proliferatif faz boyunca inflamatuarda yara-kenar1 keratinositlerde kademeli olarak
artis gosterdigi gorilmiistiir. miR-31, epitelyal membran protein 11 (EMP-1)
susturmak suretiyle keratinosit proliferasyonunu ve gociinii desteklemektedir. Bu da
yara iyilesmesinin diizenlenmesinde pozitif bir rolii oldugunu diistiindiirmektedir

(Ning ve ark., 2016).
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Epidermal kok hiicrelerin epigenetik regiilasyonundaki kusurlar da, koti
huylu olmayan cilt hastaliklarinin gelisimine katkida bulunur. Gen baskilanmasi olan
hastalarda bazi karakteristik kutanoz o6zellikler mevcuttur. Gen baskisina ek olarak,
diger epigenetik  degisiklikler de cilt hastaliklarinin  patogenezi ile
ilgilidir. Ornegin, miR-31'in asir1  ifadesi inflamatuar mediatdrlerin  ve 16kosit
kemotaksisinin deriye iiretimini diizenleyerek psoriazis lezyonlarinda deri iltihabina
katkida bulunur. Sedef hastaligi, spesifik bir mikroRNA ekspresyon profili ile
karakterize edilebilir ve miR-31, psoriasis epidermiste baskin olan tiimér biiyiime
faktori-B  (TGF-B) tarafindan sedefli deride yiiksek Ol¢lide diizenlenmis
miRNA'lardir. Dogrudan serin / treonin kinaz 401 (STK40) hedefler ve NF-«xB
sinyalini inaktive eder. miR-31'in inhibisyonu NF-«xB sinyallesmesini aktive eder ve
interlokin-1p (IL-1B), IL-8 ve epitelyal kokenli tiiretilmis notrofil aktive edici peptit
78 gibi birgok enflamatuar sitokin veya kemokinlerin ekspresyonunu destekler (Qi ve
ark., 2013).

2.8. Akneli hastalarda oksidatif stres

Akne vulgaris, en sik goriilen dermatolojik bir hastaliktir. Cok faktorli bir
patogenez ve halen bilinmeyen bir etiyolojiye sahiptir. Geleneksel olarak, asiri
sebum iretimi, folikiiler epitelyal hiperkeratoz ve folikiiler epitel riiptiirii ile
karakterizedir. Bakteriyel kolonizasyon da patolojide rol oynamaktadir (Otto ve ark.,
2016).

Yapilan ¢alismalar, ROS ve lipid peroksit (LPO) gibi oksidatif stres
bilesenlerinin, akne vulgarisin patogenezinin ve progresyonunun bazi kisimlarinda
yer alabilecegini bildirmistir (Otto ve ark., 2016). ROS olusumu sirasinda, oksijen
eslenmemis bir elektron kazanir ve bdylece serbest radikal olusturur. Daha sonra bu
serbest radikal peroksitler gibi diger ROS'lar1 iiretir. Bu da lipit peroksidasyonunu ve
inflamatuar sitokinlerin salgilanmasini i¢erebilen oksidatif hasara yol agar. Cilt, hem
endojen hem de eksojen kaynaklardan tiretilen ROS kaynakli oksidatif strese kronik

olarak maruz kaldig i¢in ortaya ¢ikan oksidatif hasara 6zellikle duyarhdir.

Derideki ROS'un endojen kaynaklari, oto-oksidasyon ve enzimatik
oksidasyonu igerir. Oto-oksidasyon ii¢ asamali bir islemi igerir: Birincisi, bir serbest
radikal, bir doymamis yag asitlerinin bir metilen grubundan bir hidrojen atomunu

¢ikararak, ROS'un nihai {iretimini baslatir. Bu baslangi¢ asamasi olarak bilinir. Daha
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sonra, yag-asit-lipid-peroksil radikalinin, 6zellikle agir metallerin (yani, ¢inko, bakir,
vb.) varliginda, baska bir lipit molekiiliinden hidrojeni ¢ikarabildigi ve boylece bir
otokatalitik zincire neden olabildigi yayilma asamasi meydana gelir. Katalitik zincir
reaksiyonu, lipit-peroksil radikalinin stabil bir lipit peroksite indirgenmesiyle sona
eren Ucilincii asamada kesilir. Bu, cildin mikro ortaminda alfa-tokoferol gibi bir
antioksidan ile elde edilir (Welch ve ark., 2009).

Lipid peroksitlerin olusturabilecegi diger endojen siireg, enzimatik
oksidasyon yoluyla gerceklesir. Enzimatik oksidasyon sirasinda, lipoksijenaz,
linoleik ve arasidonik asitler gibi ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu
katalize eder. Tim enzimatik olarak iretilen serbest radikaller biyolojik olarak
aktiftir, bu nedenle enzimatik oksidasyon isleminin artan aktivitesi, pilosebakoz
birimlerde ROS birikmesine neden olabilir. Bu muhtemelen akne vulgaris ile iligkili
anormalliklere katkida bulunur. Endojen kaynaklara ek olarak fotooksidasyon ve
kirletici / gevresel oksidanlar da ROS {iretimi yoluyla aknenin patogenezine katkida
bulunur. Tim doymamus lipidlerde, ultraviyole (UV) 15181 gibi, duyarlilastiricilarin
varhiginda fotooksidasyondan siiphelenilir. Fotooksidasyon sirasinda serbest
radikaller tarafindan baglatilan ROS {iretimi, oto-oksidasyondan 1000 ila 1.500 kat
daha hizlidir (Otto ve ark., 2016).

Akne halinde sebum bilesimi degisir. Yag asitleri ve skualen gibi doymamus
triterpenlerin lipit peroksidasyonu, hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 ROS iiretir. ROS
tiretimi sebumun viskozitesini ve bilesimini degistirebilir. Aslinda, aknede asir
sebum {retiminin, folikiil i¢inde oksidatif strese yol agan asirt ROS olusumunu
desteklemesi ve boylece cildin antioksidan sistemini ¢okertmesi diisiiniilmektedir

(Kligman ve ark., 1970; Welch ve ark., 2009).

Lipit peroksidasyonu ile iiretilen oksidanlarin ayrica hiperketamindz
etkilenmelerin olusumunu desteklediginden sliphelenilmektedir. Bu giiglii oksidanlar,
komedojenik kuvvetlendirme yetenegine sahiptir. Lipid peroksitler, proteinler ile
capraz baglanabilen ve keratinin sertligini degistirebilen ve bdoylece folikiiler
tikanmay1 arttiran MDA gibi yan iiriinlerin olusumu yoluyla gelismis glikasyon son
tirtinlerinin (AGE) olusumuna yol agabilir (Otto ve ark., 2016). Ek olarak, lipid
peroksitler folikiillerin duvarlarinda enflamatuar tepkiler uyandirabilir, sonucta

duvarlan zayiflatir ve parcalanmaya daha duyarli hale getirir. Notrofillerin {irettigi

21



ROS da folikiiler duvarin tahris ve tahribatinda rol oynamaktadir. Folikiil duvarinin
tahribatinin bir sonucu olarak, folikiiler igerikler ¢evre dokuya salinir ve sonugta

yabanci cisim reaksiyonuna neden olur (Ohsawa ve ark., 1984).

Normal sartlar altinda, cildin antioksidan savunma sistemi pilosebakdz
birimlerde serbest radikallerin ve ROS’un olusumunu Onler, boylece yapisal
lipidlerin ve cildin biitiinliigiinii koruyan proteinlerin oksidatif hasarin1 6énlemis olur
(Ohsawa ve ark., 1984). Alfa-tokoferol (E vitamini) ve beta-karoten gibi non-
enzimatik antioksidanlar, 6rnegin yag peroksil radikalleri gibi serbest radikaller ile
etkileserek cildin mikro lipid peroksidasyonunu engeller. Bununla birlikte, asir1 lipid
peroksidasyonu ve asir1 ROS varliginda, cildin redoks dengesi (elektron kaybi), E

vitamini gibi koruyucu antioksidanlarda azalmaya neden olur.

E vitamini, serbest radikallerin oksidan etkisini notralize eden ve bdylece
hiicresel hasar1 6nleyen bir lipit ¢oziilebilir antioksidandir (Konger, 2006). Ust
diizey yiiz cildi gibi sebum ve sebum agisindan zengin bolgelerde yiiksek E vitamini
seviyeleri bulunur. E vitamini, deri yiizeyinin oksidasyondan korunmasina hizmet
edebilir ve bu da sonugta lipid peroksidasyonuna yol agabilir. Bununla birlikte, asir1
sebum {iretiminde, endojen E vitamini kaynagi kisitlanabilir ve bu da bu
antioksidanin azalmasina ve oksidatif stresin artmasina neden olabilir (Otto ve ark.,

2016).

Asirt antioksidan savunma sistemi lizerindeki yiiksek oksidatif yiikiin etkisi,
akne vulgarisin patogenezinde rol oynamaktadir. Caligmalar, gilinliik agizdan alfa-
tokoferol desteginin, insan cildinde, 6zellikle de yiiksek yogunluklu yag bezleri olan
bolgelerde E vitamini diizeylerinde Onemli artislara yol agtigini gdstermistir

(Ekanayake-Mudiyanselage ve Thiele, 2006).

Cilt siirekli olarak enzim aktivitesi veya aktif noétrofiller gibi endojen
kaynaklardan ve iyonize olmayan radyasyon, sigara i¢imi, stres ve hatta digsal
uyaranlardan olusan ROS tarafindan tetiklenen oksidatif streslere maruz kalmaktadir
(Yun ve ark., 2014).

Son zamanlarda, sistemik oksidatif streslerin akne patogenezini etkiledigi
gosterilmistir. Akneli hastalarda, katalaz ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz igeren
antioksidan enzimlerin normal kontrollere gére anlamli derecede diisiik oldugu ve

MDA diizeyinin istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek oldugu
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bildirilmistir (Arican ve ark., 2005). Ayrica, vitamin A ve E seviyelerinin akneli
hastalarda genel Ol¢iide daha diisiik oldugu ve negatif akne siddeti derecesi ile iliskili
oldugu bildirilmistir (El-Akawi ve ark., 2006). LPO, doymamis yag asitlerinin
oksidasyonu ile ROS'un varliginda olusan bir peroksittir. Lipid peroksidasyon
seviyesi hiicrelerde oksidatif stres icin bir belirteg olarak
kullanilabilmektedir. Infundibulumda birikmis sebum ROS ile oksidasyona
duyarhdir. Sebum oksidasyonu gerceklestiginde, LPO komedonlar olusturur ve
kutan6z inflamasyon dahil sitokin ve kemokinlerin seviyelerini artirabilir (Wollina
ve ark., 1996).

Sonug olarak, hava kirliligi, iyonize olmayan radyasyon, Sigara i¢imi gibi
durumlar oksidatif strese yol agarak komedonlarda sebumun lipid peroksidasyonunu
indiikleyebilir. Bunun sonucunda, anormal folikiiler keratinizasyon veya
enflamasyonu indiikleyen lokal IL-1a seviyesinde artisa neden olabilir (Yun ve ark.,

2014).
2.8.1. Sebum, Inflamasyon ve Oksidatif stres

Akne vulgariste, sebum boyut ve aktivitesinde artis oldugu igin {iretilen
sebum miktarinda da artis gozlenmektedir. Sebumda linoleik asit diizeyi azalirken
palmitik asit diizeyinde artis oldugu bilinmektedir. Linoleik asit siiperoksit radikali,
hidrojen peroksit ve hidroksil radikalini baskilarken, palmitik asitin de H,O,’yi
baskiladigi gozlenmistir. Akne vakalarinda linoleik asit seviyesindeki diisiikliik,
notrofil fagositozunun ve ROS diretiminin baskilanamamasina yol ag¢tigi i¢in bu
durum inflamasyon artisinada sebep olmaktadir. Komedonda, palmitik asit
seviyesindeki artig akne inflamasyonunun gerilemesini saglamaktadir. Palmitik asit
ortamda bulunan H,0O;’yi azaltmaktadir. Fakat aknede H,O, miktari palmitik asitin
notralize etme yetkisini astig1 i¢in ortamda bulunan H,O;’nin doku hasarina sebep

oldugu goriilmektedir (Yorulmaz Demir ve Metin, 2011).

Akne gelisiminde rol oynayan bir baska proinflamatuar mediyator
prostoglandinlerdir (Ottaviani ve ark., 2010). Yapilan c¢alismalar neticesinde
prostoglandin E2 (PGE2) ve siklooksijenaz-2 (COX-2)’nin sebase bez hiperplazisini
ve sebum tretimini artirdig1 gozlenmistir (Neufang ve ark., 2001). Ayrica bunlarin
lipoperoksidasyonu tetikleyerek akne olusumuna sebep oldugu diisiiniilmektedir

(Ottaviani ve ark., 2010).
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2.8.2. P.acnes, Inflamasyon ve Oksidatif stres

P.acnes kolonizasyonu, akne patogenezinde rol oynayan onemli faktorlerden
biridir.  Follikiil  hiicrelerindeki  hiperproliferasyon, = anormal  keratinosit
diferensiyasyonu follikiiler kanalin iist kisimlarinda tikanmaya sebebiyet verirken,
sebumdaki linoleik asit seviyesindeki diisiikliikte keratin tikagta yapiskanligi
arttirdig1 i¢in bu durum P.acnes kolonizasyonunun kolaylagsmasini saglar. Bunun
sonucunda P.acnes, polimorfoniikleer 16kositleri (PMNL) ortama ¢ekerek
inflamatuarin baglamasina sebep olur. P.acnes ve noétrofiller tarafindan salgilanan
proteolitik enzimler follikiiler duvarda hasara sebebiyet verir ve inflamasyonda artis
gozlenir (Yorulmaz Demir ve Metin, 2011). P.acnes’in kolonizasyonunda, follikiiler
mekanik strese bagli olarak olusan mikroaerobik ortam olusumuda, follikiiler
mekanik stresin yani sira oksidatif stresin daha etkili oldugu diisiiniilmektedir ve
sebum oksidasyonunun follikiilerdeki oksijen miktarini degistirdigi bildirilmektedir

(Bowe ve Logan, 2010).

Sonug olarak aknede p.acnes ve sebum artis1 inflamasyon sebebi olarak
goriilmektedir. Ancak bunlarin inflamasyon nedeni olarak goriilmesi bu hastaligin
etiyopatogenezi i¢in yeterli bir sonug olarak kabul edilmemektedir. Oksidatif stres ve
inflamasyon, akne ve oksidatif stres arasinda anlamli bir iliskinin oldugu
bilinmektedir. Yapilacak daha g¢ok arastirma ile oksidatif stresin bu durumlarla
iligskisi hedeflenip gelistirilecegi diislincesi mevcuttur (Yorulmaz Demir ve Metin,
2011).

3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg
3.1.1. Vakalarin Olusturulmasi

Tez calismamiza Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi
Dekanligi, Etik Kurul Bagkanliginin 22.09.2017 tarihli ve 2017/1009 say1l1 karari ile
‘Etik Kurul Onay1’ alindiktan sonra baslanmustir. Calismamiz N.E.U. Meram Tip
Fakiiltesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan desteklenmistir (Proje no:
181318003).

Bu ¢alisma, Konya Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi

Hastanesi Cildiye Poliklinigine basvuran 18-60 yas aralifinda siddetli akneli 57
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kadin hasta ile yine ayni hastanenin Cildiye Poliklinigine basvuran 18-60 yas
araliginda goniillii olarak calismamiza katilan aknesiz saglikli 40 kadin (kontrol
grubu) lizerinde gerceklestirilmistir. Calismaya katilmadan once tiim katilimcilarin
yazili onaylar1 alinmis ve sozlii olarak bilgilendirme yapilmistir. Calismaya kronik
rahatsizligi bulunmayan ve daha 6nce akne tedavisi igin ila¢ kullanmamis hastalar
dahil edilmistir. Hasta grubunda akne siddet skoru 4 ve 5 olan hastalar tercih
edilmistir. Tim hastalarin cardiff akne skorlamasi tek dermatoloji tarafindan
yapilmis ve tiim katilimcilar ayni hekim tarafindan muayene edilmistir. Skorlama 50
cm uzaktan tespit edilebilecek Olgiiye gore objektif olarak yapilmistir.
Katilimcilardan rutin amagcla alinan venoz kanlari ¢calisma i¢in kullanilmistir. Venoz
kan 6rnekleri EDTA’l ve diiz tliplere alinarak 2 saati gegcmeyecek sekilde plazma ve
serumlarina ayrilmigtir. Ayrilan  &rnekler ¢alisma giiniine kadar -80°C’de
saklanmistir. Serum da glukoz, iire, kreatinin, kolesterol, tg, hdl, 1dl, vidl, ast, alt, crp
ve hemoglobin parametreleri ¢alisilmistir. miRNA oOl¢limleri i¢in kandan RNA
izolasyonu 6zel ticari kit kullanilarak tespit edilmistir. Plazma miR-200a, miR-21 ve

miR-31 diizeyleri Real-time PCR yontemi ile 6l¢lilmiistiir.

3.1.2. Kullanilan Kimyasallar
- RTA total miRNA izolasyon Kiti
- RTA total miRNA izolasyon kitinin i¢erigi
o Proteinaz K+
o Lysis Buffer
o Wash Buffer
o Binding Buffer
o DNasel
o DNase Working Buffer
o Elution Buffer
- Applied Biological Materials (abm) cDNA izolasyon kiti
- BrightGreen miRNA gPCR mastermix
- SNORD 44 Referans Gen Primerleri
- Applied Biological Materials (abm) Polly (A) Kiti
- Hedef miRNA Primerleri
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- MDA ve GSH ELISA kit igerigi

(@]

©)

©)

Micro ELISA plate

Reference Standard

Concentrated Biotinylated Detection Ab (100x)
Concentrated HRP Conjugate (100x)
Reference Standart & Sample Diluent
Biotinylated Detection Ab Diluent
HRP Conjugate Diluent
Concentrated Wash Buffer (25x)
Substrate Reagent

Stop Solution

Plate Sealer

Manual

Certificate Of Analysis

3.1.2. Kullanilan Cihazlar ve Laboratuvar Araglart

Santrifiij

Real Time PCR (LightCycler® 96)
Roche LightCycler 96 Multiwell Plate
Etiv

Mikrosantrifiij

Vorteks karistirict

(DNAse & RNAse free) ddH20
96-100% Etanol

Mikrosantrifiyj tiipleri (1.5 ml, 2.0 ml)

Mikropipet seti ve steril filtreli mikropipet uclar

Spin Kolonlar

Toplama Tiipleri

EltisyonTiipleri
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3.2. Yontem
3.2.1. Plazma Eldesi ve MikroRNA Analizi

Kan 6rnegi diiz veya EDTA’l1 tiipe alindiktan sonra 5-10 kez yavasca alt iist
edilerek karistirildi.
Kan o6rneklerinin 2 saat igerisinde plazma ayirimi yapildi.
Tipler 2.000 xg de 10 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij islemi sonunda tiipler sarsilmadan dikkatlice santrifiijden ¢ikartild
ve yavasca kapaklar1 agildi. Plazmanin iist kismindan 200ul’lik pipetlerle
(DNase, RNase free, filtreli pipet uclar1 kullanilarak) 5 kez pipetleme yapildi.
Toplamda 1000 pl 6rnek temiz eppendorflara toplanmis oldu.
Toplanan 1.000 pl’lik bu plazma 6rnegi 2.000 xg’de 10 dakika santrifiij edildi
ve plazmanin st kismindan (en iistte bir miktar zor goriilen lipid birikir ona
degmeden) 250 pl lik kisim steril bir eppendorf tiipe alindi. Bu islem alttaki
hiicresel kisim rahatsiz edilmeden (DNase, RNase Free, filtreli pipet uglari
kullanilarak) pipet ile yapildi.
Ayrilmig olan plazma Ornekleri ¢aligma yapilacagi giine kadar -80°C de
saklandi.

3.2.2. miRNA Izolasyonu
Plazma o6rneklerinden 200 pl’lik kisim DNase, RNase free eppendorf tiiplere
aktarildi.
200 pl plazma 6rnegi iizerine 350 pL Lysis Buffer ve 20 pL Proteinaz K
cozeltisi ilave edildi, ¢ekip birakarak pipetle hafifce karistirildi, ardindan 60 °
C'de 30 dakika inkiibe edildi.
Kalinti DNA istenmemesi i¢in tlipe aktarilan sivinin lizerine Binding Buffer
tamponu eklemeden 6nce 20 pLL. DNase I Working Tamponu ve 10 pL DNase
I eklendi ve pipetaj yaparak karistirildi, oda sicakliginda 15 dakika inkiibe
edildi. Uzerine 350 pL Binding Buffer tamponundan eklendi ve dikkatlice
pipetaj yaparak karistirild.
Lizatin tamamini miRNA Spin Kolonuna (2 mL'lik toplama tiipiine
yerlestirilmis) aktarildi, kapak kapatilip ve 1 dakika boyunca 11000 xg'de
santrifiij edildi.

Filtreli kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.
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Filtreli kolona 500 uL Wash Buffer ilave edildi ve 11000 xg’de 1 dakika
santrifiij edildi.
S1v1 igeren toplama tiipiinii atarak filtreli kolonu yeni bir toplama tiipiine
yerlestirildi.
Kalan etanolii uzaklastirmak icin 1 dakika siireyle 11000 xg'de santrifiij
edildi.
S1v1 igeren toplama tiipiinii atarak miRNA Spin Kolonu temiz bir 1.5 mL’lik
santrifiij tiipline yerlestirildi.
miRNA Spin Kolonun filtresinin merkezine 6nceden 65 °C’de 1sitilmis
Elution Buffer’den 40 ul aktarip ve oda sicakliginda 1-3 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda tiipler 1 dakika boyunca 8000 xg'de 1 dakika santrifiij
edildi.
Tiipte kalan sivi miRNA igermis olup ve kullanima hazir hale getirildi.
Elde edilen miRNA’lar -20 °C’de saklandi.

3.2.3. miRNA’lardan cDNA Eldesi
Elde edilen miRNA’lar dan abm cDNA izolasyon kiti i¢eriginde yer alan poly
A mixi kullanilarak miRNA’lara poly A kuyrugu takildi.
Kitin igeriginde yer alan tiim birlesenler her bir 6rnek icin Tablol’de
belirtilen miktarlarda hazirlandi. Son hacim 25 pl olacak sekilde kitin ¢alisma

protokoliine uygun olarak calisildi.

Tablo 1: Poly (A) mix igerigi.

RNA

15,25 pl

ATP 10 mM 1,25 ul

Poly(A) polymerase, yeast (1 U/uL) 1wl

5x

reaction buffer

Poly(A) polymerase, yeast |5 ul

25 mM MnCI2 2,5 ul (2,5 mM)

Toplam 25 ul
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- Yapilan bu islemlerin ardindan 1s1 protokolii tablo 2 de belirtilen sekilde

Light Cycler cihazinda uygulandi.

Tablo 2: Poly (A) ‘nin baglanmast i¢in gereken siire.

37°C

20 dakika

65° C

20 dakika

- Poly (A) takili olan miRNA’lar +4 de beklemeye alindi ve bu siirede cDNA

eldesi i¢in yine ayni firmanin cDNA mix protokolii uygulanarak mixler

hazirlandi. Oncelikle cDNA mix 1 hazirland1 ve igerigi tablo 3 de belirtildigi

gibidir.

Tablo 3: ¢cDNA mix 1’in igerigi.

RNA (poly a kuyruklu) 10 pl
Mirna oligo (dT) adapter (10 uM) 2
Toplam 12 ul

- Hazirlanan mix 65° C’de 5 dakika bekletildi, sonrasinda +4 de tutuldu.

- Hemen ardindan ¢cDNA mix 2 hazirlandi. Mix hazirlanirken kullanilan

bilesenler ve hacimleri tablo 4 de belirtildigi gibi uygulandi.
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Tablo 4 ¢cDNA mix 2’nin igerigi.

dTNPs (10 mM) 1l
5x rt buffer 4 ul
Rnase off ribonuclease inhibitor 0,5 wl
Onescript rtase 1wl
Rnase free water 1,5 ul
Toplam 20 ul

Mix 1 ve mix 2 birbirine karistirildi. Hazirlanan cDNA sentez mix ve RNA
karisimlart yine iretici firmanin mirna onescript cDNA sentez kiti i¢in
hazirlamis oldugu kilavuzda ki tavsiyelerine uyularak asagida ki 1s1 ve
stirelerde iglem gormek tizere Light Cycler 96 sistemine ait 96 kuyucuklu
plate lizerine yiiklendi.

o 42Cde15dk

o 72°Cde 10 dk.

o +4 °C de sakland1
Uygulanan protokol sonrasinda cDNA’lar elde edildi. Elde edilen cDNA lar
PCR asamas1 Oncesi nanodropp ile Ol¢limleri yapilarak her cdna 250 ng
diisiiriilecek sekilde PCR grade water ile seyreltildi. Hazirlanan karigimlar
Light Cycler 96 sistemine ait 96 kuyucuklu plate tizerine yiiklendi.

3.2.4. Real Time PCR

cDNA’larin referans gen agisindan amplifikasyonunu saglamak ve ilgili
bolgeleri isaretlemek amaciyla BrightGreen Master Mix ve SNORD44 PCR
Primer Mix’leri iretici firmanin tavsiyelerine uyularak tablo 5’de belirtilen

hacimlere gore hazirlandi.
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Tablo 5: BrightGreen Mastermix ve SNORD44 primer mastermix igerigi.

Bright Green Master Mix 10ul
Mirna forward Primer 300 nM Tl
Mirna reverse primer 300 nM 1pl
cDNA 250 ng 2 ul
H20 6 ul
Total Volume 20 ul

miR-21, miR-31) real time PCR mix

Hazirlanan referans gen real time PCR mix’leri ve hedef gen (miR-200a,

’leri uygun cDNA’lar ile Light Cycler 96

sistemine ait 96 kuyucuklu plate’ler iizerinde biraraya getirildikten sonra

tablo 6’ da belirtilen 1s1 protokolii

real time PCR islemine alindi.

Tablo 6: Real time PCR 1s1 protokolil.

uygulanarak Light Cycler96 sisteminde

Denaturasyon

95°C de 10 dk.

Amplifikasyon

Bu dongii 40 kez saglanir. (40 cycle,
Ramp-rite 1,6°C/sn, saniyedeki 1s1

degisimi)

95°C de 10 sn.
60°C de 15sn
72 °C de 30sn Okuma

Melting Curve

95°C de 30 sn.
50 °C de 1 dk.

90 °C de continue(Acquisitions 3

per/°C)

Cooling

40 Cde 1dk.
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Grafik 1: miR-200a’nin amplifikasyon egrisi.
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Grafik 4: Snord44’tin amplifikasyon egrisi.
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3.2.5. MDA Olciimii

MDA 6lciimii, ticari kit kullanilarak (Elabscience) ELISA ydntemi ile
oOl¢iildii. Testin prensibi, insan MDA ’sinin farkli epitoplarina baglanan iki anti-MDA
poliklonal antikoru kullanilarak yapilan sandvi¢ ELISA yontemidir.

ELISA kuyucuklarina konulan serumdaki MDA, kuyucuklardaki kat1 faza
bagl bulunan anti-MDA antikoru ile reaksiyona girer. ilk inkiibasyon periyodundan
sonra reaktif olmayan plazma komponentleri yikama ile uzaklastirilir. Sonra her bir
mikro plate kuyusuna Horseradish Peroksidaz'a (HRP) bagl 2. antikor eklenir ve
inkiibe edilir. Daha sonra her bir géze bir TMB substrat ¢ozeltisi eklenir. Enzim-
substrat reaksiyonu, durdurma ¢ozeltisinin eklenmesiyle sonlandirilir ve renk
degisimi, spektrofotometrik olarak 450 nm + 2 nm dalga boyunda 6lgiiliir. Calisma
sonunda standartlarin grafiginden MDA konsantrasyonuna karsilik gelen absorbans

degerleri ile numulerin konsantrasyonu hesaplanir.
3.2.6. Glutatyon Ol¢iimii (GSH)

GSH 6l¢iimii, ticari kit kullamlarak (Elabscience) ELISA yontemi ile 6lciildii.
Testin prensibi, insan GSH’1nin farkli epitoplarina baglanan iki anti-GSH poliklonal
antikoru kullanilarak yapilan sandvi¢ ELISA yontemidir.

ELISA kuyucuklarima konulan serumdaki GSH, kuyucuklardaki kati faza
bagl bulunan anti-GSH antikoru ile reaksiyona girer. Ilk inkiibasyon periyodundan
sonra reaktif olmayan plazma komponentleri yikama ile uzaklagtirilir. Sonra her bir

mikro plate kuyusuna Horseradish Peroksidaz'a (HRP) bagh 2. antikor eklenir ve
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inkiibe edilir. Daha sonra her bir goze bir TMB substrat ¢ozeltisi eklenir. Enzim-
substrat reaksiyonu, durdurma ¢ozeltisinin eklenmesiyle sonlandirilir ve renk
degisimi, spektrofotometrik olarak 450 nm + 2 nm dalga boyunda o6l¢iiliir. Calisma
sonunda standartlarin grafiginden GSH konsantrasyonuna karsilik gelen absorbans

degerleri ile numulerin konsantrasyonu hesaplanir.

3.3. Istatiksel Analiz

[statistiki analiz SPSS 16.0 programi kullanilarak yapildi. Calismada gruplara
ait sonuclarin ortalama degerleri (X) + standart sapma (SD) ile beraber verildi (miR-
200a, miR-21, miR-31 ve MDA igin standart error degerleri kullanildi). Test
sonuglarinda p<0.05 anlamli olarak degerlendirildi. Gruplar arasi farklilig
karsilagtirmak amactyla yaptigimiz One-Sample Kolmogorov-Smirnov Testi ile elde
ettigimiz degerlendirmede verilerden parametrik test yapmaya uygun oldugu tespit
edilenler glukoz, kolesterol, iire, kreatinin, AST, ALT, hemoglobin ve miR-21 igin

‘independent-Samples T testi’uygulanda.

Nonparametrik test yapmaya uygun olan miR-200a, miR-31, MDA ve
Glutatyon igin ‘2 Indepentent-Samples’ (Mann-Whitney U test) testi uygulandi.
Caligmamiza ait parametreler arasi korelasyon ‘Spearman korelasyon testi’ ile

yapildi.
4. BULGULAR

Akne vulgarisli hasta ve kontrol grubuna ait demografik 6zellikler tablo 7°de
verilmistir. Tablo 7°de gortldigi gibi akne vulgarisli hasta grubu ile kontrol grubu
karsilastirildiginda boy 6l¢iim degeri istatistiki acidan anlamli yiiksek bulunmustur
(p<0.05). Bunun yanisira yas, kilo ve VKI degerleri arasinda istatistiki acidan

anlamli bir farklilik bulunamamastir.
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Tablo 7: Akne vulgarisli hasta ve kontrol grubunun demografik 6zellikleri.

Akne Vulgarisli Kontrol P
Hasta
(n=57) (n=40)
Yas (yil) 224 +£3.7 23.4+15 0.102
Agirhk (kg) 58.1 + 8.9 60 + 8.7 0.318
Boy (cm) 162.0+ 5.4 164.6 + 6.2 0.037
VKI (kg/m?) 21.7+29 21.8+35 0.777

Akne vulgarisli hasta ve kontrol grubuna ait biyokimya parametrelerinin

Olgtim diizeyleri tablo 8’de gosterilmistir. Tablo 8’de goriildiigh gibi akne vulgarisli

hasta ve kontrol grubu karsilastirildiginda serum iire (p<0.05) ve serum Kreatinin

(p<0.01) degerleri istatistiki agidan anlamli yiiksek bulunmustur. Bunun yani sira
serum glukoz, kolesterol, HDL, LDL, VLDL, TG, AST, ALT, CRP ve hemoglobin

diizeyleri arasinda istatistiki acidan anlamli bir fark bulunamamastir.
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Tablo 8: Akne vulgarisli hasta ve kontrol grubuna ait bazi biyokimya parametrelerinin diizeyleri.

Akne Vulgarisli Kontrol p

Hasta

(n=57) (n=40)
Glukoz (mg/ml) 92.3+105 923+75 0.994
Kolesterol (mg/dL) 160.8 + 35.4 170 +£31.7 0.185
LDL (mg/dL) 83.1+32.7 89.4+24.6 0.289
HDL (mg/dL) 59.3+12.3 59.3+13.7 0.994
VLDL (mg/dl) 17.8+£9.2 18.9+14.6 0.675
TG (mg/dL) 89.1 +46.3 94.7+73.4 0.675
Ure (mg/dL) 205+ 3.9 224+49 0.048
Kreatinin (mg/dL) 0.6 £0.06 0.7 +0.08 0.002
ALT (U/L) 145+£56 148+7.1 0.803
AST (U/L) 17.2+ 3.4 16.7+4.1 0.538
CRP (mg/L) 1.4+37 0.7+1.6 0.206
HGB (g/dL) 13.1+1.2 13.2+1.03 0.559

Akne vulgarisli hasta ve kontrol grubuna ait miRNA parametre diizeyleri
tablo 9°da ve grafik 5, grafik 6 ve grafik 7°de gosterilmistir. Tablo 9’dan ve
grafiklerden goriildiigii gibi akne vulgarisli hasta ve kontrol grubu karsilastirildiginda
plazma miR-21 diizeyi akneli hasta grubunda istatistiki agidan anlamli yiliksek
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bulunmugtur (p<0.01). Bunun yan1 swra akneli hasta ve kontrol grubu
karsilagtirildiginda plazma miR-200a ve miR-31 diizeyleri akneli hasta grubunda

yiiksek bulunmug fakat istatistiki acidan anlamli bulunamamastir.

Tablo 9: Akne vulgarisli hasta ve kontrol grubuna ait miRNA parametre diizeyleri.

Akne vulgarisli Kontrol p
Hasta
(n=57) (n=40)
miR-200a 52.45+6.05 45.02 +£3.83 0.303
miR-21 0.55£0.06 0.30 £ 0.05 0.003
miR-31 7.19+1.50 6.44+0.67 0.652

Grafik 5: miR-200a’nin standart sapma gostergesi.
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Grafik 6: miR-21’in standart sapma gostergesi.
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Grafik 7: miR-31’in standart sapma gostergesi.
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Akne vulgarisli hasta ve kontrol grubunun oksidatif stres parametre diizeyleri
tablo 10°da, grafik 8 ve grafik 9°da gosterilmistir. Tablo 10’dan ve grafiklerden
goriildiigii gibi akne vulgarisli hasta ve kontrol grubunun oksidatif stres parametre
diizeyleri karsilastirildiginda plazma MDA diizeyleri akne wvulgarisli hastalarda
kontrol grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek (p<0.05), glutatyon diizeyleri ise
istatistiki agidan anlamli diisiik bulunmustur (p<0.01).

Tablo 10: Akne vulgarisli hasta ve kontrol grubuna ait oksidatif stres parametre diizeyleri.

Akne vulgarisli Kontrol p
Hasta
(n=40)
(n=57)
MDA (ng/ml) 2058.3 +28.5 1993.3 +£14.9 0.047
Glutatyon (ug/ml) 97.2+18.9 112.2 +£20.8 0.001

Grafik 8: MDA’ nin standart sapma gostergesi.
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Grafik 9: GSH’in standart sapma gostergesi.
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Tablo 11°de akne vulgarisli hastalarda oksidatif stres parametrelerinin plazma
miR-200a, miR-21 ve miR-31 diizeyleri ile korelasyonu degerlendirilmistir.
Korelasyon sonucuna gore akne vulgarisli hastalarda plazma miR-200a diizeyi ile
plazma miR-21 (p<0.001), plazma miR-31 (p<0.001) ve plazma MDA (p<0.05)
diizeyleri arasinda anlamli yiliksek pozitif korelasyon bulunmustur. Glutatyon
diizeyinde ise anlamli bir korelasyon bulunamamustir. Yine akne vulgarisli hastalarda
plazma miR-21 diizeyine bakildiginda plazma miR-21’in plazma miR-200a
(p<0.001), plazma miR-31 (p<0.01) ve plazma MDA (p<0.05) diizeyleri ile arasinda
anlamli pozitif korelasyon var iken glutatyon diizeyinde anlamli bir korelasyon
bulunamamistir. Plazma miR-31’in plazma miR-200a (p<0.001), plazma miR-21
(p<0.05) ve plazma MDA (p<0.001) diizeyleri arasinda anlamli pozitif korelasyon

bulunurken glutatyon diizeyinde anlamli bir korelasyon bulunamamustir.
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Tablo 11: Akne vulgarisli hastalarda oksidatif stres parametrelerinin plazma miR-200a, miR-21 ve
miR-31 ile korelasyonu.

miR-200a | miR-21 miR-31 MDA Glutatyon
miR-200a r=0.519 r=0.476 r=0.353 r=0.116
- p=0.00 p=0.00 p=0.010 p=0.413
miR-21 r=0.519 r=0.402 r=0.323 r=0.008
p=0.00 B p=0.002 p=0.019 p=0.956
miR-31 r=0.476 r=0.402 r=0.617 r=0.074
p=0.00 p=0.002 i p=0.00 p=0.602

Kontrol grubunun oksidatif stres parametrelerinin plazma miR-200a, miR-21
ve miR-31 ile korelasyonu tablo 12’de verilmistir. Tablo 12’de goriildiigii gibi
kontrol grubunda plazma miR-200a diizeyinin plazma miR-21 (p<0.001) ve plazma
miR-31 (p<0.001) ile arasinda anlamli pozitif korelasyon bulunurken plazma MDA
ve glutatyon diizeyleri arasinda anlamli bir korelasyon bulunamamistir. Bunun yani
sira kontrol grubunda plazma miR-21 ve miR-31 diizeyleri ile plazma miR-200a
diizeyleri arasinda da anlamli pozitif korelasyon bulunmustur (p<0.001). Plazma
miR-21 ve miR-31’in plazma MDA ve glutatyon diizeylerinde ise anlamli bir

korelasyon bulunamamuistir.
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Tablo 12: Kontrol grubunda oksidatif stres parametrelerinin plazma miR-200a, miR-21 ve miR-31 ile
korelasyonu.

miR-200a | miR-21 miR-31 MDA Glutatyon

miR-200a r=0.592 r=0.606 r=0.150 r=-0.312

- p=0.00 p=0.00 p=0.404 | p=0.077

miR-21 r=0.592 =0.625 |r=0.196 | r=-0.064
p=0.00 - p=0.00 p=0.252 | p=0.710
miR-31 =0.606 | r=0.625 r=0.155 | r=-0.175
p=0.00 p=0.00 - p=0.366 | p=0.306
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5. TARTISMA VE SONUC

Akne vulgaris komedonlar, papiiller, kistler, nodiiller ve yara izi ile
karakterize, pilosebase birimin bir bozuklugudur (Rea ve ark., 1976). Durum yasami1
tehdit edici nitelikte olmasa da, ciddi psikolojik durumlara sebep olabilir ve bazi
durumlarda tedavi edilmedigi takdirde yiiz kusurlari meydana gelir. Akne vulgaris
tipik olarak 12-14 yas civarinda baslar, ancak kadin hastalarda erken ortaya ¢ikma
egilimi gosterir. Akne vulgaris ile ilgili olarak cinsiyet dagilimi iizerinde cok
tartigmalar vardir. Simpson 1991 yilinda yaptig1 ¢alismada gengler ve yetiskin
donemdeki erkeklerin %95’nin, kizlarin ise %83 niin etkilendigini belirtmistir.
Hunter ve akr. ise 2002 yilinda yaptig1r c¢alismada sivilcenin cinsiyete dayali bir
Ooneme sahip olmadigini ve her iki cinsin de esit derecede etkilendigini belirtmistir
(Mahmood ve Shipman, 2017). Bizim ¢alismamizda katilimei sayisini yiiksek tutmak

ve ¢alismay1 daha degerli kilmak adina sadece bayanlar {izerinde ¢alisilmistir.

Sebastif hiperplazi, follikiiler hiperkeratinizasyon ve bakteriyel hiper
kolonizasyon, ayni zamanda bagisiklik reaksiyonlart ve inflamasyonlar oldukca
kompleks bir patogenezi olan sivilceye neden olabilir. Propionibacterium acnes
follikiiler lipazlar, proteazlar ve hiyaliironidazlar gibi, inflamatuar siirecte 6nemli rol
oynayabilecek bir¢ok enzim iiretir (Arican ve ark., 2005). Ayrica, birgok aragtirmaci
akne patogenezinin tam olarak anlagilamayacagini disiinmektedir. Sivilcede, yag
bezleri tarafindan iiretilen sebum, icerigi degisir ve ROS etkilenmis hasarli folikiiler
duvarlardan  salinabilir. Bunun aym1 zamanda hastaliin patogenezinde

inflamasyonun ilerlemesinin nedeni olabilecegi diisiiniilmektedir.

Insan icin énemli ve yasamsal bir bilesen olan oksijen, ROS olarak bilinen
reaktif tiirler (siiperoksit anyon, hidrojen peroksit ve hidroksil kokleri) iiretebilir. Bu
radikaller, oksijenin suya indirgenmesiyle olusur. ROS inflamatuar deri
hastaliklarinin ¢gogunda kritik roller oynamaktadir (Briganti ve Picardo, 2003; Oztas
ve ark., 2003). Sivilce patogenezinde yer alan propionibacterium acnes, nétrofillerin
birikmesine yol agan bazi kemotaktik faktorlerin salinmasina neden olur ve bu
durum, fagositoz sonucunda lizozom enzimleri gibi bazi enflamatuar faktorlerin
birakilmasindan sonra folikiiler epitele zarar verir. ROS, inflamatuvar dokudaki aktif
notrofilden salinir. Bu oksidanlar DNA'ya veya membran lipidlerine saldirir ve

saglikli doku da dahil olmak {iizere kendilerine kimyasal hasar verirler (Briganti ve
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Picardo, 2003). insan sebumuna &zgii skualen, cild yiizeyini lipid
peroksidasyonundan korur.

Hiicredeki oksidatif stres gostergesi, lipid peroksidasyonu seviyesidir ve son
tirtinii MDA'dir (Arican ve ark., 2005). GSH ise glutamat, sistein ve glisin i¢eren bir
tripeptit olup etkili bir antioksidandir (Jones ve Go, 2010). inflamatuvar hastaliklarda
lipid peroksidasyonunun diizeyinin arttigin1 gosteren bazi ¢aligmalar bulunmaktadir
(Arican ve ark., 2005). Bizimde c¢alismamizda bu literatiir bulgulari destekler
mahiyette sonuca ulasilmistir. Calismamizda akneli bayanlarda yiiksek diizeyde
MDA diisiik diizeyde GSH saptanmistir. Dahasi, oksidatif stres yonetiminde var
oldugu one siiriilen mir-21, mir-200a ve mir-31 ile MDA arasinda pozitif korelasyon

bulunmustur.

Wu ve ark. (2017), 2016 ve 2017 yillar1 arasinda ¢alismalarina dahil ettikleri
13 hastadan (3 erkek, 10 kadin) operasyon ile aldiklar1 keloid ve normal deri dokusu
orneklerinde miR-21’in mimik transfeksiyonunun, keloid faktor (KF)'de ROS tetikli
mitokondriyal apoptozisi inhibe ettigini gozlemlemislerdir. Kuskusuz, baska bir¢ok
faktor vardir ve bu siireci etkileyebilir. MiR-21'in ve diger elementlerin KF'nin
patogenezi tizerindeki ¢oklu etkileri daha fazla arastirmayi gerektirir. miR-21, hiicre
cogalmasimi ve gogiinii hizlandirarak, kanserlerin ¢ogunda apoptozu inhibe ederek
bir onkogen olarak hareket etmektedir. Oksidatif stres tarafindan {iiretilen ROS
apoptoza aracilik etmek igin sinyal molekiilii olarak hareket etmektedir. MiR-21'in
yeniden diizenlenmesi, ROS'ta bir azalma ile sonuglanirken, miR-21'in inhibisyonu
ROS seviyesini arttirmistir, bu da miR-21'in oksidatif strese karst direng
olusturabilecegini gostermektedir. Biz de calismamizda yukardaki arastirmacinin
bulgularini destekleyen sonuglara ulastik. Calismamizda plazma miR-21 diizeylerini
kontrol grubuna gore akneli hastalarda yiiksek seviyede bulduk dahasi, akneli
hastalarda miR-21 diizeyleri MDA ile pozitif korelasyon gosterdi.

Sala ve ark. (2018), yilinda yaptiklar1 ¢aligmalarinda 1 hafta boyunca sabit
yikksek glukoza maruz kalan HUVEC'leri, ROS odlgiimleri i¢in nicel elektron
paramanyetik rezonansa tabi tutmuslardir. Siiperoksit anyonlari, SOD2 protein
diizeylerini ve mitokondriyal membran potansiyelini degerlendirmislerdir. Endojen
miR-21 ve varsayilan ROS-homeostatik hedef genleri (KRIT1, FoxOl, NFE2L2 ve
SOD2) mimic-miR-21 kullanarak test edip RT-PCR ile olgmiislerdir. Lusiferaz

44



analizleri miR-21 / 3’-UTR-SOD2 baglanmasini test etmek igin gergeklestirilmistir.
Calismanin  sonucunda miR-21'in yiiksek glukoz ve erken mitokondriyal
disfonksiyon ile iliskisini gozlemlemislerdir. miR-21'in normalde ROS hasarini
sinirlandiran  homeostatik  sinyallemenin  bastirilmasini  destekleyebilecegini
bulmuslardir. Bu veriler, glukoz degiskenligi ve diyabette hiicresel oksidatif hasara
kars1 korunmak ig¢in yeni bir terapotik yaklagim olarak miR-21'in inhibisyonu

hakkinda yeni ipuglar1 ortaya koymaktadir.

Xia ve Zhang (2014), yilinda yaptiklar1 ¢alismalarinda miR-21’in psoriatik
lezyonlarda en fazla bulunan miRNA oldugunu bildirmislerdir. Sedefli hastalarda ve
saglikli kisilerde epidermal hiicre ve dermal T hiicrelerinde miR-21 ekspresyonu
incelenmis ve MiR-21 ekspresyonunun her iki hiicre tipinde de sedefli hastalarda
yiiksek bir ekspresyon gosterdigi ifade edilmistir. Arastirmacilar, caligmalarinda
miR-21'in inhibisyonu, aktive edilmis T hiicrelerinde apoptoz oranini artirdigini,
bununda mIiR-21'in aktive edilmis T hiicrelerinde apoptosisi baskiladigin
bildirmiglerdir. Sonug olarak calismalarinda psoriatik lezyonlarda miR-21'in asir1
ekspresyonu, T hiicresi kaynakli psoriatik deri iltihabina katkida bulunan, aktive T

hiicrelerinin psoriatik deride infiltrasyonunu yansitabildigini ifade etmislerdir.

Meisgen ve ark. (2012), yilinda yaptiklari ¢alismalarinda miR - 21’in iyi
bilinen bir onkojen oldugunu ve 16semik kanser de arttigini gdzlemlemiglerdir.
Ayrica miR-21'in kardiyovaskiiler hastaliklarda ve inflamasyonda ©nemli rol
oynadigimi gosteren bir¢ok ¢alisma mevcuttur (Cheng ve ark., 2007). miR-21, cesitli
hiicre tiplerinde anti-apoptotik ve antiproliferatif ajan olarak goérev yapmaktadir
(Chan ve ark., 2005; Si ve ark., 2007).

Son zamanlarda, miR-21’in insan birincil T hiicrelerinde proliferasyonu
baskiladig1 ve sitokin iiretimini diizenledigi bulunmustur. Yapilan bir ¢alismada
psoriazisli hastalarin ve saglikli kontrollerin lezyonlu ve lezyonlu olmayan cilt
biyopsilerinde RT - PCR ile miR - 21 ekspresyon diizeyleri dl¢iilmiis ve miR-21'in
lezyonda kuvvetli bir sekilde artisi goriilmiis fakat lezyonlu olmayan ciltte artisi
goriilmemistir. Calismada, hem bagisiklik sisteminin hem de epidermisin yapisal
hiicreleri psoriasisin patogenezinde énemli rol oynadig: ifade edilmektedir (Sabat ve
ark., 2007). Yine aym ¢alismada, saglikli epidermis ile psoriasis lezyonlu epidermis

karsilastirildiginda miR-21 psoriasis lezyonlu epidermiste saglikli epidermise gore
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2.8 katlik bir artis gostermis oldugu bulunmustur. Arastirmacilar sonug olarak, bu
verilerin psoriasis deri lezyonlarinda miR-21'in yiikselisinin aktive T hiicrelerinin
infiltrasyonundan kaynaklandigini ve T hiicre apoptozunu baskilayarak deri

inflamasyonuna katkida bulunabilecegini bildirmislerdir.

Soliman ve ark. (2018), yilindaki yaptiklari g¢alismalarinda miR-21'in
epidermis ve kil folikiiliinde yiiksek oranda arttigini gostermiglerdir. MiR-21"in asir1
artis1, keratinosit go¢iinii artirirken, miR-21 azalisi, yeniden epitelizasyon siirecinde
kayda deger bir gecikmeye yol agmistir. Bu, miR-21'in Kkeratinosit migrasyonu ve

yeniden epitelizasyonu i¢in ¢ok dnemli oldugunu diisiindiirmektedir.

Ahmed ve ark. (2011), yilinda yaptiklar1 ¢alismalarinda fare epidermal
keratinositlerinin kemik morfogenetik proteinlerinin (BMP4) tedavisinin miRNA
diizeyinde degisikliklere yol acip agmadigimi arastirmayr amaclamislardir. Bu
kapsamda 2 ile 3 giinliik farelerden izole edilen hiicreler, 4 saat boyunca BMP4 ile
muamele edilmis ve MIRNA ekspresyon profili arastirilmistir. Analiz sonucunda
226 miRNA'dan 13'iniin, BMP4 tedavisine yanit olarak ekspresyonlarinda anlamli
(p<0.01) degisiklikler gosterdigi ortaya ¢ikmistir. Bu miRNA'lar arasinda, miR-21,
keratinositlerde ¢ok yliksek bazal ekspresyon seviyeleri gostermistir. Caligmalarinda
kantitatif RT-PCR analizi ile de BMP4'in fare primer keratinositlerinde onemli

o6l¢iide (p<0.01) miR-21 ekspresyonunu inhibe ettigini ifade etmislerdir.

Yapilan ¢alismalarda miR-21'i melanom ve skuamdoz hiicreli karsinom dahil
olmak tizere bir dizi timorde siirekli olarak asir1 eksprese edilen bir miRNA oldugu
tanmmlanmustir (Krichevsky ve Gabriely, 2009 ; Selcuklu ve ark., 2009 ; Dziunycz ve
ark., 2010). Bununla birlikte, normal deride miR-21'in spatiotemporal ekspresyonu
heniiz aydinlatilamamistir. In situ hibridizasyon ile 12 haftalik yabani tip farelerin
epidermisinin bazal ve suprabazal tabakalarinda miR-21 ekspresyonu goriilmiis fakat
dermiste goriilmemistir. EK olarak, miR-21 ekspresyonu sag folikiiliiniin dis ve i¢
kok kiliflarinda ve sa¢ matrisinde goriilmiistiir, fakat folikiiler papillada

goriilmemistir (Ahmed ve ark., 2011).

Yaptigimiz bu ¢alismada, akneli hastalarda miR-31 seviyelerini degerlendiren
her hangi bir cgalismaya rastlayamadik. Bununla beraber, yaptigimiz literatiir
taramasinda patogenezinde inflamasyonun ve oksidatif stresin rol aldigi bazi

hastaliklarda miR-31 seviyelerinin yiikselmis oldugunu gozlemledik (Joyce ve ark.,
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2011). Biz de galismamizda miR-31 seviyelerini MDA ile pozitif korele ve akneli
hastalarda istatistiki agidan anlamli olmasada yiikselmis seviyelerde bulduk.

Yapilan bir ¢aligmada miR-31’nin psoriatik lezyonlarda en fazla bulunan
mMIiRNA oldugu bildirilmistir (Joyce ve ark., 2011). miR-31'in asir1 ekspresyonunun,
enflamatuar mediatorlerin  ve 16kosit kemotaksisinin deriye iiretilmesini
diizenleyerek, psoriazis lezyonlarinda deri iltihabina katkida bulundugu
gosterilmistir. Ozellikle miR-31, keratinositlerde NF-kB sinyalinin negatif bir
regiilatdrii olan serine / threonine kinase 401 (STK40) hedefleyerek sitokin /
kemokin ekspresyonunu diizenledigi ifade edilmistir. Ayrica, psoriasis epidermiste
yiiksek oranda eksprese edilen bir sitokin olan transforme edici bliylime faktorii-
B1'in, in vitro ve in vivo olarak keratinositlerde miR-31'in asir1 artisina neden oldugu

bildirilmigtir (Xu ve ark., 2013).

Xu ve ark. (2013), yaptiklar1 ¢alismalarinda kontrol grubu olarak
enflamasyonsuz saglikli bireyden deri Ornegi biyopsisi ve sedef hastalifi olan
kisilerden lezyonsuz ve lezyonlu bolgelerdeki derilerden biyopsi almiglardir. Sonugta
sedef hastasi kisilerdeki lezyonlu bolgedeki deri 6rnegindeki miR-31 seviyeleri sedef
hastas1 kisilerin lezyonsuz bélgelerindeki deri ve kontrol grubundaki kisilerin deri
ornekleri ile karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli diizeyde yiiksek
bulunmustur.  Calismalarinda  miR-31’in  sitokin/kemokin  ekspresyonunu
diizenleyen ve psoriyazis lezyonlu deride aktive olan bir anahtar sinyal yolu olan
keratinositlerdeki NF-kB yolunun aktivitesini diizenledigini ifade etmislerdir. Yine
calismalarinda, keratinositlerde miR-31'in, daha 6nce TNF ile indiiklenen NF-xB
aktivasyonunu inhibe ettigi gosterilen STK40'1 dogrudan hedefledigini
gostermiglerdir. NF-kB sinyal yolunda miR-31'in diizenleyici roliine iliskin bulgular,
miR-31'in biyolojik fonksiyonunun yiiksek oranda hiicre tipi bagimli oldugunu
gostermektedir.

Sitokinleri, biiyime faktorlerini ve hiicre farklilagmasini diizenleyen
faktorleri kullanan sistematik bir ekranla, TGF-B1, primer keratinositlerde, yeniden
yapilandirilmis insan epidermal esdegerlerinde ve bir transgenik fare modelinde,
giiclii bir miR-31 ekspresyonu regiilatorii olarak tanimlanmistir. TGF-B1, psoriasis
hastalarinin epidermisi ve serumunda artmis diizeylere sahip bir sitokindir. Onemli
olarak, TGF-B1, IL-1B ile birlikte, sedef hastaliginda temel patojenik rol

oynayan Th17 hiicrelerinin farklilasmast igin Kkritik 6neme sahiptir. TGF-p1 ile
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indiiklenen miR-31, artmig IL-1B seviyelerine yol agabilir ve bu nedenle sedef
hastaliginda Th17 tipi enflamasyonun ¢ogalmasina katkida bulunabilir. Bu ¢alismay1
destekler nitelikte akne pategonezinin inflamasyon basamaginda da Th17’nin rolii
goriilmiistiir (Kistowska ve ark., 2015). Bizim ¢alismamizda miR-31 seviyesi akneli
hastalarda yiiksek bulunmus fakat anlamlilik ifade etmemistir. Buradan yola ¢ikarak
miR-31’in akneli hastada yiiksek bulunmasi burada da IL-1f ve Th17’nin etkin
olabilecegini diistindiirmektedir.

Li ve ark. (2015), yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada 17 saglikli géniilliiniin karin
bolgesinde biyopsi ile 3mm’lik cilt yarasi olusturmuslardir. Yara kenar1 dokular,
yaralanmadan sonra 1.giin (enflamatuar faz) ve 7. giin (proliferatif faz) toplanmistir.
RT-PCR analizine gore insan cildindeki miR-31'in bazal seviyesinin diisiik oldugu,
ancak hasardan 1 giin sonra 1,9 kat arttigin1 gbzlenmistir. Sonraki proliferatif fazda
(yaralanmadan 7 giin sonra), miR-31'in, saglam ciltle karsilastirildiginda 7,7 kat artis
gosterdigi goriilmustiir. Yaralanma tizerine, hem TGF-B1 hem de TGF-B2'in cilt
yaralarinda yiiksek derecede diizenlendigi, keratinosit goc¢iini ve yeniden
epitelizasyonu destekledigi bilinmektedir. Bu calisma, yara kenar keratinositlerinde
miR-31'in TGF-B1 ve TGF-P2 tarafindan indiiklendigi bir model 6nermektedir. miR-
31'in  asirt  ekspresyonu, kismen EMP-1'i hedefleyerek keratinositlerin
proliferasyonunu ve gociinii artirir. Bu bulgular cilt yaralarinda miR-31 seviyesinin
arttirtlmasinin ~ iyilesmeyi hizlandirmak igin iyi bir strateji olabilecegini
diisindirmektedir. Bu nedenle miR-31, miRNA bazli terapétiklerin daha fazla

arastirilmasi i¢in umut verici bir aday olabilir.

Martinez ve ark. (2017), yaptiklar1 ¢alismalarinda miyokard Infarktiisii (MI)
sonrast si¢an kalplerinde 2 ve 14 giin i¢inde miR-31'in seviyesinin yiikseldigini
bildirmiglerdir. Gen analizleri sonrasinda da miR-31'in 3'UTR kardiyak troponin-T
(Tnnt2), E2F transkripsiyon faktorii 6 ( E2f6 ), mineraokortikoid reseptorii
(Nr3c2) ve metalloproteinaz inhibitorii 4 ( Timp4) mRNA’larin1 hedefledigini de
bildirmislerdir.

MiR-200 ailesi, epitelyal-mezenkimal gegisin (EMT) ana baskilayicist olarak
bilinir; bu, tiimor progresyonu ve metastazinda aktive olan tersinir bir embriyonik
programdir (Brabletz ve ark., 2011). Biz ¢alismamizda miR-200a seviyelerini akneli
grupta kontrol grubu ile kiyaslandiginda yiikselmis bulduk. Fakat bu yiikseklik

istatistiki agidan anlamli degildi. Oteyandan, miR-200a seviyelerini akneli grupta
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MDA diizeyleri ile pozitif korele bulduk. Yaptigimiz literatiir taramasinda miR-200a
seviyelerinin akneli hastalarda nasil degistigini arastiran herhangi bir ¢alismaya
rastlayamadik. Calismamiz bu yoniiyle mevcut bilgilere 6nemli katki saglamistir.
Bununla beraber yagtigimiz literatlir taramasinda oksidatif stresin rol aldigi bazi
hastaliklarda miR-200 ailesinin seviyelerinin arttigin1 gozlemledik. Asagida bu
literatlir taramasinin sonuglar1 derlenmistir. Bu bulgular da bizim calismamizi

desteklemektedir.

Cao ve ark. (2014) yaptiklar1 ¢alismalarinda epitelyal yumurtalik kanseri
(EOC) olan 100 kadin hasta ve saglikli kontrol grubunu olusturan 50 kadinin normal
yumurtalik dokusunda miR-200 ailesinin ekspresyon diizeyini ve hiicre ici
lokalizasyonlarini analiz etmislerdir. Yapilan bu ¢alismada, bulunan veriler miR-200
ailesinin (miR-200a, miR-200b ve miR-200c) ii¢ {iyesinin insan EOC dokularinda
artig gosterdigini dogrulayan kanitlar sunmaktadir. Ayrica, bu iic miRNA'nin
anormal ekspresyonu, EOC'lu hastalarin agresif klinikopatolojik 6zellikleri ve kot

prognozu ile iligkili olabildigide bildirilmektedir.

Tinaburri ve ark. (2018) yaptiklar1 calismalarinda 2-45 yas arasit 10 geng ve
60-82 yas aras1 10 yash saglikli kisilerin deri biyopsilerinde miR-200 seviyelerini
arastimiglardir. Sonugta 2-45 yas arasi olan kisiler ile kiyaslandiginda 60-82 yas
arasmda olan kisilerde miR-200 seviyelerinin nemli arttigini bildirmislerdir. insan
keratinositlerinde hiicre i¢i ROS seviyeleri Ol¢iilmiis, geng donérlere kiyasla yash
donoérlerin  primer keratinositlerinde ROS seviyeleri 2.66 kat daha yiiksek
bulunmustur. Ayn1 zamanda miR200a seviyeside yash keratinositlerinde yliksek
goriilmiistiir. Bu calismada, OGG1-2a, ROS-kaynakli miR-200a'nin dogrudan bir
hedefi oldugu goriilmiistiir ve yash keratinositlerde miR-200a seviyeleri onemli
Olclide artmistir. Veriler ROS asir1 liretiminin yagh deride hem oksidatif DNA
lezyonlarin1 hem de miR-200a ekspresyonunu indiikleyebilecegini gostermektedir.
MiR-200a ekspresyonunun azalmasi, DNA onarim sistemini gelistirmek ve yasl
derideki kronik enflamasyonu azaltmak icin yararli bir ara¢ olabilecegi ifade

edilmektedir.

Yine ¢alismamizda hem kontrol hemde akne grubunda miR200a, miR21 ve
miR31 birbirleri ile pozitif korelasyon gostermistir. Yaptigimiz literatiir taramasinda

sedef hastaliginda miR21 ve miR31’in pozitif korelasyon gosterdigi bildirilmistir
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(Cottonham ve ark., 2010). Oksidatif streste rol oynadigi bildirilen bu miRNA’larin
birbirleri ile korelasyonuda ¢alismamiz i¢in tatmin edici bir bulgu olmustur. Yine bu
miRNA’larin hepsinin oksidatif stresin bir gostergesi olan MDA ile 6zellikle akneli
hastalarda pozitif korelasyon goOstermesi, aknenin olusumunda oksidatif stresin
varliginin  miRNA diizeyinde ispati olmustur. Literatlir incelendiginde, akne
hastaliginin oksidatif stresle iligkili oldugunu gosteren ¢aligsmalarin sayis1 her gecen
giin artmaktadir. Akne hastalarinda daha fazla olusan reaktif oksijen tiirleri,
olusturduklar irritasyon ile folikiiler duvarda hasar yaratarak inflamasyona katkida
bulunmaktadir. Sonu¢ olarak g¢aligmamizin aknenin etyopatogenezinin daha iyi
anlasilmasina ileri katki sagladigini ve bununla beraber tedaviye miRNA bakis agisi

ile yeni yaklagimlar sunabilecegini diisiiniiyoruz.
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