VITILIGO PATOGENEZINDE ADENOZIN DEAMINAZ
VE KSANTIN OKSIiDAZ ENZIMLERI iLE
PROTEIN OKSiDASYON URUNLERININ TAYINi

Biisra DALMAN
1148203101

TIBBi BIYOKIMYA ANABILIiM DALI
YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN
Prof. Dr. Ahmet GUREL
Tez No: 2015/102

2016- TEKiRDAG



TURKIYE CUMHURIYETI
NAMIK KEMAL UNIiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

VITILIGO PATOGENEZINDE ADENOZIN DEAMINAZ
VE KSANTIN OKSIDAZ ENZIMLERI iLE PROTEIN
OKSIDASYON URUNLERININ TAYINI

BUSRA DALMAN
1148203101

TIBBi BiYOKIMYA ANABILiM DALI
YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN
Prof. Dr. Ahmet GUREL

Tez No: 2015/102

2016- TEKIRDAG



TESEKKUR

Oncelikle tez caliymam sirasinda deneyimlerinden yararlandigim, bana
rehberlik eden danisman hocam, Namik Kemal Universitesi Tibbi Biyokimya
Anabilim Dali Baskan1 Prof. Dr. Ahmet GUREL’e, yardimlarindan dolayr Namik
Kemal Universitesi Tibbi Biyokimya Ana Bilim Dali gretim iiyesi Dog. Dr. Savas
GUZEL’e, Dog. Dr. Feti TULUBAS’a, Dog. Dr. Murat AYDIN’a; Namik Kemal
Universitesi Tip Fakiiltesi dgretim iiyesi Yrd. Dog. Dr. Mehmet Emin YANIK’a ve
laboratuar ¢alismalarimda yardimlari i¢in Aras. GoOr. Ahsen YILMAZ’a

tesekkiirlerimi sunarim.



Vi

KABUL ve ONAY

Namik Kemal Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Biyokimya Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Programi
Cergevesinde Prof. Dr. Ahmet GUREL danismanlhiginda yiiriitiilmiis
bu ¢alisma, asagidaki jiiri tarafindan

Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi

07/03/2016

Prof. Dr. Ahmet GUREL
Namik Kemal Universitesi

Jiiri Baskani

Prof. Dr. Sadik SOGUT Dog. Dr. Murat AYDIN
[stanbul Medeniyet Universitesi Namik Kemal Universitesi
Uye Uye

Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Yiiksek Lisans Programi ogrencisi Biisra

DALMAN’nin “Vitiligo Patogenezinde Adenozin Deaminaz, Ksantin Oksidaz ve

Protein Oksidasyon Uriinlerinin Tayini” baslikli tezi 07.03.2016 tarihinde Pazartesi

giinii saat 09.30’da Namik Kemal Universitesi Lisansiistii Egitim — Ogretim ve Sinav

Yo6netmeligi’nin ilgili maddeleri uyarinca degerlendirilerek kabul edilmistir.

Prof. Dr. Burhan TURGUT

Enstiti Midiira



vii

OZET

Dalman, B. Vitiligo Patogenezinde Adenozin Deaminaz ve Ksantin
Oksidaz Enzimleri ile Ileri Oksidasyon Protein Uriinlerinin Tayini, Namk
Kemal Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyokimya Anabilim Dal,
Yiiksek Lisans Tezi, Tekirdag, 2015. Vitiligo melanosit hiicrelerinde olusan
fonksiyon bozukluguna bagl gelisen genel bir cilt rahatsizligidir. Deri {izerinde
beyaz yamalar, saglarda, kas ve kirpiklerde beyazlama seklinde kendini belli eder.
Ciltteki baz1 beyazlamalar vitiligonun tiirline gore kasintili ve agrili olabilir.
Oksidatif stres ve ultraviyole isinlara uzun siire maruz kalinmasi bu hastaligin

gelismesinde 6nemli bir rol oynar.

Bu ¢aligma, vitligolu hastalarin serum adenozin demainaz (ADA), ksantin
oksidaz (XO) aktiviteleri ile karbonil protein (KP), ileri oksidasyon protein iirtinleri
(IOPU), total tiyol (TT) , nitrik oksit (NO) ve iirik asit (UA) diizeyleri
degerlendirilerek, bu parametrelerin vitiligo hastaliginin patogenezindeki roliinii
arastirmak amaciyla planlandi. Calismaya 40 saglikli eriskin ve 40 vitiligo hastast
alindi. Calismaya katilmay1 kabul eden goniilliilerin serum 6rneklerinde ADA, XO,
NO, UA, TT, IOPU, KP, spektrofotometrik ydntemler ile ¢alisildi. Serum ADA ve
XO aktiviteleri hasta grubunda kontrol grubuna gore yiiksek saptandi. Serum NO,
IPOU ve KP diizeyleri hasta grubunda kontrol grubuna gore yiiksek saptanirken, TT

ve UA diizeyleri hasta grubunda kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiiktii.

Sonu¢ olarak, vitiligolu hasta grubunda proteinlerin oksidasyonun bir
gostergesi olarak kullanilan PK ve IOPU degerlerinin kontrol grubundan yiiksek
saptanirken antioksidan sistemin bir bileseni olan TT diizeyindeki azalma hastaligin
patagonezinde oksidatif stresin etkili oldugunu, ADA aktivitesindeki artisin
hastaligin immiinolojik temelinde 6nemli rol oynadigini, hastaligin patagonezinde
etkili bir faktor olan hidrojen peroksidin en 6nemli kaynagi olan XO inhibitorlerinin

kullanimiyla tedavide etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Adenozin Deaminaz, Ksantin Oksidaz, Nitrik Oksit, Protein
Oksidasyonu, Total Tiol, Urik Asit ve Vitiligo.
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ABSTRACT

Dalman, B. The Determination of Adenosine Deaminase and Xanthine
Oxidase Enzymes via Advanced Oxidation Protein Products In Vitiligo
Pathogenesis. Namuk Kemal University, Institute of Health Sciences,
Department of Medical Biochemistry Master’s Thesis, Tekirdag, 2015. Vitiligo
is a common skin disorder which forms with melanocyte cell dysfunction. It comes
out white patches on skin, hair and eyebrow. In terms of type of vitiligo, some of the
white lesions can be itchy and painful. Oxidative stress and exposuring UV light play

a crucial role on the evalution of the disease.

This research was planned for investigation of enzymatic activation levels of
ADA (adenosine deaminase) and XO (xhantine oxidase) and determination of serum
levels of carbonyl protein (CP), AOPP (advanced oxidation protein products), TT
(total thiol), NO (nitric oxide), UA (uric acid). For this purpose, 40 healthy people
and 40 patients who have vitiligo disease, were selected. In the volunteer people’
serum samples ADA, XO, NO, UA, TT, AOPP and CP levels were measured by
spectrophotometric methods. In patients group, the activation of serum ADA and
XO were found higher than healthy group. While NO, AOPP and CP were found
higher in patients group, UA and TT levels were identified less in patients’ serum

samples.

As a consequence, in patients’ group, the levels of CP and APOP that are
used as a sign of any protein oxidation, also they were found higher than control
group. Moreover, decreasing of serum TT level which is a part of antioxidant system,
the low level of TT shows that the oxidative stress is effective on vitiligo
pathogenesis process. Also, incresed activation of ADA proves that ADA plays
important role on immun system. Furthermore, XO inhibitors block the producing of
hydrogen peroxide radicals which have critical role on process of the disease. Thus,
these inhibitors can be thought as a treatment way for the vitiligo pathogenesis.

Key Words: Adenosine Deaminase, Nitric Oxide, Protein Oxidation, Total Thiol,
Uric Acid, , Vitiligo and Xanthine Oxidase.
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1. GIRIS ve AMAC

Vitiligo ¢ok eski donemlerden beri insan hayatini etkileyen 6nemli bir cilt
rahatsizhigidir. Yaklasik olarak toplum niifusunun %1 lik kismin1 etkiler. Her irktan,
cinsiyetten ve yastan insanlarda goriilebilir. Deride, saglarda ve viicut killarinda da
goriilebilen beyazlamayla kendini gosterir. Hastaligin major sebebi deriye rengini
veren melanin pigmentinin vitiligolu bolgelerde aktifligini kaybetmesidir. (Dervis
2011).

Vitiligo patogenezinde melanosit dejenerasyonu nedeni hala tam olarak
aydinlatilamamistir. Bununla birlikte bazi in vivo ve in vitro ¢alismalar oksidatif
stresin patagonez seyrinde onemli rolii oldugunu ortaya koymustur. (Maresca ve dig.
1997)

Oksidatif stres hem hiicrelerin DNA’ sma hem de lipid peroksidayonuna
sebep oldugundan birgok rahatsizligin en temel sebebi olmustur. Oksidatif stres ve
ultraviyole 1sinlara maruz kalan melanosit hiicrelerinin fonksiyon bozukluguna
dayal1 olan bu rahatsizligin maalesef giinlimiize kadar bulunmus herhangi kesin bir
tedavi yontemi bulunmamaktadir. Yapilan c¢alismalarin ¢ogunda melanosit
hiicrelerindeki fonksiyon bozuklugunun nedenleri arastirilmaya calisilmistir.

Hastaligin nedenini agiklamak i¢in ¢esitli hipotezler 6ne siiriilmiistiir. Bunlar;
genetik, otoimmiinite, sinir sistemi ve kendi kendini yok etme hipotezleridir. (Borlu
2009).

Bu ¢aligmanin amaci ise, vitiligo patogenezinde, adenozin deaminaz, ksantin
oksidaz, karbonil proteini, ileri protein oksidayon iriinleri, nitrik oksit ve tiyol
serum seviyelerini, kontrol ve hasta gruplarini karsilagtirarak aralarindaki fark: tespit

etmektir.



2.GENEL BILGILER

2.1.1. Tanimi

Vitiligo deri ve saclarda goriilebilen, deriye rengini veren melanin pigmentini
salgilayan melanosit hiicrelerinin bozulmasindan dolay1 olusan bir renk kaybidir.
Saglikli bir kiside melanositler tarafindan salgilanan melanin pigmenti deriyi
ultraviyole 1sinlarin zararli etkilerinden korur. (Ortonne ve dig. 1997, Spielvogel ve
Kantor 1997).

2.1.2. Tarihgesi

Ik tanimi 3000 yildan daha fazla bir zaman &6nce antik Hint ve Misir
metinlerinde karsimiza c¢ikar. Erken caglarda tanimlanmis olmasina ragmen o
donemlerde ciizzam hastalig1r ile karistirillir ve bu durum vitiligo hastalarinin
toplumda damgalanmasina sebep olur.

Vitiligo latince leke anlamina gelen “vitium” dan tiiremistir. Bir bagka
kaynakda da dana manasina gelen “vitelius” kelimelerinden tiiredigine
inanilmaktadir. ( Millington ve Levell 2007). Vitiligodaki depigmente alanlar benekli
danalardaki beyaz yamalara benzetilmistir. (Kovacs ve dig. 1997). Tarihte insanlar
hastaligin tedavisi i¢in fototerapiden yararlanmislardir. Fakat bu tedavi yontemi 20.
yizyilin yarisindan sonra yalnizca batida olup, ultraviyole A ve B nin

gelistirilmesiyle uygulanmistir. (Millington ve Levell 2007).

2.1.3. Epidemiyoloji

Aragtirmalara gore, vitiligo biitiin 1rklarda, her yastan ve cinsiyetten
insanlarda goriilebilen, diinya nifusunun %0.5-4 lik kismini etkileyen cilt
rahatsizligidir. (Taieb ve Picardo 2009, Szczurko ve Boon 2008). Her yasta
gelisebilmesine ragmen ¢ogunlukla 20’li yaslardan once hizla gelisip daha sonraki

yillarda yavas bir biiylime ve yayilma seyreder. (Kovacs 1998, Mosher ve dig.1999).

2.1.4. Etyolojisi

Vitiligo antik c¢aglardan beri bilinen bir hastalik olmasina karsin hastaligin

nedeni tam olarak aydinlatilamamistir. Bununla birlikte ¢esitli hipotezler One



stiriilmiistiir. Bu hipotezler; genetik, otoimmdinite, sinir sistemi ve kendi kendini yok
etme hipotezleridir. (Borlu 2009).

2.1.5. Patogenezi

Vitiligonun patogenezi tam olarak heniiz aydinlatilamamistir. Fakat hastaligin
melanositlerin fonksiyon bozuklugu ve /veya melanosit yoklugundan kaynaklandigi
agiklanmustir.

Dogustan gelen cilt depigmentasyonlart 1rsi olmakla birlikte zaman
igerisinde bir yayilma, ilerleme gostermez. Bu tiir cilt depigmentasyonlarinin vitiligo
ile ayrimi ancak klinik bulgularla anlasilabilir. Yapilan calismalar ile derideki
lezyonel ve perilezyonel bolgelerde histolojik degisiklikler iki farkli durum igerebilir.
Yapilan bir arastirmada vitiligolu 100 hastadan lezyonel ve perilezyonel
bolgelerinden alinan melanositler, melanin miktarlari, dogustan cilt depigmentasyonu
olan 30 hasta ile karsilagtiriliyor. Histolojik agidan lezyonel depigmentasyonu olan
hastalarda dermal enflamasyon ile basal hipopigmentasyonun, perilezyonel normal
deriye gore daha fazla oldugu goriiliyor. Bununla birlikte dogustan gelen
depigmentasyonda da melanin azalmasi s6z konusudur. Fakat bu azalma vitiligodaki
kadar ¢ok degildir. (Choi ve dig. 2008).

Vitiligonun idiopatik olmasinin iki biyokimyasal anormallikle ilgili oldugu
bir aragtirmayla agiklanmistir. Bunlardan ilki, serumda ve idrarda artan katekolamin
(epinefrin, norepinefrin ve dopamin) diizeyleri ve onlarin ilgili metabolitleri olan, 3-
metoksi 4-hidroksifenil glikol, normetanefrin, metanefrin, vanilmandelik asit ve
homovanilik asit ve ayni zamanda 5-hidroksiindol asetik asit seviyelerinin artmig
olmasidir. (Cucchi ve dig., 2000, Morrone ve dig., 1992, Schallreuter ve dig., 1994).
Ikinci neden ise; epidermiste olusan yiiksek seviyedeki hidrojen peroksit aktivitesinin
antioksidan savunma sistemini tehdit etmesi olarak gosterilmistir. (Schallreuter ve
dig., 1999).

Dabha ileri diizeyde bagska bir ¢alisma da insan melanositlerinin, norepinefrinin
otokrin sentezi i¢in tim mRNA tiirlerini ve gerekli enzimleri ekspire edebildigi fakat
epinefrin iiretiminde yetersiz oldugunu ortaya koymustur. Vitiligolu hastalarin GTP-
siklohidroksilaz I aktivitelerinin bes kata kadar daha fazla oldugu ve bu durumunda

(6R) tetrahidrobiopiterinlerin (6-BH4), de novo sentezlerini artirdigi goriilmiistiir. 6-



BH4’ in devam eden firetimi ilk olarak, epidermisde 7-tetrahidropiterin (7-BH4)’ in
enzimatik olmayan yan fiiriinlerinin birikmesine sebep olur. Ikinci olarak da
keratinositlerde katekolamin iiretiminin artmasina sebep olur. Bu durumun,
norepinefrin sentez seviyesinin, hem plazmada hem de idrarda artisina sebep oldugu
ortaya konmustur. (Schallreuter ve dig.,1994).

Vitiligolu hastalarda artan 6-BH4 sentezi norepinefrinin yiiksek oranlarda
tiretilmesini ve bunun da direkt olarak hem monoamin oksidazlarin (MAO-A)
diizenlenmesini, hem de katekol o- metil transferazlarin (COMT) diizenlenmesini
sitimiile ettigi goriilmiistiir. (Schallreuter ve dig. 1996, Le Poole ve dig., 1994).
Epidermisde MAO-A aktivitesinin artmasi ve 6-BH4’ in anormal doniisiimiiniin
baska bir sonucu da hidrojen peroksit birikiminin artmasidir. (Schallreuter ve dig.,

1994).

Vitiligo Patogenezi Ile lgili Teoriler

a)Noral Teori

Noral hipotez ilk olarak 1959 yilinda Lerner tarafindan ortaya atilmigtir.
Lerner segmental vitiligonun asir1 terleme ve duygusal c¢okiintiiyle baglantili
oldugunu savunmustur. (Lerner 1959, Koga ve Tango 1988, Manolache ve Benea
2007).
Sempatik Sinir Sisteminin Rolii

Sempatik sinir sisteminde olusan fonksiyon bozuklugu melanin iiretimini
olumsuz yonde etkileyerek depigmentasyona yol agar. Bu durumu engellemek igin
iyontoforez ve lazer tedavisiyle sempatik sinir sisteminin uyarilmas: miimkiindiir.
(Wu ve dig. 2000)Arastirmaya gore segmental vitiligolu hastalarda, lezyonlarda ki
kan akis hizinin saglikli cilde gore ii¢ kat daha fazla oldugu tespit edilmistir. Fakat bu
fark segmental olmayan vitiligo tiirleri i¢in sdylenemez. (Ghada ve dig. 2015).
Noropeptid ve Noronal Belirtecler

Aragtirmada noropeptid Y’ nin, lezyonlarin marjinal bolgelerinde
noradrenaline bagl olarak arttig1 gozlenmistir. (Al’ Abadie ve dig. 1994). Stres gibi,
zamanla birikim gosteren faktorler nemli derecede noropeptid iiretimine neden olur
ve olusan noropeptid Y, vitiligo hastaligini indiikler. (Lazarova ve dig. 2000, Yehuda
ve dig. 2006). Ayrica yapilan bir kohort ¢alismada sinir biiytiime faktoriiniin vitiligolu



hastalarda arttig1 gézlenmistir. (Rateb ve dig. 2005).
Stresin yiikselmesi sag folikiillerinde sinir bitylime faktoriiniin, NGF (nerve

growth factor) ifadesini artirir. (Peters ve dig. 2004).

b)Otoimmiin Teori

Otoimmiinitenin vitiligo gelisiminde giiglii bir etkisinin oldugu bilinmektedir.
Bu yiizden hastaligin kendisi de otoimmiin bir hastalik olarak kabul edilmistir. (Le
Poole ve Luiten 2008).

Vitiligoda viicut sivilarinin  verdigi cevap otoantikorlarin melanositik
antijenlere sirkiilasyonu ile tespit edilmistir ve bu durumun hastaligin aktivitesiyle
korelasyon gosterdigi goriilmiistiir. (Harning ve dig. 1991, Kemp ve dig. 1998).

Bazi otoantikorlarin immiinglobiilin G smifi ile ilgili oldugu ve lezyonel
vitiligo epidermisinin bazal tabakasinda goriildiigii ve komponent C3 iin birikimi ile
iligkisi oldugu bulunmustur. (Uda ve dig. 1984).

Tirozinaz, tirozinaz-ilgili protein-1(TRP-1), TRP-2, Pmel17 gibi proteinler ve
SOX9, SOX10, tip 1 membran reseptor gibi transkripsiyonel faktdrler melanin
konsantre edici hormon ile iliskilidir. (Okamoto ve dig. 1998, Kemp ve dig. 2002).

Yapilan yeni bir aragtirmayla diizenleyici T hiicrelerinin (Tregs) vitiligo
patogenezinde Onemli bir rolii oldugu saptanmistir. (Dwivedi ve dig. 2015). Bu
hiicrelerin fonksiyonu periferal toleransi saglamaktir. Kendi kendine reaktif olabilen
ve kendini onarabilen bu hiicrelerin vitiligolu hastalarda kontrol grubuna gore

azaldig: tespit edilmistir. (Lili ve dig. 2012, Dwivedi ve dig. 2013).

¢) Ozyikim Teorisi

Vitiligoda melanositler kendi hiicre 6liimlerini engellemeye ¢alisirlar. Farkli
anormallikler gosterebilirler. Ornegin, anormal graniillii endoplazmik retikuluma
sahip olma, tanimlanamamis melanosit biiyiime faktorlerinin yoklugu (fibroblast
biiyiime faktorii gibi) ve lezyonel bolgede c-kit reseptorlerinin ekspirasyonunu
saglayan melanositlerin sayisindaki azalma bu anormalliklere ornektir. (Boissy ve
dig. 1991, Norris ve dig. 1996).

Melanositler devamli olarak keratinosit tiirevli c-kit sitimiilasyonuna ihtiyag

duyarlar. Boylece keratinosit tiirevli c-kit faktoriin zayif ifadesi (stem cell factor gibi)



pasif melanosit O6limiine neden olabilir. Bu durum Koebner hadisesi olarak
aciklanmistir. (Lee ve dig. 2005).

Bu hipotezlerin yamisira vitiligolu hastalar hastaliklarin1 yasamlarmin bir
boliimiinde karsilastiklar1 zorlu durumlara (6liim, kaza vb.) baglayabilirler. Bunlarin
yaninda ruhsal saglik, stresli bir hayata sahip olma durumlar1 da hastalifin ortaya
cikmasinda gosterilebilecek nedenler arasindadir. Ayni1 zamanda giines 1s1g1na maruz
kalindiginda ve sicak aylarda vitiligo lezyonlarinin daha belirgin hale geldigi de
goriilmiistiir. (Gupta ve dig. 2002).

Vitiligonun sik¢a birlikte goriildiigi hastaliklar ise; Hashimato tiroiditi,
diabetes mellitus, Crohn hastaligi, Addison hastaligi, Alopesia areata ve biliyer
sirozla beraber karsilasilabilir. Ayni zamanda malign melanom ile beraber de
goriilmesi anlamlidir.

Vitiligolu hastalar melanin yoklugundan dolay1 diger hastaliklara agik hale
gelirler. Vitiligolu hastalarin %40’ inda retinanin koroid tabakasinda ya da pigment

epitelinde melanositlerin yikimi goriilmiistiir. (Ozdemir 2009).

2.1.6. Histopatogenez

Vitiligo patogenezinin altinda yatan en temel sebep melanositlerin hasari ve
fonksiyon bozukluklaridir. Vitiligolu bolgelerdeki melanosit yoksunluguna karsilik
lezyonun bitiminde bulunan melanositler kolaylikla ayirt edilebilir. Bu kisimlar
melanosit¢e zengin dendritik uzantilar olusturur. (Spielvogel ve dig. 1997). Lezyon
sonlarinda dendrit sayisiyla beraber melanositlerin boyutlarinda artis s6z konusudur.
Ayni zamanda bu bolgelerde lenfosit sayilarinda da artig goriilebilir. Vitiligonun
inflamatuar olmasi durumunda dermisteki lenfosit sayisinda artis olur. (Weedon
2002, Norlund ve Lerner 1982).

2.1.7. Vitiligo’nun Klinigi ve Siniflandirilmasi
a) Klinigi

Genellikle asemptomatik bir rahatsizlik olan vitiligo bazen kasmtili olabilir.
Glines yanig1 durumunda agrili bir hal alabilir. Vitiligolu lezyonlar iizerindeki
killarda beyazlagma goriiliir. Baz1 durumlarda bu beyazlasmalar sadece saclarda veya

killarda da goriilebilir. Lezyonlar viicudun ¢esitli yerlerinde goriilebilir. Yaygin



olarak yiizde, géz ve agiz ¢evresinde, ellerde, gobek ve genital bolgede goriiliir.

(Ozdemir 2009, Shelley ve Ohman 1969, Ortonne ve dig. 1983).

b) Simiflandirmasi

Vitiligonun siniflandirilmasinda temel olarak iki form karsimiza ¢ikar. Bunlar
segmental vitiligo (SV) ve segmental olmayan (non-segmental, NSV) vitiligo
formlaridir. Tleri bir simiflandirma olarak da alt gruplarda; genel vitiligo, akrofasiyal
vitiligo ve universal vitiligo olarak incelenmistir. (Taieb ve Picardo 2007).
Segmental vitiligo spesifik bir bolge ile sinirlandirilabilinirken, segmental olmayan
vitiligo birkag bolgede birden goriilebilir.

Segmental olmayan vitiligo zamanla dagilma ve biliyiime olarak gelisme
gosterir. Bu durum fokal vitiligo ile iliskilendirilebilinir. Fokal vitiligo ise segmental
vitiligo (SV), non-segmental vitiligo (NSV) veya tek bir tiiriiyle siniflandirilamayan
vitiligo tiiriiyle (SV/NSV) birliktelik icerisinde gelisim gosterebilir. (Ezzedine ve dig.
2012).

NSV ilk olarak akrofasiyal olarak siniflandirilmasina ragmen daha sonra
genel vitiligo igerisinde siiflandirilmistir. (Ezzedine ve dig. 2011).

Bir bagka c¢alismada ise vitiligo, lokalize ve genel vitiligo olarak ikiye
ayrilmistir. Lokalize vitiligonun alt gruplarinda, fokal, segmental ve mukosal tiirleri
bulunurken; genel vitiligonun alt gruplarinda akrofasiyal, vulgaris ve liniversal tiirleri
bulunmaktadir. (Ghada ve dig. 2015).

Fokal (Lokalize) Vitiligo: Depigmente olan kiiciikk lezyonlarin oldugu vitiligo
tipidir. Tipik bir segmental dagilim gostermez. Non-segmental ve segmental olabilir.
(Ezzedine ve dig. 2012).

Mukosal Vitiligo: Agiz veya genital bolgede goriiliir. (Ezzedine ve dig. 2012).
Universal Vitiligo: Derinin tamami veya tamamina yakin bir kisminda dagilim
gosteren ¢esididir. (Ezzedine ve dig. 2012).

Genel Vitiligo: Vitiligo vulgaris olarak bilinen bu tiir en yaygin vitiligo tiirtidiir.
Ellerde, kol ve bacaklarda, yiizde goriiliir. (Sehgal and Srivastava 2007).

Akrofasiyal Vitiligo: Cogunlukla el ve ayak parmaklariyla sinirlandirilmistir.

2.1.8.Tedavisi

Kisilerde hem cilt bozukluklarina hem de duygusal ¢okiintiiye sebep olan



sosyal bir problem oldugundan, vitiligo i¢in eski zamanlardan beri g¢esitli tedavi
yontemleri uygulanmistir. (Sayrak ve dig. 1995). Fakat vitiligo i¢in su ana kadar
bulunan etkili bir ila¢ yoktur. (Sehgal ve Srivasta 2006).

Yas ve vitiligonun tipi tedavinin tiirii i¢in 6nemlidir. Uygulanacak tedavinin
basarist ise lezyon biiyiikliigline, yayginligina, derinin rengine ve hastanin yasina
gore degisir. (Kovacs 1998).

Ozellikle genel viicut saglhg icin iyi beslenme ve hastaligin altindaki
sebeplerin giderilmesi, degisik reaktiflerle herhangi bir bolgedeki depigmentasyonun
baskilanmasi ve repigmentasyonun ise uyarilmasi igin gereklidir. (Sehgal ve Srivasta
2006).

Cerrahi girisimlerin nihai sonug¢ verdigi vitiligo tipi ise inat¢1 ama ilerlemeyen
tipidir. Yaygin, ilerleme gosteren, inat¢1 ve repigmentasyonun miimkiin olmadigi
hastalarda, hastanin istegine gore geride kalan deriye depigmentasyon uygulanabilir.
(Sehgal ve Srivasta 2006).

Tedaviye baglamadan 6nce hastanin otoimmiin bir hastaliginin olup olmadigi
arastirilmalidir. Ayn1 zamanda hastanin tedaviden yarar géremeyebilecegi noktasinda
hasta bilgilendirilmelidir. (Lebwohl ve dig. 2002).

Giines 15181ndan korunma vitiligo lezyonlarinin yayilmasini engelleyen 6nemli
bir faktordiir. Bunun i¢in SPF 30 un {izerinde olan giines koruyucular kullanilabilir.
Ozellikle ¢inko oksit ve titanyumdioksit iceren koruyucular UVA ya kars: etkilidir.
Bunun yaninda kimyasal koruyucularda kullanilabilir. Fakat paraaminobenzoik asit
(PABA) ve esterlerini igeren koruyucular UVA ya karsi koruyucu 6zellige sahip
degildir. (Hazneci 1998).

Repigmentasyonu sitimiile etmek i¢in uygulanan tedaviler; topikal steroidler,
vitamin D analoglari, kalsineiirin inhibitorleri, fototerapi, lazer terapi ve cerrahi
operasyonlart kapsar. Bununla birlikte US FDA onay1 olan vitiligo repigmentasyon
oranini artiran, herhangi bir topikal iiriin bulunmamaktadir. Dahasi giliniimiizde
uygulanan tedavi yontemleri yavas olabilir, yeterli olmayabilir ve yan etkilerden
dolay1 sinirlandirilmis olabilir. (Szczurko ve Boon, 2008, Kostopoulou ve dig. 2009,
Xiao ve dig. 2015). Dolayisiyla, tedavi amagh tamamlayici ek gidalarin (herbal ve
vitamin takviyeleri gibi) kullanilmasi i¢in, hastalar ve doktorlar arasinda ortak bir

kantya varilmistir. (Szczurko ve Boon, 2008).



L-Fenilalanin: L-fenilalaninin esansiyel bir aminoasit olmasinin yaninda melanin
sentez yolaginda tirozinin Onciisiidiir. Oral yolla aliman fenilalanin vitiligo
tedavisinde ultraviole A (UVA) fototerapisi ile beraber kullanilir. (Brandon ve dig.
2015). Arastirmaya goére alti ayda hastalarin en az %75 inde oral yolla alinan
fenilalanin sonucu repigmentasyon gozlenmistir. (Antoniou ve dig. 1989).

Lazer Terapisi: Lazer terapisi vitiligo tedavisinde son on yilda popiiler olan yeni bir
tedavi yontemidir. Calisma mekanizmasi konvensiyonel 1sin tedavisi ile ayni
diisiintilebilir. Saglikli deri lizerinde daha az etkili ve boylece viicudun tamaminin
daha az radyasyona maruz kaldigi bir yontemdir. Monochromatic excimer laser
(MEL) UV araliginda 151n yayar ve vitiligo tedavisinde en ¢ok kullanilan lazer terapi
tirtidiir. (Hadi ve dig. 2004).
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2.2. Adenozin Deaminaz

Adenozin deaminaz (ADA), piirin metabolizmasinda gorevli olup, geri
dontigsiiz bir reaksiyonla adenozinin ve deoksiadenozinin sirasiyla inozine ve
deoksiinozine donisiimiinii katalizler. (Cristalli ve dig. 2001). Enzim alfa e beta
ikinicil yapilar icerir. Alfa heliks yapilar daha ¢ok periferde yer alirken beta tabakalar
daha ¢ok i¢ bolgede bulunmaktadir. Enzimin aktif merkezinde kofaktor olarak ¢inko
iyonu bulunur. (Sekil 2.1). (Cooper ve dig. 1997). Cinko atomu bu bolgede Hisl5,
His17, His214, Asp295 aminoasitleri ile iliskilidir. ADA geni 20. Kromozomun uzun
kolunda (q) lokalizedir.

Sekil 2.1. Adenozin Deaminaz Enzimi. Adenozin deaminazin kristal yapist. Ortadaki

gri kiire ¢inko iyonu. (http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureld=2ADA)

ADA’nin ADA-1 ve ADA-2 olmak iizere iki formu vardir. ADA-1
¢ogunlukla viicut hiicrelerinde makrofaj ve lenfositlerde bulunur. Sadece sitozolde ve
cekirdekte bulunmayip ayn1 zamanda hiicrenin disinda hiicre zarmin yiizeyinde di-
peptidil peptidaz-4’ e baglanarak bulunabilir. ADA-1 ¢ogunlukla hiicre i¢i olaylarda
aktivite gosterir. Hem kiiciikk form (monomer) ve hem de biiyiikk form (dimer)
seklinde bulunabilir. (Cristalli ve dig. 2001). Kiigiikten biiyiige olan form degisimi
hiicrede doniistim faktorii (conversion factor) tarafindan akcigerde diizenlenir.
(Schrader ve Stacy 1977).

ADA-2 ise ilk olarak insan dalaginda kesfedilmistir. (Schrader ve dig. 1978).
Daha sonra sirasiyla diger dokularda da bulunmustur. Ayni zamanda makrofaj
hiicrelerinde ADA-1 ile beraber bulunur.

Iki izoform da adenozinin deoksiadenozine oranin diizenleyerek parazitlerin
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oldirilmesinde etkilidir. (Zavialov ve Engstrom 2005).

Temelde bu enzim immiin sistemin devami ve gelismesi i¢in gereklidir. Ayni
zamanda epitelyal hiicre farklilagsmasi, sinirsel iletim ve hamileligin devaminda da
etkili oldugu goriilmistiir. (Moriwaki ve dig. 1999).

Azalan ADA aktivitesi pulmoner inflmasyona, timisle ilgili hiicre 6limiine
ve T hiicreleri reseptor sinyallerinin kusurlu olmasina sebep olabilir. (Blackburn and
Kellems 2005, Apasov ve dig. 2001). Ayrica AIDS (Salvatore ve dig. 1987),
tuberkiiloz (Ungerer ve dig. 1989), bazi tiimorler (Trotta ve dig. 1982, Mahajan ve
dig. 2013), bakteriyel menenjit (Chala ve dig. 1991), bazi cilt hastaliklarinda
(Koizumi ve dig. 1983, Koizumi ve dig. 1985), romatizmal hastaliklarda (Yuksel ve
Akoglu 1988), karaciger hastaliklarinda (Kobayashi ve dig. 1993) ve multibil
skleroz (Kopff ve dig. 1993) gibi bir¢ok hastalikta enzim aktivitesinde degisiklikler
gozlenmektedir. Ozellikle tiiberkiiloz tan1 ve takibinde aktivite degisikliklikleri
faydali bir parametre olarak kullanilmaktadir. (Segura ve dig. 1989).
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2.3.Ksantin Oksidaz (XO)

Enzim 146 kDa agirligindadir ve 1330 aminoasit rezidiisii igerir. (Enroth ve
dig. 2000). XO molibden igeren bir flavoenzimdir. Enzimin ksantin oksidaz (XO, EC
1.1.3.22) ve ksantin dehidrogenaz (XD, EC 1.1.1.204) olmak {izere iki farkli formu
bulunur. XO izoformu XD enziminin silfidril gruplarinin oksidasyonu ya da
proteolizi ile olusur. (Harrison 2002). XO yapisinda kofaktor olarak iki molibden
(melibdoprotin) ve sekiz demir atomu (2Fe-2S yapisinda) ile iki adet FAD molekiilii
bulunur. (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. Ksantin Oksidaz. XO enziminin kristallografik yapisi. FAD kirmizi renkli
bilesik, FeS-merkezleri portakal, molibden iceren kofaktoér molibdoprotein sar1 renkli

ve salisilat mavi ile gosterilmistir. (http://en.wikipedia.org/wiki/Xanthine_oxidase).

Enzimin dehidrogenaz formu hem oksijeni hemde FAD’y1 indirgerken,
oksidaz formu sadece oksijeni indirger. Her iki formda ayn1 gen tarafindan kodlanir.
(McManaman ve Bain 2002). Sitozolik bir enzim olan XO piirin ve pirimidin
bazlarinin oksidasyonunu saglayarak, bu bazlarin katabolizmasinda onemli rol
oynar. (Hille 2005, Harrison 2002). Enzim hipoksantini ksantine, ksantini de tirik
aside oksidasyonunu kataliz eder. Bu reaksiyonlar sirasinda oksidan firiinler olan

hidrojen peroksit ve siiperoksit anyon radikali olusur. (Ardan ve dig. 2004). XO
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ayrica pterinler ve aldehidleride okside edebilir. Enzim tarafindan kataliz edilen
bagka bir Oonemli reaksiyon da aerobik sartlarda nitrik oksitten peroksinitridin
sentezidir. (Trujillo ve dig. 1998).

Insan endotelyal hiicreleri yiiksek XO enzim aktivitesine sahiptir. Ayrica
insanlarda bagirsak ve karaciger hiicreleri en fazla bu enzimin aktivite gosterdigi

hiicrelerdir. (Watts ve dig. 1965, Sarnesto ve dig. 1996).

XO’1n serum diizeyleri, kronik viral hepatik hastalarda, pnémoni vakalarinda,
tip 2 diabette, romatizmal hastaliklarda ve otoimmiin hastaliklarda artig
gostermektedir. (Mchale ve dig. 1979, Yamamoto ve dig. 1996, Ramboer ve dig.
1972, Shamma’a ve dig. 1973, Battelli ve dig. 2001, Akyol ve dig. 2001, Cosi¢ ve
dig. 2001, Kuppusamy ve dig. 2005, Miesel ve Zuber 1973).

Bu enzimin transkripsiyonel diizenlenmesi alinan besinlerle de ilgilidir.
Ornegin; diyetteki E-vitamini, selenyum, folik asit ve lipitten zengin gidalarin
yoklugu, serum ksantin oksidaz seviyesinin yiikselmesine ve bu durumunda
hiicrelerin serbest radikal saldirilarina agik hale gelmesine sebep olur. (Schroder ve

dig. 2006, Zhang ve dig. 2012).

IL-1B gibi inflamatuar sitokinler enzim aktivitesini artirirken, INF-y enzimin

mMRNA sentezini ve post-translasyonal aktivasyonunu artirir. (Page ve dig. 1998).
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2.4. Oksidatif Stres ve Protein Oksidasyonu

Vitiligo patogenezinde melanosit dejenerasyonu nedeni hala tam olarak
aydinlatilamamistir. Bununla birlikte bazi in vivo ve in vitro c¢alismalar oksidatif
stresin patagonez seyrinde énemli rolii oldugunu ortaya koymustur. (Maresca ve dig.
1997).

Vitiligolu hastalarda hidrojen peroksit ve peroksinitrit basta olmak iizere
reaktif oksijen tiirlerinin yiiksek epidermal seviyeleri tespit edilmistir. (Schallreuter
ve dig. 1991, Schallreuter ve dig. 1999).

Oksidatif stresi artirict yonde etkili olan ve hiicre i¢inde enzim kofaktorii
olarak gorev yapan biopterinler, melanosit olusumunda gorevli enzimlerin
(fenilalanin, hidroksilaz ve tirozinaz) inhibit6rii gibi davranir ve hidrojen peroksit
olusumunu uyarir. (Birol ve dig. 2006, Wood ve dig. 2004). Biopterin
metabolizmasinin anormal fonksiyonu, yiiksek seviyelerde tetrahidrobiopterin
(6BH,4) ve onun izomeri olan 7BH,’in vitiligo epidermisinde goriilmesine sebep olur.
(Schallreuter ve dig. 1994, Hasse ve dig. 2004).

Ek olarak reaktif oksijen tiirlerinin birikimi lipid peroksidasyonunu, DNA
hasarin1 ve antimelanojenik sitokinlerin {iretimini indiikler. Bu etkiler melanosit
olusumunu azaltan faktorlerdir.

Sonu¢ olarak lokal ve sistemik hidrojen peroksit seviyelerinin yiiksekligi
kalsiyum homeostasisini etkiler. Bu da melanositlerdeki tirozinin prekiirsorii olan L-

fenilalanin aminoasidinin hiicrelere alimin1 tehdit eder. (Schallreuter ve dig. 2007).

Klinik olarak oksidatif stresin en 6nemli indikatorleri lipid peroksidasyonu ve
protein oksidasyonudur. Lipid peroksidasyonu vitiligo da melanosit hasarinda 6nemli
etkiye sahiptir. Protein oksidasyonunun 6nemli bir pargasi olan, karbonil grup ilavesi
protein yan zincirlerinin kirilmasina ve proteolize neden olur. (Breusing ve Grune
2010, Dalle-Donne ve dig. 2003).

Ileri oksidasyon protein fiiriinleri (IOPU) bol miktarda ditirozin igerirler.
Ditirozin molekiili proteini proteolize karsi koruyan iki tirozinden olusan bir
molekiildiir. (DiMarco ve Giulivi 2007). Bu molekiil ¢apraz baglara (cross-link),

disiilfid kopriilerine ve karbonil gruplarimin olusumuna firsat olusturur. Temelde ileri


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=DiMarco%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17019703
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Giulivi%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17019703
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protein oksidasyon iriinleri oksidanlarin klorinlenmesiyle (hipoklorik asit ve

kloraminlerle) olusur. (Cakatay ve dig. 2008).

2.5. Antioksidan Sistem

Topikal ve oral antioksidanlar melanositleri reaktif oksijen tiirlerine karsi
koruyup onlarin yapilarinin bozulmasini engelleyebilir. Yapilan ¢aligmalar gosteriyor
ki antioksidanlar hem ucuz olmast hem de iyi tolare edilmesinden dolay1 vitiligo

tedavisinde etkili bir yontem olarak kabul edilir. (Chu 2015).

Antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak ikiye

ayrilabilir.

Enzimatik Antioksidanlar
Yapilarinda esansiyel elementlerden olan ¢inko, selenyum ve bakir bulunan
katalaz, siiperoksid dismutaz ve glutatyon peroksidaz gibi enzimler enzimatik

antioksidanlar smifina dahildir. (Yohn ve dig. 1991).

Katalaz: Katalaz enzimi hidrojen peroksidi su ve oksijen molekiiliine
dondstiirir. Yapilan bir arastirmada vitiligolu hastalarin 16kositlerinde ki katalaz
aktivitesinin daha diisiik oldugu gozlenmistir. (Dell’anna ve dig. 2003, Dell’anna ve
dig. 2001). Bagka bir aragtirmada ise vitiligolu melanositlerin katalazsiz ortamda 2-3
hafta i¢inde o6ldiiklerini fakat katalazli kiiltiir ortaminda daha uzun siire yasayip hatta
pigment iiretmeye basladigi goriilmiistiir. (Medrano ve Nordlund 1990). Ayrica diger
bir aragtirmada, segmental vitiligolu hastalarda katalaz aktivitesinin diisiik oldugu
goriilirken; segmental olmayan vitiligolu hastalarda katalaz aktivitesinin normal
oldugu goriilmiistiir. (Shajil ve dig. 2006). Katalaz aktivitesinin lokalize vitiligolu
hastalarin eritrositlerinde 6nemli derecede diisiik oldugu goriilmistiir. (Maresca ve

dig. 1997).

Siiperoksit Dismutaz: Bu enzim siiperoksit anyonlarini, daha az zararli olan
molekiiler oksijene ve hidrojen perokside katalizler. Hiicreleri siiperoksit radikalinin
toksik etkilerine karst korur. (Saha ve dig. 1982). Arastirmada aktif lokalize
vitiligolu hastalarda eritrositlerdeki SOD aktivitesi 6nemli derecede yiiksek
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bulunmustur. Sonug¢ olarak artan SOD aktivitesi hidrojen peroksit olusumunu

artirmis olur. (Prasad ve Kundu 1995).

Glutatyon Peroksidaz: Bu enzimin rolii eritrositlerin oksidasyon sonucu hemolizini
engellemektir. (Mills 1957). Glutatyon peroksidaz (GPX) ayn1 zamanda hidrojen
peroksidi ve diger organik peroksitleri (kolesterol ve uzun zincirli yag asitleri gibi)
metabolize eder. (Sunde 198?). Yapilan arastirmalarda, hem lezyonel hem de
lezyonel olmayan aktif vitiligolu hastalarda glutatyon peroksidaz enzim aktivitesinin

diisiik oldugu goriilmiistiir. (Schallreuter ve dig. 1994, Thannickal ve dig. 1993).

Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Insan viicudunda enerji kaynagi olarak kullanilmayan vitaminler, bazi
enzimlerin kofaktorii olarak gorev yapar. Bunlardan vitamin A, C ve E antioksidan
ozellige sahiptirler. Ayn1 zamanda ubiquinol ve ferritin gibi yapilar da bu vitaminler
gibi hiicreleri oksidatif strese karsi koruyup serbest radikallerin zararlarini azaltmig
olurlar. (Pinnell 2003).
Vitamin E: Tokoferol ailesinden olan bu vitamin genelde vitamin C ile birlikte
caligir. Reaktif oksijen tiirlerinin lipit metabolizmasina olan zararini bertaraf ederek
hiicrelerin lipit peroksidasyonunu engeller. (Podda ve dig. 2001, Fusco ve dig. 2007).
Alfa, beta, gama ve sigma formlar1 bulunan tokoferollerin en etkili ve besinlerde en
yogun oranda bulunan formu alfa tokoferoldiir.
Vitamin C: C vitaminin indirgenmis hali olan askorbik asit serbest radikallerdeki
elektronu yakalayarak kendini daha kararli bir form olan askorbata donistiiriir.
(Pinnell 2003). Oksijen tutma 6zeligi oldugundan vitamin E ile beraber hiicreleri
serbest radikallere kars1 savunmus olur. (Podda ve dig. 2001, Fusco ve dig. 2007).
Vitamin A: Onciisii olan beta-karoten ile sentezlenmis olur. Giiclii bir antioksidan
olmasmin yaninda yapilan c¢alismalarla UVA’ ya bagh cilt kanseri gelisiminin
onlenmesinde de onemli derecede etkili oldugu goriilmiistiir. (Alberts ve dig. 2004).

Biitiin bunlarin yaninda koenzim Q-10, polifenoller, lipoik asit, glutatyon ve
selenyum gibi antioksidanlar da serbest radikal saldirilarina kars1 hiicreleri korumus

oldugu yapilan ¢alismalarla kanitlanmstir. (Dervis 2011).
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3. MATERYAL METOT

Bu ¢alisma i¢in Namik Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan
Klinik Aragtirmalar Etik Kurul Baskanligi’ndan 01.10.2015 tarih ve 2015/102 say1

ile onay alinmustir.

3.1. Olgu Sec¢imi

Namik Kemal Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi Deri ve
Ziihrevi Hastaliklar Polikliniginde vitiligo tanis1 alan toplam 40 olgu hasta grubu
olarak se¢ildi. Herhangi bir cilt hastaligi bulunmayan 40 saglikli kisi de kontrol
grubu olarak alindi. Koroner arter hastaligi, hipertansiyon, diabetes mellitus ve
serabrovaskiiler hastalik gibi sistemik ve kronik hastalik olan 6ykiisii olan olgular

calisma dis1 birakildi.

3.2. Biyokimyasal Analizler

3.2.1. Ksantin Oksidaz (XO) Enzimi Aktivite Olciimii

Aktivite ol¢ciim prensibi: XO (EC 1.1.3.22) aktivitesi Prajda ve arkadaglarinin
metoduna gore calisildi (Prajda, 1975). Bu metot numune tiipiine konan ksantinin
numunede bulunan XO tarafindan {irik asite doniistiiriilmesi ve olusan iirik asitin

spektrofotometrede 293 nm dalga boyunda absorbansini 6l¢iilmesi esasina dayanir.

Deneyin yapilis: Tablo 3.1." de ifade edildigi gibi sekilde deney gerceklestirildi.
Inkiibasyon sonrasi TCA ilave edildikten sonra tiipler vortekslendi. Sonra 3500
devirde 30 dk sogutmali santrifiijde santriij edildi. Siipernatanlar 293 nm dalga
boyunda okundu. Boylece 30 dakika igerisinde iiretilen {irik asit miktar1 belirlendi ve

aktivite IU cinsinden hesaplandi.

XO

Ksantin — Urik asit

Kullanilan reaktifler:

Fosfat tamponu: 50 mM, pH 7.5, 0.5mM Na;EDTA’l1 hazirlandi.
4 mM Ksantin ¢ozeltisi: 6 mg ksantin {izerine son hacim 10 ml olacak sekilde

distile su eklendi.
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TCA (%100, w/v): 100 gr TCA alindi son hacim 100 mL’ye distile su ile
tamamlandi.

Tablo 3.1. XO aktivite 6l¢iimiiniin deney asamalari

Kor Numune
Fosfat Tamponu (mL) 2.8 2.8
Ksantin (L) 50 50
Numune (pL) - 50

37°C'de 30 dakika inkiibasyonu biten tiiplere hemen;

Numune (pL) 50 -

TCA (uL) 100 100

3.2.2. ADA (EC 3.5.3.3) Aktivite Tayini

Aktivite ol¢ciim prensibi: ADA aktivitesi Guisti (1974) tarafindan tanimlanan
yonteme gore yapildi. Bu metotda ADA aktivitesinin 6l¢iimii i¢in substrat olarak
adenozin kullanir. ADA adenozinden inozin olusumunu katalizler. Bu sirada aciga
¢ikan amonyak, sodyum hipoklorit ve fenol/nitroprussid ile birlikte alkali ¢ozeltide
koyu mavi indofenol seklini alir. Olusan iirlinlin spektrofotometrede 628 nm’de
distule suya karsi absorbansi O6l¢iilmesi esasina dayanir. 75 uM’lik (NH4)2S04

¢Ozeltisi standart ¢ozelti olarak kullanilir.

Deneyin yapihis: Tablo 3.2.” de ifade edildigi gibi sekilde deney gerceklestirildi.
inkﬁbasyon sonrast numune, standart ve korlerinin absorbanslari 628 nm’de distile
suya karst okundu. Absorbans degerleri asagidaki formiilde yerine konuldu ve

sonuglar U/L olarak hesaplandi.
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(Numune Absorbansi- Numune Korii Absorbanst)
ADA AKLIVIES] (IU/L)= —mmmmmmmmmm o m e e o m e x50

(Standart Absorbansi- Standart Korii Absorbansi)

Kullanilan reaktifler ve deney asamalar1 asagida verilmistir.

Kullanilan reaktifler:

-Fosfat tamponu: pH 6.5, 50 mM hazirland.

-Adenozin soliisyonu (pH 6.5, 20 mM): 0.560 gr Adenozin alindi 60 mL 50 mM
pH 6.5 fosfat tamponunda ¢6ziildii.

-Alkali hipoklorit soliisyonu:11 mM NaOCI ve 125 mM NaOH ¢ozeltilerden 100
ml hazirlandu.

-Fenol-nitroprussid soliisyonu:106 mM fenol ve 0.17 mM Na-Nitroprussid
¢Ozeltilerinden 250 ml hazirlandi.

-Amonyum siilfat standarti: 75 pM 10 ml hazirlandi.

Tablo 3.2. ADA aktivite 6l¢limiiniin deney asamalari

Standart Korti | Standart | Numune Korii Numune
(mL) (mL) (mL) (mL)
Fosfat tamponu 1.0 - - -
Adenozin soliisyonu - - 1.0 1.0
Amonyum siilfat standarti - 1.0 - -
Serum - - - 0.05
Distile su 0.05 0.05 - -

Karistirildi, parafilm ile kapatilip, 37°C’de su banyosunda 60 dakika inkiibe edildi. Sonra

Fenol-nitroprussid soliisyonu 3.0 3.0 3.0 3.0

Serum - - 0.05 -

Alkali Hipoklorit soliisyonu 3.0 3.0 3.0 3.0
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3.2.3. Ileri Oksidasyon Protein Uriinlerinin Tayini (IOPU)

Witko-Sarsat ve ark.’in (1996) tanimladigi ve Kayali ve ark.’m (2007)
diizenleme yaptig1 yontemle belirlenmistir. Lityum heparinli plazma fosfat tamponu
icinde 1:5 oraninda dilue edilmistir (200 pl plazma + 800 ul fosfat tamponu pH:7.4).
Uzerine 20 pl asetik asit (%100°liik) ilave edilmistir ve iki dakika sonra 10 pl
potasyum iyodiir (1.16 M KI) ilave edilerek vortekslenmistir. Elde edilen karigimin
absorbansi 340 nm’de kore kars1 (1000 pl fosfat tamponu, 20 pl asetik asit ve 10 pl

K1) hemen okundu.

Bu yoénteme gore IOPU olusumu klorine oksidanlarm (kloraminler ve
hipoklordz asit gibi) olusumu ile indiiklenmektedir. Bu sebeple konsantrasyonu da
bunlara paralel olarak degisir. IOPU konsantrasyonu tayininde bu iliski nedeni ile
kloramin-T standart olarak kullanilmistir (0-100 mmol/L; R2=0,99) (Oztiirk, 2008;
Witko-Sarsat ve ark., 1998) ve IOPU konsantrasyonu Kloramin-T esdegerligi dikkate

alinarak hesaplanmistir. Sonuglar mmol/L olarak verildi.

3.2.4. Karbonil Protein Gruplarimin Tayini (KP)

Serum KP diizeyi Reznik ve Packer’in (1994) tarafindan tanimlanan,
Cakatay ve ark. (2005)’nin diizenleme yaptig1 yontemle saptandi. Deney tiipiine 300
pl plazma, 700 pl %0,9’luk NaCl ilave edildi, iizerine 2,5 M HCI i¢inde 10 mM
DNPH’den (2,4-dinitrofenilhidrazin) 4 mililitre (ml) eklendi. Tiipler oda sicakliginda
her 15 dk’da bir vortekslenmek suretiyle karanlikta 1 saat inkiibasyona birakildi.
Daha sonra %20’lik (w/v) TCA'dan (Triklorasetik asit) 5 ml ve %10 TCA’dan 4 ml
ilave edildi. 3555 x g’de 12 dk santrifiij edildi. Santrifiijleme isleminin sonunda elde
edilen ¢okelti 4 ml etanol-etil asetat (2 ml: 2 ml) karisimi ile 3 kez vortekslemek ve
santrifiijlemek suretiyle yikandi. Elde edilen yikanmis c¢okelti 2 ml 6M Guanidin-
HCI soliisyonu iginde 37°C’deki sicak su banyosunda 10 dakika siire ile bekletilerek
¢ozdiiriildii. Cozdiiriilme sonrast numunenin 360 nm dalga boyundaki absorbansi,
spektrofotometrik olarak okundu. DNPH’m ekstinksiyon katsayisi (€=22000 M™ cm’

1) kullamlarak plazma karbonil protein konsantrasyonu pmol/L olarak hesaplandu.
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3.2.5.Total Tiol Gruplarinin Tayini (TT)
Serum TT miktari, kromojenik disiilfid 5-5’-ditiyobis-2-nitrobenzoik asid
(DTNB, Ellman’s reagent) ile -SH gruplar1 arasindaki exchange oraninin dlgiilmesi

esasina dayanan Sedlak ve Lindsay (1968) tarafindan gelistirilen yontemle ¢alisildi.
Kullanilan Reaktifler;

1.Tampon soliisyonu (0,2 M Tris baz, 0,02 M EDTA, pH: 8,2): 6,057 gr Tris baz
ve 1,4612 gr EDTA tartilip bir miktar distile suda ¢oziildiikten sonra pH 8,2 ye
getirildi ve ¢ozelti miktar1 balon jojede 250 mL’ ye tamamlandi.

2. DTNB (0,01 M Ellman’s reagent): 0,198 gr DTNB tartilip bir miktar metanolde
¢oziildiikten sonra ¢ozelti miktar1 metanol ile balon jojede 50 mL’ ye tamamlandi.

3. Metanol

4. Standart glutatyon (1000 pmol/L): 0,03072 gr glutatyon tartilip bir miktar distile
suda ¢oziildiikten sonra ¢dzelti miktart balon jojede 100 mL’ye tamamlandi.

Tablo 3.3.Total tiyol diizeyi tayininin ¢aligma prosediirii

Numune Standart Kor
Siipernatant 0,21 mL - -
Standart - 0,1 mL -
Deiyonize su - - 0,1 mL
Tampon 0,3mL 0,3mL 0,3 mL
DTNB 20 uL 20 uL 20 uL
Metanol 1,58 mL 1,58 mL 1,58 mL

Tiipler karistirildi, 15-20 dakika bekletildi ve sonrasinda 3000 rpm’ de 15 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatant kismi1 412 nm’ de kore karsi

okutuldu. Sonuglar pmol/L olarak hesaplandi.

3.2.6. Nitrik Oksit (NO) Miktarimin Tayini

Viicutta endojen olarak iiretilen nitrik oksitin doku ve viicut sivilarindaki
konsantrasyonu, pek ¢ok ¢alismada nitrit ve nitrat olarak ifade edilmistir. (Mueller ve
dig. 1994). Ciinkii nitrik oksit, tiretildigi bolgede saniyeler i¢cinde okside olarak dnce
nitrite (NO;) daha sonra da nitrata (NO3) doniisiir. Bununla beraber proteinden
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zengin homojenat, serum ve plazma gibi soliisyonlarda spesifik olmayan
reaksiyonlar meydana gelebileceginden, Griess reaksiyonu ile dl¢timlerde belli bazi
sikintilar yasanmaktadir. Bu agidan nonspesifik reaksiyonlarin oniine gecebilmek
i¢cin Ornekleri 6nce deproteinize edip daha sonra nitrit ve nitrat konsantrasyonlari
ol¢iildii. Zor olmakla birlikte in vivo olarak direkt NO 6lglimii de miimkiindiir. Bu
amagla NO proplar1 gelistirilmistir ama bunlarm in vitro/ex vivo sartlarda ¢alisilmasi
miimkiin degildir. (Malinski ve Taha 1992).

Numunedeki nitrit ve nitrat miktar1 deproteinizasyondan sonra Griess
reaksiyonu ile belirlenir. (Cortas ve Wakid 1990). Total nitrit (nitrit + nitrat)
konsantrasyonu modifiye kadmiyum rediiksiyon metodu ile degerlendirildi. pH 9.7
glisin tamponunda bakir (Cu) kapli kadmiyum graniilleri deproteinize numune
(homojenat, serum, eritrosit) siipernatanti ile 90 dakikalik inkiibasyon sonunda nitrat
rediiksiyonu saglandi. Uretilen nitrit; siilfanilamid ve buna baglh N-naphthylethylene
diamin (NNDA) diazotizasyonuyla reaksiyon sonu olusan pembe rengin 545 nm
dalga boyunda spektrofotometrede okunmasi ile belirlendi. Sonugta elde edilen nitrit
konsantrasyonu ilk konsantrasyondan ¢ikarilarak nitrat miktar1 belirlendi.

Kullamilan Kimyasal ve Reaktifler:

- Kadmiyum graniilleri: Cd, MERCK 1.02001.250, W=112.40 g/mol

- Glisin-NaOH Tamponu (pH 9.7): 7.5 gr glisin 100 mL deiyonize suda
¢oziliir. 2 mol/L NaOH ile pH’st 9.7° ye ayarlanir ve son hacim 1000 mL’ye
deiyonize su ile tamamlanir. Tampon +2-8 °C’de 1 ay saklanabilir.

- Siilfanilamid: 5 gr siilfonilamid tartilir, > 500 mL 3 M HCI igerisinde
wsitilarak ¢6ziiliir. Oda 1s1sinda 1 yil korunur.

- N-Naphthylethylene diamine (NNDA): 50 mg NNDA alinip - 250 mL
distile suda ¢ozildii.

- 5 mmol/L CuSO, Soliisyonu: 1.2434 gr CuSQO,4 alimir - 1000 mL distile
suda ¢ozildii.

- 0.1 mol/L H,SO4 Soliisyonu: 2.8 mL H,SO,4 alinip = hacim 500 mL’ye
distile suyla tamamlandi.

- Standart soliisyonu: (0.1 mol/L NaNO, (Sodyum nitrit, W=69 gr/mol):
0.345 gr NaNO; al > 300 mL 10 mmol/L Na;B,0; (W=381.4 gr/mol olup; 1.144 gr

almip = 300 mL distile su ile tamamla) i¢inde ¢oziildii.
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- 75 mmol/L ZnSO,: 12,108 gram ¢inko siilfat alindi, son hacmi distile su ile 1
litreye tamamlanda.

- 55 mmol/L NaOH: 2,2 gram sodyum hidroksit alindi, son hacmi distile su ile
1 litreye tamamlandi.
Nitrit Standart Grafiginin hazirlanmasi

Stok soliisyon: 0.1 mol/L KNO; hazirlanir (Oda isisinda 9 ay stabildir).
Standart soliisyonlari: 0.1, 0.2, 0.5, 1, 4, 8, 15, 30, 50 umol/L konsantrasyonlarda
hazirlanir. Hazirlanan standart soliisyonundan elde edilen “Optik Dansite (OD) —

umol/L” grafigi ile numune sonuglart hesaplanir (Grafik NO;).

NO Standart Grafigi
0,500

y = 0,008x

@ 0,400 R2= 0,991 .
8 0,300 —
i 0,200 /‘?
< 0,100 ,
0,000 =SS
0 10 20 30 40 50 60

umol/ L

Grafik NO: Nitrit Standart Grafigi.

Kadmiyum graniillerinin aktiflestirilmesi: Kadmiyumlar 2.5-3 gr olarak 20 cc
kapakl1 plastik tiiplere dagitildi. Graniiller deiyonize su ile 3 defa yikand1 (siizgeg
kagidindan siizdiiriilerek). 1-2 dakika 5 mmol/L CuSOy soliisyonu iginde bekletildi
ve soliisyon siiziilerek dokiildii (Cd’lar CuSO, ile kaplanarak siyah renkte
goriiliirler). Graniiller 1-2 mL glisin tamponu ile yikanarak aktive Cd’lar 10 dakika
icinde deneyde kullanildi. Graniiller deneyde kulanildiktan sonra distile su ile hemen
yikandi ve 0.1 mol/L H,SO, soliisyonu iginde en az 1 giin ara ara alt-iist ederek
karanlik ortamda saklandi. Cd’lar boylece glimiis gibi parlak renk alirlar. Tekrar
aktiflestirmek i¢in basamak 1’den isleme baslanir.

Deneyin Cahsilmasi: Deproteinizasyon islemi: 500 pL numune + 2 mL 75 mmol/L
ZnSQOy ile vortekslendi. 1.250 mL 55 mmol/L NaOH ilave edilip tekrar vortekslendi
[(200 pL numune + 800 pL 75 mmol/L ZnSO4 vorteksle) + 1 mL 55 mmol/L NaOH
vorteksle] ve 3500 x g’de 10 dakika santrifiij edildi. Berrak siipernatan nitrat

tayininde deproteinize numune olarak kullanildi.
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Nitrat Tayini: Glisin tamponu ile yikanmig aktif kadmiyum graniillii tiiplerinin
iizerine 1 mL glisin tamponu ilave edildi. Uzerine 1 mL deproteinize numune ve 2
mL deiyonize su ilave edilip, tiiplerin agz1 kapatildi. 90 dakika oda 1sisinda karanlik
ortamda ara ara kadmiyumlu tiipler alt-iist edilerek inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda tiiplerdeki numuneler ve standartlar Nitrit Calisma Tablosunda (Taplo 3.4)
numune veya standart olarak kullanildi. Tabloda belirtilen miktarda bu tiiplerden
numuneler ve standartlar ayri tiiplere pipetlendi {iizerlerine tablodaki miktarda
stifanilamid soliisyonu ve NNDA c¢ozeltisi ilave edildi. Vortekslendi. 20-60 (45)
dakika oda 1sisinda karanlikta inkiibe edildi ve 545 nm’de kore karst okundu.
Standart absorbans konsantrasyon grafigi ¢izildi (Sekil 3.1). Numunelerdeki nitrat
miktar1 bu grafige gére mmol/L olarak hesaplanda.

Tablo 1. Nitrit calisma tablosu

Koér (mL) | Deprot. Ornek (mL) | Stl St2 | St3
Deproteinize 6rnek - 2 - - -
Stl - - 2 - -
St2 - - - 2 -
St3 - - - - 2
Distile su 2.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Sulfanilamid solution 1 1 1 1 1
NNDA 1 1 1 1 1

3.2.7. Urik Asit Analizi
Serum UA diizeyi enzimatik kolorometrik ydntemi ile ¢alisan ticari kit
(Roche, Alman) kulanilarak Namik Kemal Universitesi Uygulama ve Arastirma

Hastanesi Biyokimya Laboratuvari’nda otoanaliz6r kullanilarak yapildi.
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3.3. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme SPSS (Versiyon 13.0) programi kullanilarak
yapildi. Biitiin sonuglar ortalama = standart sapma olarak verildi. Olgiimle belirtilen
degiskenlerin normal dagilima uygunluklar1 Kolmogorov- Smirnov testi ile
incelendi. Olgiimle belirtilen degiskenlerin normal dagilim gosterdigi saptandi. Grup
karsilagtirmas1 Student-t testi ile yapildi. Sonuglar % 95 giiven araliginda

degerlendirildi ve p<0.05 degeri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya alinan vitiligo hasta ve kontrol grubunun yas ve cinsiyet dagilimi
uyumlu olup, istatistiksel farklilik gézlenmedi (Tablo 4.1). Vitiligo hasta grubunun
yaklasik %47,5’u kadin, %52,5’1 erkeklerden olusuyordu. Kontrol grubunu i¢inde
benzer oran saptandi. Tiim grubun yas ortalamasi 37,0 + 9,65 yil olarak saptanirken,
erkeklerin yas ortalamasi 34,9 = 10,9 yil, kadinlarin yas ortalamasi 39,1 + 8,6 yil
olarak saptandi. Kontrol grubu ile vitiligo grubunu yas ortalamalari birbirine

benzerdi. Ayrica gruplarin cinsiyet dagilimi da benzerlik gosteriyordu.

Tablo4.1. Calismaya alinan kontrol ve hasta gruplarinin cinsiyet ve yas dagilimi

Cinsiyet Yas (y1l)
Toplam
Kadin Erkek | Kadin Erkek Toplam
Grup n
n (%) n (%) ort = ss ort = ss ort = ss

Kontrol | 40 | 19(475) 21(525) |37,4+85 352+115 36,3+ 10,0

Hasta 40 | 19(475) 21(525) | 40,8+87 345+99 37,7+9,3

Toplam | 80 | 38(47,5) 42(525) |39,1£8,6 349+109  37,0+09,65

Ort: ortalama, ss:standart sapma

Kontrol ve vitiligolu hasta grubuna ait PK, IOUP, NO ve TT degerlerinin
ortama, standart sapma ve p degerleri tablo 4.2 de verilmistir.

PK degeri, kontrol grubunda 9,49 + 2,61 pumol/L, vitiligo grubunda ise 11,51 +
3,77 pmol/L olarak tespit edildi. Kontrol ve vitiligo gruplar1 PK degerleri
karsilastirildiginda istatistiksel agidan anlamli bir farkin oldugu goriildii. (p<0,01).

IOPU degeri, kontrol grubunda 4,02 + 1,08 mmol/L, vitiligo grubunda ise 4,78
+ 1,36 mmol/L olarak tespit edildi. Kontrol ve hasta gruplari IOPU degerleri
karsilastirildiginda istatistiksel agidan anlamli bir farkin oldugu gortildi. (p<0,01).

Kontrol grubu serum NO diizeyi 59,83 + 5,83 mmol/L olarak saptanirken,
vitiligo grubu serum NO diizeyi 67,26 + 9,30 mmol/L olarak tespit edildi. Kontrol ve
hasta gruplar1t NO degerleri karsilastirildiginda istatistiksel agidan anlamli bir farkin
oldugu goriildii. (p<0,01).
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TT degeri, kontrol grubunda 265+ 57 pmol/L, hasta grubunda ise 224 + 51

umol/L olarak tespit edildi. Kontrol ve hasta grubu TT degerleri agisindan

karsilastirildiginda istatistiksel agidan anlamli bir farkin oldugu goriildi (p<0.01).

Tablo4.2. Kontrol ve vitiligo gruplarma ait PK, IOPU, NO ve TT degerleri (ort = ss)

Parametre/Grup Kontrol Grubu Vitiligo Grubu
PK(umol/L) 9,49 £2,61 11,51 + 3,77a

IOPU(mmol/L) 4,02+ 1,08 4,78 + 1,36 :
NO (mmol/L) 59.83 + 5.83 6706+ 930"
TT(umol/L) 265 £ 57 2024451

PK: Protein karbonil, IOPU:ileri oksiadasyon protein iiriinii, TT:Total tiyol, Ort:Ortalama, ss:Standart
sapma, ®p<0.01 kontrol grubu ile karsilastirinca

Hasta ve kontrol grubuna ait serum ADA ve XO aktiviteleri ve lirik asit

diizeyleri gruplar aras1 karsilagtirma sonuglar1 Tablo 4.3’ de topluca verilmistir.

Vitiligo hasta grubu ADA aktivitesi 169 + 39 U/L iken, saglikli kontrol
grubunda bu deger 151 + 37 U/L olarak saptandi. Buna gore serum ADA aktivitesi

hasta grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksekti.
(p<0.05).

Vitiligo hasta grubu serum XO aktivitesi 0,125 +0,077 U/L iken, saglikli
kontrol grubunda bu deger 0,056 + 0,030 U/L olarak saptandi. Buna gore serum XO
aktivitesi hasta grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede

yiiksekti. (p<0.001).

Vitiligo hasta grubu serum UA diizeyi 4,28 + 0,70 mg/dL iken, saglikli
kontrol grubunda bu deger 4,68 + 0,72 mg/dL olarak saptandi. Buna gére serum UA

diizeyi hasta grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diisiiktii

(p<0.01).




Tablo 4.3. Kontrol ve vitiligo gruplarina ait serum ADA ve XO aktiviteleri ve UA
diizeyleri(ort £ ss)

Grup n ADA (U/L) | XO (U/L) UA (mg/dL)
Kontrol 40 151 £ 37 0,056 £ 0,030 4,68 +0,72
Vitiligo 40 | 16939 | 0,125+0,077 4,28 +0,70

p 0.038 0.000 0,008

ADA: Adenozin deminaz, XO: Ksantin oksidaz, UA: Urik asit, Ort;Ortalama,
ss:Standart sapma
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5. TARTISMA

Deri insan viicudunun ¢evre etkilerine en ¢ok agik olan organidir. Bu nedenle
fiziksel, kimyasal ve biyolojik bir¢ok etkene maruz kalir. Bu etkenler reaktif oksijen
tirevi (ROT) bilesiklerin sentezinde artisa neden olur. Buda oksidatif stres olarak
isimlendirilen ve doku hasarinda Onemli rol oynayan patolojik bir siirecin
baslamasini1 uyarir. Vitiligo patogenezindeki major hipotezlerden biri de oksidatif
hasardir. Oksidatif hasar hipotezi, bozulmus melanosit metabolizmasi sirasinda
olusan ROT gibi baz1 toksik metabolitlerin olusumu gergegine dayanmaktadir. (Hann
2000, Glassman 2011, Jain ve dig. 2011).

XO organizmada onemli bir oksidan enzimdir. Enzimin yaygin bir doku
dagilimi vardir. Shalbaf ve ark. (2008) yaptiklari deri hiicre kiiltiirii caligmasinda ilk
kez melanosit ve keratonositlerde de XO varligin1 gostermigler ve bu sonucun
vitiligo patogenezinde ki oksidatif stres goriisiinii destekledigini bildirmislerdir. Bu
calismada piirin katabolizmasinin son basamagini katalizleyen XO’nun serum
aktivitesinde vitiligo hasta grubunda kontrol grubuna gore anlamli derecede artig
saptanmustir. Literatlirde (pubmed) vitiligo hasta grubunda XO aktivitesi ile ilgili
calismalar oldukca sinirlidir. Koca ve dig (2004) calismalarinda bizim sonuglara
benzer seklide vitiligolu hasta serum Orneklerinde XO aktivitesinde artis
saptadiklarini bildirilmiglerdir. Ayrica kus tiiyleri ile ilgili yapilan bir ¢alismada da
vitiligous tiiylii kuglarda XO aktivitesinde kontrol grubuna gore artis saptandigi rapor
edilmistir. (Bowers ve dig. 1999). XO aktivitesi sirasinda 6nemli bir oksidan molekiil
olan hidrojen peroksit iiretimi olur. Vitiligoda XO aktivitesi disinda baska metabolik
yollarin aktivitesi sirasinda da ROT {iretiminde artig oldugu goriilmektedir. Pradhan
ve dig (2014) hem aktif hemde stabil vitiligolu hasta eritrosit 6rneklerinde ROT
tretimini saglikl kisi eritrositlerine gore daha yiiksek oranda saptamiglardir. Benzer
sekilde Dell'Anna ve dig. (2001) de yaptiklar1 ¢alismada periferik kan mononiikleer
hiicrelerinde ROT iiretiminde vitiligolu hasta grubunda kontrol grubuna gore artis
saptamiglardir. Akoglu ve dig. (2013) organizmanin oksidan kapasitesinin bir
gostergesi olarak kullanilan serum total oksidan durumun vitiligolu hastalarda
kontrol grubuna gore artmis oldugunu rapor etmislerdir. Prignano ve dig. (2009) de

vitiligolu hasta deri 6rneklerinden yaptiklari hiicre kiiltiirli calismasinda intraselliiler
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ROT iiretiminde ve lipit peroksidasyon iiriinii olan 8-isoprostan diizeyinde artis
oldugunu bildirmislerdir. Bu c¢aligmalarin sonuglar1 vitiligolu hastalarda hidrojen
peroksit gibi reaktif oksijen tiirii bilesiklerin arttigini géstermektedir. ROT bilesikleri
bulunduklar1 ortamda basta lipitler olmak iizere proteinler ve niikleik asitler gibi
yapisal ve hayati fonksiyonlar1 olan bilesikler ile reaksiyona girer. Ozellikle
membran yapisinda bulunan doymamis yag asitlerini okside ederek lipit
peroksidasyonu olarak tanimlanan reaksiyon zincirinin aktivasyonunu tetiklerler.
Okside olan lipitler malondialdehit (MDA) olarak tanimlanan lipit peroksidasyonu
son {lriinlerini olustururlar. Bu bilesiklerin serum/doku diizeyleri oOlgiilerek lipit
peroksidasyonu degerlendirilir. Agrawal ve dig. (2014) vitiligolu hastalarda serum
MDA diizeyinin kontrol gruplarina gére daha yiiksek saptadiklarini bildirmislerdir.
Benzer sekilde Khan ve dig. (2009) yaygin ve lokal vitiligo hasta grubunda serum
MDA diizeyinin saglikli kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksek oldugunu rapor etmiglerdir. Karsh ve dig. (2014) ise vitiligolu hasta eritrosit
MDA diizeyini kontrol grubuna gore yiiksek saptadiklarini fototerapi sonrasinda
azalma gozlediklerini bildirmislerdir. Membran lipitleri disinda diger hiicre
bilesenleri de oksidatif hasara maruz kalmaktadir. Eskandani ve dig. (2010) vitiligolu
hastalarda oksidatif DNA hasarini degerlendirmek igin yaptiklari ¢alismada periferik
kan lokositlerinde oksidatif hasara maruz kalan DNA diizeyinin vitiligolu hasta
grubunda kontrol grubuna gore yiiksek oldugunu saptamislardir. Salem ve dig.
(2009) de serum ve doku Orneklerinde okside DNA’dan salinan 8-oksoguanin
diizeylerini yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Giovannelli ve dig. (2004) de bazal
DNA hasarmin vitiligo hasta grubunda anlamli derecede yiiksek saptarken gruplar
arast DNA c¢ift kirilmalar1 arasinda anlamli fark saptamadiklarini bildirmislerdir. Bu
calismalar vitiligolu hastalarda ROT bilesiklere maruz kalan biyomolekiillerin
oksidan iirlin diizeylerinde artis oldugunu gostermektedir. Bununla birlikle tersi
sonuglarin saptandigi veya oksidan iriin diizeylerinde saglikli kisilerle wvitiligolu
kisiler arasinda fark gézlenmedigi ¢aligmalarda bulunmaktadir. Shin ve dig. (2010)
vitiligolu hasta eritrosit MDA diizeyinin kontrol grubu eritrosit MDA diizeyinden
farkli olmadigim1 saptamislardir. Arastirmacilar sonuclarindaki bu farkliligr eslik
eden komplikasyonlarin varlig1 ile ya da orneklem biiyiikliigliniin yetersizligi ile

acgiklamislardir.
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Bu ¢aligmada vitiligolu hasta grubunda serum 1OPU diizeyi saglikli kontrol
grubuna gore anlamli derecede yiiksek saptanmistir. Literatiirde (PubMed) ileri
IOPU ile ilgili sadece iki calisma bulunmaktadir. Bunlardan birisinde bizim
sonuglara benzer sekilde vitiligo hasta grubunda serum IOPU diizeyini kontrol
grubuna gore anlamli derecede yiiksek saptandigi bildirilmistir (Turkcu ve dig.
2014). Diger ¢alismada ise vitiligo hasta grubunda serum IOPU diizeyinin kontrol
grubundan yiiksek olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadigi
rapor edilmistir. (Gilintag ve dig. 2015). Arastirmacilar iki grup arasinda farklilik
saptanmamasinda kontrol grubu ile hasta grubu yas ve cinsiyet dagiliminin anlaml
derecede farkli olmasindan kaynaklandigini ileri siirmiislerdir. Nitekim bu ¢alismada
kontrol grubu yas ortalamasinin ve erkek goniillii sayisinin hem hasta grubu yas
ortalamasmna hemde erkek sayisina gore anlamli derecede yiiksek oldugu
goriilmektedir. Dolayis1 ile vitiligolu hasta grubunda IOPU diizeyinin yiiksek
saptanmasi literatiir sonuglar1 ile uyum gosterdigi gibi oksidatif stres ile ilgili diger

calisma sonuglari ile de uyum gostermektedir.

Bu calismada protein oksidasyon iiriinii olarak kabul edilen KP diizeyi
vitiligolu hasta grubunda kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek saptanmaistir.
Bu sonug vitiligolu hastalarda sentezi/iiretimi artan oksidan {iriinlerin lipitler disinda
proteinleri de okside ettiklerini gostermektedir. Proteinlerin hiicrelerin yapisal
elemant oldugu gibi metabolik olaylar1 kontrol eden enzimlerde protein yapidadir.
Dolayis1 ile bu molekiillerin oksidasyonu dogrudan doku hasarina yol acabilecegi
gibi hiicre metabolizmasini olumsuz etkileyerek de hiicre fonksiyonlarinin
bozulmasina ve sonugta doku hasarimin gelismesine neden olur. Literatiirde
(PubMed) vitiligolu hasta serum veya diger orneklerde KP ile ilgili herhangi bir
calismaya rastlanmamistir. Bu nedenle literatiirle karsilastirma imkani olmamustir.
KP diizeyindeki artigda artmis ROT {iretiminin etkili oldugu diisiiniilebilir. Ayrica
IOPU oldugu gibi organizmada oksidatif hasarin gdstergesi olarak kullanilan MDA,
8-oksoguanin gibi lipit ve DNA oksidasyon iiriinleri bu biyomolekiillerin ROT’larin
zararli etkisinde kaldigin1 gostermektedir. Lipitlerin ve DNA’nin etkilendigi bir
ortamda ayni ortami paylagan ve oksidasyona duyarli olan proteinlerin de

etkilenmesi beklenir.
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ROT iiretimindeki artis biyomolekiillerin oksidasyonuna neden oldugu gibi TNF-alfa
gibi sitokinlerin salinimii artirarak inflamasyona neden olabilir. (Dell'Anna ve dig.
2001). Yao ve dig. (2012) subtoksik diizeyde hidrojen peroksit ile muamele edilen
melanositlerde IL-6 mRNA diizeyinin ve IL-6 protein sentezinin arttigini yaptiklari
hiicre kiiltiirii ¢alismast ile gostermislerdir. Dolayisiyla melanosit hasarmin bas
sorumlusu olarak kabul edilen hidrojen peroksitin hem dogrudan biyomolekiilleri
okside ederek hiicre hasari olusturup, hem de dolayli yoldan inflamatuar siireci

tetikleyerek de hiicre hasarinin siddetlenmesine neden olabilir.

ADA immun sistemin gelismesinde ve devamliliginda kritik rol oynayan bir
enzimdir. Bundan dolayr serum ADA aktivitesindeki degisiklikler herhangi bir
immiinolojik dengesizlikler ile iligkili olabilir. Bu ¢alisma ile ilk kez vitiligolu
hastalarin serum ADA diizeyleri degerlendirildi. Hasta grubu serum ADA
aktivitesinin kontrol grubuna gore yiiksek saptandi. ADA aktivitesindeki artigin
vitiligo patogenezinde gdzlenen metobolik ve immiinolojik degisikliklerden sorumlu
oldugunu, patogenezde etkili rol oynadigini diislinliyoruz. Yapilan caligmalar da
ADA’nin IL-6, IL-8 gibi hem proinflamatuar sitokin tiretiminde rol aldigi hem de
vitiligoda g6zlenen hiicrelerarasi etkilesim molekiillerinin ifadesinde azalmaya neden
oldugu goriilmektedir. (Toosi ve dig. 2012, Bouma ve dig. 1996). ADA
aktivitesindeki artisgin  vitiligolu hastalarin  immun sistemlerinde gozlenen

degisikliklerle uyum gdsterdigini diisiiniiyoruz.

Vitiligo patogenezinin dnemli bilesenlerinden olan oksidatif stresde, oksidan
bilesiklerin sentezindeki artis kadar bunlar1 ortamdan uzaklastiran, zararsiz
bilesiklere doniistiiren antioksidan savunma sistemde de yetersizlik oldugu
diistiniilmektedir. Antioksidan savunma sistemi siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(KAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi enzimatik ve glutatyon (GSH), vitamin
E, selenyum gibi nonenzimatik sistemden olugmaktadir. Vitiligoda antioksidan
sistem bilesenleri ile ilgili ¢aligmalarda farkli sonuglarin elde edildigi goriilmektedir.
Baz1 galismalarda vitiligolu hasta 6rneklerinde enzim antioksidanlardan SOD, KAT,
GSH-Px ve paraoksanaz aktivitelerinde azalma oldugunu bildirmislerdir. (Karsh ve
dig. 2014, Ramadan ve dig. 2013, Yesilova ve dig. 2012, Briganti ve dig. 2012). Jalel
ve dig. (2009) C57BL/6 fareler ile yaptiklar1 deneysel vitiligo ¢alismasinda hasta fare
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orneklerinde antioksidan enzim aktivitelerini kontrol grubuna gore disiik
saptadiklarint bildirmislerdir. Sravani ve dig. (2009) ise vitiligolu hasta grubu deri
orneklerinde SOD aktivitesini kontrol grubuna gore yiliksek saptarken, KAT
aktivitesinde azalma gozlediklerini bildirmislerdir. Benzer sekilde Dammak ve dig.
(2009)’de vitiligolu hasta deri orneklerinde SOD ve GSH-Px aktivitesinde artig
saptarken, KAT aktivitesinde azalma saptadiklarini rapor etmislerdir. Hazneci ve dig.
(2005) ise vitiligolu hasta eritrosit ve serum GSH-Px aktivitesi ve eritrosit KAT
aktivitesinin hasta grubunda kontrol grubundan farkli olmadigini fakat eritrosit SOD
aktivitesinde hasta grubunda kontrol grubuna gore artis saptadiklarini bildirmislerdir.
Enzim aktiviteleri disinda son yillarda yapilan calisma sonuglar1 6zellikle KAT geni
ile wvitiligo arasinda iliski olabilecegini desteklemektedir. Nonenzimatik
antioksidanlardan serum Vit E diizeyinde vitiligolu hasta grubu ile kontrol grubu
arasinda fark saptanmazken, selenyum diizeyinin hasta grubunda anlamli derecede
yiiksek oldugu bildirilmistir. (Ines ve dig. 2006). Boisseau-Garsaud ve dig (2002) de
hem total antioksidan durumu hem de 6nemli antioksidan 6zellige sahip bir mineral
olan selenyumun serum diizeyini hasta grubunda kontrol grubuna gore yiiksek
saptadiklarint bildirmislerdir. Jian ve dig. (2014) yaptiklar1 calismada onemli bir
antioksidan enzim olan hemoksijenaz 1 aktivitesinin vitiligolu hasta melonositlerinde
kontrol grubuna gore daha diisiik oldugunu; bu durumun hiicreyi hidrojen peroksit

kaynakli oksidatif hasara daha yatkin hale getirdigini ileri siirmektedirler.

Bu caligmada vitiligolu hasta grubunda antioksidan sistemin bir bileseni
olarak kabul edilen ve organizmanin bir anlamda antioksidan kapasitesinin gostergesi
olan TT miktarinda kontrol grubuna gére azalma oldugu saptanmustir. Literatiirde
(PubMed) vitiligolu hasta grubunda TT diizeylerinin degerlendirildigi calisma
bulunmamaktadir. Park ve dig. (2007) yaptiklart hiicre kiltiirii ¢alismasinda 6nemli
bir tiol kaynagi olan GSH’m vitiligo patagonezinden sorumlu tutulan dopamin
kaynakl1 oksidatif toksisiteye karst melonositleri korudugunu saptamislardir. GSH ve
redoks potansiyelinin bir gostergesi olarak kullanilan GSG/GSSG oraninin vitiligo
hasta grubunda kontrol grubuna gore diisilk bulunmasi bizim c¢alisma sonuglar ile
uyum gostermektedir. (Briganti ve dig. 2012). Tiol gruplari dogrudan serbest
radikalleri ortamdan uzaklastirdig1 gibi 6zellikle antioksidan enzimlerden GSH-Px’in

kosubstrati olarak hidrojen peroksit ve lipit peroksitlerin detoksifiye edilmesinde de
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onemli rol oynamaktadirlar. Sin ve dig. (2010) vitiligolu hasta eritrositlerinde
Oonemli bir tiol grubu tasiyicisi olan GSH diizeyini kontrol grubundan diisiik
saptamislardir. Arican ve Kurutas (2008) yaptiklar1 ¢alismada okside glutatyonun
rediiksiyonunda gerekli olan NADPH’in {iretimini saglayan glukoz 6 fosfat
dehidrogenaz (G6PD) aktivitesinde anlamli bir azalma saptadiklarini bildirmislerdir.
Benzer sekilde Farahi-Jahromy ve dig. (2014) hem yaygin hemde segmente vitiligolu
hastalarin eritrosit G6PD aktivitesini kontrol grubuna gore diisiik saptamislardir.
Yildirrm ve dig. (2003) ise yaptiklart ¢alismada hem bizim hem de diger
arastirmacilarin sonuglar1 ile uyum gostermeyen bir sonug¢ elde etmisler; hem
vitiligolu hasta serum GSH diizeyini hem de eritrosit GSH-PX aktivitesini kontrol
grubuna gore yliksek saptamiglardir. Bazi calismalarda da proteinlerin oksidasyona
en duyarh rezidiisii olan ve 6nemli bir siilfidril grup kaynagi olan metiyonin okside
formunu rediikte ederek tekrar ROT bilesiklerinin detoksifiye edilmesi igin
fonksiyonel 6zellik kazanmasini saglayan metiyonin siilfoksit rediiktaz aktivitesini
vitiligolu hasta grubunda kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu saptanmuistir.
(Zhou ve dig. 2009, Schallreuter ve dig. 2008).

Bu calismada vitiligolu hasta serum NO diizeyi saglikli kontol grubuna gore
anlamli derecede yiliksek saptanmistir. NO, L-Arjinin aminoasitinden nitrik oksit
sentaz enziminin katalizi ile sentezlenen sitotoksik 6zellige sahip bir mediatordiir.
Inflamatuar hiicrelerde ve Langerhans hiicrelerinde sentez edilen ve ¢ok yiiksek
diflizyon kapasitesine sahip olan NO’nun melanositleri etkileme potansiyeli
bulunmaktadir. Asiri miktarda {retilen NO’nun melnosit toksisitesine neden
olabilecegi ve melonositlerin hiicre dis1 matrikse tutunmasini engelleyerek melonosit
kaybina neden olabilecegi ileri siiriilmektedir. (Luga ve dig. 2004, Ivanova ve dig.
1997). Rashed ve dig. (2015) yaptiklar1 caligmada vitiligolu hasta serum 6rneklerinde
nitrat diizeyinin kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek saptadiklarini, vitiligo
klinik tipleri arasinda ise serum nitrat diizeylerinin benzer oldugunu, aralarinda fark
saptanmadigin1  bildirmiglerdir. Baysal ve dig. (2003) vitiligolu hasta serum
orneklerinde NO diizeyini yiliksek saptarken, vitiligolu hasta ile saglikli kisilerin
doku NO diizeyleri arasinda anlamli fark saptayamadiklarii (Baysal ve dig. 2004)
bildirmislerdir. Bu sonuglar, nitrik oksitin vitiligo patofizyolojisinde, tetikleyici bir

biyomolekiil olarak ¢cok 6nemli rol oynayabilir.
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UA, piirin katabolizmasimnin son {iriinii ve antioksidan kapasiteye sahip olan
bir metabolittir. Bu ¢aligmada vitiligolu hasta grubu serum UA diizeyi saglikl
kontrol grubuna goére diisiikk saptanmistir. Literatiirde bizim sonugla uyum gosteren
caligmalar bulunmaktadir. Jain ve dig. (2008) 11-20 yas arasi vitiligolu hasta
grubunda serum UA diizeyini saglikli kontrol grubuna gére anlamli derecede diisiik
saptamiglardir. Bu ¢alismada piirin katabolizmasi enzimlerinden hem ADA hem de
XO aktivitesinin artmis olmasina ragmen serum UA diizeyinde vitiligolu hasta
grubunda kontrol grubuna gore diisiik saptanmasi bir geliski gibi goriilmektedir. Bu
durum, XO aktivitesi ile sentezlenen hidrojen peroksitin iirik asiti okside etmis
olmasi ile agiklanabilir. Nitekim Shalbaf ve dig. (2008) yaptiklar1 caligmada
vitiligolu hasta doku Orneklerinde yaptiklar1 ¢alismada XO aktivitesi sirasinda
tiretimi artan hidrojen peroksitin iirik asiti allontoine okside ettigini saptamislardir.
Aym ¢aligmada KAT negatif grupta UA olusum hizinin zamana bagl olarak diisiis
gosterdigini, KAT pozitif grupta ise UA olusumunun zamana bagl olarak arttigim

saptamislardir.

Sonu¢ olarak, vitiligolu hasta grubunda proteinlerin oksidasyonun bir
gostergesi olarak kullanilan PK ve IOPU degerlerinin kontrol grubundan yiiksek
saptanirken, antioksidan sistemin bir bileseni olan TT diizeyindeki azalma hastaligin
patagonezinde oksidatif stresin etkili oldugunu, ADA aktivitesindeki artigin
hastaligin immiinolojik temelinde 6nemli rol oynadigini, hastaligin patagonezinde
etkili bir faktor olan hidrojen peroksitin en 6nemli kaynagi olan XO inhibtérlerinin

tedavide etkili olabilecegi diisliniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Vitiligolu hasta grubu serum XO aktivitesi kontrol grubuna gore anlamli derecede
yiiksek saptandi. XO aktivitesindeki yiikseklik oksidan ortamin olusmasina dolayisi

ile oksidatif stres ile birlikte inflamasyonun gelismesinde 6nemli rol oynayabilir.

2. Vitiligolu hastalarda ADA aktivitesi kontrol grubuna gore yliksek saptandi. ADA
aktivitesindeki ytlikseklik vitiligolu hastalarda gézlenen immiinolojik degisikliklerden

sorumlu olabilir.

3. Vitiligolu hastalarda serum UA diizeyinin kontrol grubuna gore diisiik saptandi.
4. Vitiligolu hastalarda serum NO diizeyi kontrol grubuna gore yiiksek saptandi.
5. Vitiligolu hastalarda serum KP diizeyi kontrol grubuna gore yiiksek saptandi.

6. Vitiligolu hastalarda serum IOPU diizeyi kontrol grubuna gore yiiksek saptandi.
7. Vitiligolu hastalarda serum TT diizeyi kontrol grubuna gore diisiik saptandi.

8. XO inhibitorleri vitiligo tedavisinde bir segenek olarak diistiniilebilir.
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