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Sissejuhatus

Vitiliigo on krooniline haigus, mille puhul nahale tekivad ebakorrapirase kujuga
valged laigud, mis on pdhjustatud nendes nahapiirkondades pigmendi tootmise
lakkamisest ja melanotsiiiitide hdavimisest. Pole selge, mis melanotsiiiitide funktsiooni
kadumise algpohjuseks on. Kirjanduse pdhjal on teada, et melanogeneesiensiiiimide
ekspressioonitasemed vitiliigopatsientide kahjustatud nahas on kahjustamata nahaga
vorreldes langenud. Samas ei ole 10puni selge, milliste regulatoorsete geenide
ekspressioonitasemete muutustest pigmenti tootvate ensiiiimide ekspressiooni langus
tuleneb. Lisaks sellele esineb vitiliigopatsientide nahas hiireid seoses nii oksiidatiivse
stressi taluvusega kui ka immuunvastusega.

Melanokortiini siisteem on kokkuvottev nimetus pro-opiomelanokortiini (POMC)
posttranslatsioonilisel ~ protsessingul tekkivatele peptiididele, nende peptiidide
spetsiifilistele retseptoritele ja nende retseptorite antagonistidele. Melanokortiini
siisteem tdidab erinevates kudedes véga erinevaid stressivastusega seotud funktsioone,
millest nahas on olulisimad pigmentatsiooniensiiiimide ekspressiooni iiles reguleerimine
ning poletiku ja oksiidatiivse stressi vihendamine. Seega reguleerib melanokortiini
slisteem nahas suures osas samu protsesse, mis on vitiliigopatsientide nahas héiritud.

Varasemast on teada POMC'i protsessingul tekkiva a-melanotsiiiite stimuleeriva
hormooni (a-MSH) langenud ekspressioonitase vitiliigopatsientide nahas ja
vereseerumis, ilejddnud melanokortiini siisteemi geeniekspressioonide tasemeid
vitiliigopatsientide nahas seni mdoddetud pole. Samuti pole seni moddetud
vitiliigopatsientide nahas ekspressioonitasemeid enamikul geenidest, mis on seotud
signaaliiilekandega melanokortiini silisteemilt melanogeneesiensiiiimidele. Kirjanduse
pohjal teada on ainult, et langenud on selles signaalrajas osaleva mikroftalmiaga seotud
transkriptsioonifaktor-M’i (MITF-M) ekspressioon.

Kéesoleva t66 eesmirgiks oli selgitada melanokortiini siisteemi geenide ja
signaalililekandes melanokortiini siisteemilt pigmentatsiooniensiiiimidele osalevate
geenide  tdhtsust  vitiliigo  patogeneesis.  Selleks moddeti  kvantitatiivsel
poordtranskriptaasi  ahelreaktsiooni (QRT-PCR) meetodil vitiliigopatsientide
kahjustatud ja  kahjustamata nahas ning tervete kontrollisikute nahas
ekspressioonitasemed kolmel geenideriihmal. Esiteks melanokortiini siisteemi geenidel
(8 geeni), teiseks geenidel, mis osalevad signaaliiilekandes melanokortiini siisteemilt
pigmenti tootvate ensiilimideni (8 geeni), kolmandaks melanogeneesiensiitimidel (3

geeni).
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1 Kirjanduse iilevaade
1.1 Vitiliigo

1.1.1 Vitiliigo kliiniline Kkirjeldus
Vitiliigo on omandatud nahahaigus, mille korral esineb laikudena

nahapigmentatsiooni kadumine, mis on pdhjustatud sellest, et melanotsiiiidid minetavad
vOime pigmenti toota ja seejdrel hdvivad. Vitiliigo all kannatab 1-2% rahvastikust,
haiguse esinemises ei ole olulisi soost, rassist voi geograafilisest piirkonnast tingitud
erinevusi (Huggins et al., 2005; Howitz et al., 1977).

Eristatakse vitiliigo kahte alatiilipi: mittesegmentaalne ja segmentaalne, neist
esimene moodustab 72-95% koigist vitiliigojuhtudest, teine 5-28% (Huggins et al.,
2005). Mittesegmentaalse vitiliigo korral on haiguslaigud enamasti siimmeetriliselt
jaotunud (sarnane paigutus modlemal kehapoolel), uued haiguskolded voivad tekkida
kogu patsiendi elu jooksul. Segmentaalse vitiliigo haiguslaigud on ebasiimmeetrilised
(ainult iihel kehapoolel korraga), dermatoomse paiknemisega (Huggins et al., 2005).

Segmentaalne vitiliigo erineb mittesegmentaalsest nii etioloogia, esinemissageduse
kui ka ravimisviiside osas. Mittesegmentaalsel vitiliigol on tugev assotsiatsioon
autoimmuunhaigustega, segmentaalsel vitiliigol see puudub. Segmentaalse vitiliigo
tekkimisel oletatakse neurokeemilist mehhanismi: arvatavasti on tegemist siimpaatiliste

nirvijatkete regulatsiooni hdirega (Huggins et al., 2005; Wu et al., 2000).

1.1.2 Vitiliigo voimalikud tekkepdohjused
Vitiliigo tekkepdhjused ei ole senini tdiel mééral selged. Haiguslaigud tekivad

sageli kerge nahatrauma jérel (Bahadoran ef al., 2003), voimalik on ka nende teke
kokkupuutel kemikaalidega nagu katehhoolid ja alkiileeritud fenoolid (Boissy ja Manga,
2004) voi kaneelaldehiiiid (Mathias et al., 1980). Vitiliigole vastuvdtlikkust suurendab
psithholoogiline stress, kui see on pohjustatud paljude kontrollimatute siindmuste poolt
(Picardi et al., 2003).

Kolm peamist hiipoteesi vitiliigo tekkimise osas on autoimmuunne mehhanism,
autotsiitotoksiline mehhanism ja melanotsiiiitide kasvufaktorite puudulikkus (Kovacs,
1998; Moretti et al., 2002; Ongenae et al., 2003). Vilja on pakutud ka vitiliigo
konvergentsiteooria, mille kohaselt need kolm mehhanismi annavad nii eraldi kui ka

koos esinedes iihesuguse tagajirje: melanotsiiiitide kadumise nahast, ja sOltub



patsiendist, millise mehhanismi osatéhtsus on kdige suurem (Le Poole et al., 1993a).
Lisaks sellele on olemas melanotsiitorraagia teooria, mille kohaselt vitiliigo patogenees
saab alguse melanotsiiiitide ja rakuvélise maatriksi valkude vahelise adhesiooni

kadumisest (Gauthier et al., 2003a).

1.1.3 Autoimmuunsus vitiliigopatsientidel
Vitiliigo  autoimmuunse tekkehiipoteesi kohaselt saab  vitiliigo alguse

immuunsiisteemi  melanotsiilitide  vastu  suunatud riinnakust, melanotsiiiitide
metaboolsed hiired ja apoptoos loetakse selle riinnaku tagajarjeks (Oyarbide-Valencia
et al., 2006; Ongenae et al., 2003). Autoimmuunse tekkemehhanismi vdimalikkusele
viitab hulk erinevaid kliinilisi ja eksperimentaalseid andmeid.

Esiteks on vitiliigo assotsieerunud selliste autoimmuunsete haigustega nagu
autoimmuunne tlireoidiit, reumatoidartriit, psoriaas, tiisealisena alguse saav insuliinist
sOltuv diabeet ja Addisoni tobi (Laberge ef al., 2005).

Teiseks kinnituseks autoimmuunsuse osalemise kohta vitiliigo patogeneesis on
leiud, mis on seotud antikehadega. Vitiliigopatsientide seerumis on olemas
melanotsiiiitide-spetsiifiliste valkude vastased antikehad ja nende antikehade hulk on
korrelatsioonis haiguse aktiivsusega (Harning et al, 1991). Naiiteks esineb
vitiliigopatsientidel autoantikehi, mis on suunatud peamise pigmenti tootva ensiilimi
tiirosinaasi vastu, sellised antikehad puuduvad tervetel kontrollisikutel (Song et al.,
1994; Baharav et al., 1996; Kemp et al, 1997a). Vihesemal maidral on
vitiliigopatsientide seerumis ka teiste melanogeneesiga seotud valkude (tiirosinaasi-
taoline valk 1 (TYRPI1), dopakroomi tautomeraas (DCT), 100 kDa gliikoproteiin
(gp100), melaniini kontsentreeriva hormooni retseptor 1 (MCHR1), Y-kromosoomi
sugu médrava piirkonna taoline boks 10 (SOX10)) vastaseid antikehi (Kemp et al.,
1997b; Okamoto et al., 1998; Kemp et al., 1998b; Kemp et al, 1998a). Oletust
autoantikehade vitiliigo patogeneesis osalemise kohta toetab ka see, et
vitiliigopatsientide antikehad vdivad pdhjustada depigmentatsiooni: vitiliigopatsientide
seerum avaldab melanotsiiiitide rakukultuurile liiisivat toimet, mis tuleneb
komplemendi aktivatsioonist ja antikehadest soltuvast rakulisest tsiitotoksilisusest
(Norris et al., 1988). Vitiliigo korral esinevad autoantikehad avaldavad
melanotsiilitidevastast toimet mitte ainult rakukultuuris, vaid ka organismi tasemel:

vitiliigopatsientide seerumist puhastatud immunoglobuliin G siistimine hiirtele, kellele



on siirdatud inimese nahatiikk, kutsub siirdatud nahas esile depigmentatsiooni (Gilhar et
al., 1995).

Kolmandaks asjaoluks, mille pdhjal oletatakse vitiliigo autoimmuunset teket, on T-
rakkude aktiivsus vitiliigohaigete nahas. Vitiliigopatsientide haiguskollete servades on
suurenenud aktiveeritud T-rakkude ja makrofaagide hulk; diferentseerumisklaster 8+
(CD8+) T-rakud on koondunud kaduvate melanotsiiiitide 1dhedusse ja ekspresserivad
tsiitoliititilisi valke perforiini ja gransiiim B'd (van den Wijngaard et al., 2000a;
Sharquie et al., 2004). Vitiliigo haiguskolde servast saadud T-rakukloonid on valdavalt
Th-1 tsiitokiiniprofiiliga, seega pdletikku soodustavad (Le Poole et al., 2004). Tiiip-1
polarisatsiooni ulatus vitiliigohaigete tervest nahast saadud T-rakukloonidel korreleerub
mikroskoobis  ndhtud melanotsiiiitide  destruktsiooni  ulatusega  kahjustatud
nahapiirkonnas; haiguskolde servast on leitud melanotsiiiitide suhtes tsiitotoksilisi
CD8+ T-rakke (Wankowicz-Kalinska et al., 2003).

Autoimmuunse vitiliigo tekkemehhanismi vdimalikkusele viitab ka melanotsiiiitide
korge immunogeensus: melanoomipatsientidel on  tdheldatud, et mitmed
melanosoomivalgud (nagu néditeks tiirosinaas, T-rakkude poolt &dra tuntav
melanoomiantigeen 1 (MART1) ja gp100) on rakulise immuunvastuse sihtmérkideks
(Sakai et al., 1997). Melanotsiilitide immunogeensust v3ib seostada ka nende vdimega
toota nii tiitip-1 kui ka tiilip-2 tsiitokiine (Kruger-Krasagakes et al., 1995). Samuti aitab
immunogeensusele kaasa vitiliigo ja melanoomi korral esinev melanotsiiiitide vdime
fagotsiiteerida ja presenteerida peamise koesobivuskompleks II (MHC II) vahendusel
antigeene, stimuleerides niiviisi T-rakke (Le Poole et al., 1993c; Le Poole et al., 1993b;
Overwijk ja Restifo, 2000).

Immuunsiisteemi osalusele vitiliigo patogeneesis viitab ka see, et vitiliigo ravis on
osutunud efektiivseks immunosupressandid (Njoo et al., 1998; Lepe et al., 2003; Parsad

et al., 1998).

1.1.4 Autotsiitotoksilisus vitiliigopatsientidel
Autotsiitotoksilise  vitiliigo tekkehiipoteesi kohaselt saab vitiliigo alguse

metaboolsest vddr-regulatsioonist ja autoimmuunsus on sellega sekundaarselt kaasnev
ndhtus (Dell'anna ja Picardo, 2006; Agrawal ef al., 2004).

Uhe vdimalusena on oletatud, et vitiliigo korral on esmaseks patogeenseks
siindmuseks vabadest radikaalidest pohjustatud kahjustus (Koca et al., 2004). Seda

hiipoteesi toetab asjaolu, et vitiliigokolde servast eraldatud melanotsiiiidid on



oksiidatiivse stressi suhtes tundlikumad kui normaalsed melanotsiitidid (Jimbow et al.,
2001). Vitiliigo korral on mitmesuguste pro-oksiidantide tasemed korgenenud ja paljude
antioksiidantide tasemed alanenud: vitiliigopatsientidel toimub H,O, akumuleerumine
nahas (Schallreuter ef al., 1999b), langenud on superoksiidi dismutaasi ja ksantiini
oksiidaasi tase vitiliigopatsientide seerumis (Koca et al., 2004) ja katalaasi tase
vitiliigohaigete normaalselt pigmenteerunud nahas (Maresca ef al., 1997). Oksiidatiivne
stress vOib takistada melanogeneesi, kuna kdrge H,O, tase pohjustab lisaks muudele
rakukahjustustele tiirosinaasi inhibitsiooni tiirosinaasi positiivsete regulaatorite
parssimise tottu (Jimenez-Cervantes et al., 2001). Muuhulgas oksiideerib H,0,
melanogeneesi reguleerivaid POMC peptiide, muutes nad mittefunktsionaalseteks
(Spencer et al., 2007).

Voimalikuks patogeneesi alguspunktiks loetakse ka hiiret katehhoolide
biosiinteesis, kuna vitiliigopatsientidel on kdrgenenud katehhoolamiinide ja nende
metaboliitide plasma- ja uriinitase (Cucchi et al., 2000; Morrone et al., 1992; Cucchi et
al., 2003). Korgenenud katehhoolamiinide tase melanotsiilitide iimbruses voib
pohjustada melanotsiilitide hdvimist kahel viisil: esiteks katehhoolamiinide otsene
tsiitotoksilisus: nditeks dopamiini kdrge kontsentratsioon kutsub oksiidatiivse stressi
tekitamise tottu esile melanotsiilitide apoptoosi (Stokes et al., 1999; Chu et al., 2006).
Teiseks voimalikuks kahjustuste tekitamise viisiks on poletiku teke nahas, kuna
katehhoolamiinid mojutavad nahas paiknevate dendriitrakkude aktivatsiooni
regulatsiooni  (Seiffert ja Granstein, 2006). Katehhoolamiinide kdrgenenud
kontsentratsioon melanotsiiiitide {imbruses voib tekkida katehhoolamiine vabastavate
autonoomsete nérvide hiire tdttu (Wu er al, 2000). Sellise mehhanismi osalust
oletatakse segmentaalse vitiliigo patogeneesis, kuna segmentaalse vitiliigo patsientidel
toimub haiguskoldes kolmekordne verevoolu suurenemine ja tous a- ja B-adrenergilises
signaalitilekandes (Wu et al., 2000). Teiseks viisiks, mismoodi katehhoolamiinide
kontsentratsioon tdusta voib, on tiirosinaasi inhibitsioon, mis pdhjustab melanotstiiitides
dopamiini siinteesitaseme tousu (Higashi et al., 2000).

Autotstitotoksilisus vitiliigo korral vdib tekkida ka tiirosinaasi inhibeeriva kofaktori
6-tetrahiidrobiopteriini  (6-BH4) oksiideerumisest melanotsiilitide destruktsiooni
pOhjustavaks 6-biopteriiniks (Schallreuter et al., 1999b). Kuna vitiliigopatsientide
epidermises on korgenenud H,O, tase, toodetakse ka 6-biopteriini rohkem kui

normaalses nahas (Schallreuter et al., 1999b; Schallreuter et al., 2001).
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1.1.5 Melanotsiiiitide kasvufaktorite puudulikkus
Melanotsiilitide kasvufaktorite puudulikkuse hiipoteesi kohaselt saab vitiliigo

alguse nahatrauma tagajirjel tekkivast keratinotsiilitide defektist voi apoptoosist ja edasi
toimub melaniini siinteesi peatumine ja melanotsiilitide hdvimine keratinotsiiiitide poolt
toodetavate faktorite puudumise tottu (Lee et al., 2005). Seda hiipoteesi toetab asjaolu,
et vitiliigohaigete normaalselt pigmenteerunud nahas on osa keratinotsiititidest vigased -
toimub vakuoolide degeneratsioon (Moellmann ef al., 1982; Bhawan ja Bhutani, 1983).
Defektsed on ka vitiliigopatsientide kahjustatud naha keratinotsiitidid: mehhaanilise
trauma tagajarjel ldhevad vitiliigo haiguskolde keratinotsiiiidid  vorreldes
vitiliigopatsientide normaalselt pigmenteerunud naha keratinotsiiiitidega kergemini
apoptoosi (Lee et al., 2004). Keratinotsiilitide defektsus mdjutab kasvufaktorite siinteesi
nahas: vitiliigopatsientide haiguskoldes on langenud keratinotsiiiitide poolt toodetavate
melanotsiilite stimuleerivate valkude nagu granulotsiiiitide-makrofaagide kolooniat
stimuleeriva faktori (GM-CSF) ja aluselise fibroblasti-kasvufaktori (bFGF) tasemed
(Moretti et al., 2002). Tivirakufaktoril (SCF) on vitiliigo haiguskoldes kdrgenenud
mRNA ekspressioon (Kitamura et al., 2004), aga alanenud valgutase (Moretti et al.,
2002; Lee et al., 2005). Alanenud on melanotsiiiitides paikneva SCF'i retseptoriks oleva
retseptor-tiirosiinkinaasi (C-KIT) ekspressioonitase vitiliigo haiguskoldes (Kitamura et
al., 2004). SCF'i olemasolu on vajalik pigmendi tootmiseks, kuna ilma SCF'ta 1dhevad
melanotsiilidid apoptoosi (Lee et al., 2005).

1.2 Melanokortiini siisteem

1.2.1 Melanokortiini siisteemi iildkirjeldus
Melanokortiini siisteem on véga paljude erinevate geenide ekspressiooni mdjutav

regulatoorne liksus. Sellesse kuuluvad viis melanokortiini retseptorit (MCIR-MC5R),
nende retseptorite neli agonisti (o-, B- ja y- melanotsiilite stimuleerivad hormoonid
(MSH) ja adrenokortikotroopne hormoon ehk ACTH) ja kaks antagonisti (agouti-taoline
valk ehk AGRP ja agouti signaliseerimisvalk ehk ASIP) (Gantz ja Fong, 2003).
Melanokortiini siisteemi koostisosad on esitatud joonisel 1. Melanokortiini siisteem
tdidab erinevates kudedes erinevaid rolle, reguleerides mitmesuguseid fiisioloogilisi
protsesse, nagu pigmentatsioon, poletik, steroidogenees, energiahomdostaas,
eksokriinne sekretsioon, sugufunktsioon, valutundlikkus, kehatemperatuur, siidame ja

veresoonkonna ning lihaste tegevus (Gantz ja Fong, 2003). Melanotsiiiitides on
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melanokortiini

susteemi

peamiseks

funktsiooniks

melanogeneesi

soodustamine

melaniini tootmisega seotud ensiiiimide ekspressioonitasemete iilesreguleerimise teel

(Wood et al., 2006). Lisaks sellele pérsib melanokortiini siisteem melanotsiiiitide

poolset proinflammatoorsete tsiitokiinide tootmist (Slominski et al., 2000).

POMC

1-hsH

[-htSH

Joonis 1: melanokortiini stisteem.

—»
II*

1.2.2 POMC

retseptori agonist
retseptori antagonist

POMC'i protsessimine

L 4

MCIR

l"‘.

MC2R

kY MR

hCaR

e MCSR

POMC on prohormoon, mille translatsiooni-jargse protsessimise tulemusel tekivad

melanokortiini retseptori agonistid a-, B- ja y-MSH ja ACTH (Wood et al., 2006).

Lisaks nendele on POMC'i protsessinguproduktideks veel ka opioidpeptiid B-endorfiin,

peptiidhormoonid kortikotropiinitaoline vahepeptiid (CLIP) ning B- ja 7y-lipotropiin

(Raffin-Sanson et al., 2003). POMC'i ekspressioonitase on kdige korgem ajus, aga

ekspressioon on olemas ka mitmesugustes perifeersete kudede rakkudes, sealhulgas

sekreteerivad POMC'i ka melanotsiiiidid ja keratinotsiitidid (Kono et al., 2001;

Rousseau et al., 2007). Vitiliigopatsientide nahas on langenud POMC'i protsessimise

tase, kuna alanenud on prohormooni konvertaaside valguekspressiooni tasemed

(Graham et al., 1999).
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Nii inimesed kui hiired, kes on siindinud defektse POMC geeniga, on iilekaalulised,
hiiritud pigmentatsiooniga (inimeste puhul on juuksed punased: puudub eumelaniini
stintees) ja neerupuudulikkusega (Yaswen et al., 1999; Hinney et al., 1998; Krude et al.,
1997).

POMC'i sekretsiooni peamisteks stimulaatoriteks on kortikotropiini vabastav
hormoon (CRH) ja wvasopressiiny POMC'i ekspressiooni soodustavad ka
proinflammatoorsed tsiitokiinid ja ultraviolettkiirgus (UV); ekspressiooni suruvad alla
glilkokortikoidid ja kasvaja-kasvufaktor B (TGFB), mis on rakutsiikliregulaator
(Slominski et al., 2000).

1.2.3 Melanokortiini retseptorid: MC1R-MCSR
Melanokortiini retseptorid on G-valgu seoselised ja nende kdigi stimuleerimisel

toimub adeniilaadi tsiliklaasi aktivatsiooni kaudu tsiiklilise adenosiinmonofosfaadi
(cAMP) kontsentratsiooni tous rakus (Gantz ja Fong, 2003). Korgenenud cAMP tase
melanotsiilitides viib mitogeeni poolt aktiveeritavate valgukinaaside (MAP-kinaaside)
aktiveerumiseni, mis omakorda tdstab melanogeneesienstiiimide ekspressiooni (Englaro
et al., 1995). Lisaks sellele aktiveerivad melanokortiini retseptorid ka muid signaalradu.
MCIR', MC3R'i, MC4R'1 ja MC5R't stimuleerimine on seotud inositool 1,4,5-
trisfosfaadi (IP3) taseme tdusuga ja sellest tuleneva Ca®" rakusisese kontsentratsiooni
suurenemisega (Konda et al., 1994; Kim et al., 1997, Mountjoy et al, 2001).
Melanokortiini retseptorite toimeks on ka rakuvilise Ca*" raku sisse voolamise
suurendamine (Kojima et al., 1985), Jak/STAT (Janus kinase/signal transducers and
activators of transcription) raja aktivatsioon (Buggy, 1998) ja PKC (proteiinkinaas C)
raja aktivatsioon (Kapas et al., 1995). PKC aktivatsioon on lisaks cAMP taseme tousule
vajalik melanogeneesi kdivitamiseks (Slominski et al., 2000).

Melanokortiini retseptoritest enimekspresseeritav on MCIR, mille ekspressioon on
korgeimal tasemel melanotsiiiitides (Roberts et al., 2006). Nahas ekspresseeruvad ka
MC2R (Slominski et al., 2000), MC4R (Bohm et al., 2006b) ja MCSR (Slominski et al.,
2000). MC3R't mRNA ekspressiooni nahas kirjeldavaid artikleid pole senini ilmunud.

MCIR tuntuim funktsioon on pigmentatsiooni reguleerimine (eumelaniini
slinteesitaset tostev toime); MC1R'l geen on korge poliimorfsusega ja selle alleelid on
seotud nahavédhiriskiga, punaste juustega ja tedretihnidega (Motokawa et al., 2007).
Uuritud on ka MCIR'i poliimorfismide seost vitiliigoga, leiti mdningate alleelide

sagedasem esinemine vitiliigopatsientidel vorreldes tervete kontrollidega, aga
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erinevused ei olnud statistiliselt olulised (Na et al., 2003). MC1R on ekspresseeritav ka
monotsiilitides ja dendriitrakkudes, kus ta a-MSH poolt stimuleerituna avaldab
poletikuvastast toimet (Bhardwaj et al., 1996; Bhardwaj et al., 1997; Becher et al.,
1999). Koige tugevamateks MCIR'i agonistideks on a-MSH ja ACTH, nendest
vihesemal méiral avaldavad agonistlikku toimet ka B-MSH ja y-MSH (Gantz ja Fong,
2003).

MCIR'T mRNA ekspressioonitase melanotsiiiitides soltub raku véliskeskkonnast:
ekspressiooni reguleerivad iiles mitmesugused nahastressi korral sekreteeritavad
faktorid nagu proinflammatoorsed tsiitokiinid, MC1R'"i agonistid a-MSH ja ACTH ning
kasvufaktorid endoteliin-1 ja bFGF (Slominski et al., 2000). MCIR'i ekspressiooni
tostavad ka melaniini eellasmolekulid L-tiirosiin ja fosforiileeritud 3,4-dihiidroksii-L-
feniitilalaniin (L-DOPA) (Slominski et al., 2000). MC1R'i taset melanotstiiitides tdstab
ka naissuguhormoon B-Ostradiool, testosteroon on seevastu ekspressiooni langetava
toimega (Scott et al., 2002). Ekspressiooni reguleerib alla ka MC1R'i antagonist ASIP
(Rouzaud ja Hearing, 2005). MC1R'i mRNA tase touseb adeniilaadi tsiiklaasi ja PKC
stimuleerimise toimel; seega kuna MCIR ise tdstab cAMP ja PKC radade aktiivsust, on
MCIR iseenese positiivne regulaator (Scott et al., 2002). MCIR't ja MC2R'i
aktivatsiooniks on vajalik rakuvilise Ca”" olemasolu (Eshel ja Salomon, 1994).

MC2R on peamiselt tuntud steroidogeneesi regulaatorina adipotsiiiitides, aga
ekspresseerub ka melanotstiitides; peamiseks MC2R'i agonistiks on ACTH (Slominski
et al., 2000). Kuna ACTH omab pigmentatsiooni esilekutsuvat toimet, on ka MC2R
pigmentatsiooniregulaatoriks (Hunt et al., 1994b).

MC3R omab peamist funktsiooni energiahomdostaasi regulaatorina, MC3R'i
stimuleerimine kesknirvisiisteemis vdhendab sd0giisu, suunates seega organismi
negatiivse energiabalansi poole (Butler, 2006). Kdik melanokortiinid omavad ligikaudu
vordset afiinsust MC3R'i suhtes, sealjuures on see retseptor koigist melanokortiini
retseptoritest kdige tugevama y-MSH sidumise vdimega (Gantz ja Fong, 2003). MC3R'i
stimuleerimine aktiveerib nii cAMP kui ka inositool 1,4,5-trisfosfaat/diatstiiilgliitserool
(IP3/DAG) signaalradu, aga cAMP rada on IP3/DAG raja suhtes inhibeeriva toimega;
seetdttu madala agonisti kontsentratsiooni juures aktiveeruvad molemad rajad, korge
kontsentratsiooni juures ainult cAMP rada (Konda et al., 1994).

MC4R on sarnaselt MC3R'ga keskndrvisiisteemis energiabalansi negatiivne
regulaator, sealjuures mojutab MC4R toidu koguse valikut, aga mitte sodmissagedust

(Adan et al., 2006). Lisaks sellele reguleerib MC4R tsentraalselt veel drevust, ravimi- ja
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narkootikumisdltuvust, valutundlikkust ja reproduktiivfunktsiooni (Chaki ja Okuyama,
2005). Koige tugevamateks MC4R'i agonistideks on a-MSH ja ACTH, vdhesema
afiinsusega toimivad agonistidena ka - ja y-MSH (Gantz ja Fong, 2003). Erinevalt
MC3R'st kdivitab MC4R'i stimuleerimine ka MAPK signaalraja (Daniels et al., 2003).
MAP kinaaside aktivatsioon MC4R'1 poolt toimub fosfoinositiid-3-kinaasi (PI3K), aga
mitte proteiinkinaas A (PKA) vahendusel (Vongs et al., 2004). Nahas avaldab MC4R
poletikuvastast toimet, surudes alla rakusisese adhesioonimolekul-1 (ICAMI1)
ekspressiooni (Bohm et al., 2005).

MCS5R on eksokriinsete nddrmete tegevuse regulaator. MC5R-defektsetel hiirtel on
nahas langenud rasulipiidide tootmine, samuti héiritud muude vélisndrenddrmete
tegevus (Chen et al, 1997). MC5R omab ka pdletikuvastast toimet, osaledes
regulatoorsete T-rakkude (Treg) indutseerimisel (Taylor et al, 2006). MC5R'i
tugevaimaks agonistiks on o-MSH, vihesemal mééral avaldavad agonistlikku toimet ka

ACTH ja B- ja y-MSH (Gantz ja Fong, 2003).

1.2.4 Melanokortiini retseptorite agonistid: a-MSH, ACTH
o-MSH on melanokortiini retseptorite agonist, mis nahas on toodetav nii

keratinotstiiitide kui melanotsiiiitide poolt (Thody ja Graham, 1998; Slominski et al.,
2000). a-MSH ekspressioonitase melanotsiiiitides on vitiliigo korral langenud (Graham
et al., 1999). Lisaks sellele on vitiliigopatsientidel langenud ka a-MSH plasmataseme
(Pichler et al., 2006). Melanotsiiiitides reguleerib a-MSH spetsiifiliselt eumelaniini
(musta pigmendi) siinteesi (Thody, 1999). Melanokortiini retseptorite stimuleerimisel a-
MSH'ga toimub cAMP signaalraja aktiveerumine (Tsatmali et al., 2000a).

a-MSH omab rolli ka tiirosinaasi ensiimaatilise aktiivsuse regulatsioonis: 6-BH4 on
tiirosinaasi inhibiitor, a-MSH omab vdimet seondumise teel 6-BH4 inaktiveerida.
(Schallreuter et al., 1999a). Samas inhibeerib a-MSH ise otsese seondumise teel
tiirosinaasi. Seetdttu on tiirosinaasi valguline aktiivsus soodustatud olukorras, kus o-
MSH ja 6-BH4 kontsentratsioonid on 1:1, vastasel juhul on tiirosinaas inhibeeritud
(Schallreuter et al., 1999a).

a-MSH/6-BH4 1:1 kompleks toimib ka antioksiidandina, komplekseerumata o-
MSH antioksiidantsed omadused seevastu on viga ndrgad (Spencer et al., 2007).

Lisaks sellele mdjutab o-MSH melanotsiilitide dendriitsust ja rakuvélistele
maatriksvalkudele kinnitumist (Rouzaud ja Hearing, 2005). o-MSH soodustab

melanotsiiiitide adhesiooni laminiinile ja fibronektiinile ja péarsib kasvaja-nekroosifaktor
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a (TNFa) poolt stimuleeritavat ICAM1 ekspressiooni melanotsiiiitides (Slominski et al.,
2000; Scott et al., 1997). Ka see o-MSH funktsioon voib olla oluline vitiliigo
patogeneesis, kuna vitiliigopatsientide kahjustamata nahas on melanotsiiiitide adhesioon
rakuvilistele valkudele héiritud (Gauthier et al., 2003a).

Veel iiheks o-MSH funktsiooniks melanotsiilitides on ldmmastik(IT)oksiidi
kontsentratsiooni tostmine (Tsatmali et al., 2000b). Lammastik(II)oksiid (NO) tdidab
nahas mitmesuguseid rolle, nagu melanogeneesi algatamine, eriiteemi teke,
immunosupressioon ja keratinotsiiiitide kaitsmine UV-kiirguse poolt pohjustatava
apoptoosi eest (Cals-Grierson ja Ormerod, 2004)

ACTH on POMC peptiid, mida nahas sekreteerivad nii keratinotsiiiidid kui
melanotsiitidid (Slominski et al, 2000). Inimese nahas on ACTH melanokortiini
retseptori agonistidest koige korgema ekspressiooniga; melanokortiini retseptorite
stimuleerimine ACTH'ga viib nii cAMP kui ka IP3/DAG radade aktivatsioonini
(Tsatmali et al., 2000a). Arvestades seda, et ACTH avaldab moju juba viga madalate
kontsentratsioonide juures, on oletatud, et ACTH osalus pigmentatsioonis on
fiisioloogiliselt olulisem a-MSH omast (Hunt et al, 1994b; Hunt et al., 1994a).
Vitiliigopatsientidel on ACTH plasmatase kdrgenenud (Pichler et al., 2006). Juba
seitsmeklimnendatel aastatel on proovitud vitiliigot ACTH abil ravida, ligikaudu
kolmandikul patsientidest kutsus ACTH esile naha repigmenteerumise (Hernandez-
Perez, 1979). ACTH abil saab esile kutsuda ka vitiliigohaigete nahast tehtud koekultuuri

pigmenteerumist (Iyengar ef al., 1995).

1.2.5 Melanokortiini retseptorite antagonistid: ASIP ja AGRP
ASIP on melanokortiini retseptorite antagonist, mis ekspresseerub inimestes koige

kdrgemini rasvkoes (Voisey ja van Daal, 2002), aga on olemas ka nahas (Slominski et
al., 2000). ASIP on tugev MCIR, MC2R ja MC4R inhibiitor, aga avaldab vordlemisi
ndrka moju MC3R ja MCS5R'le (Yang et al, 1997). ASIP't homoloogi Agouti't
ektoopiliselt ekspresserivad hiired on kollase karvavérviga ning iilekaalulised, mis
viitab MCIR, MC3R ja MC4R pidevale blokaadile (Voisey ja van Daal, 2002). Agouti
toimeks on ka intratsellulaarse Ca*" taseme t3stmine (Kim et al., 1997). Korgenenud
rakusisese Ca”" tase pdhjustab ektoopilise Agouti ekspressiooniga hiirtel pankreases
insuliini sekretsiooni tdusu ja sellest tulenevat insuliiniresistentsust (Zemel et al., 1995;

Xue et al., 1999).
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AGRP on MC3R'i ja MC4R'i podrdagonist, mis esiteks takistab agonistidel nende
retseptoritega seondumist, teiseks vdhendab nende retseptorite spontaanset (ilma
agonisti osaluseta) aktiveerumist (Chen et al., 2006). Lisaks sellele vihendab AGRP
MC3R' ja MC4R'i hulka rakupinnal, kutsudes esile nende endotsiitoosi (Breit et al.,
2006).

1.3 Signaaliiilekanne melanokortiini siisteemilt

melanogeneesiensiiiimideni

1.3.1 Melanokortiini siisteemi ja melanogeneesiensiiiimide vahelise
signaaliiilekande iildkirjeldus

Peamised kolm rada inimese melanotsiilitides, mille kaudu signaal jouab
melanokortiini siisteemilt melanogeneesiensiiimide TYR'i, TYRPl ja DCT'ni on
cAMP/PKA rada, IP;/DAG/PKC rada ja lammastik(IT)oksiid/proteiinkinaas G
(NO/PKG) rada (Slominski et al., 2004). Lihtsustatud kujul (vélja on jietud radade
korvalharud ja tagasisidemehhanismid) on need rajad esitatud joonisel 2a.
Melanokortiini siisteemi ja melanogeneesiensiilimide vahelises signaaliiilekandes
osalevate geenide peamised teadaolevad omavahelised regulatsiooniseosed on kujutatud
joonisel 2b.

cAMP/PKA: koige olulisem pigmentatsiooni reguleeriv rada (deOliveira et al.,
1996), melanokortiini retseptorid aktiveerivad adeniilaadi tsiiklaasi, selle tulemusel
touseb cAMP kontsentratsioon rakus (Gantz ja Fong, 2003). cAMP aktiveerib PKA (Ao
et al., 1998). PKA aktiveerib fosforiileerimise teel CREB'i (Sassone-Corsi, 1998).
CREB tostab MITF-M'i ekspressiooni, MITF-M suurendab TYR'i, TYRP1 ja DCT
transkriptsiooni (Levy et al., 2006).

IP3/DAG/PKC: o-MSH pohjustab IP; rakusisese kontsentratsiooni tdusu
(Sukhanov et al., 1991), mille tulemusel tduseb rakusisene Ca®" kontsentratsioon
(Konda et al., 1994; Tsatmali et al., 2000a; Bohm et al., 2005; Tsatmali et al., 1999;
Newman et al., 2006). UV-kiirguse toimel tduseb rakusisene DAG'i tase (Punnonen ja
Yuspa, 1992), Ca*" koos DAG'ga aktiveerib PKCP, mis aktiveerib fosforiileerimise teel
tiirosinaasi (Park ef al., 2004; Gordon ja Gilchrest, 1989).

PKCp aktivatsiooniga on seotud ka cAMP rada, kuna MITF-M tdstab oluliselt
PKCp ekspressiooni (Park et al., 2006).
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NO/PKG: viikestes ja keskmistes kontsentratsioonides o-MSH tdstab
melanotsiititides NO taset, korged a-MSH kontsentratsioonid seevastu langetavad NO
taset (Tsatmali et al., 2000b). NO tostab tsiiklilise guanosiinmonofosfaadi (cGMP) ja

PKG vahendusel tiirosinaasi ekspressioonitaset (Sasaki et al., 2000).
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Joonis 2: a) melanokortiini siisteemi ja melanogeneesiensiiiimide vahelise signaaliiilekande lihtsustatud
skeem (vélja on jdetud radade korvalharud ja tagasisidemehhanismid)

b) melanokortiini siisteemi ja melanogeneesiensiiiimide vahelises signaaliiilekandes osalevate geenide
peamiste teadaolevate omavaheliste regulatsiooniseoste skeem

— retseptori agonist — positiivne regulatsioon

e retseptori antagonist mens negatiivne regulatsioon
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1.3.2 Melanogeneesiensiiiimid: TYR, TYRP1 ja DCT
Tiirosinaas (TYR) ehk monofenooli monooksiigenaas (EC 1.14.18.1) on peamine

melanogeneesiensiiim, selle mutatsioonid pohjustavad albinismi (Slominski et al.,
2004). Tiirosinaas kataliiiisib fenoolide oksiidatsiooni, melanotsiiiitides kataliiiisib ta
tiirosiini  okstidatsiooni  dopakinooniks ja 5,6-dihiidroksiiindooli oksiidatsiooni
eumelaniiniks (Ito, 2003). Vitiliigopatsientide haiguskolde servas on tiirosinaasi
ekspressioonitase langenud ja haiguskolde keskmes ekspressioon puudub (Kitamura et
al., 2004). Tiirosinaasi aktiivsuses vitiliigopatsientide kahjustamata nahast parit
melanotsiilitides ja tervete kontrollisikute melanotsiiiitides olulist erinevust ei ole leitud
(Im et al., 1994). Kuigi tiirosinaas on melaniini siinteesis kiirust limiteeriv ensiilim, ei
korreleeru melanotstiiitides tiirosinaasi mRNA tase pigmendi tootmise kiirusega
(Naeyaert et al., 1991), seda arvatavasti seetdttu, et melanogeneesiks ei piisa ainult
tiirosinaasi olemasolust, vaid on vaja ka selle aktiveerimist PKCP poolt (Park et al.,
1993). Vitliigopatsientide seerumis esineb tiirosinaasivastaseid autoantikehi (Voulot ja
Ortonne, 1975; Merimsky et al., 1996). Tiirosinaasi inhibeeriva toimega on ensiiim
katehhool-O-metiiiiltransferaas (COMT), mis muudab melaniini eellasmolekulid
metiileerimise teel tiirosinaasile kasutamiskolbmatuks, vitiliigopatsientide nahas on
COMT tase tousnud (Le Poole et al., 1994).

DCT (TYRP2) ehk dopakroomi tautomeraas (EC 5.3.2.3) on
melanogeneesiensiiiim, mis kataliilisib dopakroomi tautomerisatsiooni, mille produktiks
on peamiselt 5,6-dihiidroksiiindool-2-karboksiiiilhape (DHICA) (Ito, 2003; Slominski et
al.,2004). DCT ja TYRPI1 on tiirosinaasi homoloogid, jérjestuste sarnasus tiirosinaasiga
on ligikaudu 40% (del Marmol ja Beermann, 1996). Kuigi DCT on melanotsiilidi-
spetsiifiline ensiiiim, on monede vitiliigopatsientide haiguskollete keskmes tuvastatud
QRT-PCR'i meetodil DCT ekspressioon; sellest on jireldatud, et mingil mééral on
melanotsiilidid nende patsientide haiguskolletes séilinud (Gottschalk ja Kidson, 2007).

Vitiliigopatsientidel esineb DCT vastaseid autoantikehi (Kemp et al., 2007). Kuna
DCT'st pidrinevate autoantigeenide vastu suunatud CD8+ T-rakud héavitavad
spetsiifiliselt melanotsiiiite, on oletatud, et vitiliigo patogeneesis olulisel kohal v&ib olla
tsiitotoksiliste T-rakkude riinnak pdletikukontekstis peamise koesobivuskompleks I
(MHC I) kaudu presenteeritavatel DCT fragmentidel (Steitz et al., 2004).

TYRP1 on melanogeneesiensiiim, mis kataliiisib DHICA oksiidatsiooni
eumelaniiniks (Ito, 2003). TYRP1 ekspresseerub ainult eumelaniini tootvates

melanotsiiiitides (del Marmol et al., 1993). Vitiliigopatsientide haiguskolde servast périt
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melanotsiilitides on langenud TYRPI mRNA ekspressioon ja lisaks sellele esinevad
hdired TYRP1 protsessingus (Jimbow et al., 2001). Sarnaselt TYR'i ja DCT'ga esineb
vitiliigohaigetel ka TYRP1 vastu suunatud autoantikehi (Kemp et al., 2007). TYRP1
voib olla vitiliigo tekkega seotud ka seeldbi, et muudab melanotsiiiite tundlikuks 4-
tertbutiililfenooli oksiidatiivset stressi pohjustava toime suhtes (Manga et al., 2006).
Melanotsiiiitide ja keratinotsiilitide segakultuuris toimub kdrge keratinotsiititide
tiheduse korral melanotsiiiitides TYRP1 ekspressiooni alla reguleerimine, millele
jargneb  melanotsiiitide  hdvimine; selline  protsess segab  nahasiirdamist

vitiliigopatsientidele (Phillips et al., 2001).

1.3.3 Melanogeneesiensiiiimide transkriptsiooni regulaatorid: MITF-M, LEF1,
USF1

MITF-M on iiks transkriptsioonifaktori MITF védhemalt seitsmest isovormist;
MITF-M'i  peamisteks  funktsioonideks = on  melanotsiilitide  arengu  ja
pigmentatsiooniaktiivsuse koordineerimine (Saito et al., 2002). Immunohistokeemia
teel saadud andmete kohaselt puudub vitiliigohaigete haiguskollete servas MITF-M'i
ekspressioon (Kitamura et al., 2004).

MITF-M on nii TYR'l, TYRPI kui ka DCT ekspressiooni iiles reguleeriva toimega
(Park ja Gilchrest, 2002). cAMP signaali joudmine nende ensiiiimideni kéib peamiselt
1abi MITF-M'i (Slominski et al., 2004). MITF-M kuulub basic/helix-loop-helix/leucine
zipper (b-HLH-zip) transkriptsioonifaktorite hulka ja seondub reguleeritavate geenide
promootorjérjestustes elementidega, mida nimetatakse M-boksiks ja E-boksiks
(Yasumoto et al., 1997). MITF-M on peamine melanotsiilitide diferentseerumist
kontrolliv geen, selle kunstlikult fibroblastides ekspresseerimine muudab fibroblastid
melanotsiilitide sarnasteks (Tachibana et al., 1996). MITF-M'i mutatsioonid pdhjustavad
inimestel tlilip 2 Waardenburgi siindroomi, mille puhul esinevad hiipopigmentatsioon ja
kurtus, kuna melanotsiitidid on hidvinud nii nahast kui ka sisekorvast (Saito et al., 2003).
Hiirtel pohjustavad MITF-M'i null-alleelid neuraalharjast péarinevate melanotstiiitide
kadumist, kurtust ja silmade pigment-epiteeli vddrarengut (Goding, 2000).

Lisaks muudele funktsioonidele on  MITF-M  melanotsiilitides  ka
apoptoosiregulaator, mis vOib avaldada nii apoptoosi soodustavat kui ka pirssivat
toimet. MITF-M'i C-terminuse ldikamisel kaspaaside poolt tekib peptiid, mis on
proapoptootilise toimega (Larribere et al., 2005), samas reguleerib 16ikamata MITF-M
tiles antiapoptootilise faktori B-raku limfoom 2 (BCL2) transkriptsiooni (McGill et al.,
2002).
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MITF-M'1 ekspressioon on sdltuv keratinotsiiiitide poolt sekreteeritava kasvufaktori
SCF olemasolust: SCF'i retseptor C-KIT aktiveerib MITF'i, aktivatsiooni vahendab
rakuvilise signaali poolt reguleeritav kinaas-2 (ERK2) (Hemesath et al., 1998).

H,0, omab MITF-M’1 ekspressiooni alla reguleerivat toimet, see v3ib olla vajalik
selleks, et viltida liigset melanogeneesi reaktsioonidest tulenevat H,O, teket (Jimenez-
Cervantes et al., 2001).

LEF1 (liimfoidi soodustava elemendiga seonduv faktor 1) on transkriptsioonifaktor,
mis osaleb Wnt signaalrajas (Eastman ja Grosschedl, 1999). Wnt signaalrada kontrollib
rakkude diferentseerumist, migratsiooni ja paljunemist; melanotsiilitidel selles rajas
esinevad hidired voOivad pohjustada melanoomi (Larue ja Delmas, 2006).
Melanotsiiiitides toimib LEF1 pigmentatsiooniregulaatorina, kontrollides MITF-M'i
ekspressiooni  kahel wviisil: esiteks on LEF1 aktivaatoriks MITF-M'1 geeni
transkriptsioonile, teiseks suudab MITF-M LEF1'ga komplekseerununa iseenda geeni
promootorit aktiveerida (Saito et al., 2002). MITF-M'i ja LEF1 interakteerumine toimub
ka DCT ekspressioonitaseme reguleerimisel (Yasumoto ef al., 2002).

USF1 (iilesvoolu transkriptsioonifaktor 1) on transkriptsioonifaktor, mis kuulub
sarnaselt MITF-M'ga b-HLH-zip perekonda; USF-transkriptsioonifaktorid on
eukartiootides vdga laialdaselt ekspresseeritud ja osalevad mitmesugustes erinevates
geeniregulatsiooni radades nagu nditeks stressi- ja immuunvastus, rakutsiikkel ning
lipiidi- ja sahhariidimetabolism (Corre ja Galibert, 2005). Melanotsiiiitides on USF1
pigmentatsiooniregulaatoriks: 38 kDa MAP kinaasi (p38) poolt fosforiileerituna
seondub USF1 tiirosinaasi promootoriga ja aktiveerib selle transkriptsiooni (Galibert et
al., 2001). USF1 siduv element on olemas ka DCT promootoris (Schwahn et al., 2005).
Lisaks sellele toimub pigmentatsiooni reguleerimine USF1 poolt seelébi, et UV-kiirguse
poolt pdhjustatava POMC'i ja MC1R'i transkriptsiooni induktsiooni jaoks on vajalik p38
poolt aktiveeritud USF1 seondumine POMC'i ja MC1R'i geenide promootoritele (Corre
et al., 2004). Keratinotsiilitides reguleerib USF1 raku liikuvust vastusena

kasvufaktoritele (Allen et al., 2005).

1.3.4 cAMP signaali MITF-M'le iilekandjad: p38 ja CREB1
p38 (MAPKI14) on erinevates rakutiilipides laialt levinud ja mitmesuguseid

erinevaid funktsioone tditev regulatoorne kinaas, mille peamiseks rolliks on osaleda
rakkude vilispinnal olevate retseptorite signaalide tilekandes rakkude sisemusse,

valdavalt on need signaalid seotud stressivastusega (Mittelstadt er al, 2005).
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Melanotsiiiitides on p38 aktiveeritav a-MSH vahendusel (Smalley ja Eisen, 2000). p38
avaldab pigmentatsiooni soodustavat toimet, seda esiteks USF1 fosforiileerimise kaudu,
teiseks seeldbi, et fosforiileerib CREB'i, mis edasi aktiveerib MITF-M'i promootori
(Saha et al., 2006). p38 tdstab ka SCF'i sekreteerimist melanotsiiiitide poolt (Hue et al.,
2005). Lisaks sellele avaldab p38 melanotsiiiitides rakutsiiklit acglustavat toimet, mis on
vajalik melanogeneesi jaoks (Smalley ja Eisen, 2002).

UVB-kiirguse poolt aktiveeritud p38 on nii melanotsiiiitides kui ka
keratinotsiilitides apoptoosisignalisaatoriks, kutsudes esile apoptoosifaktori Bax
translokatsiooni mitokondritesse ja tslitokroom C vabanemise, mis pohjustab rakusurma
(Van Laethem et al., 2004; Kim et al., 2003).

T-liimfotsiilitides avaldab cAMP poolt aktiveeritud p38 pdletikuvastast toimet,
kuna aktiveerib fosforiileerimise teel (A/T)GATA(A/G) motiiviga seonduva
transkriptsioonifaktor-3 (GATA3), mis viib edasi T-abistajarakk 2 (Th2) tsiitokiinide
ekspressioonini (Maneechotesuwan et al., 2007; Chen et al., 2000). GATA3 omab
olulist funktsiooni ka naha arengu regulatsioonis: hiirtel, kellel on nahas deleteeritud
GATA3, muutub pigmentatsioon ebaregulaarseks ja tekivad hdired membraanilipiidide
stinteesis (de Guzman Strong et al., 2006; Kurek et al., 2007).

CREBI1 (tsiiklilise adenosiinmonofosfaadi vastuselemendiga seonduv valk 1) on
transkriptsioonifaktor, mis seondub DNA's spetsiifilistele jarjestustele, mille nimeks on
tsiiklilise adenosiinmonofosfaadi vastuselement (cAMP response element) (Carlezon et
al., 2005). Enimuuritud on CREBI1 funktsioon ajus, kus ta osaleb pikaajalise mélu
tekkes, lisaks sellele reguleerib CREBI1 rakkude proliferatsiooni, eluspiisimist ja
sahhariidiainevahetust (Conkright ja Montminy, 2005; Carlezon et al., 2005).

Melanotstiiitides on CREBI pigmentatsiooniregulaatoriks, kuna cAMP poolt
aktiveeritud PKA fosforiileerib CREB1 (Sassone-Corsi, 1998) ja fosforiileeritud
CREB1 tostab MITF-M' transkriptsioonitaset (Levy et al, 2006). CREBI on
fosforiileerimise teel aktiveeritav lisaks PKA'le ka proteiinkinaas B (PKB) poolt (Kato
et al., 2007). Samuti on CREBI valk-valk interaktsiooni kaudu aktiveeritav GATA3
poolt (Hong et al., 2006).

CREBI stimuleerib CRH vahendusel POMC'i ekspressiooni, mistdttu moodustub
positiivse tagasiside ring melanokortiini siisteemi ja PKA raja vahel (Zbytek et al.,

2006).
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1.3.5 p38 ja CREBI aktiivsuste regulaatorid: PI3K ja p70(S6)K
PI3K on perekond ensiiiime, mis fosforiileerivad fosfatidiiiilinositooli

inositooltsiikli kolmandas positsioonis olevat hiidroksiiiilrihma (Wymann ja Pirola,
1998). PI3K funktsioonid on mitmekesised, nende hulka kuuluvad rakkude kasvu,
rakutstikli, diferentseerumise, liikuvuse ja apoptoosi regulatsioon (Wymann ja Pirola,
1998; Garcia et al., 2006).

cAMP avaldab fosfoinositiid-3-kinaas/70 kDa ribosomaalse valgu S6 kinaas
(PI3K/p70(S6)K) rajale inhibeerivat toimet (Busca et al., 1996). c-KIT on seevastu
PI3K ekspressiooni tdstva toimega (Blume-Jensen et al., 2000).

PI3K aktiveerib PKB (Franke et al., 1997), PKB omakorda aktiveerib p70(S6)K
(Kohn et al., 1998). PI3K kaudu PKB ja p70(S6)K {ilesregulatsioon toimub rakustressi,
muuhulgas UV-kiirguse toimel, tegemist on kaitsemehhanismiga, kus rakud
aktiveeruvad rakusurma valtimiseks (Martelli ez al., 2006).

PI3K voib soltuvalt kasvufaktorite kontsentratsioonist aktiveerida nii
melanogeneesi soodustavaid kui ka pérssivaid radu. Melanotsiilitide rakukultuuris on
leitud PI3K toimimine melanogeneesiensiiimide negatiivse regulaatorina: PI3K
inhibiitorid tdstsid melanogeneesi intensiivsust, reguleerides iiles MITF-M'"
ekspressiooni (Khaled et al., 2003; Oka et al., 2000). PI3K melanogeneesi pidurdav
toime tuleb arvatavasti pohiliselt sellest, et PI3K inhibeerib melanotsiititides p38
aktivatsiooni (Saha et al., 2006). Samas voib PI3K kasvufaktorite olemasolu korral
suurendada p90RSK (90 kDa ribosomaalse valgu S6 kinaas), p70(S6)K ja PKB
vahendusel CREB1 fosforiileerimist, toimides seega melanogeneesi soodustavalt (Bohm
et al., 1995). Lisaks sellele, kuna PKB on seotud NO siinteesitaseme tdstmisega (Fulton
et al., 1999), voib PI3K kaudselt melanogeneesi aktiivsust liles reguleerida ka NO/PKG
raja kaudu.

PI3K avaldab antiapoptootilist toimet PKB vahendusel: esiteks seeldbi, et PI3K
poolt aktiveeritud PKB inaktiveerib proapoptootilise faktori nimega Bad (Thompson ja
Thompson, 2004). Teiseks inaktiveerib PKB riihma apoptoosi soodustavaid valke, mida
nimetatakse kahvlipea boksi geeni grupp O (FOXO) faktoriteks (Greer ja Brunet, 2005).
Kolmandaks pidurdab PKB ka TRAIL (kasvaja nekroosifaktoriga seotud apoptoosi esile
kutsuv ligand) nimelise faktori poolt esile kutsutavat apoptoosi ja sealjuures ei ole
TRAIL poolt pdhjustatav rakusurm dra hoitav BLC2 poolt (Bortul et al., 2003), seega

madal PI3K tase vdib viia rakkude hidvinemiseni hoolimata korgest BCL2 tasemest.
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p70(S6)K (kodeeritav  RPS6KB1 nimelise geeni poolt) on kinaas, mis on
aktiveeritav mitmesuguste mitogeenide, kasvufaktorite ja hormoonide poolt; osaleb
translatsiooni regulatsioonis, immuunvastuses, vigastatud kudede parandamises ja
rakkude litkumises (Berven ja Crouch, 2000). p70(S6)K on ka oluline rakutsiikli
regulaator: ribosomaalse valgu S6 fosforiileerimisel p70(S6)K poolt ldhevad rakud G1-
faasist siinteesifaasi (Lane et al., 1993).

Sarnaselt PI3K'ga on ka p70(S6)K toime melanogeneesile ambivalentne:
hiiremelanotsiiiitides on leitud, et  p70(S6)K inhibeerimine tostab
melanogeneesiensiiimide ekspressioonitasemeid (Busca et al., 1996; Ohguchi et al.,
2005). Samas avaldab p70(S6)K kasvufaktorite olemasolu korral teist rada pidi ka
pigmentatsiooni soodustavat toimet, fosforiileerides CREB1 (Bohm et al., 1995). Lisaks
sellele on keratinotsiiiitide kasvufaktori poolt aktiveeritud p70(S6)K olemasolu vajalik

PKB aktivatsiooniks (Pan et al., 2004).

1.3.6 Antiapoptootiline faktor BCL2
BCL2 on antiapoptootiline ja antiproliferatiivne valk, mis soodustab rakkude

pisimist GO faasis (Zinkel et al, 2006). MITF-M omab BCL2 ekspressiooni
iilesreguleerivat toimet, MITF-M'i deleteerimine melanotsiiiitides pdohjustab nende
rakkude ulatuslikku apoptoosi (McGill et al., 2002). Vitiliigopatsientide kahjustatud
naha vérvimisel BCL2 vastaste antikehadega on saadud tulemuseks, et patsientide
kahjustatud nahas BCL2 ekspressioon puudub (Plettenberg et al., 1995). Samas ei
tuvastatud voolutsiitomeetria meetodil tehtud uuringus vitiliigohaigete normaalselt
pigmenteerunud nahast périt melanotsiiiitide ja tervete kontrollisikute nahast parit
melanotsiilitide vahel olulist erinevust BCL2 ekspressioonis (van den Wijngaard et al.,

2000b).
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2 Too eesmargid

Eesmirgiks oli selgitada melanokortiini siisteemi geenide ja signaalililekandes
melanokortiini siisteemilt ~ pigmentatsiooniensiilimidele  osalevate geenide
funktsionaalset tdhtsust vitiliigo patogeneesis. Selleks otsustati QRT-PCR'i meetodit
kasutades vorrelda mRNA ekspressioonitasemeid vitiliigopatsientide kahjustatud ja
kahjustamata nahas ning tervete kontrollisikute nahas jargmistel geenidel: 8§
melanokortiini siisteemi kuuluvat geeni (POMC, ASIP, AGRP, MCIR, MC2R, MC3R,
MC4R, MCS5R), 8 melanokortiini siisteemilt pigmenti tootvate ensiilimideni viivas
signaaliiilekandes osalevat geeni (MITF-M, LEF1, USF1, p38, CREBI, PI3K,
RPS6KBI1, BCL2), 3 pigmentatsiooniensiiiime kodeerivat geeni (TYR, TYRP1, DCT).

Ulesandeks seati leida vastused jirgmistele kiisimustele:

1) Kas uuritavate geenide ekspressioonitasemed on vitiliigopatsientide kahjustatud
nahas muutunud vorreldes tervete kontrollisikute nahaga?

2) Kas uuritavate geenide ekspressioonitasemed on vitiliigopatsientide
kahjustamata nahas muutunud vdrreldes tervete kontrollisikute nahaga?

3) Kas uuritavate geenide ekspressioonitasemetes on erinevused
vitiliigopatsientide kahjustatud ja kahjustamata naha vahel?

4) Kui on olemas erinevused uuritavate geenide ekspressioonitasemetes
vitiliigopatsientide nahas vorreldes tervete kontrollisikute nahaga voi
erinevused vitiliigopatsientide kahjustatud ja kahjustamata naha vahel, siis
missuguseid tildistusi uuritud geenide ekspressioonitasemetes vitiliigo korral
toimuvate muutuste kohta on voimalik teha?

5) Missugused uuritavate geenide ekspressioonitasemete omavahelised

interaktsioonid ilmevad ekspressiooniandmete korrelatsioonianaliiiisil?
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3 Materjalid ja meetodid

3.1.1 Nahaproovid
Toos kasutati Tartu Ulikooli Kliinikumi dermatoloogiaosakonnast pirinevaid

nahabioptaate (@ 4 mm) vitiliigopatsientidelt ja tervetelt kontrollisikutelt. Igalt
vitiliigopatsiendilt oli vdetud kaks bioptaati: iiks haiguskolde keskosast, teine pdikesele
eksponeerimata tervest nahast (alakohult). Kontrollisikutelt oli vdetud iiks bioptaat
piikesele eksponeerimata alakdhult. Nahaproovid olid proovi votmise jarel koheselt

kiilmutatud vedela lammastikuga ja neid hoiti edasise kasutamiseni -80°C juures.

3.1.2 Patsientide ja kontrollisikute karakteristikud
Kodik patsiendid ja kontrollisikud olid valgesse rassi kuuluvad Eestis elavad

inimesed. Uuringus kasutati omavahel mitte suguluses olevaid vitiliigopatsiente Tartu
Ulikooli Kliinikumi dermatoloogiaosakonnast. Kdik uuritud isikud olid II v&i III
fototiiiibiga (Fitzpatrick et al., 1967). Ukski uuringus osalenud patsient ei olnud saanud
vitiliigovastast ravi eelneva 6 kuu jooksul. Vitiliigopatsientidele pandud diagnoos
pohines iseloomuliku paiknemisega pigmenteerumata nahapiirkondade olemasolul ja
pigmenteerumata naha valgel virvusel Woods'i lambi all.

Koik patsiendid andsid kirjaliku informeeritud ndusoleku uuringus osalemiseks.
Tooprotokollid ja kirjalikud ndusolekuvormid kiideti heaks Tartu Ulikooli
Eetikakomisjoni  poolt. Kontrollisikuteks ~ olid  tervisehoolekandetdtajad,
meditsiiniiilidpilased ja nahahaiguste kliiniku ambulatoorsesse osakonda podrdunud
isikudnéo teleangiektaasi voi healoomuliste nahandsadega.

Melanokortiini siisteemi uuringus (POMC'i, ASIP'i, AGRP, MC1R-MC5R, TYR',
TYRP1 ja DCT -ekspressioonitasemete médramine) kasutati 31 vitiliigopatsiendi
nahaproove. Pigmentatsiooniensiiiimide signaalraja uuringus (MITF-M', p38, PI3K,
P70(S6)K, CREBI1, BCL2, LEF1 ja USF1 ekspressioonitasemete maddramine) kasutati
lisaks melanokortiini siisteemi uuringus kasutatud patsientide nahaproovidele veel 8
patsiendi nahaproove, nii et kokku oli patsiente 39.

Melanokortiini  siisteemi uuringus kasutati 24 kontrollisiku nahaproove.
Pigmentatsiooniensiilimide signaalraja uuringus kasutati MITF-M', p38, PI3K ja
P70(S6)K ekspressioonitasemete médramisel nahaproove 31 kontrollisikult, kellest 19
osalesid ka melanokortiini siisteemi uuringus. CREBI1, BCL2, LEF1 ja USFI1

ekspressioonitasemete maaramiseks kasutati nahaproove 18 kontrollisikult, kellel kdigil
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olid madratud MITF-M'i, p38, PI3K ja P70(S6)K ekspressioonitasemed ja kellest 6
osalesid ka melanokortiini siisteemi uuringus.

Melanokortiini slisteemi uuringus osalenud patsientide ja kontrollisikute ildandmed
on esitatud tabelis 1. Pigmentatsiooniensiiimide signaalraja uuringus osalenud
patsientide ja kontrollisikute iildandmed on esitatud tabelis 2.

Depigmentatsiooni ulatuse ja paigutuse pdhjal médrati patsientidel vitiliigo
alatiitibid. Koldeliseks loeti vitiliigo, mis oli lokaliseerunud ja mittedermatoomse
paiknemisega. Segmentaalseks loeti vitiliigo, mis paiknes dermatoomselt ja
asiimmeetriliselt.  Generaliseerunuks loeti  vitiliigo, mille haiguslaigud olid
simmeetriliselt molemal kehapoolel torsol, ndos, kaelal, kétel voi1 jalgadel.
Universaalseks loeti vitiliigo, mille puhul depigmenteerunud oli kogu keha. Uuringus
osalenud patsientide jaotumine vitiliigo alatiitipide jérgi on esitatud tabelis 3.

Vitiliigo aktiivsus méérati aja jiargi, millal viimati oli toimunud uute
depigmenteerunud alade teke vdi olemasolevate alade laienemine. Patsiendid jagati
kahte gruppi: aktiivses faasis vitiliigoga patsiendid (kellel uute haiguskollete teket voi
depigmentatsiooni laienemist oli tdheldatud viimase 3 kuu jooksul) ja stabiilses faasis
vitiliigoga patsiendid (kellel viimase 3 kuu jooksul ei olnud toimunud uute
haiguslaikude teket ega vanade laikude laienemist). Uuringus osalenud patsientide
vitiliigoga seotud karakteristikud (haiguse aktiivsus ja kestus, vanus haigestumisel ja

haiguse esinemine perekonnas) on esitatud tabelis 4.

Tabel 1. Melanokortiini siisteemi uuringus osalenute iildandmed.

vitiliigopatsiendid, kellel méérati  kontrollisikud, kellel mééarati
POMC'i, ASIP'i, AGRP, MC1R- POMC'i, ASIP'i, AGRP, MCI1R-
MC5R'1, TYR'i, TYRPI ja DCT MC5R'i, TYR', TYRPI, DCT

ekspressioonitasemed ekspressioonitasemed
isikute koguarv 31 24
sugu (naised/mehed) 22/9 17/7
keskmine vanus aastates

49,2 (22-75) 33,9 (21-67)

(ddrmused)
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Tabel 2. Pigmentatsiooniensiiiimide signaalraja uuringus osalenute iildandmed.

vitiliigopatsiendid, kellel
madrati MITF-M'1, p38,

kontrollisikud, kellel
maérati MITF-M'i, p38,

kontrollisikud, kellel
madrati CREB1, BCL2,

PI3K, P70(S6)K, CREB1,  PI3K ja P70(S6)K LEF1 ja USF1
BCL2, LEF1 ja USF1 ekspressioonitasemed ekspressioonitasemed
ekspressioonitasemed
isikute koguarv 39 31 18
sugu
26/13 22/9 10/8
(naised/mehed)
keskmine vanus
49,4 (22-77) 38,1 (22-67) 37,6 (22-66)
aastates (ddrmused)
Tabel 3. Patsientide arvud vitiliigo alatiitipide jargi.
vitiliigo alatiiiip vitiliigopatsiendid vitiliigopatsiendid

melanokortiini siisteemi
uuringus (POMC'i, ASIP'",
AGRP, MC1R-MC5R', TYR',
TYRPI ja DCT tasemete
madramine)

(koguarv; naiste arv; meeste

pigmentatsiooniensiiiimide
signaalraja uuringus
(MITF-M', p38, PI3K,
P70(S6)K, CREBI1, BCL2, LEF1
ja USF1 tasemete madramine)

(koguarv; naiste arv; meeste arv)

arv)
koldeline 4(N) 7; S(N); 2(M)
segmentaalne 1(N) 1(N)
generaliseerunud 25; 17(N); 8(M) 30; 20(N); 10(M)
universaalne 1(M) (M)
Tabel 4. Patsientide vitiliigoga seotud karakteristikud.
vitiliigopatsiendid vitiliigopatsiendid

melanoKortiini siisteemi
uuringus (POMC'i, ASIP'",
AGRP, MC1R-MC5R'i, TYR',
TYRPI ja DCT tasemete

médramine)

pigmentatsiooniensiiiimide
signaalraja uuringus (MITF-
M'1, p38, PI3K, P70(S6)K,
CREBI, BCL2, LEF1 ja USF1

tasemete médramine)

aktiivne vitiliigo (patsientide

koguarv; naiste arv; meeste arv)

22; 16(N); 6(M)

26; 18(N); 8(M)
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Tabel 4 jéatkub:

stabiilne vitiliigo (patsientide

. 9; 6(N); 3(M) 13; 8(N); 5(M)
koguarv; naiste arv; meeste arv)
keskmine vanus vitiliigosse
30,0 30,4
haigestumisel (aastad)
keskmine vitiliigo kestus
19,2 19,0
(aastad)
patsientide arv, kellel on
perekonnaliikmetel esinenud 5 8

vitiliigo

3.1.3 RNA eraldamine nahaproovidest
Totaalne RNA eraldati nahaproovidest, kasutades RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit'i

(QIAGEN Sciences, Maryland, USA), jargides tootja poolt kaasa antud protokolli. Koe
homogeniseerimiseks kasutati homogenisaatorit Ultra-Turrax T8 (IKA Labortechnik,
Saksamaa). RNA kontsentratsiooni méadramiseks kasutati NanoDrop ND-1000
spektrofotomeetrit (Nanodrop Technologies, Wilmington, Delaware, USA). RNA

lahustati RNaasivabas vees ja hoiti edasise kasutamiseni -80°C juures.

3.1.4 cDNA siintees
Iga RT-PCR'i reaktsiooni jaoks siinteesiti komplementaarne DNA (cDNA) 500 ng

totaalsest RNA'st.  Poordtranskriptaasireaktsioonis  kasutati  SuperScript Il
poordtranskriptaasi  (Invitrogen Corporation, Carlsbad, Kalifornia, USA) ja
polii(tiimiin18) oligonukleotiide vastavalt tootja instruktsioonile. Reaktsioonisegusid
inkubeeriti 65°C juures 5 minutit, 0°C juures 1 minut, 50°C juures 90 minutit, 70°C

juures 5 minutit. Edasise kasutamiseni séilitati cDNA'd -80°C juures.

3.1.5 QRT-PCR
Geeniekspressioonitasemed detekteeriti ABI Prism 7900HT Sequence Detection

System'i abil (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Reaktsioonid toimusid 10 pl
mahus neljas korduses.

Koikide uuritud geenide (vélja arvatud POMC) ekspressioonitasemete modtmiseks
kasutati TagMan-QRT-PCR meetodit. Sellel meetodil tehtud reaktsioonides kasutati
TagMan Universal PCR Master Mix'i (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
Koikidel geenide, vilja arvatud POMC, MCIR ja MC2R, ekspressioonitasemete
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médramisel kasutati TagMan Assay-On-Demand FAM-margisega MGB (DNA minor
groove binder) sondiga geeniekspressiooni reaktsioonisegusid (20X, Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Kasutatud reaktsioonisegud olid jargmised:
Hs00361403 g1 (AGRP), Hs00181770 ml (ASIP), Hs00252036 sl (MC3R),
Hs00271877 s1 (MC4R), Hs00271882 s1 (MC5R), Hs00167051 ml (TRP1),
Hs00157244 m1 (DCT), Hs00165156 ml (MITF), Hs00178872 ml (PIK3CB;
fosfoinositiid-3-kinaasi kataliititiline subtihik p110p), Hs00177357 ml1 (RPS6KB1),
Hs00176247 m1 (MAPK14), Hs00231713 _ml (CREBI1), Hs00273038 ml (USF1),
Hs00608023 m1 (BCL2), Hs00212390 ml (LEF1).

MCIR ja MC2R ekspressioonitasemete médramiseks kasutati geenispetsiifilisi
praimereid (MCIR: edasisuunas 5’-TGCGGCTGCATCTTCAAG-3’, tagasisuunas 5’-
TGATGGCATTGCAGATGATGA-3’; MC2R: edasisuunas 5’-CTCGATCCC
ACACCAGGAA-3’, tagasisuunas 5° TGTGATGGCCCCTTTCATGT-3’) ja MGB
mirgisega sondi (MCIR: FAM-TTCAACCTCTTTCTCGCC-NFQ; MC2R: FAM-
TCTCCACCCTCCCCAGA-NFQ). HPRT1 (hiipoksantiin-guaniin  fosforibostiiil-
transferaas-1) ekspressioonitaseme médramiseks kasutati geenispetsiifilisi praimereid
(HPRT-1 ekson 6, 5 GACTTTGCTTTCCTTGGTCAGG-3’; HPRT1 ekson 7, 5° -
AGTCTGGCTTATATCCAACACTTCG-3’; 1dppkontsentratsioonid 300 nM) ja VIC-
TAMRA  (VIC-6-karboksii-tetrametiiiil-rodamiin)  maérgisega sondi  (VIC-5’-
TTTCACCAGCAAGCTTGCGACCTTGA-3’-TAMRA; 1oppkontsentratsioon 200 nM).

POMC'i ekspressioonitaseme mdotmine toimus qPCR Core Kit for SYBR Green 1
(Eurogentec, Seraing, Belgia) abil. Kasutati geenispetsiifilisi praimereid (edasisuunas
5’- CTACGGCGGTTTCATGACCT-3’, tagasisuunas 5’-CCCTCACTCGCCCTT
CTTG -3’, Idppkontsentratsioonid 100 nM).

3.1.6 Andmete statistiline analiiiis

mRNA kvantifitseerimiseks kasutati vordleva tsiiklilive (Ct) ehk 244

meetodit
(Livak ja Schmittgen, 2001), sihtmirk-geeni ekspressioonitase normaliseeriti

endogeense vordlusgeeni HPRT1 suhtes. Geenide mRNA ekspressioonitasemeid

-ACt
2

iseloomustava parameetrina kasutati véadrtusi. Geenide ekspressioonitasemete

-ACt
2

gruppidevahelised erinevused kordades leiti kui vorreldava grupi ja referentsiks

2-ACI 2-AACI

valitud grupi suhe, mis on vordne vorreldava grupi ja referentsgrupi

-AACt -( ACT(vorrel - ACT(reft t - ACT(vorrel +
Vaartusega, kuna 2 Ct _ 2[( CT(vorreldav grupp) CT(referentsgrupp))] _ 2[( CT(vorreldav grupp))

(ACT(referentsgrupp))] _ [2(— ACT(vorreldav grupp))] * [Z(ACT(referentsgrupp))] _ 2—ACT (vorreldav grupp)
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pACTCreferentsgrupp) - [H-ACT(vorreldav grupp)y /- rp-ACT(referentsgrupp)] = Apdmete normaaljaotusele
vastavust testiti Kolmogorov-Smirnov'i testi abil. Geeniekspressiooni tasemete
modtmistulemuste jaotus selle meetodi pohjal ei vastanud Gaussi jaotusele.
Gruppidevaheliste erinevuste testimiseks kasutati Mann-Whitney U-testi ja Kruskal-
Wallis'e testi. Normaaljaotuse testimisel ja gruppidevaheliste erinevuste testimisel
kasutati GraphPad Prism 4 tarkvara (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Uhe
grupi kahe parameetri vaheliste suhete uurimiseks kasutati korrelatsioonianaliiiisi,
korrelatsiooni tugevuse hindamiseks kasutati Spearman'i korrelatsiooni meetodit.
Spearman'i korrelatsioonide leidmiseks kasutati Statistica 7.0 tarkvara (StatSoft Inc.,

Tulsa, OK, USA). Kdigi testide puhul loeti statistiliselt oluliseks p véartust <0,05.
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4 Tulemused

4.1.1 mRNA ekspressiooni detekteerimiseks vajalikud QRT-PCR'i
amplifikatsioonitsiiklite arvud

Uuritud geenide mRNA ekspessioon ilmnes nii vitiliigopatsientide kui ka tervete
kontrollisikute nahas vordlemisi korge arvu (27-36) QRT-PCR'i amplifikatsioonitstiklite
juures. Korgeima mRNA tasemega oli MCIR, mis amplifitseerus 27 tsiikli jérel,
seevastu MC2R'i, MC3R'i, MC4R'1 ja MC5R'i ekspressioonitasemed olid madalad
(amplifikatsioon 32-36 tsiikli jérel; joonis 3). Tabelis 5 on esitatud QRT-PCR'i
amplifikatsioonitsiiklite arvud, mis olid vajalikud uuritud geenide mRNA

detekteerimiseks.

Tabel 5. Uuritud geenide mRNA detekteerimiseks vajalikud QRT-PCR{'

amplifikatsioonitsiiklite arvud.

Geeni nimi QRT-PCR'i Geeni nimi QRT-PCR'i
amplifikatsioonitsiiklite amplifikatsioonitsiiklite
arv arv

AGRP 34-36 p38 27-31

ASIP 34-36 PIK3CB 27-31

CREBI1 28-33 POMC 28-32

DCT 28-30 RPS6KB1 31-35

LEF1 30-34 TYR 28-35

MCIR 27 TYRP1 28-30

MC2R-MC5R 32-36 USF1 30-33

MITF-M 31-33

4.1.2 Geenide ekspressioonierinevused vitiliigopatsientide terve ja haige naha ja
tervete kontrollisikute naha vahel

POMC, ASIP, AGRP: ilmnes, et vitiliigopatsientide depigmenteerunud nahas on
POMC't mRNA ekspressioon 1,9 korda madalam kui vitiliigopatsientide kahjustamata
nahas (p<0,05; joonis 4a). ASIP'i ja AGRP ekspressioonitasemetes ei olnud uuritavate
gruppide vahel statistiliselt olulisi erinevusi.

MCI1R-MCS5R: statistiliselt olulised erinevused olid MCI1R'i ja MC4R'i mRNA
ekspressioonis nii vitiliigopatsientide kahjustamata kui ka kahjustatud nahas vorreldes
kontrollisikute nahaga. MCI1R'1 ekspressioonitase oli vitiliigopatsientide kahjustamata

nahas 1,6 korda kdrgem ekspressioonist kontrollisikute nahas (p<0,01; joonis 4b).
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MCA4R'i ekspressioon oli vitiliigopatsientide kahjustamata nahas 1,9 korda kdrgenenud
vorreldes kontrollisikute nahaga (p<0,01; joonis 4c). Depigmenteerunud nahas oli
MCIR'i ekspressioonitase 2,1 korda madalam vorreldes vitiliigopatsientide
kahjustamata nahaga (p<0,0001; joonis 4b). Sellele sarnaselt oli MC4R'i ekspressioon
depigmenteerunud nahas langenud 2,5 korda vdrreldes vitiliigopatsientide kahjustamata
nahaga (p<0,01; joonis 4c). Ulejiinud kolm melanokortiini retseptorit (MC2R, MC3R
ja MC5R) olid samuti korgenenud mRNA ekspressiooniga vitiliigopatsientide
kahjustamata nahas ja langenud ekspressiooniga kahjustatud nahas, aga need erinevused
ei olnud statistiliselt olulised.

TYR, TYRP1 ja DCT puhul ilmnes samuti ekspressiooni langus
vitiliigopatsientide kahjustatud nahas ja ekspressiooni tdus vitiliigopatsientide
kahjustamata nahas vdrreldes tervete kontrollisikute nahaga. TYR'i ekspressioonitase
vitiliigopatsientide kahjustatud nahas oli 14,0 korda madalam vorreldes kahjustamata
nahaga (p<0,0001; joonis 4d) ja 8,5 korda madalam vorreldes tervete kontrollisikute
nahaga (p<0,0001; joonis 4d). TYR'i ekspressioonitase oli tdusnud vitiliigopatsientide
kahjustamata nahas vdorreldes kontrollisikute nahaga, aga erinevus polnud statistiliselt
oluline. TYRP1 mRNA ekspressioon vitiliigopatsientide kahjustatud nahas oli 6,8 korda
madalam ekspressioonist tervete kontrollisikute nahas (p<0,0001; joonis 4e) ja 19,7
korda madalam ekspressioonist vitiliigopatsientide kahjustamata nahas (p<0,0001;
joonis 4e). TYRP1 mRNA tase vitiliigopatsientide kahjustamata nahas oli 2,9 korda
korgem vorreldes tervete kontrollisikute nahaga (p<0,05; joonis 4e). DCT mRNA
ekspressioon vitiliigopatsientide kahjustatud nahas oli 7,6 korda madalam
ekspressioonist tervete kontrollisikute nahas (p<0,0001; joonis 4f) ja 12,9 korda
madalam ekspressioonist vitiliigopatsientide terves nahas (p<0,0001; joonis 4f). DCT
ekspressioonitasemel vitiliigopatsientide kahjustamata nahas ilmnes
korgenemistendents vorreldes tervete kontrollisikute nahaga, aga see ei olnud
statistiliselt oluline (p=0,14).

MITF-M, LEF1, USF1: MITF-M'1 mRNA ekspressioon vitiliigopatsientide
kahjustatud nahas oli 3,3 korda madalam kui vitiliigopatsientide kahjustamata nahas
(p<0,0001; joonis 4g) ja 2,4 korda madalam kui tervete kontrollisikute nahas (p=0,0001;
joonis 4g). LEF1 ekspressioon oli vitiliigopatsientide kahjustamata nahas 1,7 korda
korgem kui kahjustatud nahas (p<0,0005; joonis 4h). USFI mRNA ekspressioonitase
vitiliigopatsientide terves nahas oli 1,6 korda kdrgem kui tervete kontrollisikute nahas

(p<0,01; joonis 41).
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CREB, p38: CREBI ekspressioonitasemetes ei olnud statistiliselt olulisi erinevusi
vitiliigopatsientide kahjustatud ja kahjustamata naha vahel, samuti mitte vordluses
tervete kontrollisikute nahaga. Tendents oli CREB1 korgenenud ekspressiooni suunas
vitiliigopatsientide kahjustamata nahas vorreldes kahjustatud naha ja kontrollisikute
nahaga. p38 mRNA ekspressioon vitiliigopatsientide kahjustatud nahas oli 1,6 korda
langenud vorreldes tervete kontrollisikute nahaga (p<0,005; joonis 4;).

PIK3CB, RPS6KB1, BCL2: PIK3CB mRNA ekspressioon vitiliigopatsientide
kahjustatud nahas oli 1,3 korda langenud vdrreldes tervete kontrollisikute nahaga
(p=0,01; joonis 4k). RPS6KB1 mRNA ekspressioon vitiliigopatsientide kahjustatud
nahas oli 1,3 korda langenud vorreldes tervete kontrollisikute nahaga (p<0,05; joonis 41).
BCL2 mRNA ekspressioonitase vitiliigopatsientide kahjustamata nahas oli 1,6 kdrgem
kui kahjustatud nahas (p<0,05; joonis 4m). BCL2 ekspressioon vitiliigopatsientide

kahjustamata nahas oli ka 2,3 kdrgem ekspressioonitasemest tervetel kontrollisikutel

(p<0,05; joonis 4m).
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Joonis 3: MCIR'i, MC2R'i, MC3R'i, MC4R'i ja MC5R'i mRNA tasemed (2*“") MC1R'i mRNA taseme
(22" suhtes tervete kontrollisikute nahas. Tulbad tihistavad keskmist vértust +standardviga (SEM).
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Joonis 4: POMC'i, MC1R'i, MC4R'i, TYR'i, TYRP1, DCT, MITF-M'i, LEF1, USF1, p38, PIK3CB,
RPS6KBI ja BCL2 mRNA tasemed (2"*“') koduhoidja-geeni HPRT mRNA taseme suhtes tervete
kontrollisikute nahas, vitiliigopatsientide kahjustamata nahas ja vitiliigopatsientide kahjustatud nahas.
Tulbad tihistavad keskmist véartust £standardviga (SEM).

* p<0,05 vdrreldes tervete kontrollisikute nahaga; ** p<0,01 vorreldes tervete kontrollisikute nahaga; ***
p<0,0001 vorreldes tervete kontrollisikute nahaga; + p<0,05 vorreldes vitiliigopatsientide kahjustamata
nahaga; ++ p<0,01 vorreldes vitiliigopatsientide kahjustamata nahaga; +++ p<0,0001 vorreldes

vitiliigopatsientide kahjustamata nahaga.

4.1.3 Korrelatsioonianaliiiis geenide ekspressioonitasemete omavaheliste
voimalike interaktsioonide leidmiseks

Voimalikke interaktsioone uuritud geenide ekspressioonitasemete vahel otsiti
Spearmani korrelatsiooni abil. TYR'i, TYRP1 ja DCT mRNA tasemete vahel leiti tugev
positiivne korrelatsioon nii vitiliigopatsientide kahjustamata ja kahjustatud nahas kui ka
tervete kontrollisikute nahas (r>0,70; p<0,0001). Tervete kontrollisikute nahas oli
positiivne korrelatsioon ka MC1R'i ja TYRP1 tasemete vahel (1=0,47; p<0,05). Lisaks
sellele olid statistilise olulisusega p<0,001 nii vitiliigopatsientide nahas kui ka
kontrollisikute nahas korrelatsioonid MC3R'i ja MC4R'i (r>0,79), p38 ja PI3K (r>0,63),
PI3K ja p70(S6)K (r>0,55) ning p38 ja p70(S6)K (r>0,69) ekspressioonitasemete vahel.
Nii vitiliigopatsientide nahas kui ka kontrollisikute nahas olid statistiliselt olulised
(p<0,05) korrelatsioonid ka MITF'1 ja p38 (r>0,43), MITF'1 ja PIK3CB (r>0,35) ning
MITF' ja p70(S6)K (r>0,51) mRNA tasemete vahel.

Lisaks nimetatutele leidus veel mitmeid interaktsioone uuritud geenide
ekspressioonitasemete vahel. Kdigi uuritud geenide ekspressioonitasemete Spearman'i

korrelatsioonikoefitsendid on esitatud kéesoleva t60 lisade osas tabelites 6, 7 ja 8.



5 Arutelu

5.1.1 Melanokortiini siisteemi geenid
QRT-PCR'i meetodil vorreldi vitiliigopatsientide kahjustatud ja kahjustamata nahas

ning tervete kontrollisikute nahas ekspressioonitasemeid kaheksal melanokortiini
stisteemi geenil: POMC, MCIR-MC5R, ASIP ja AGRP. Statistiliselt olulised
erinevused vitiliigopatsientide naha ja tervete kontrollisikute naha vahel olid olemas
POMC'i, MC1R'i ja MC4R'i puhul.

POMC'1 ekspressioon oli vitiliigopatsientide kahjustatud nahas madalam kui tervete
kontrollisikute nahas (p<0,05). Kuna kirjanduse pohjal on varasemast teada, et
vitiliigopatsientide nahas on langenud POMC'i protsessimisega seotud ensiitimide
ekspressioonitasemed (Graham et al, 1999), tdhendab see kokkuvottes, et
vitiliigopatsientide kahjustatud nahas on lokaalselt produtseeritava POMC'i toime
oluliselt parsitud.

Koigi melanokortiini retseptorite ekspressiooniprofiilides ilmnesid sarnased
tendentsid: ~ vorreldes  kontrollisikute  nahaga oli  ekspressioon langenud
vitiliigopatsientide kahjustatud nahas, statistiliselt olulised olid erinevused MCI1R'i
(p<0,0001) ja MC4R'1 (p<0,01) puhul. Kontrollisikute nahaga vorreldes oli kdrgenenud
melanokortiini retseptorite ekspressioon patsientide kahjustamata nahas, erinevused olid
statistiliselt olulised MC1R'i (p<0,01) ja MC4R'i (p<0,01) puhul.

MC3R' ekspressiooni nahas pole teadaolevalt varem ndidatud. Et vilja selgitada,
millistes rakutiilipides nahas MC3R ekspresseerub, oleks vaja veel edasisi katseid.
MCIR oli nahaproovides tunduvalt korgema ekspressiooniga kui iilejdinud neli
melanokortiiniretseptorit. See viitab arvatavasti sellele, et MCIR'i osatdhtsus nahas
toimuvate protsesside regulatsioonis on suurem kui teistel melanokortiini retseptoritel.

Korrelatsioonianaliiiisist selgusid keskmised kuni tugevad positiivse seosed
erinevate melanokortiini retseptorite ekspressioonitasemete vahel; neist tugevaim
korrelatsioon oli MC3R'i ja MC4R'i mRNA tasemete vahel (r>0,79; p<0,001).
Melanokortiini retseptorite ekspressioonitasemete omavahelist seotust voib {ihe
vOimalusena seletada sellega, et need retseptorid on kdrge homoloogiaga (Getting,
20006). Teiseks voimalikuks pohjuseks on nende retseptorite geenide iiksteisega kaasnev

ekspressioon, mida on inimese epidermises tdheldatud MCIR'i ja MC2R'i (Curry et al.,

37



2001; Moustafa et al., 2002; Suzuki et al., 1996) ning MCI1R'i ja MC4R'i puhul (Bohm
et al.,2006a) .

Melanokortiini retseptorite ekspressiooniprofiilid viitavad melanokortiini siisteemi
dekompensatsioonile vitiliigopatsientide nahas. Melanokortiini siisteem kaitseb
naharakke vitiliigo korral toimuvate kahjustavate protsesside eest vidhemasti neljal viisil.
Esiteks vihendavad POMC peptiidid pigmentatsiooniensiiiimide
transkriptsioonitasemete iilesreguleerimise teel UV-kiirguse poolt pdhjustatavaid
naharakkude DNA kahjustusi (Slominski et al., 2004). Teiseks avaldab melanokortiini
retseptorite stimuleerimine podletikuvastast toimet (Luger et al., 2003; Wintzen et al.,
1996). Vitiliigo puhul on see oluline seetdttu, et vitiliigopatsientide kahjustatud nahas
on korgenenud proinflammatoorsete tsiitokiinide ekspressioonitase vorreldes
vitiliigopatsientide kahjustamata nahaga (Caixia et al., 1999; Moretti et al., 2002).
Kolmandaks teeb melanokortiini siisteem kahjutuks vabu radikaale, seda ennekdike 6-
BH4-ga komplekseerunud o-MSH antioksilidantse toime tottu (Spencer et al., 2007),
vitiliigo puhul on see oluline, kuna vitiliigopatsientide nahas on korgenenud
oksiidatiivse stressi tase (Schallreuter et al., 1999b). Neljandaks soodustab
melanokortiini siisteem melanotsiiiitide adhesiooni rakuvilistele maatriksvalkudele
(Scott et al, 1997); witiliigo puhul on melanotsiilitide maatriksile seondumine
norgenenud (Gauthier er al., 2003a), sealjuures melanotsiitorragia teooria kohaselt
saabki vitiliigo patogenees alguse melanotstiiitide adhesiooni kadumisest (Gauthier et
al., 2003b). Langenud POMC', MCIR'Y1 ja MC4R'i geenide ekspressioon
vitiliigopatsientide kahjustatud nahas mdjub arvatavasti norgestavalt kdigile nendele
mehhanismidele, mille kaudu melanokortiini siisteem nahka kaitseb.

Vitiliigopatsientide kahjustamata nahas toimuvale melanokortiini siisteemi
ekspressioonitaseme  tousule  vOib  oletatavate  pohjustena  vdlja  pakkuda
kompensatsioonireaktsioone kdigi eespool kirjeldatud melanokortiini siisteemi nahaga
seotud funktsioonidega seoses: esiteks negatiivse tagasiside kaudu toimiv
vastureaktsioon melanogeneesiensiilimide inhibitsioonile; teiseks vastureaktsioon
proinflammatoorsete  tsiitokiinide = kdrgele = kontsentratsioonile; ~ kolmandaks
vastureaktsioon POMC peptiidide hdvitamisele H,O, poolt; neljandaks kaitsereaktsioon

melanotsiiiitide adhesiooni kadumise vastu.
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5.1.2 Melanogeneesiensiiiimid
TYR'i, TYRP1 ja DCT ekspressiooniprofiilides olid melanokortiini retseptoritega

sarnased suundumused. Nende ensiiimide mRNA tase oli langenud vitiliigopatsientide
kahjustatud nahas vorreldes nii vitiliigopatsientide kahjustamata nahaga kui ka tervete
kontrollisikute nahaga (statistiliselt olulised erinevused kodigi kolme ensiitimi puhul;
p<0,0001). Vitiliigopatsientide kahjustamata nahas oli melanogeneesi ensiilimide
mRNA tase tdusnud vorreldes tervete kontrollisikute nahaga (statistiliselt oluline oli
erinevus TYRP1 puhul; p<0,05).

TYR'i ja DCT ekspressiooni langus kahjustatud nahas vorreldes vitiliigopatsientide
kahjustamata nahaga on kooskolas nende kahe ensiitimi kohta kirjanduse pdhjal teada
olevate andmetega (Kitamura et al., 2004; Gottschalk ja Kidson, 2007). DCT mRNA
ekspressiooni vitiliigopatsientide nahas ja tervete kontrollisikute nahas pole seni
teadaolevalt vorreldud. TYRPI mRNA tasemeid ei ole teadaolevalt vorreldud
vitiliigopatsientide kahjustatud ja kahjustamata nahas, aga teada on TYRPI langenud
ekspressioon vitiliigopatsientide kahjustatud nahas vorreldes tervete kontrollisikute
nahaga (Jimbow et al., 2001).

TYR'i, TYRPI ja DCT ekspressioonitasemete vahel ilmnesid tugevad positiivsed
korrelatsioonid (p<0,001) nii vitiliigopatsientide kui ka kontrollisikute nahas. Nende
korrelatsioonide vdimalikuks seletuseks on see, et kdigi nende kolme ensiilimi
ekspressiooni kontrollivad suures osas samad transkriptsioonifaktorid, millest olulisim

on MITF-M (Slominski et al., 2004).

5.1.3 Geenid, mis osalevad signaaliiilekandes melanokortiini siisteemilt
melanogeneesiensiiiimidele

Kéesolevas t60s uuritud melanokortiini siisteemilt pigmentatsiooniensiilimideni
viivas signaaliiilekandes osalevatest geenidest koigil peale CREB1 olid olemas
statistiliselt olulised erinevused ekspressioonitasemetes vitiliigopatsientide ja
kontrollisikute nahaproovide vahel.

Vorreldes kahjustamata nahaga oli patsientide kahjustatud nahas langenud nii
MITF-M'1 (p<0,0001) kui ka LEF1 (p<0,0005) ekspressioonitasemed. Lisaks sellele oli
MITF-M'1 ekspressioon vitiliigopatsientide kahjustatud nahas madalam vdrreldes
tervete kontrollisikute nahaga (p=0,0001). Erinevus MITF-M'i ekspressioonis
vitiliigopatsientide kahjustatud ja kahjustamata naha vahel on kirjanduse pdhjal ka
varasemast teada (Kitamura et al, 2004), samas MITF-M'" mRNA tasemeid

vitiliigopatsientide ja tervete kontrollisikute vahel varem teadaolevalt vorreldud ei ole.
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Nii MITF-M'1 kui ka LEF1 puhul esinesid tendentsid kdrgema ekspressiooni suunas
vitiliigopatsientide kahjustamata nahas vorreldes kontrollisikute nahaga, aga need ei
olnud statistiliselt olulised. Tendentsid MITF-M'i ja LEF1 ekspressiooniprofiilides on
sarnased nendega, mis esinevad melanokortiini retseptoritel ja
melanogeneesiensiiiimidel. Uldistavalt vdib oelda, et vitiliigopatsientide kahjustatud
nahas toimub ka MITF-M'i ja LEF1 ekspressioonitasemete dekompensatsioon.

Kuna statistiliselt olulised positiivsed korrelatsioonid olid olemas MITF-M' ja
TYR'i (=0,50; p<0,05), TYRP1 (r=0,69; p<0,01) ja DCT (r=0,58; p<0,05)
ekspressioonitasemete vahel tervete kontrollisikute nahas, aga mitte vitiliigopatsientide
kahjustatud ega ka kahjustamata nahas, voib oletada, et vitiliigo korral on héiritud
MITF-M'i melanogeneesiensiiiimide transkriptsiooni tdstev toime.

p38 (MAPKI14) ekspressioonitase oli patsientide kahjustatud nahas langenud
vorreldes kontrollisikute nahaga (p<0,005). p38 on CREBI ja USF1 valkude aktiveerija
(Saha et al., 20006), mistottu langenud p38 tase vitiliigohaigete nahas vdib vihendada
CREBI1 ja USF1 pigmentatsiooni iiles reguleerivat toimet. Samuti on p38'st sdltuv
GATA3 aktiveerimine (Maneechotesuwan et al., 2007). Seetdttu voib oletada, et
langenud p38 ekspressioon soodustab defektide teket, mis on seotud GATA3
funktsiooni langusega nahas nagu depigmentatsioon, hdired membraanilipiidide
biosiinteesis ja poletikuprotsesside iilesregulatsioon (Kurek et al., 2007; de Guzman
Strong et al., 2006). Statistiliselt oluliste (p<0,001) positiivsete korrelatsioonide
ilmnemine p38 ja PI3KCB ning p38 ja RPS6KBI1 ekspressioonitasemete vahel nii
tervete kontrollisikute nahas kui ka vitiliigopatsientide kahjustatud ja kahjustamata
nahas viitab arvatavasti nende geenide mRNA tasemete regulatsiooni omavahelisele
seotusele.

Statistiliselt oluliste positiivsete korrelatsioonide olemasolu p38 ja TYR'i (r=0,57;
p<0,05), TYRP1 (1=0,76; p<0,001) ning DCT (r=0,68; p<0,01) mRNA tasemete vahel
tervete kontrollisikute nahas ja puudumine vitiliigopatsientide kahjustatud ja
kahjustamata nahas voOib viidata p38 poolse melanogeneesi positiivse regulatsiooni
hdirumisele vitiliigo korral.

USF1 ekspressioon oli vitiliigopatsientide kahjustamata nahas kdrgenenud
vorreldes kontrollisikute nahaga (p<0,01). Selle pohjal, et USF1 on nii MC1R'1 kui ka
TYR'i ja DCT transkriptsiooni regulaator (Galibert et al., 2001; Schwahn et al., 2005;
Corre et al., 2004), voiks korgenenud MC1R'1 ekspressiooni ja TYR'i ja DCT tendentse

ekspressiooni tdusule vitiliigopatsientide kahjustamata nahas pidada seotuks USFI
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mRNA taseme tdusuga. Samas aga ei olnud statistiliselt olulisi Spearman'i
korrelatsioone USF1 ja MC1R'i, TYR'i ning DCT ekspressioonitasemete vahel.

PIK3CB ekspressioon vitiliigopatsientide kahjustatud nahas osutus madalamaks
vorreldes kontrollisikute nahaga (p=0,01). Langenud PI3K tase patsientide kahjustatud
nahas vOib pdhjustada sealsete rakkude suurenenud vastuvdtlikkust apoptoosile, kuna
PI3K on antiapoptootilise toimega (Martelli et al., 2006). Lisaks sellele suurendab
langenud PI3K tase arvatavasti vitiliigopatsientide kahjustatud nahas oksiidatiivset
stressi, kuna PI3K inhibeerimine pohjustab rakusisese glutatioonikontsentratsiooni
vihenemise (Ramos et al., 2005). Need tulemused sobivad kokku andmetega, mille
kohaselt on vitiliigopatsientide nahas vorreldes tervete inimeste nahaga korgenenud nii
rakkude apoptoosisagedus (Lee ef al., 2005; Lee ef al., 2004; Huang et al., 2002) kui ka
oksiidatiivse stressi tase (Koca et al., 2004; Schallreuter et al., 1999b).

Sarnaselt MITF-M'i ja p38'ga olid PIK3CB ja melanogeneesiensiiiimide
ekspressioonitasemete vahel positiivsed korrelatsioonid tervete kontrollisikute nahas
(TYR: =0,52; p<0,05; TYRPI: r=0,75; p<0,001; DCT: r=0,58; p<0,05), aga mitte
vitiliigopatsientide kahjustatud ega kahjustamata nahas. Selle pdhjal voib oletada, et
vitiliigohaigete nahas on héiritud rajad, mille kaudu PI3K melanogeneesile soodustavat
toimet avaldab.

RPS6KBI1 (p70(S6)K) ekspressioon oli vitiliigopatsientide kahjustatud nahas
langenud vorreldes ekspressiooniga tervete kontrollisikute nahas (p<0,05). Kuna
p70(S6)K iiheks pohiliseks funktsiooniks on ribosoomides translatsiooni inhibeeriva
faktori PDCD4 (programmed cell death-4) inaktiveerimine (Dorrello et al., 2006),
pOhjustab p70(S6)K ekspressiooni langus vitiliigopatsientide nahas arvatavasti
valgusiinteesi inhibitsiooni, rakkude kasvu vdhenemist ja rakutsiikli aeglustumist. See
sobib kokku andmetega, mille kohaselt vitiliigopatsientide nahast parit melanotsiiiitidel
on rakukultuuris kasvudefekt (Puri et al., 1989; Puri et al., 1987).

Vitiliigopatsientide kahjustatud nahas esines negatiivne korrelatsioon RPS6KBI ja
TYR'T mRNA tasemete vahel (r=-0,47; p<0,05). See korrelatsioon on vastavuses
kirjanduse pohjal teada olevate andmetega, mille kohaselt p70(S6)K inhibeerimine
rapamiitsiiniga tdstab tiirosinaasi ekspressiooni (Busca et al., 1996).

BCL2 ekspressioon oli vitiliigopatsientide kahjustamata nahas korgenenud
vorreldes tervete kontrollisikute nahaga (p<0,05) ja vitiliigopatsientide kahjustatud
nahas langenud vorreldes patsientide kahjustamata nahaga (p<0,05). Samas ei leitud

voolutsiitomeetria teel tehtud uuringus (van den Wijngaard et al, 2000b)
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vitiliigopatsientide kahjustamata nahast ja kontrollisikute nahast périt melanotsiilitides
olulist erinevust BCL2 ekspressioonis. Tulemuste lahknevuse seletusena voib vilja
pakkuda voimaluse, et BCL2 ekspressioonierinevused vitiliigopatsientide kahjustamata
naha ja tervete kontrollisikute naha vahel on olemas keratinotsiiiitides, aga mitte
melanotsiilitides. BCL2 mRNA olemasolu ilmnemine vitiliigopatsientide kahjustatud
nahas erineb kirjanduse pohjal teada olevast immunohistokeemia teel saadud tulemusest,
mille kohaselt vitiliigopatsientide kahjustatud nahas BCL2 ekspressioon puudub
(Plettenberg et al., 1995).

BCL2 korgenenud mRNA tase patsientide kahjustamata nahas vorreldes tervete
kontrollisikute nahaga ning langenud tase patsientide kahjustatud nahas vorreldes

kahjustamata nahaga nditab BCL2 ekspressioonitaseme dekompensatsiooni toimumist

patsientide kahjustatud nahas.

5.1.4 Kokkuvottev joonis uuritud geenide ekspressioonitasemete muutustest
vitiliigopatsientide nahas
Joonisel 5 on esitatud uuritud geenide peamised kirjanduse pohjal teadaolevad

omavahelised regulatsiooniseosed melanotsiiiitides ning juurde on mérgitud kéesolevas

t00s leitud muutused uuritud geenide ekspressioonitasemetes vitiliigopatsientide nahas.
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Joonis 5: uuritud geenide peamiste kirjanduse pohjal teadaolevate melanotsiiiitides esinevate
omavabheliste regulatsiooniseoste skeem; esitatud on kéesolevas t66s leitud muutused uuritud geenide

ekspressioonitasemetes vitiliigopatsientide nahas. Joonise tingmaérkide seletused on lehekiiljel 43.

42




— retseptori agonist
. retseptori antagonist

— positiivne regulatsioon

nmmn negatiivne regulatsioon

] langenud ekspressioon vitiliigopatsientide kahjustatud nahas vorreldes tervete kontrollisikute nahaga

] korgenenud ekspressioon vitiliigopatsientide kahjustamata nahas vorreldes tervete kontrollisikute nahaga

[VH] langenud ekspressioon vitiliigopatsientide kahjustatud nahas vorreldes vitiliigopatsientide kahjustamata
nahaga

6 Jareldused

1) Vorreldes tervete kontrollisikute nahaga on vitiliigopatsientide kahjustatud
nahas langenud POMC', LEF1, p38, PIK3CB ja RPS6KBI
ekspressioonitasemed.

2) Vorreldes tervete kontrollisikute nahaga on vitiliigopatsientide kahjustamata
nahas tdusnud MC1R'i, MC4R'i, TYRP1, USF1 ja BCL2 ekspressioonitasemed

3) Vorreldes vitiliigopatsientide kahjustamata nahaga, on vitiliigopatsientide
kahjustatud nahas langenud MCI1R'i, MC4R'i, TYR'i, TYRP1, DCT, MITF-M'i
ja BCL2 ekspressioonitasemed.

4)  Ekspressiooniandmeid tldistades voib delda, et vitiliigopatsientide kahjustatud
nahas toimub melanokortiini siisteemi dekompensatsioon, vitiliigopatsientide
kahjustamata nahas leiab aset silisteemne melanokortiini siisteemi
tilesregulatsioon. Dekompensatsioonile viitavad ekspressiooniprofiilid on ka
melanokortiini ~ slisteemilt pigmentatsiooniensiiiimideni  signaaliiilekandes
osalevatel geenidel MITF-M ja LEF1 ning MITF-M'i poolt reguleeritaval
antiapoptootilisel faktoril BCL2.

5) Tugevad positiivsed korrelatsioonid olid MC3R'i ja MC4R'1, p38 ja PI3K, p38
ja p70(S6)K ning PI3K ja p70(S6)K ekspressioonitasemete vahel, mis nditab
nende geenipaaride omavahelist regulatoorset seotust. Tugev positiivne
korrelatsioon ~ melanogeneesiensiiimide ~ TYR'i, =~ TYRP1 ja DCT
ekspressioonitasemete vahel viitab nende ensiilimide sarnasele regulatsioonile
transkriptsioonifaktorite poolt. MITF-M", p38 ja PI3KCB
ekspressioonitasemed korreleerusid positiivselt TYR'i, TYRP1 ja DCT mRNA
tasemetega tervete kontrollisikute nahas, aga mitte vitiliigopatsientide nahas,
mis viitab arvatavasti MITF-M'i, p38 ja PI3KCB poolse melanogeneesi

positiivse regulatsiooni ndrgenemisele vitiliigopatsientide nahas.
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Lihikokkuvote

6.1.1 Kokkuvote
Vitiliigo on omandatud depigmenteeriv nahahaigus, mille puhul toimub

funktsioneerivate melanotsiiiitide kadumine. Vitiliigo tekkepdhjused ei ole 16puni teada.

Melanokortiini siisteemiks nimetatakse kokkuvotvalt prohormooni POMC koos
tema post-translatsioonilise protsessingu produktidega, melanokortiini retseptoreid ja
nende retseptorite antagoniste. Melanokortiini siisteem tdidab nahas stressivastusega
seotud funktsioone. Signaaliiilekanne melanokortiini stisteemilt
melanogeneesiensiiiimideletoimub peamiselt cAMP raja vahendusel.

Kéesoleva t60 eesmirgiks oli selgitada melanokortiini silisteemi geenide ja
signaalililekandes melanokortiini siisteemilt pigmentatsiooniensiilimidele osalevate
geenide tdhtsust vitiliigo patogeneesis. Selleks moddeti QRT-PCR'i meetodil
vitiliigopatsientide kahjustatud ja kahjustamata nahas ning tervete kontrollisikute nahas
mRNA ekspressioonitasemed 8 melanokortiini siisteemi geenil ja 11 signaaliiilekandes
melanokortiini siisteemilt melanogeneesiensiiiimidele osaleval geenil. Uuritud geenid
olid jargmised: POMC, MCIR-MCS5R, ASIP, AGRP, MITF-M, p38, PIK3CB,
RPS6KBI1, CREBI, LEF1, BCL2, USF1, TYR, TYRPI1 ja DCT.

T66 tulemusena selgus, et vorreldes tervete kontrollisikute nahaga olid
vitiliigopatsientide kahjustatud nahas langenud POMC'i, LEFI1, p38, PIK3CB ja
RPS6KB1 mRNA tasemed. Vorreldes tervete kontrollisikute nahaga olid
vitiliigopatsientide kahjustamata nahas tdusnud MCI1R'i, MC4R'i, TYRP1, USF1 ja
BCL2 ekspressioonitasemed. Vorreldes vitiliigopatsientide kahjustamata nahaga olid
vitiliigopatsientide kahjustatud nahas langenud MC1R'i, MC4R'i, TYR'i, TYRP1, DCT,
MITF-M' ja BCL2 mRNA tasemed.

Spearman'i meetodit kasutades leiti statistiliselt olulised (p<0,01) positiivsed
korrelatsioonid MC3R't ja MC4R'i, p38 ja PIK3CB ning p38 ja RPS6KBI
ekspressioonitasemete vahel nii kontrollisikute kui ka vitiliigopatsientide nahas. Lisaks
sellele korreleerusid omavahel positiivselt TYR'i, TYRP1 ja DCT mRNA tasemed nii
kontrollisikute kui ka vitiliigopatsientide nahas (p<0,01). MITF-M'i, PIK3CB ja p38
ekspressioonitasemed korreleerusid positiivselt TYR'i, TYRP1 ja DCT mRNA

tasemetega tervete kontrollisikute nahas (p<0,05), aga mitte vitiliigopatsientide nahas.
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Ekspressiooniandmeid {ildistades voib 0Gelda, et ilmnes vitiliigopatsientide
kahjustatud nahas toimuv melanokortiini silisteemi dekompensatsioon ja mitmete
melanokortiini  siisteemilt melanogeneesiensiiiimideni  viivas  signaaliiilekandes

osalevate geenide alaekspressioon vitiliigopatsientide kahjustatud nahas.

6.1.2 Abstract
Vitiligo is an aquired hypopigmentary cutaneous disorder that is characterized by

the loss of functional melanocytes. The causes of vitiligo are not known to the full
extent.

Melanocortin system is a generalised name for prohormone POMC and the
products of its post-translational processing, melanocortin receptors and the antagonists
of these receptors. The functions of melanocortin system in the skin are related to stress
response. The main pathway of signal transduction from the melanocortin system to
melanogenesis enzymes is mediated by cAMP.

The aim of this study was to assess the functional importance of genes of the
melanocortin system and genes of the signal transduction pathway between the
melanocortin system and the melanogenesis enzymes in the pathogenesis of vitiligo.
Using QRT-PCR method, mRNA expression levels of 8 genes of the melanocortin
system and 11 genes related to signal transduction from the melanocortin system to
melanogenesis enzymes were measured in lesional and non-lesional skin of vitiligo
patients and in skin of healthy control subjects. The genes involved in the study were:
POMC, MCIR-MC5R, ASIP, AGRP, MITF-M, p38, PIK3CB, RPS6KB1, CREBI,
LEF1, BCL2, USF1, TYR, TYRP1 and DCT.

The mRNA levels of POMC, LEF1, p38, PIK3CB and RPS6KB1 were found to be
decreased in lesional skin of vitiligo patients when compared to skin of healthy control
subjects. Increases in the expression levels of MCIR, MC4R, TYR, TYRPI, DCT,
MITF-M and BCL2 in non-lesional skin of vitiligo patients when compared to skin of
healthy control subjects were observed. The mRNA levels of MCIR, MC4R, TYR,
TYRP1, DCT, MITF-M and BCL2 were found to be decreased in lesional skin of
vitiligo patients when compared to non-lesional skin of vitiligo patients.

Using Spearman method, statistically significant (p<0,01) positive correlations
were found between the expression levels of MC3R and MC4R, p38 and PI3KCB, and
p38 and RPS6KBI1 both in skin of vitiligo patients and in skin of healthy control

subjects. In addition to that, positive correlations between the mRNA levels of TYR,
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TYRP1 and DCT were detected both in skin of vitiligo patients and in skin of healthy
control subjects (p<0,01). The expression levels of MITF-M, PI3KCB and p38 were
positively correlated with the mRNA levels of melanogenesis enzymes in skin of
healthy control subjects (p<0,05) but not in skin of vitiligo patients.

As a generalisation of the gene expression data, it can be said that systemic
decompensation of the melanocortin system became evident in the lesional skin of
vitiligo patients. In addition to this, several genes that are involved in signal
transduction from the melanocortin system to melanogenesis enzymes were found to

have decreased expression levels in lesional skin of vitiligo patients.
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7 Tanuavaldused

Asendamatu abi eest t66 planeerimisel ja tulemuste analiilisimisel tinan oma
juhendajaid Kiilli Kingot, Sulev Koksi ja Ursel Soometsa ning samuti Tartu Ulikooli
Fiisioloogia instituudi juhatajat Eero Vasarat. Abi eest t60 praktilise osa meetodite
Oppimisel tinan ennekdike Kiilli Kingot ja Sulev Koksi. Nouannete eest magistritoo
kirjutamisel véarib tdnu Tanel Traks. Igakiilgsete nduannete eest t66 tegemisel tdnan ka

kdiki teisi Tartu Ulikooli Fiisioloogia instituudi inimesi.
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8 Lisad

Tabel 6. Uuritud geenide tervete kontrollisikute nahas mdddetud ekspressioonitasemete Spearman'i korrelatsioonikoefitsendid (Spearman'i r).
#p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

POMC TYR TYRP1 DCT MCIR MC2R MC3R MC4R MC5R ASIP AGRP MITF LEF1 USF1 p38 CREBI1 PIK3CB RPS6KB1 BCL2

POMC 1,00 -0,32 -034 -049* 011 007 054% 057%* 041 032 005 -047* -0,14 040 -035 -046 -031  -031 -0,50
TYR -032 1,00 0,80%* 0,73%** 039  -0,15 -0,05 -0,12 -0,15 028 -0,02 0,50 -0,14 0,60 0,57* -0,71 052*% 0,45 20,50
TYRP1 -034 0,80%%* 1,00  082%%* 047* -0,22 -0,23 -023 -0,12 026 -024 0,69%* 0,54 0,60 0,76%**-0,14 0,75%** 0,68%*  -0,50
DCT  -0,49% 0,73*%* 0,82%** [ 00 040 004 -0,08 -0,06 -0,09 022 -025 0,58 031 -040 0,68** -029 058% 0,51 -0,50
MCIR 0,11 039 047¢* 040 100 043 002 001 013 0,73**-006 0,11 031 040 029 029 0,13  -0,03 -1,00
MC2R 007 -0,15 -022 004 043 1,00 0,60% 0,60* 041 028 -027 -0,14 -0,70 020 -026 037 -040  -0,51 20,50

MC3R 0,54* -0,05 -023 -0,08 002 0,60* 1,00 0,79%**037 011 -0,29 -021 -0,40 0,50 -0,22 -0,10 -0,17  -0,50

MC4R 0,57** -0,12 -023 -0,06 001  0,60* 079%*100 036 029 -021 -047 -043 080 -038 -0,54 -035 -0,53*  -1,00
MC5R 041 -0,15 -0,12 -0,09 013 041 037 036 1,00 021 -035 -0,08 070 000 -025 -037 -0,19 -0,07 -0,50
ASIP 032 028 026 022 073*%028 0,11 029 021 1,00 -001 -0,01 -020 -040 0,04 -0,61 -0,04 -022 -0,50
AGRP 005 -0,02 -024 -025 -006 -027 -029 -021 -035 -0,0 1,00 -0,42 -0,20 0,50 -044 0,03  -0,63** -0,67%*

MITF -047% 0,50* 0,69%** 0,58* 0,11 -0,14 -021 -0,47 -0,08 -0,01 -0,42 1,00 0,14 0,09 0,71%** 0,07  0,66*** 0,71%** 0,03
LEF1 -0,14 -0,14 054 031 031 -0,70 -0,40 -0,43 0,70 -020 -020 0114 100 035 041 0,55* 024  0,58* 0,38

USF1 040 0,60 0,60 -0,40 0,40 0,20 0,50 0,80 0,00 -0,40 0,50 0,09 0,35 1,00 0,34 0,51 0,22 0,12 0,36
p38 -035 0,57% 0,76%** 0,68** 0,29 -0,26 -0,22 -038 -0,25 0,04 -0,44  0,71*** 0,41 0,34 1,00 0,33 0,92%** (,82%** (0,45
CREB1 -046 -0,71 -0,14 -0,29 0,29 037 -0,10 -0,54 -0,37 -0,61 0,03 0,07 0,55* 0,51 0,33 1,00 0,19 0,31 0,35
PIK3CB -0,31 0,52* 0,75%** 0,58* 0,13 -0,40 -0,17 -0,35* -0,19 -0,04 -0,63** 0,66*** 0,24 0,22 0,92%** (,19 1,00 0,85%** (0,32
RPS6KB1 -0,31 0,45 0,68** 0,51 -0,03 -0,51 -0,50 -0,53* -0,07 -0,22 -0,67*%* 0,71%** 0,58* 0,12 0,82%** 0,31 0,85*** 1,00 0,23
BCL2 -0,50 -0,50 -0,50 -0,50 -1,00 -0,50 -1,00 -0,50 -0,50 0,03 0,38 0,36 0,45 0,35 0,32 0,23 1,00
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Tabel 7. Uuritud geenide vitiliigopatsientide kahjustamata nahas mdoddetud ekspressioonitasemete Spearman'i korrelatsioonikoefitsendid
(Spearman'i r).

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

POMC TYR TYRP1 DCT MCIR MC2R MC3R MC4R MCSR ASIP AGRP MITF LEF1 USF1 p38 CREBI1 PIK3CB RPS6KB1 BCL2

pOMC 1,00 -031 -0,16 -0,28 0,07 0,31 0,28 0,22 -0,12 0,42* 0,14 0,03 -0,19  -0,03 -0,16 0,06 0,03 0,21 -0,46
TYR -0,31 1,00 0,89*** 0,71*** 0,15 -0,08 -0,31 -0,31 -0,16 -0,15 -0,30 0,21 0,38 -0,00 0,07 0,09 0,08 0,06 0,32
TYRP1 -0,16 0,89*** 1,00 0,54** -0,01 -0,04 -041* -0,32 -0,13 -0,27 -0,45* 0,15 0,42 0,15 -0,02 0,05 0,09 0,15 0,32
DCT -0,28 0,71*** 0,54** 1,00 033 -0,05 -0,16 -0,18 -0,03 0,09 -021 0,25 0,20 -0,05 0,29 0,00 0,37 0,20 0,40
MCIR 0,07 0,15 -0,01 0,33 1,00 0,29 0,09 0,15 -0,21 0,27 -0,09 -0,00 0,02 0,04 -0,02 -0,13 0,19 0,02 0,05
MC2R 031 -0,08 -0,04 -0,05 0,29 1,00 0,63*** 0,54** 0,20 -0,05 0,02 -0,14 -0,13 0,23 0,05 0,07 0,02 -0,03 0,26
MC3R 0,28 -0,31 -041* -0,16 0,09 0,63*** 1,00 0,79*** 0,26 0,15 0,27 -0,32 -0,23 0,15 0,05 -0,16  -0,13 -0,06 -0,23
MC4R 0,22 -031 -032 -0,18 0,15 0,54**% 0,79%%* 1,00 0,51** 0,05 0,11 -0,28 -0,22 0,06 -0,02 -0,04 0,05 0,14 -0,21
MCSR -0,12 -0,16 -0,13 -0,03 -0,21 0,20 0,26 0,51** 1,00 -0,35 0,28 -0,11 0,01 -0,16 0,36 0,12 0,15 0,16 0,22
ASIP 0,42* -0,15 -0,27 0,09 0,27 -0,05 0,15 0,05 -0,35 1,00 -0,04 -0,16 -0,42* 0,06 -0,29 -0,04 -0,09 -0,16 -0,16
AGRP 0,14 -0,30 -045* -0,21 -0,09 0,02 0,27 0,11 0,28 -0,04 1,00 -0,01 -0,15 -0,31 0,06 0,07 -0,23 -0,26 -0,07
MITF 0,03 0,21 0,15 0,25 -0,00 -0,14 -0,32 -0,28 -0,11 -0,16 -0,01 1,00 0,67%** 0,14 0,43* 0,53* 0,51** 0,51% 0,26
LEF1 -0,19 0,38 0,42 0,20 0,02 -0,13 -0,23 -0,22 0,01 -042*-0,15 0,67%** 1,00 0,26 0,20 0,50* 0,18 0,28 0,40
USF1 -0,03 -0,00 0,15 -0,05 0,04 0,23 0,15 0,06 -0,16 0,06 -0,31 0,14 0,26 1,00 -0,28 0,04 -0,35 -0,14 -0,26

p38 -0,16 0,07 -0,02 0,29 -0,02 0,05 0,05 -0,02 036 -0,29 0,06 0,43* 0,20 -0,28 1,00 0,40 0,75%%* (,75%** 0,08
CREB1 0,06 0,09 0,05 0,00 -0,13 0,07 -0,16 -0,04 0,12 -0,04 0,07 0,53* 0,50 0,04 0,40 1,00 0,33 0,40* 0,28
PIK3CB 0,03 0,08 0,09 0,37 0,19 0,02 -0,13 0,05 0,15 -0,09 -0,23 0,51** 0,18 -0,35 0,75*%** 0,33 1,00 0,83*** 0,17
RPS6KBI1 0,21 0,06 0,15 0,20 0,02 -0,03 -0,06 0,14 0,16 -0,16 -0,26 0,51** 0,28 -0,14 0,75*%** 0,40*  0,83*** 1,00 -0,15

BCL2 -0,46 0,32 0,32 0,40 0,05 0,26 -0,23  -0,21 0,22 -0,16 -0,07 0,26 0,40 -0,26 0,08 0,28 0,17 -0,15 1,00
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Tabel 8. Uuritud geenide vitiliigopatsientide kahjustatud nahas moddetud ekspressioonitasemete Spearman'i korrelatsioonikoefitsendid

(Spearman'i r).

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

POMC
TYR
TYRP1
DCT
MCIR
MC2R
MC3R
MC4R
MC5R
ASIP
AGRP
MITF
LEF1
USF1
p38
CREBI1
PIK3CB

POMC TYR TYRP1 DCT

1,00
0,11
-0,14
-0,17
-0,15
0,29
0,24
0,27
0,26
0,16
-0,02
-0,09
-0,14
-0,36
-0,20
0,22
-0,00

RPS6KB1 -0,08

BCL2

-0,06

-0,11
1,00
0,747%%*
0,69%%*
0,21
0,08
-0,04
-0,05
-0,10
0,12
0,16
-0,37
0,03
-0,30
-0,30
-0,33
-0,02
-0,47*
0,23

0,14 0,17
0,74%%% (),69%%**
1,00 0,81%%*
0,81%** 1,00
0,06 0,06
024 0,19
028 -0,07
-0,42*% -0,26
0,13 0,06
0,01  -0,00
0,13 -0,02
0,14 0,12
027 0,13
0,11  -0,16
0,16 0,01
030 -0,32
0,11 034
032  -0,08
0,15 024

MCIR MC2R MC3R MC4R MCSR ASIP AGRP MITF LEF1 USF1

0,15
0,21
0,06
0,06
1,00
0,30
0,17
0,45%
0,24
0,17
0,36
-0,34
-0,55*
-0,33
-0,26
-0,40
0,21
0,27
-0,36

0,29
0,08
0,24
0,19
0,30
1,00
0,44*
0,60%*
0,28
0,23
0,24
-0,30
0,19
-0,02
0,14
0,04
0,16
0,24
0,22

0,24
-0,04
-0,28
-0,07
0,17
0,44*
1,00
0,83%%*
0,76%%*
0,36
0,16
-0,16
-0,32
-0,33
-0,15
-0,25
-0,11
-0,15
-0,37

0,27
-0,05
-0,42%
-0,26
0,45*
0,60%*
0,83%%*
1,00
0,62%%*
0,17
0,29
0,24
-0,13
-0,19
-0,28
0,09
-0,25
-0,20
-0,08

0,26
-0,10
-0,13
0,06
0,24
0,28
0,76%**
0,62+%%*
1,00
0,29
-0,01
-0,17
-0,34
-0,40
-0,23
-0,16
-0,07
-0,02
-0,42

0,16
0,12
0,01
-0,00
0,17
0,23
0,36
0,17
0,29
1,00
0,12
-0,01
-0,30
-0,38
-0,26
-0,39
-0,18

-0,39*

0,14

-0,02
0,16
0,13
-0,02
0,36
0,24
0,16
0,29
-0,01
0,12
1,00
-0,07
-0,03
-0,06
0,30
-0,18
0,37
0,22
0,12

-0,09
-0,37
-0,14
0,12
0,34
-0,30
0,16
0,24
-0,17
-0,01
-0,07
1,00
0,35
0,30
0,46%*
0,43*
0,35*
0,35*
0,46

-0,14
0,03
0,27
0,13
-0,55*
-0,19
0,32
0,13
0,34
-0,30
-0,03
0,35
1,00
0,57%*
0,12
0,53%*
0,04
0,03
0,627%*

-0,36
-0,30
0,11
-0,16
0,33
-0,02
0,33
-0,19
-0,40
-0,38
-0,06
0,30
0,57%*
1,00
0,12
0,26
-0,04
-0,06
0,32

p38
-0,20
-0,30
-0,16
0,01
-0,26
-0,14
-0,15
-0,28
-0,23
-0,26
0,30
0,46
0,12
0,12
1,00
0,22

CREBI1 PIK3CB RPS6KB1 BCL2

0,22
-0,33
-0,30
-0,32
-0,40
0,04
-0,25
0,09
-0,16
-0,39
-0,18
0,43*
0,53%*
0,26
0,22
1,00

0,63%** 0,13
0,69%** 0,36

0,19

0,58**

-0,00
-0,02
0,11
0,34
-0,21
-0,16
-0,11
-0,25
-0,07
-0,18
0,37
0,35%
0,04
-0,04
0,63%%*
0,13
1,00
0,55%%*
0,12

-0,08
-0,47*
-0,32
-0,08
-0,27
-0,24
-0,15
-0,20
-0,02
-0,39*
0,22
0,35%
0,03
-0,06
0,69% %%
0,36
0,55%%%
1,00
0,01

-0,06
0,23
0,15
0,24
-0,36
0,22
0,37
-0,08
-0,42
0,14
0,12
0,46
0,62%*
0,32
0,19
0,58%*
0,12
0,01
1,00
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