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1. GIRIS

Vitiligo diinyada ve tilkemizde yaygin olarak goriilen, melanosit kayb1 sonucu
gelisen, depigmente makiiler lezyonlarla karakterize, spesifik bir deri hastahigidir
(1,2). Vitiligo kelimesi Latince vitium (leke) sdzciigiinden kéken alarak ortaya
¢ikmustir (3). Ttim diinya tizerinde 16kodermanin en yaygin nedenlerinden biri olarak

gosterilen vitiligonun muhtemel insidans1 %1-4 arasindadir (4).

Halen etiopatogenezi tam olarak agiklanamamigtir. Yapilan ¢aligmalar genetik
predispozisyon varliginda bir ¢ok presipitan faktoriin uyarimi ile hastalifin gelistigi
dogrultusunda birlesmektedirler. Genellikle 20 yagindan 6nce baglar ve insidans yagsla
birlikte azalir.Her iki cinste de hastahin goriilme sikli1 aymidir. Tiim irklarda vitiligoya

rastlanir (2).

Vitiligonun olugjum mekanizmasim aydinlatabilmeye yonelik g¢alismalar
sonucunda {i¢ temel teori one siirlilmiistiir; i) Otoimmiin teori, ii) Noral teori ve
iii) Otositotoksik teori (5). Melanojenik sistem antijenlerine kars1 gelisen antikorlarin
antijenlerle etkilesimleri sonucunda olusan otoimmiin reaksiyonlar ile melanosit
yikim1 otoimmiin teorinin (i) temelini olusturmaktadir. Néral teori (ii); sinir
uclarindan salgilanan nérokimyasal mediatorierin  melanositlere toksik etki
gostermesi temeline dayanir. Otositotoksik teorimin (iii) temel dayanag ise;
hidrokinonlarin (fenol tiirevleri) pigment hiicrelerine in vitro selektif olarak
sitotoksik olmasidir. Melanin sentezi sirasinda konsantrasyonu artan ve hiicrede
biriken bu toksik ara iirtinler indol tiirevierine ve serbest radikallere déniiserek
melanosit harabiyetine neden olmaktadirlar (6).

Diger yandan organizmanin, birgok metabolik yolda ara iiriin olarak ortaya ¢ikan
serbest radikallerin zararh etkilerini ortadan kaldirmak {izere sahip oldugu
antioksidan savunma sistemleri mevcuttur. Otositotoksik teori uyarinca, vitiligolu
hastalarda melanositler igerisinde biriken serbest radikaller de aym antioksidan
sistemler tarafindan detoksifiye edilmektedir, 6zellikle biriken hidrojen peroksit ve
diger organik peroksitler Se bagimh bir enzim olan glutatyon peroksidaz tarafindan
detoksifiye = edilmektedir. Tiimiiyle uzaklagtirllamayan serbest radikaller

organizmadaki tlim hiicresel ve hiicreler aras1 komponentler {izerinde etki gostererek



yapisal ve fonksiyonel bozukluklara yol agmaktadir. Malondialdehit, serbest
radikallerin lipitlerde olusturdugu oksidatif hasari1 gésterirken hidroksiprolin protein
oksidasyonu ve kollajen degradasyonu igin bir géstergedir (7).

Biz bu g¢ahgmada, vitiligo gelisimi ile serbest radikaller arasindaki iligkiyi
aragtirmak amaciyla vitiligolu olgularla saghikli bireyler arasinda, plazma antioksidan
sistemin gostergelerinden olan GSH-Px (EC 1.11.1.9), GSSG, GSH, Se, MDA ve
hidroksiprolin diizeylerini karsilagtirdik.



2. GENEL BILGILER
2.1. VITILIGO

Vitiligo tilkemizde ve diinyada %1-4 arasi siklikta goriilen, fizyopatolojik
mekanizmasi heniiz tiimiiyle aydinlatilamamis ve melanositlerin kaybi sonucu
depigmente makiiler lezyonlarm gelisimi ile kendini gosteren akkiz bir deri
hastaligidir(4) Latincede leke anlamina gelen vitium kokii ile -igo ekinin birlegmesi
ile vitiligo ismi tiiretilmis, hastalik ismini buradan almigtir (3).

Hastalik kadin ve erkekler arasinda bir insidans farki gdstermezken, tropikal
bolgelerde ve koyu derili insanlarda vitiligo prevalansi daha yiiksek bulunmustur.
Vitiligonun ortaya ¢ikisi daha g¢ok geng yaslarda olmaktadir. Olgularin yarisma yakininda
hastaligin 20 yas altinda ortaya ¢iktigi ve 10-30 yas arasinda belirgin bir yigilma oldugu
bildirilmektedir. Yakin akrabalarinda vitiligo bulunanlarda hastahigin ortaya ¢ikist daha
erken yaslarda olmaktadir (8).

Hastalik, lezyonun tiim derideki bulunma orani ve sekli g6z 6niinde tutularak lokal ya
da genel diye adlandirabilecegimiz iki gruba ayrilabilmektedir (3).

Genel ya da bir diger deyisle yaygin vitiligoda
hastanin tiim viicut yiizeyine yayilmig lezyonlar
gozlenmektedir. Sekil I’de goriildiigii gibi lezyonlar
vitiligolu ¢ocugun tiim derisine yayilmig haldedir.
Genel vitiligoda prognoz daha kétiidiir, hastalik hizh
ilerler ve lezyonlar kisa siirede tiim deriyi sarar. Bu
hastalarda giines 1simnlarma karsi hassasiyet de lokal
vitiligolu hastalara gére daha fazladir.

o

Sekil I: Genel vitiligolu bir cocukta yaygin lezyonlar.



Sekil II: Lokal vitiligoda goz bolgesinin, etrafinin ve kirpiklerin tutulumu ile karakterize

bir lezyon

Lokal vitiligoda ise hastalik derinin belli bir boliimiinii tutmustur ve o bolgede yavag bir
sekilde genislemektedir ya da hastahigim duragan ya da aktif olmasma bagli olarak stabil
kalabilmektedir (9). Sekil 1I’de goz bélgesinde lezyonu olan lokal vitiligolu bir olgunun

lezyonu goriilmektedir.

Bir bagka yaklagima gore ise, lezyonlarm viicudun ortasindan gectigi farzedilen simetri
ekseninin her iki yaninda bulunup bulunmamas: dikkate almmistir. Bu baglamda eger
viicudun tek bir yaninda lezyonlar lokalize olmugsa buna unilateral lezyonlu vitiligo, eger
lezyonlar viicudun her iki yaninda da yer aliyorsa buna da bilateral vitiligo adi

verilmistir(9).

Sekil III: Unilateral vitiligo bir olgunun
lezyonu.

Yandaki  sekilde viicudunun sol yaninda
lezyon bulunmayan ancak sag omuz ve kol
bolgesinde lokalize olmusg lezyonlari
gbrmekteyiz.




Sekil IV: Bilateral vitiligo bir olgunun
lezyonu (1).

Yandaki sekilde viicudun her iki
yamnda kaba bir simetri gdsteren vitiligo

lezyonlari goriilmektedir.

Vitiligo gelisiminde genetik faktérlerin
kismen etkili olabilecegi one siiriilmiistiir.
Epidemiyolojik caligmalar, vitiligolu
hastalarin  dortte birinin akrabalarinda da

hastaligin  tespit edildigini  gdstermistir.

Vitiligo hastalarinda ve ailelerinde otozomal
dominant veya otozomal resesif bir genetik gegisin olmadigi gosterilmistir. Ancak bu
hastalarda olgunlasmamus eritrositler iizerinde kromozom 1 iizerindeki Rh (Rhesus factor),
kromozom 2 iizerindeki ACP 1 (acid phosphatase gene) ve kromozom 4 iizerindeki MN
(micronucleus) bolgeleri gibi ¢ok sayida otozomal alan tespit edilmistir. Bu da
multifaktoryel genetik gegisi desteklemektedir. Vitiligonun genetik aktariminin, tek lokuslu
basit Mendelien gegise uymayan en az dort veya daha fazla sayida resesif bagimsiz allelik
yapida gene bagli olabilecegi bildirilmistir. Ailesinde vitiligo hastaligi olan bireylerin
hastaliga yakalanma olasiligi kontrol grubuna gore dort kat daha yiiksek bulunmustur
(10,11).

Vitiligo etiopatogenezi ile ilgili farkli teoriler éne siiriilmiistiir ancak en ¢ok
tizerinde durulan {i¢ teori hala giincelligini korumaktadir. Bu teoriler; humoral veya
hiicresel immiinolojik olaylarin sonucunda melanositlerin tahrip oldugu gériistinii
ortaya koyan otoimmiin teori (12), noral mediatérlerin melanositler iizerindeki tahrip
edici etkilerine dayanan néral teori (13) ve melanin sentezi ile iligkili metabolik
yollardaki diizensizlikler sonucu derigimleri artan ara iirinlerin ve metabolitlerin
toksik etki gostererek melanositlerin tahrip olmalarina neden oldugunu ileri siiren
otositotoksik teoridir (14). Daha sonraki dénemlerde ortaya atilan ve her ii¢ teorinin
de etkili oldugunu savunan birlesik teori pek ¢ok aragtirmaci tarafindan destek
bulmugtur (15).



2.1.1. OTOIMMUN TEORI

Vitiligo gelisimi ile immiin sistem arasinda organik bir bag oldugunu
diistindiiren ¢ok sayida klinik gézlem ve laboratuar ¢alismas: vardir. Klinik olarak,
vitiligo ile beraber bir ¢ok otoimmun hastaligin varlii, vitiligo lezyonlarinda
inflamatuar ve immunolojik olaylarin gelisimi, dolasimda otoantikorlarin (oto-ab)
yiksek diizeyi, humoral ve hiicresel immun sistem bozukluklarinin bulunmasi bu
hipotezi destekler goziikmektedir. Otoimmunizasyon gelisiminde primer olarak
organizmada immunolojik mekanizmalarin olugumu sirasinda meydana gelen
degisikliklerin rol oynadig1 ve melanojenik sistemin bu degisikliklere bagh antijenik
Ozellik kazandifi, oto-ab varligim agiklamada kullanilan bir hipotezdir. Ancak
hasarlanan melanositlerden salgilanan antijenik O6zellik tagiyan maddelere kargi
gelismig akkiz bir immunizasyonun da olabilecegi diisiiniilmektedir (16). Oto-ab
bagimh hiicresel sitotoksisite geligimi ab’larin hiicre ylizey ag’lerine baglanmasim
gerektirmektedir. Deneysel vitiligo hayvan modellerinde melanositlere kars1 oto-ab
varhigi ilk olarak Smyth cinsi tavuklarda gosterilmistir (12). Vitiligolu olgularda da,
serumda melanosit ylizey ag’lerine karsi gelismis oto-ab varhigi gosterilmigtir.
Hastalarin serumlarinda bulunan bu ab’larin in vitro ortamda kompleman aracili
sitotoksisite ile selektif olarak melanositleri dldiirdiikleri ileri siiriilmektedir. Hastalik
aktivitesi ile ab diizeyleri arasinda bir korelasyon oldugu da saptanmigtir. Melanosit
ve keratinositlere bagh immunglobiilin (Ig) G depolanmasi indirekt immunofloresan
yontemlerle gosterilmigtir. Keratinositlere baghh IgG birikimleri dejenere
Keratinositlerin  varh§t ile koinsidans gostermeyecek sekilde dagilim
gostermektedirler. Vitiligolu hasta 6rneklerinde yapilan incelemelerde melanositlere
kars: siddetli sitotoksik etki tespit edilirken keratinositlere karg1 bu etkinin daha zay:1f
oldugu saptanmustir (17,18).

Al Badri ve arkadaglan (19), yaptiklan ¢aligma sonucu elde ettikleri bulgulardan
yola ¢ikarak lenfosit aracili melanosit yikimi goriistinli ortaya koymuslardir.
Vitiligolu hastalarda lezyon ve ¢evresinde belirgin olarak T lenfosit agirlikli
epidermal ve yiizeysel dermal infiltrasyon saptamuglardir. Ozellikle CD3, CD4 ve
CD8 diizeylerinde artigin belirgin oldugunu rapor etmislerdir.



2.1.2. NORAL TEORI

Noral teori, sinir uglarindan salgilanan ndrokimyasal mediatdrlerin melanosit
hiicrelerini tahrip ettigi goriistinden dayanak almaktadir. Vitiligo lezyonlarinin
paralizili ekstremiteler iizerinde yayilmamasi, viral ensefalit, multipl skleroz ve
Horner sendromu ile birlikte vitiligo gelisen olgularin varli1 bu teoriyi destekleyen
bulgulardir. Ayrica, siklikla emosyonel stres sonrasi baglamasi ve segmental
tutulumun olmasi da bu teoriyi gliclendirmektedir (13).

Melanositler de, sinir hiicreleri gibi embriyolojik olarak néral yariktan kéken
alirlar. Vitiligo makiillerinde, yanindaki normal deriyle kiyaslandiginda terleme daha
fazla, lokal 1s1 daha yiiksek, ve kanama zamam daha uzundur. Ayrica lezyon
ortasinda ve periferinde otonomik sinir hiicrelerinde dejeneratif ve rejeneratif
degisiklikler ve dermal Schwann hiicrelerinin %75’inde basal membranda kalinlagma
gbzlenmistir. Hastalarin yarisinda min6r aksonal hasar oldugu bildirilmistir (1).

Bu teoriyi destekleyen biyokimyasal veriler de bulunmaktadir. Asetilkolinin
depigmentasyona neden oldugu ve lezyon kenarlarindaki melanositlerde dopa
oksidaz aktivitesinin baskilandifi gosterilmigstir. Asetil kolin esteraz aktivitesi
repigmente deride goriiliirken depigmente deride saptanamamugtir (20). Tirozin, hem
epinefrin hem de melanin sentezinde bir substrattir. Epinefrin ratlara enjekte edildigi
zaman depigmentasyona neden olmaktadir. Epinefrin ve melanin prekiirsorleri
arasindaki kimyasal benzerlikler bulunmaktadir ve epinefrin olusumu esnasinda sinir
uglarindan salinan ¢esitli ara iirlinler melanositler {izerinde tahrip edici etkiye sahip
olabilirler. Depigmente alanlardaki keratinositlerde, beta-adrenerjik reseptorlerle
iliskili kalsiyum transportunda defekt saptanmustir (21). Bunun sonucunda, bu
hiicreler ~presinaptik sinir sonlanmasindan bagimsiz olarak katekolamin
sentezleyebilirler. Ayrica vitiligolu olgularda epidermal ve plazma norepinefrin
diizeyleri yiikksek bulunmustur (22). Melanin biyosentezinin regiilasyonunda
kofaktér olan  6-tetra hidrobiopterin (6BH;), L-fenilalaninden L-tirozin
doniigitimiinde hiz kisitlayic: bir kofaktordiir. Aktif vitiligolu hastalarin epidermisinde
biopterin diizeyi artmugtir, bu da hidrojen peroksit birikimine neden olur. Hidrojen
peroksit (HyO,) giiglii bir peroksidatif ajandir, ani arti;i sitotoksiktir ve
depigmentasyona neden olur (14). Etkilenen alanlarda epinefrin diizeyleri belirgin



olarak azalmigtir. Norepinefrin diizeyleri ise lezyon olan bolgelerde daha siddetli
olmak tizere belirgin bir gekilde artmigtir. Epinefrin plazma diizeyi normalken
norepinefrinin plazma diizeyinde de 6nemli OSlgiide artiy saptanmustir (22). Bu
durumun muhtemel nedeni vitiligolu alanlardaki melanosit ve keratinositlerde
monoamin oksidaz aktivitesinin artmasi sonucu norepinefrinin 4 kat fazla sentez

edilmesi, epinefrin sentezinin ise azalmasidir (23).

Vitiligo hastalarinin lezyon alanlarimin kenarinda tiimér nekroz faktor-oo (TNF-
o), hiicre i¢i adhezyon molekiilti (ICAM-1) ve interferon gama diizeyleri yliksek
bulunmugtur. Bir in vitro ¢aligmada melanositlerde nérotensin, néropeptid, uyarilmig
TNF-a. diizeyleri normale gore 500 kat ve UV-B sonrasina gore ise 50 kat daha fazla
bulunmustur, bu da vitiligo ile nérojenik reaksiyonlar arasindaki iligki olasiliim
kuvvetlendirmektedir (24).

Sekil V. Katekolaminler ile serbest radikallerin etkilesimleri

Katekolamin desarj1

Epidermal ve dermal iskemi
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2.1.3. OTOSITOTOKSIK TEORI

Vitiligo gelisimini agiklamak iizere ortaya atilan teorilerden biri de otositotoksik
teoridir. Bu teori temelde vitiligolu olgularda bozulan metabolik mekanizmalarla
birlikte oksidan/antioksidan dengenin de bozulmasi sonucunda oksidan ajanlarin
yeterince detoksifiye edilememesi ile baglayan oksidatif hasann vitiligo
patogenezinde etkili olmas1 seklinde &zetlenebilir. Schallreuter ve arkadaglan (25)
vitiligolu olgularda keratinositlerde ©nemli antioksidan kapasiteye sahip olan
tioredoksin rediiktaz enzim aktivitesini saghkl bireylere oranla diisikk bulmuslardar.
Aragtirmacilarin bir bagka 6nemli bulgular1 ise, vitiligolu keratinositlerde kalsiyum
konsantrasyonunun yiiksek oldugunu ve yiiksek kalsiyum konsantrasyonunun
tioredoksin rediiktaz enzim aktivitesini inhibe ettigini rapor etmeleridir (26).

Ayrica, melanin sentezi sirasinda melanositler igin oldukga toksik olan tirozin
analoglart ve araiiriinler ortaya ¢ikar. Olusan ara {irlinlerden Ozellikle
dibidroksifenilalanin (DOPA) ve dopakrom 5.6-dihidroksiindol melanositler
icerisinde birikir ve serbest radikal konsantrasyonunun artmasina sebep olurlar (27).
Artan serbest radikaller olduk¢a reaktif olup saniyenin milyonda biri ile ifade
edilebilecek yanomre sahip molekiillerdir. Bu molekiiller tiim hiicre i¢i organellere,
lipidlere, proteinlere ve niikleik asitlere saldirarak hiicrenin normal morfolojisinin ve
fonksiyonlarimin bozulmasma neden olurlar. Ozellikle niikleik asitlerde olusabilecek
hasarlar  genetik defekt ile sonuglanabilir ve hiicrenin sentez ettifi tiim

metabolitlerde kendini gosterebilir ya da hiicrenin 6liimiiyle sonuglanabilir (28).

Vitiligo gelisimi ile iligkilendirilen molekiillerden biri de melatonindir.
Melatoninin, tirozinaz enzim aktivitesini inhibe etmeden melanin sentezini inhibe
ettigi ileri siirlilmektedir (29). Sentezin tirozinaz enziminin rol aldif basamaktan
sonra inhibe edilmesi melanositler iginde 6nemli miktarda ara iiriin ve serbest radikal
olusumuna neden olur. Bu da melanosit harabiyeti ve yikimi ile sonuglanir. Bu
yaklasim otoimmiin teori ile de iligkilidir. $oyle ki; bozulmus melanogenezis sonucu
meydana gelen bagkalagmig melanositin kendi i¢indeki maddelere veya degisime
ugramig ylizey antijenlerine karst otoimmiin yaniti indiikledigi ileri stiriilmektedir

(18).
Otositotoksik teoriyi destekleyen yaklagimlardan biri de vitiligolu hastalarda



hastalifin ortaya ¢ikigindan bir siire 6nce yagsanmis olan agir psikolojik stres ya da
gesitli travma Oykiilerinin bulunmasidir (30). Yogun stres presinaptik hiicrelerden
katekolamin salinimini artirir, artmig katekolamin sonucu vazokonstriiksiyon ve buna
bagh olarak epidermis ve dermisde hipoksi gelisir ve ardindan reoksijenasyon
meydana gelir. Bu da serbest oksijen radikallerinin ve toksik molekiillerin
konsantrasyonlarinin artmasina neden olur (31). Olugan serbest oksijen radikallerinin
reaktivitesi ortamdaki antioksidan kapasite ile sinirlandirilabilmektedir. Schallreuter
ve arkadaglar1 vitiligolu hastalarin lezyonlu ve normal derilerinde epidermisde
peroksidatif ajanlarm detoksifikasyonundan sorumlu bir enzim olan katalaz
aktivitesinin azaldifinm1 saptamiglardir (32). Yetersiz katalaz aktivitesi hiicre i¢inde
hidrojen peroksit birikimine ve hiicrenin peroksidatif hasara maruz kalmasmna neden
olur. Ozellikle hiicre membraninda yapisal ve fonksiyonel iglev géren membran
lipidleri ¢ok kolay peroksidasyona ugrayabilen molekiillerdir. Membranda meydana
gelen lipid peroksidasyonu sonucu membran yapisi ve hiicre biitiinltigli bozularak
hiicrenin 6mrii kisalir. Passi ve arkadaglar yapmis olduklan ¢aligmalarinda vitiligolu
hastalarin epidermisinde ubikinon, vitamin E, glutatyon ve poliansature yag asidi
diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli diizeyde azalmig oldugunu saptamiglardir
(33). Bu bulgular vitiligolu olgularda antioksidan sistemin zayifhfim ortaya
koymakta olgularda deride olusacak oksidatif stres durumunda detoksifikasyonun
yetersiz. olmasi ve hiicrelerin patolojik etkilenimlerine neden olacaktir. Oksidatif
strese en duyarli hiicrelerden biri olan melanositler bu olaydan en fazla ve ilk
etkilenen hiicre olarak kargimiza gikmaktadir.

2.1.4. VITILIGOYA BiYOKIMYASAL YAKLASIM

Vitiligo patogenezi ile ilgili olarak tespit edilen ve patogenezin aydinlatilmasi
yolunda Onemli mesafe kat edilmesini saglayan ilk dikkate deger bulgu
tetrahidrobiopterinin de novo sentezindeki bozukluktur. (6R)-L-eritro 5,6,7,8-
tetrahidrobiopterin (6BH,) aromatik aminoasitlerin (fenilalanin, tirozin, triptofan
gibi) hidroksilasyonu gibi degisik hiicresel metabolik metabolik yollarda esansiyel
kofaktor (elektron saglayicisi) olarak rol oynar (34). Ayrica NOS (nitrik oksit sentaz)
da aktivite gosterebilmek igin 6BH4’e gereksinim duyar (35). Epidermiste sikliis
soyle cereyan etmektedir; (6R)-L-eritro 5,6,7,8-tetrahidrobiopterin, fenil alaninin
molekiiler oksijen varhginda PAH (fenilalanin hidroksilaz) araciliiyla tirozine
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donlistimiinde major kofaktérdiir. Bu esnada elektron saglayici olarak rol alan (6R)-
L-eritro-5,6,7,8-tetrahidrobiopterin, 4a-karbinolamin (4a-OH-BH,)’e doniistir, olusan
bu ara tirlin spesifik bir dehidrataz enzimi olan 4a-OH-BH, dehidrataz ile kinonoid
dihidropterin (qBH;)’e doniisiir, bunun da bir ileri rediiksiyonu sonucu 6BH, yeniden
olusur. Kofaktoriin bu metabolik yolla geri kazaniminin diginda bir de GTP’den GTP
siklohidrolaz I enzimi ile kontrol edilen ve normal epidermal hiicrelerde tirozin
diizeylerini gereksinim dogrultusunda regiile eden 6BH; de novo sentez sikliisii s6z
konusudur. Ve arastirmacilar vitiligopda GTP siklohidrolaz 1 enziminin
regiilasyonunun bozuldugunu ve bu bozuklugun sonucunda GTP siklohidrolaz I
enzimin aginn ¢aligmasi nedeniyle 6BH,’lin gereginden fazla sentez edildigini ve
epidermal birikiminin s6z konusu oldugunu rapor etmiglerdir (36,37). 6BH; sentezi
sirasinda belli oranlarda ve non enzimatik olarak 7BH,; de olusmaktadir. 7BH,’lin
zamana bagiml olarak konsantrasyonu artmakta ve bir aragtirmacinin yaptigi ¢alisma
bulgularina gore konsantrasyonu 8x10° M’a kadar yiikselmektedir. Normal
hiicrelerde fizyolojik konsantrasyonlarda (< 10~ M) olusan 7BH, herhangi bir risk
olusturmazken 8x10° M ve daha iizerindeki derigimlerinin PAH enzimi i¢in inhibitér
etki gosterdigi ve bu inhibisyonun kompetitif inhibisyon oldugu tespit edilmigtir
(38).

Fenilalanin’in GTP siklohidrolaz I enzimi iizerine pozitif feedback etkisi s6z
konusudur. GTP siklohidrolaz I enziminin ilk indiiksiyonunun neden kaynaklandigi
bilinmemektedir -ve bu yondeki aragtirmalar biitiin hiziyla siirmektedir — ancak
indtiksiyon sonucunda derigimi artan 6BH4 ve non enzimatik yolla olugan 7BH,’lin
yiiksek konsantrasyonlar: fenilalanin hidroksilaz’1 inhibe etmekte (39), bu inhibisyon
ile fenilalanin’in tirozin’e doniiglimii 6nemli Olgiide yavaglamakta ve ortamda
fenilalanin birikimi s6z konusu olmaktadir. Yiiksek konsantrasyonlara ulasan
fenilalanin, GTP siklohidrolaz I enzimi iizerinde pozitif feedback etki gostermek
suretiyle 6BH; ve7BH, iiretimini daha da artirmaktadir ve vitiligoda bu kaskat
boylece devam etmektedir. Fenilalaninin pozitif feedback etkisi ise GFRP (GTP
cyclohydrolase I feedback regulatory protein) ad1 verilen kiigiik bir protein molekiilii
ile kompleks olusturmasi ve bu kompleks molekiiliin enzime allosterik olarak
baglanmas: suretiyle gergeklesir (40).
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Sekil VI: BH, sikliisti (9)
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birikiminin 107 M derigim diizeyine
kadar yikseldigini gostermistir ki bu diizey hidrojen peroksitin sitotoksik
etkilerinin gozlenebilecegi derisimin ¢ok iizerindedir (27,28). Bu noktada sunu
sdyleyebiliriz ki, epidermal hidrojen peroksit birikiminin major kaynaklarindan birisi
agir1 sentezi sonucu yiiksek konsantrasyonlara ulasan 6 ve 7 tetrahidrobiopterinlerin
molekiiler oksijen varliginda UV ismnlan etkisiyle oksidasyona ugramalar1 ve bu

oksidasyon siiresince yan iiriin olarak siirekli hidrojen peroksit olugmasidir (41).

2.2. MELANOJENEZIS

Melanin biyosentezi ve pigment hiicrelerinde meydana gelen reaksiyonlarin
mekanizmalarn 1920’lere kadar bilinmemekteydi. Raper ve arkadaglarn (42) 1928
yilinda yaptiklar1 g¢aligma sonucunda omurgali canlilarda pigment hiicrelerinin
varligindan ve tirozinden baslayan melanin sentez mekanizmasindan s6z etmislerdir.
Daha sonraki galigmalarla melanositler ve melanogenez hakkinda g¢ok daha ayrintili
bilgiler elde edilmistir.

Bu giin artik bilinmektedir ki; insan epidermal melanositleri, melanojenik

enzimlerin rol aldif1 ve tirozinden baslayip melanin sentezi ile sonlanan bir dizi
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reaksiyon zincirine sahiptir. Bu sentez yoluna kisaca melanogenez ad1 verilmektedir.
Melanositler, embriyojenik noral yariktan kéken alan melanoblastlarin epidermise
gocli ve epidermal melanositlere doniigiimii ile olusurlar. Epidermis disinda kil
folikiilti matriksinde, nadiren dermiste, mukozalar, leptomeninksler, goziin uvea
tabakasinda, kulakta koklear bolgede, stria vaskiilariste ve vestibular labirentte de
melanosit bulunur, Epidermal melanositlerin her biri dendritleri aracihig ile yaklagik
36 keratinosite komguluk etmektedir (43).

Melanin sentezi, melanositler ve keratinositler igerisinde yer alan melanozom
tiniteleri igerisinde gerceklesir. Sentezlenen melanin, deri renginin temel belirleyicisi
olup melanozomlarin tipi, boyutu, rengi, bigimi ile melanosit ve keratinositler
arasindaki dagilimindan etkilenmektedir.

Melanozomlar olduk¢a organize organellerdir ve fiziksel yapilann elips
seklindedir. Normal deride, melanin konsantrasyonu oldukga yiiksektir ve genellikle
ultraviyole iginlan Onemli &lgiide absorbe eden polimerik yapida ve yapisal
proteinlere bagl halde bulunurlar. Memeli melanin pigmentleri iki kimyasal yapida
bulunmaktadir; 6melanin, kahverengi bir polimerdir ve tirozinin, alkali ve diigiik
¢Oziiniirliige sahip kromofor bir yapiya doniistiiriilmesi ile ortaya ¢ikar. Feomelanin,
tirozinin tirozin-melanin sentez yolunda dopakinonun sistein ya da glutatyon ile
birlegerek  sisteinildopa tlizerinden sari-kirmizimsi bir pigmente doniigmesi ile
meydana gelir. Bu doniigiim esnasinda sistein ya da glutatyon katilimmdan sonra
katilma {irlinii kinona oksitlenir, halka olusturur ve indol-5,6-kinon ile birlikte
feomelanin olusumuna yonelir.Baz: kisilerin san ve kizil saclarindan sentezin bu

yola sapmas1 sorumludur (5,44).
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Sekil VII. Epidermal melanin tinitesi (1).
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Melanogenez boyunca, tirozinden DOPA ve DOPA’dan dopakinon doniisiimleri
bakir bagimli bir aerobik oksidaz olan (fenol oksidaz) tirozinaz tarafindan
katalizlenir (45). Sentezin ilk iki adim1 yani DOPA ve dopakinon olugumu birbiri ile
sikt baglantilidir. indol olusacak sekilde halka kapanmasi kinoid sisteme bir katilma
ve indolkinonun melanine polimerizasyonu termodinamjk olarak istemli ylirliyen
basamaklardir. Sentezlenen melanin ¢ogunlukla 6melanin ile feomelaninin belli
oranlarda kangimlarindan olusmugtur ve genelde alinan melanin &rnekleri analiz
edildiginde farkli oranlarda 6melanin ve feomelanin i¢erdikleri goriilmiistiir
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Sekil VIII. Omelanin ve feomelanin sentez basamaklart (1).
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2.3. SERBEST RADIKALLER

2.3.1. GENEL TANIMI

Atom ya da molekiillerin sahip oldugu elektronlar belirli enerji diizeylerine ait
ve orbital adi verilen uzaysal hacimler igerisinde yer alirlar. Her bir orbital
biinyesinde maksimum iki elektron barindirir ve bu elektronlarin spinleri birbirine
zittir. Atom ya da molekiiller kovalan bag olusumu sirasinda son yoriingelerindeki
elektronlarin bir yada ikisini kullanarak bad yaparlar. Bu sayede genelde son
yoriingelerinde yer alan orbitallerdeki ¢iftlesmemis elektrondan kaynaklanan
kararsizliklarini gidermis olurlar. iste son yoriingesindeki orbitallerinde giftlesmemis
elektron igeren atom veya molekiillere serbest radikal adi verilir. Sembolize edilirken
atom ya da molekiil formiillerinin yanina bir nokta konarak yazilir. Ornegin hidroksil
radikali OH' seklinde gosterilir (46).

Bu molekiiller organik ya da anorganik yapili molekiiller olabilir. Stabil olmay1p
sisteme yogun bir kararsizlik veren yiik dengesizliklerini giderebilmek i¢in yani
elektron konfiigrasyonlarim pozitif yiike dengeleyebilmek igin oldukg¢a aktif bir yap1
Ozelligi gosterirler. Radikallerin aktif olma &zelligi bashca difiizyon mesafesi ile
iligkilidir. Ancak hidroksil radikali (OH) son derece yiiksek aktif 6zellikte
oldugundan genellikle meydana geldigi hiicrenin bulundugu bélgeden daha uzaga
difflize olamadan olustugu yerde derhal reaksiyona girer. Buna karsilik siiperoksit
radikali, hidroksil radikalinden daha az reaktif oldugu i¢in a¢ifa ¢iktigi hiicre
boliimiinden daha uzak noktalara rahatlikla diffiize olabilir. Hidrojen peroksit ise
kendisi dogrudan radikal olmamakla beraber ¢ok onemli bir serbest radikal kaynag:
ve peroksidatif bir ajandir. Bu molekiil mitokondriyal membranlar, peroksizomal
membranlar ve plazma membranindan kolayca diffiize olarak toksik etkisini agiZa
cikt1g1 noktadan daha uzak hiicre béliimlerinde gosterebilir (47,48).

Cok kisa yagsam siireleri olan serbest radikaller tiim hiicre bilesenleri ile kolayca
ctkilegebilme oOzelligine sahiptirler. Hiicrenin tiim fraksiyonlarinda olusabilme
ozelligine sahiptirler. Radikal olusumu hiicre tiplerine gére degisiklik gostermesine
ragmen tlim aerobik hiicrelerde belirli diizeylerde radikal olusabilmektedir.

V8. Vlksexie
wnn.fﬂhg“ggﬁj;%gﬁ , mﬁ%u}
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Serbest radikallere yaygin birka¢g 6rnek olarak merkezinde oksijen bulunan
siiperoksit anyon radikali (Oy’), kiikiirt bulunan tiyil radikali (RS’), karbon bulunan
triklorometil (CCl3°), hidroksil radikali(OH") ve ¢iftlesmemis elektronun her iki atom
arasinda delokalize oldugu nitrik oksit (NO") verilebilir (7).

Oksijenin dis molekiiler yoriingesine bir veya daha fazla ¢iftlegmemis
elektronlarin eklenmesi yaygin sekilde bulunan bu molekiilti giiglii bir toksine, bir
serbest oksijen radikaline doéniigtiiriir. Biyolojik kaynakli serbest radikallerin 6nemli
bir béliimii reaktif oksijen tiirevleridir. Bu molekiiller, oksijenin belirli kogullarda
kismen indirgenmesi sonucu olusan ¢ok kisa omiirlii ve giicli oksidan nitelikli
oksijen metabolitleri olan hidrojen peroksit, siiperoksit anyonu, singlet oksijen ve
hidrojen peroksittir (49).

Aslinda normal hiicre biyokimyasinin bir pargasi olan serbest radikaller, zararh
etkilerinin yamsira, transport ve hiicre biiylimesinin regiilasyonu gibi birgok normal

hiicresel mekanizmada rol oynarlar.

2.3.2. SERBEST RADIKALLERIN OLUSMA SEKILLERI

Serbest radikaller genel olarak iki temel kimyasal yol iizerinden meydana
gelirler. Bunlar;

A) Elektron Transferi:

Herhangibir molekiile, tek elektron eklenmesi ya da o molekiilden tek elektron
uzaklagtirilmasi sonucu serbest radikal olugur.

A+te —p Ay

B) Homolitik Par¢alanma:

Birbiri ile kovalent bagli farkli iki atom, bag1 olusturan her bir atom birer
elektronu kendi blinyesinde tutarak yapidan ayrilirsa yani bag koparsa olusan
komponentlerden her biri bir radikal olusturur.

A'B —» A+ B
Bunlarin didginda molekiiler bag pargalanmasinin bir diger tiirii de heterolitik
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parcalanma olup, bagi olugturan atomlardan biri her iki elektronu kendi {izerine
alarak yapidan ayrilir ve iki ayr iyon olusur.

A'B —» A+ B

Metabolik olaylarin normal siralamminda oksijen toplam dort elektron kabul
edebilir. Molekiiler oksijene bir elektron eklenmesi siiperoksit anyonu, proton
katilim1 beraberinde iki elektron eklenmesi hidrojen peroksit, bu yapiya tigiincii bir
elektronun eklenmesi hidroksil radikali ve hidroksil radikaline dérdiincii elektronun
eklenmesi su olusumuna neden olur. Oksijen kékenli ara iirlinlerin birbirleri ile
iligkili olduklar1 bilinmektedir. Bu molekiillerin goreceli konsantrasyonlari endojen
gidericilerin ve katalitik metal iyonlarin varligina baghdir. Siiperoksit anyonu sulu
ortamda fazla reaktif degildir, yan gegirgen hiicre membramindan kolaylikla
gegebilir, muhtemelen iyon kanallari aracilifiyla intraselliiler kaynaindan disari
diflize olmaktadir (50).

Serbest oksijen radikalleri arasinda en reaktif ve en sitotoksik olanlar hidroksil
radikali ve singlet oksijendir. Bu iki radikal serbest demir iyonu varhginda Fenton ve
Haber-Weiss Reaksiyonlar: araciligiyla meydana gelir (51).

H,0, +Fe™ »  OH +OH +Fe™ (Fenton Reaksiyonu)

H,0, + 0" Fe” > OH +OH: + !0, (Haber-Weiss Reaksiyonu)

Haber-Weiss Reaksiyonu Fenton Reaksiyonu’nu da igeren ve siiperoksit anyon

radikalinin de reaktan olarak rol aldig1 bir tepkimedir,

1.basamak: ‘O +Fe™ —» 0O, +Fe*
2.basamak: H,0,+Fe”> —% OH + OH' + Fe™ (Fenton Reaksiyonu)

Net Tepk: ‘O, + H,O, Fe+2. 0, + OH + OH" (Haber-Weiss Reaksiyonu)
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Tablo I: Reaktif Oksijen Tiirlerinin Ortalama Yar1 Omiirleri:

Molekiil Formiilii Molekiiliin Adz Yar Omiir (sn)
HO Hidroksil radikali 107
RO Alkoksil radikali 10
ROO Peroksil radikali 7
H,0, Hidrojen peroksit Ortama bagh olarak degisir
Oy Siiperoksit radikali Ortama bagh olarak degisir
0, Singlet oksijen 10°
Q Semikinon Giinler
NO Nitrik oksit 1-10
ONOO Peroksinitrit 0,05-1

2.3.3. SERBEST RADIKALLERIN BiYOLOJIiK KAYNAKLARI

Oksijen tiikketen aerobik organizmalar igin serbest radikallerin baglica kaynag
molekiiler oksijendir. Normal metabolizmada molekiiler oksijenin %98’i oksidaz
enzimler aracihiftyla suya indirgenirken geriye kalami oksijenaz enzimler tarafindan
potansiyel toksik reaktif tiirlere doniigtiiriiliir (49).

Oksijenin bir elektron alarak rediiksiyonu ve aerobik hiicrelerin enzimatik
oksidasyonu sirasinda negatif yiiklii bir ara iiriin olan, son yériingesinde ¢iftlesmemis
elektron igeren siiperoksit anyon radikali agifa cikar. Sitoplazmadaki oksijenin
baslica kaynag1 endoplazmik retikulumdaki sitokrom P450 sistemidir. Cok toksik
etkili olmayan siiperoksit radikali asil etkisini daha reaktif metabolitlerin aci13a
¢ikmasina yol agarak gésterir (49).

Hidrojen peroksit gergek bir serbest radikal degildir ancak ozellikle yiiksek
konsantrasyonlarda giiglii reaktif oksijen tiirlerinin ortaya ¢ikmasmna yol agarak
toksik etki gosterir (51) .
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Oksijenin protonlanmasiyla da hidroperoksil radikali (HO;’) olusur. Bu radikalin
herhangi bir biyolojik sistemde sitotoksik rolii kamtlanamamis olmasina ragmen
uzun yart O6mrii sayesinde biyolojik membranlari kolayca gegebilmesi ve yad
asitleriyle direk etkilesime girebilmesi yOniinden Onemli olabilecedi

diisiiniilmektedir.

Diger bir fizyolojik serbest radikal nitrik oksittir (NO"), kan basincini diizenleme
ve hiicreler aras1 sinyal olusumu ve iletimi gibi yararhi fonksiyonlannin yamsira
yiikksek konsantrasyonlarda 6zellikle peroksinitrite donlismek suretiyle toksik etkili
olabilmektedir (52).

Viicutta {retilen radikaller her zaman tehlikeli kimyasal tiirler olarak

degerlendirilmemelidir. Oksijenin biyokimyasal tepkimelerde kullanilmasi i¢in reaktif

formlarina gevrilmesi zorunludur.

Ornegin,

*

Steroid yapidaki ¢ok sayidaki bilesiklerin, eikozanoidler gibi biyolojik aktif

molekiillerin sentezi

* Ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu
*  Cok sayidaki oksidaz ve hidroksilaz enzimlerinin etkileri i¢in

¥ Sitotoksik etkilere sahip hiicrelerin fonksiyonlar: igin radikal yapim olmazsa
olmaz bir kosuldur.
*  Fizyolojik yaslanmanin gerceklesmesini saglamak

Yasam i¢in mutlaka gerekli olan oksijen, canhlarin yagamimin sona
erdirilmesinde de etkili olan faktdrlerin baginda gelir. Canlilarin yaslanmas: ve
birgok patoloji radikallerin neden oldugu kalici hasarlarin bir birikimi olarak
degerlendirilmektedir.

[zole edilmis mitokondrilerde yapilan galismalarda organizmanin temel radikal

kaynaginin i¢ membranda yerlesen solunum zinciri oldugu anlagilmigtir. Normal
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hidrojen peroksit ve siiperoksit yapimi mitokondriyal oksijen sarfinin yaklagik %1-2
kadarim olugturmaktadir (53).

Peroksizomlar hidrojen peroksitin hiicredeki en Onemli kaynagidir.
Peroksizomlarda bulunan D-aminoasit oksidaz L-a-hidroksi asid oksidaz enzimleri
hidrojen peroksit agiga ¢ikarma 6zelligine sahiptirler.

Coziinebilir 6zellifi olan ve ndtral sivi  ortamda oksidorediiksiyon
reaksiyonlarina girebilen hiicre komponentlerinin ¢ogu serbest radikalleri agiga
cikarirlar. Tiyoller, hidrokinonlar, katekolaminler, flavinler ve tetrahidrobiopterinler
bu gruba dahildirler.Tablo II’de genel anlamda organizmadaki serbest radikal
kaynaklari siralanmaktadir,

Tablo II: Serbest Radikallerin Organizmadaki Kaynaklar1

A) Endojen Kaynaklar

-Galaktoz oksidaz

-Siklooksijenaz

-Lipooksijenaz

-Monoamin oksidaz

-Mitokondriyal elektron transport zinciri
-Mikrozomal elektron transport zinciri
-Kloroplast elektron transport zinciri
-Oksidan enzimler

~-Indolamin dioksijenaz

-Fagostik hiicreler

-Nétrofiller

-Eosinofiller

-Endotel hiicreler

-Otooksidasyon reaksiyonlar

B) Eksojen kaynaklar

-Redoks sikliisii yapan maddeler

-lag oksidasyonlan
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-Sigara dumam

-Iyonize radyasyon
-Ultraviole 1gmlar

-Ist soku

-Glutatyon oksitleyici ajanlar
-Kanserojen maddeler

-Alkol

2.3.4. SERBEST RADIKALLERIN REAKSIYONLARI VE
ORGANIZMADAKI ETKIiLESIMLERI

Iki serbest radikal karsilastiginda eslesmemis elektronlarini birlestirerck bir
kovalent bag olusturur. Bu sekilde siiperoksit ve nitrik oksit ¢ok hmzli reaksiyona

girer,
Oy +NO* —® ONOO' (peroksinitrit)

Fizyolojik pH’da peroksinitrit direkt olarak proteinlerde hasar olusturur ve
nitronyum iyonu, nitrojen dioksit gazi ve hidroksil radikali gibi toksik etkili
bilegenlere pargalamir. NO’in toksisitesi oksijen ile olan etkilesimi ile dogrudan
iligkilidir (54).

Bir radikalin, radikal olmayan bagka molekiillerle olan etkilesimlerinden yeni
radikaller ortaya ¢ikar ve bu olaya radikalik zincir reaksiyonlar1 adi verilir. Serbest
radikal reaksiyon zinciri atom transferlerini igerir, yag asitleri ve aromatik halkalarda
oldugu gibi doymamig baglara radikal eklenmesi de hiicre iginde gergeklesen diger
bir radikal reaksiyonudur.

Cesitli patolojik durumlarda ya da organizmamn, radikal olusumunu indiikleyen
birtakim etkenlere (baz1 kimyasallar, 1gmlar vb.) maruz kalmasi durumunda, serbest
radikal konsantrasyonunun artmasi ve beraberinde antioksidan sistemin yetersiz
kalmas1 sonucu pekgok hiicre ile hiicre alt bilegenleri ve hiicre dis1 makromolekiiller
bu radikallerin saldiris1 sonucu yapisal ve fonksiyonel bozulmalara ugrarlar. Serbest

radikallerin saldirisindan en fazla etkilenen biyokimyasal bilesenler, ¢ogu kritik
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reaksiyonlarda rol alan enzimler, niikleik asitler, norotransmiterler ve hiicre

membranlarinin yapisal komponenti olan yag asitleridir.

2.3.4.1. Serbest Radikallerin Niikleik Asitlere Etkileri

Niikleik asitler genetik bilginin depolanmas: ve ifade edilmesi fonksiyonunu
iistlenmis molekiiller olup canlilifin devami agisindan hiicrenin en kritik 6neme
sahip molekiilleridirr. Bu nedenle, serbest radikallerin organizmada
olusturabilecekleri en ciddi hasarlar bu molekiillerde gerceklesir.

Hiicre gekirdegine yakin bir yerde hidroksil radikali olusumu, piirin ve pirimidin
bazlarinin oksidasyonuna, birtakim mutasyonlara ve DNA iplik kirilmalarma yol
agar. Serbest radikaller DNA polimerazi inhibe eder.Cesitli kaynaklardan iiretilen
hidrojen peroksit, uzun yart émrii ve hiicre membranlarindan kolayca gegebilme
6zelligi sayesinde cekirdek igerisine diffiize olabilir. Ortamda bulunabilecek bir
metal iyonu ile hidroksil radikali olusumuna meydan vererek baz oksidasyonuna ya
da hidroksilasyonuna neden olur. Ozellikle guanin oksidatif hasara oldukga acik bir
baz olup tiimdr hiicrelerinden saflagtirilan DNA molekiillerinde 6nemli Slgiide
hidroksi guanin saptanmigtir (55).

Serbest radikallerin niikleik asitler tlizerinde yaptifi hasarlar birtakim tamir
enzimleri tarafindan, modifiye olmus bazlarin zincir yapisindan ¢ikanlarak idrar
yoluyla atilmasi seklinde diizeltilmeye ¢alisilir. DNA iizerine olan oksidatif etki,
idrarda atilan okside niikleobazlarin tespiti yoluyla takip edilebilir (56).

Sekil IX : Guanin Hidroksilasyonu

8-Hidroksi guanin (mutajenik)

Oksidasyon

Guanin + OH" ——» 8-Hidroksi guanin radikali

Rediiksiyon
Halka yapis1 agilmis guanin

Guaninin, 8-hidroksi guanine déniisiimii translasyonda hataya neden olurken,

23



guanin halka yapisimin agilmasi DNA replikasyonunu durdurur. Yapinin zincirden

tiimiiyle uzaklastirilmasi da delesyonla sonuglanir.

2.3.4.2. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Proteinlerin serbest radikallerden etkilenme derecesi, aminoasit igeriklerine
baglidir. Proteinin hiicre lokalizasyonuna ve radikalin toksisite giicline bagl olarak
protein harabiyetinin boyutlar1 degisir. Siilfiir igeren aminoasitlerin radikalik
hasarlanmaya kars1 duyarliligi daha fazladir. Sistein, histidin, metionin, triptofan ve
tirozin igeren proteinler oksidasyonlara karg1 en duyarli olanlardir. Serbest radikaller
aminoasitlerin oksidasyonu yaninda peptid baglarinin hidrolizine ve c¢apraz
baglanmalara yol agabilirler. Radikalik oksidasyon protein degradasyonunun temel

nedenlerinden biridir ve protein agregatlarinin olugmasina yol agar (57).

Enzim yapisindaki proteinlerin oksidatif hasarlardan etkilenmesi daha ciddi
sorunlar dogurur. Ozellikle radikalik hasara daha hassas olan aminoasitlerin, ayni
zamanda enzim aktif merkezinde de en fazla bulunan aminoasitler olmasi olusan
hasarin 6nemli Olglide aktivite kayb1 ya da enzimin tiimiiyle inaktive olmasiyla

sonu¢lanmasina meydan verir.

Yapilan caligmalarda Na,K-ATPaz, Ca-ATPaz, laktat dehidrogenaz (LDH),
piruvat kinaz, kreatin kinaz, DNA polimeraz enzimlerinin serbest radikal hasariyla
aktivite kaybina ugradip tespit edilmistir. o-1-antitripsin ve a-2-makroglobulin gibi
hiicre dig1 proteinlerde de aktivite kayb1 sonucu doku hasar1 meydana gelir. Oksidatif
hasardan en fazla etkilenen hiicre dis1 doku bilesenleri kollajen ve hyaluronik asittir.
Kollajen stiperoksit radikalinin jel olugumunu inhibe etmesi sonucu tahrip olur
(58,59).

2.3.4.2.1. Hidroksiprolin

Prolin ve hidroksiprolin  (oksiprolin) esansiyel olmaylp endojen
aminoasitlerdendir. Sentezi esnasinda glutamik asit, 6nce semialdehit glutamik asit
dehidrojenaz tarafindan glutamik asit semialdehite doniistiiriiliir. Olusan glutamik
asit semialdehit halkalagarak prolin-5-karboksilik asiti olugturur. Prolin-5-karboksilik
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asit, prolin rediiktaz yardimiyla proline indirgenir. Prolin ise, prolin hidroksilaz
araciligityla hidroksiprolini olusturur. Arnitin’in oksidasyonlu deaminasyonu ile
olusan glutamik asit semialdehit de prolin sentezinin prekiirsorii olarak kullanilir

(60).

Organizmada hidroksiprolin enzimatik yolla olusur ve iiretimin aminoasitin
gerekli miktar1 kadar olmasi yine enzimi regiile eden metabolik mekanizmalar ile
kontrol edilir. Prolin, sliperoksit radikali, hidrojen peroksit ve  hidroksil radikali
ireten reaksiyonlara maruz kaldiinda nonenzimatik hidroksilasyona ugrayabilir ve

hidroksiprolin diizeyi artabilir (7).

Kollajen ve hidroksiprolin; Fibroz bir protein olan kollajen, memeli
organizmalarinda en fazla bulunan protein ailesini olusturmaktadir. Tipleri ve
organizasyonu dokuda iistlenmis oldugu role gére degisir. Baza dokularda kollajen
ekstraselliiler matrikste veya goz sivisinda oldugu gibi yapiy: giiclendirmek {izere bir
jel gibi yayilmisken diger dokularda tendonlarda oldugu gibi biiyiik saglamlik
saglayacak siki paralel demetler halinde bulunur. Kollajen molekiiliiniin polipeptid
Onciilleri fibroblastlarda olusur ve ekstraselliiller matrikste salgilanir. Enzimatik
modifikasyondan sonra olgun kollajen monomerleri birlesir ve capraz baglar
olugturarak kollajen liflerini meydana getirir. Lifler o zincirleri adi verilen ve
ortalama 1000 amino asit uzunlukta, ancak birbirlerinden amino asit dizilimi
bakimindan kiigiik farkliliklar iceren polipeptid zincirlerinden olugmaktadir. Kollajen
icermis oldugu o zincirlerine gore tip I, II, Il ve IV olmak iizere d6rt ayn sinifa
aynlir. Her bir tipin zincir bilegimi, gorev yaptigi doku ve fonksiyonu benzerlik

gbstermesine ragmen birbirinden farklidir (61).

Kollajen polipeptidleri sentezlenirken piirtiiklii endoplazmik retikulumun
liimeninde ¢ok sayida enzimatik basamak ile iglenir. Yapida arka arkaya tekrarlanan
tripeptidlerde yer alan prolin ve lizin, hidroksiprolin ve hidroksilizine doniigtiiriiliir.
Bu islem prolin hidroksilaz ve lizin hidroksilaz adi verilen enzimler tarafindan
molekiiler oksijen ve askorbik asit yardimiyla ger¢eklestirilir (62).

Deride bazal membran yapisinda 2 adet al ve 1 adet a2 zincirinden olugan tip
IV kollajen bulunmaktadir.

25



2.3.4.3. Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri

Lipidler, hiicre membram1 ve diger membranéz yapilarin temel yapisal ve
fonksiyonel bilesenleridir. Biinyelerinde 6nemli &lgiide doymus ve doymamis
karbon-karbon baglan igerirler. Yapilarinda doymamis baglar ( ¢ift baglar ) iceren
unsature yag asitleri serbest radikaller i¢in ¢ok uygun hedeflerdir.

Membran yapisinda yer alan yag asitlerinin peroksidasyonu, membran yapisinda
ciddi ve geri doniigiimsiiz defektlere sebep olur. Membran gegirgenligi, yapisi,
akigkanlify, hareket kabiliyeti, transmembran iyonik gradienti bozulur (63).

Biyolojik hasarla karakterize radikalik reaksiyonlar arasinda en belirgin olani
lipid peroksidasyonudur. Lipid peroksidasyonu organizmada olusan kuvvetli bir
radikal etkisiyle membran yapisinda bulunan, konjiige olmayan doymamig yag asidi
zincirlerindeki a-metilen (-CH,) gruplarindaki bir hidrojen atomunun
uzaklagtirilmasi ile baglar. Zincirden bir hidrojen atomunun uzaklagmas: yag asidi
zincirinin radikal haline gelmesine neden olur. Olusan lipid radikali (L*) dayaniksiz
bir yapiya sahip olup bir dizi spontan degisiklige ugramaktadir. Once molekiil ¢ift
bag aktarirmiyla 233 nm de spesifik UV absorbansi veren konjlige dienlere
doniismektedir. Lipid radikalinin molekiiler oksijenle reaksiyona girmesi sonucu ise
lipit peroksit radikali (LOO?) meydana gelmektedir. Bu radikaller de membran
yapisindaki diger doymamis yag asitlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin
olugmasim: saglamakta, kendileri de agifa ¢ikan hidrojen atomlarimi biinyelerine
katarak lipit hidroperoksitlere (LOOH) doniismektedir. Bu otokatalitik reaksiyonlar
lipit hidroperoksitlerinin aldehit, keton tiirii yapilara ve diger karbonil bilesiklerine
doniigmesi ile son bulmaktadir. Aldehit yapili molekiiller membranlardan kolayca
gecebilmekte ve hedef organda sitotoksik etki gosterebilmektedir. Lipit peroksitleri
ise hiicresel hasara yol agan, metabolik yollara girisimde bulunan ve kan akimim
yavaslatan kararli kimyasal yapilardir (64).

Su ana kadar, hiicre ve dokularda, serbest radikallerin neden oldugu tespit
edilmis olan zararlan §oyle siralayabiliriz:

1) DNA tahribat1 nedeniyle kanser olusumu ve gelisiminde rol oynamalari
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2) Niikleotid yapihi koenzimlerin yikimi

3) Enzim aktivitelerinde aksakliklar; Tiollere bagimli enzimlerin yap1 ve
fonksiyonlarinin bozulmasi, hiicre ortaminin tiol/disiilfit oraninin degismesi

4) Proteinlere kovalan baglanmalar, protein tahribati, kollajen ve elastin gibi
uzun Omiirli bilesiklerdeki oksidorediiksiyon olaylarmin bozularak
kapillerde aterofibrotik degisikliklerin olugmasi, membran proteinlerinde
tahribat, tagima sistemlerinin bozulmasi

5) Mukopolisakkaritlerin yikimi

6) Lipit peroksidasyonu, membran yap: ve fonksiyon bozukluklar

7) Pigment birikimi ya da sentezinin inhibe olmasi

2.3.4.3.1. Malondialdehit (MDA)

Poliansature yag asitlerinin oksidatif yikimi sonucu son {irlin olarak
malondialdehit (MDA) olusur. Memelilerde bu yag asitleri en ¢ok arasidonik asit ve
dokosahekzanoik asittir. Oleik asit ve linoleik asitin oksidasyonundan ¢ok az miktarda
malondialdehit olusur. Bazi dokularda MDA enzimatik reaksiyonlar sonucu da
olusabilir. PgH,, PgH; ve PgG,’den tromboksan sentetaz kataliziyle 1:1:1 oraminda
sirastyla MDA, TxA; ve 17 karbonlu bir bilesik olugur (65).

Sekil X: MDA ve izomerleri

[ 0=CH-CH,-CH=0 ] < [ HO-CH=CH-CHO ] < [ OCH=CH-CHO ]
MDA
MDA sulu ¢ozeltilerde pH’a bagli olarak ¢esitli formlarda bulunabilir. MDA’ ’nin
sulandinlmus asit veya notral cozeltileri 4 °C’de 20 giin saklanabilir. Yiiksek
konsantrasyonlarda ¢zellikle oda sicaklifinda veya uzun siire bekletildiginde MDA
¢ozeltilerinde aldol tipi kondensasyonlar olusur.

MDA proteinlerin amino gruplarina, fosfolipitler veya niikleik asitlere
baglanarak toksik etkisini gosterir. MDA miktar tiyobarbiturik asit testi ile Slgiilmekte
ve bu yontem lipit peroksidasyon diizeyinin saptanmasinda siklikla kullanilmaktadir
(66). Serbest radikallerle birlikte lipit peroksitlerinin de birgok patolojinin olugumunda
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Snemli bir rol oynadig: kabul edilmektedir (67).

2.3.4.4.Serbest radikallerin karbonhidratlara etkileri

Serbest radikaller i¢in bir diger hedef molekiil de karbonhidratlardir. Polisakkarit
depolimerizasyonu ile mono ve oligosakkaritlerin otooksidasyonu karbonhidratlarda
yapisal ve fonksiyonel bozulmalara neden olur. Otooksidasyon sonucu genellikle
peroksitler ve okzoaldehitler olugur. Okzoaldehitler, karbonhidratlarin niikleik asit ve
proteinlere baglanabilme, c¢apraz baglar olusturabilme 6zelligi kazanmasimi saglarlar.
Omegin okside glukoz, tiim organlarin bag doku proteinleriyle gapraz baglar yaparak
ilgili dokularda protein agregasyonu ve bazal membran kalinlasmasina neden olup
katarakt ve mikroanjiyopati gibi patolojilerin olusumunda rol oynar (68).

Poliansature yag asidlerinin ve karbonhidratlarin oksidasyonunun bir {iriinii olan
glyoxal hiicre boliinmesini inhibe eden bir molekiildiir (69).

24. ORGANIZMANIN ANTIiOKSIDAN SAVUNMA
MEKANIZMALARI

Aerobik organizmalar gerek normal metabolik fonksiyonlar esnasinda, gerek
eksojen kaynakh olusan serbest radikallerin konsantrasyonlarmin fizyolojik simrlar
icerisinde kalmasim saglayan, detoksifikasyon mekanizmalarina sahiptir. Bu
mekanizmalarin tiimii antioksidan sistem olarak adlandinlmaktadir. Bu sistem
antioksidan enzimleri ve enzimatik aktiviteleri olmayan ancak radikal stipiiriicii
(scavenger) oOzellige sahip pek ¢ok molekiilii igermektedir. Bunlarin disinda
organizmaya digsardan alinan (ekzojen) bir ¢ok molekiil de antioksidan sisteme katki

saglar.

Antioksidan sistemin bilegenlerini genel olarak su gekilde simflandirabiliriz,

a) Serbest radikalleri daha az toksik iiriinlere déniistiiren antioksidan enzim
sistemleri; Stiperoksit Dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1)), Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6) ve
glutatyon redoks sikliisti enzimleri (Glutatyon Peroksidaz EC 1.11.1.9, Glutatyon
Rediiktaz EC 1.6.4.2, Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz EC 1.1.1.49, Glutatyon-S-
Transferaz EC 2.5.1.18 vb.).
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Sekil XI: Oksidan sisteme kars1 enzimatik savunma
SOD
200 —p» H,0,+0,

GSH NADP
GSHPx > <GSS§

(Peroksizom) GSSG NADPH
H,0, 2H,0

l CAT

0, +H,O

b) Radikalleri, yakalayip nétralize eden nonenzimatik antioksidan maddeler; alfa
tokoferol, askorbik asit, beta karoten, glutatyon, iirik asit, melatonin, taurin ve yiiksek
molekiil agirlikli antioksidanlar olan mukus ve albumin de bu gruba dahil edilebilir
(70,71).

¢) Reaktif oksijen radikallerinin olugmasim O6nleyen ve olusanin yayilmasim
engelleyen sistemlerdir ki bunlar; hidrojen peroksit ve stiperoksit anyonundan hidroksil
radikali olugmasin1 saglayan Haber-Weiss Reaksiyonu’nu katalizleyen demir ve bakir
iyonlarin1 plazmada ve hiicrede baglayan bakir transport proteini seruloplazmin ile
ferritin, transferrin, laktoferrin ve mitokondrilerde dogal olarak olusan serbest
radikalleri suya indirgeyen mitokondriyel sitokrom oksidazdir (72). Ayrica bu gurup
icerisinde haptoglobulin, bilirubin, yiliksek dansiteli lipoproteinler, a-1-antitripsin,
fibronektin ve IgG sayilabilir (73).

Organizma oksidatif hasardan birkag farkh sekilde kendisini korur,
1- Olusan radikallerin detoksifikasyonu

2- Radikalik zincir reaksiyonlarin sonlandiriimasi

3- Radikal olusumunun sinirlandiriimasi

4- Hedef molekiilde olusan oksidatif hasarin tamiri.

Son yillarda yapilan arastirmalarla memeli organizmasinda sentez edilmeyen
ancak diyetle alinabilecek pek ¢ok molekiiliin antioksidan 6zellifi ortaya konmustur.
Bunlardan en fazla dikkat ¢ekenler bal aris1 propolisinde bulunan CAPE (Kafeik asit
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fenil esteri) ile daha ¢ok domates, karpuz, kayisi gibi bitkilerden saflastirilan likopendir.

Goriildiigii izere organizmanmn antioksidan sistemi, endojen ve eksojen bir ¢ok
molekiilden olugmaktadir. Ancak, burada sadece bu galigmada Sl¢iilen parametrelerden
ayrintili soz edilecektir.

2.4.1. GLUTATYON (GSH)

Glutatyon (y-glutamil sisteinil glisin), N-terminal glutamatin a-peptidil olmayan
bir bag aracih ile sisteine baglandify bir atipik tripeptiddir. De Rey-Pailhode
tarafindan 1888’de kesfedildikten sonra 1921°de ilk kez Hopkins tarafindan yapis:
aydmlatilmigtir (74). Genelde, GSH olarak kisaltilir; SH sisteinin siilfidril grubuna
isaret eder ve molekiiliin alig-veris yapan kismudir. Potansiyel olarak toksik bazi
elektrofilik ksenobiyotikler asagidaki reaksiyonda sematize edildigi gibi niikleofilik
rediikte glutatyon ile konjuge olurlar.

GSH+R __, R-8-G
Burada R elektrofilik ksenobiyotigi gOstermektedir. Bu reaksiyonlar1 kataliz
eden enzimlere glutatyon-S-transferazlar denir. Bu enzimler karaciger sitozoliinde
yiikksek diger dokularda daha diigiik konsantrasyonlarda bulunurlar. Eger toksik
potansiyele sahip ksenobiyotikler glutatyon (GSH) ile konjugasyona ugramasalar DNA,
RNA veya hiicresel proteinlerle kovalan etkilesimlere girerek hiicresel hasara yol
acabilirler. Bu nedenle glutatyon bir ¢ok kimyasal ve kanserojen tlire kars1 dnemli bir

savunma molekiiliidiir.

Glutatyon konjugeleri ekskresyon oncesi daha ileri metabolizasyona ugrarlar.
Glutatyona ait glutamil ve glisinil gruplan spesifik enzimler tarafindan uzaklagtirihirlar
ve geri kalan sisteinil kismimin amino grubuna bir asetil grubu eklenir. Sonugta
meydana gelen bilesik idrarla atilima ugrayan L-asetil sisteinin konjugesi olan
merkapturik asittir. Bu basamaklarda rol alan enzim glutatyon-y -glutamil transferaz
enzimidir (75).

Eritrositlerde bulunan indirgenmis glutatyon hemoglobinin sistein gruplarm ve
diger hiicre proteinlerinin tiol gruplarim ve diger hiicre proteinlerinin tiol gruplarim

indirgenmis sekilde tutar. Boylece hemoglobini oksidasyondan koruyarak hiicrenin
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biitiinliigtint saglar. Ayrica Zn, Cd, Hg, Cu ve Pb gibi agir metal iyonlariyla kompleks
olugturarak viicuttan atilmalarim kolaylastirir (76).

Glutatyonun bir diger hayati fonksiyonlarindan biri de hiicre igine aminoasit
tranportunda rol almasidir.

Glutatyon, antioksidan savunma sisteminin Gnemli bilesenlerinden biri olan,
glutatyon peroksidaz enziminin substrat1 olarak mekanizmada gérev alir ve enzimin

hidrojen peroksiti ve diger organik peroksitleri detoksifiye etmesinde fonksiyon goriir.

Glutatyon konsantrasyonu memeli eritrositlerinde yaklagik 2 mM, tam kanda
0.7-0.8 mM arasindadir. Organizmada glutatyon dagilimi, karacigerde %30, bobrekte
%34, kalpte %20 ve beyinde %30 oranlarinda bulunmaktadir. Yapilan galigmalar
yaslanmayla, organlardaki glutatyon igerigi arasinda negatif bir korelasyon oldugunu
ortaya koymustur (77).

2.4.2. GLUTATYON PEROKSIDAZ (GSHPx, EC 1.11.1.9)

Normal kosullarda hiicrede bulunan hidrojen peroksidin detoksifikasyonundan
esas olarak glutatyon peroksidaz sorumludur. GSHPx lipid peroksidasyonunun
baslamasim ve gelismesini engelleyici 6zellikte olan bir enzimdir. Selenyum bagimh ve
selenyum bagimsiz olmak iizere iki farkl: tipi vardir. Selenyuma bagimli olan glutatyon
peroksidaz hem hidrojen peroksiti hem de lipit hidroperoksitlerini metabolize ettigi
halde hiicrenin mitokondri (%30) ve sitozol (%70) fraksiyonlarinda lokalize olan
selenyum bagimsiz glutatyon peroksidaz ise sadece lipit hidroperoksitlerini metabolize
etmektedir (78).

Hidrojen peroksit ve ¢esitli organik hidroperoksitlerin glutatyon peroksidaz ile
indirgenmeleri reaksiyonunda rediikte glutatyon kosubstrat olarak gorev alir;

GSHPx
HyO0;+2GSH ____p 2H,O0 + GSSG
Katalitik reaksiyon sonucu H,O ve okside glutatyon (glutatyon disiilfit) olugur.

Hiicresel glutatyonun eksikligine yol agan GSSG efluksu glutatyon peroksidaz
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aktivitesindeki artigin bir sonucudur. Eritrosit veya karaciger hiicrelerinde olusan okside
glutatyonun mindr bir konsantrasyonu hiicreler tarafindan atilir. Bu miktar hidroperoksit
metabolizmasi sirasinda yiikselir. GSSG’nin hiicre i¢inde birikimi ve efluksu hiicresel
NADPH/NADP" redox oram ile iligkilidir. Sitozolik NADPH/NADP" oramim azaltan
metabolik olaylar GSSG/GSH oranimi artirarak hiicreden GSSG efluksunun

hizlanmasina yol agarlar (79).

Plazma glutatyon peroksidaz enzimi, hiicresel glutatyon peroksidazdan
immtinolojik, fiziksel ve kinetik yoniinden farkliliklara sahiptir. Plazma glutatyon
peroksidazin aminoasit dizisi hiicresel glutatyon peroksidaz ile %57 oraninda homoloji
gostermektedir. Insan plazma glutatyon peroksidaz enzimi 24 kD’ luk epidimal sekretor
proteini ile % 67 oraminda homoloji gostermektedir. Plazma glutatyon peroksidaz
geninin ekspresyonu normal hiicrelerde goriiliirken tiimorli hiicrelerde gozlenmedigi
bildirilmistir. Hiicresel glutatyon peroksidaz geninin ekspresyonu ise normal dokulara
oranla kanserli dokularda 3-4 kat daha yiiksek bulunmustur (80).

lIodoasetat, siyaniir ve siiperoksit radikali glutatyon peroksidaz enziminin
inhibitorleridir. Hidrojen peroksitin sitotoksik etkisi biiylik ol¢iide hiicre i¢i glutatyon
peroksidaz ve katalaz enzimlerinin aktivitesi ile sinirlidir. Bu iki enzim hiicrenin farkli
bolgelerinde lokalize olup olusan hidrojen peroksitin seviyesinin diizenlenmesinde
birlikte etkinlik gosterirler.

E vitamini takviyesi, demir eksikligi, agir metal iyonlar toksisitesi ve hormonal
denge glutatyon peroksidaz aktivitesini etkileyen parametrelerdir.

2.4.3. Selenyum

Canhilardaki selenyumun asil kaynagi, biyolojik ¢evrim yoluyla toprak, bitkiler
ve hayvanlar, dolayisiyla besinlerdir. Selenyum (Se) genellikle seleniir (-2) ve selenat
(+4, +6) iyonlari seklinde bulunur. Bunlardan +4 ve +6 yiikseltgenme basamagina sahip
olan bilesikler oldukga kararlidir. Selenyum, glutatyon peroksidaz enziminin 6nemli bir
bilesenidir. Enzimin yapisina girerek onun aktif bolgesinde yapisal ve fonksiyonel rol
Ustlenir. Yapilan aragtirmalara gore, glutatyon peroksidaz enziminin her molekiiliinde 4
atom gram selenyum bulunur. Enzimin molekiill agirligi yaklagik 84000
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Dalton olup molekiil, her birinin agirligr 21000 Dalton olan dért subunite igermektedir.
Her subunittede bir Se atomu bulunup, enzimin total agirhgimin %0,37’si oraninda Se

icerdigi bilinmektedir (81).

Canli sistemlerde selenyum ya dimetil seleniir gibi diigiik molekiil agirlikli
bilesikler halinde ya da proteinlere baghi olarak bulunur. Selenyum insan ve hayvanlara
inorganik yapida (sodyum seleniir gibi) verildii zaman kolayca organo-selenyum
bilegiklerine doniigiir. Selenyum bitkilerde aminoasitlerden sistein ve metiyoninin
yapisindaki siilfiirlerin yerine gegebilmektedir. Se kiikiirt atomlan ile S-Se-S seklinde
ve fosfor atomlar ile P-Se-P seklinde baglanmalar yapabilir. |

Selenyum antioksidan 6zelligi olan bir eser element olup, organizmada agir
metal iyonlarinin toksisitesini azaltmaktadir. Eksikliginde beyaz kas hastalif: olarak
bilinen Keshan Hastali31 ortaya ¢ikar. Canlilar iizerinde yapilan ¢aligmalar selenyumun
antikanserojen etki gosterdigini, kanser olusturulmus farelerde tiimér geligimi ile
selenyum tutulumu arasinda negatif korelasyon oldugu gosterilmigtir (82).

Immiin sistemin tiim komponentlerinin fonksiyonlarinda selenyumun onemli
etkisi oldugu belirtilmigtir. Hayvanlar iizerinde yapilan aragtirmalarda, otoimmiin yaniti
azalttify ve antijen ile birlikte verildigi zaman immiinoadjuvan olarak fonksiyon

gordiigii saptanmugtir (83).

33



3. MATERYAL - METOD

3.1. Numunelerin Toplanmasi

Calisma, Inénti Universitesi Tip Fakiiltesi Aragtirma Hastanesi Turgut Ozal Tip
Merkezi’nin, Dermatoloji Poliklinigi’'ne bagvurmug olan vitiligo vulgaris’li ve yas
ortalamasi 23,6 + 7,4 olan 30 hasta ile herhangi bir dermatolojik problemi olmayip
yas ortalamas1 27,9 + 7,1 olan 30 saglikli bireyden olugturulan kontrol grubu iiyeleri
lizerinde yapildi. Hasta ve kontrol grubu bireylerinden heparinize cam tiiplere 10 ml
vendz kan alinarak derhal laboratuvarda 4°C’da sogutmali santriflyj ile 400 g’de
santrifiij edilip plazmalan aynlarak gahisilacak ana kadar —40 °C’da dondurularak
saklandi. Hasta ve kontrol grubuna dahil edilen bireylerin son bir ay igerisinde
herhangibir enfeksiyon gegirmemis ve higbir sekilde ilag kullanmamis olmalarina

6zen gosterildi.

Caligma igin Inéniti Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan onay almmugtir

3.2. Kullamilan Arac ve Gerecler

Kan alinmasi esnasinda 10 ml’lik steril enjektorler kullanildi. Kanlar ilk
alindiklarinda cam tiiplere konulurken santrifiij sonrasi ayrilan plazmalarin
saklanmasinda 5 ml’lik kapakli polipropilen tiipler kullanildi. Santrifiigasyon islemi
Hettich Ratina 46R cihazi yardimiyla yapildi. Tiim numuneler —40 °C’da, Boch
marka sogutucu igerisinde saklandi. Hazirlanan tamponlarin pH’s1 Hanna marka pH
metre cihazi yardimiyla ayarlandi. Tiim pipetleme islemlerinde 0-5, 5-50, 50-200 ve
200-1000 pl hacim araliklarina sahip Socorex marka mikropipetler kullanildi.
Spektrofotometrik  Olgtimler Shimadzu UV 1201 spektrofotometresi ile
gergeklestirildi. Se dl¢limiinde CECIL 1100 marka HPLC cihazi kullamlda.

3.3. Kimyasallar

Calisma sirasinda kullamilan NaOH, KH,PO,4, K;HPO,4, Na,HPO4, EDTA, H0,,
Na,K-Tartarat, CuSO,, NaN3;, NayCO;, GSH, GSSG, GSH-Rediiktaz, NADPH,
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BSA(Bovine Serum Albumin), Folin Fenol Reaktifi, n-biitanol, HNO;, HCL,
HCLO,, HCOOH, diaminobenzidin, toluen, CH;COONa, kloramin-T, isopropanol,
p-dimetil amino benzaldehit, H3PO4, TCA, tetrametoksipropan bilesikleri analitik
saflikta olup tiim kimyasallar Sigma Company’den temin edilmistir.

3.4. Deneysel Prosediirler

Santrifiigasyon sonrasi ayrilmis olan plazmalar 750’ser wl’lik béliimler halinde
yedi ayn polipropilen tiipe alinarak donduruldu ve bu sayede her Olglim igin
kullanilan numunenin tek bir kez dondurulup ¢oziilmesi saglandi.

3.4.1. Protein Tayini

Numunelerin protein igerikleri Lowry (84) yontemi uyarinca yapildi. Bu metod,
proteinin yapisinda bulunan tirozin ve triptofan aminoasitlerinin fosfotungstat
kompleksini molibden mavisine indirgemesi prensibine dayanir. Reaksiyon bakir
(Cu®) ile belirginlestirilir. Kullamlan ¢ozeltilerin hazirlamsi ve 6lgtim teknigi
asagidaki gibidir:

Gerekli Cozeltiler

A Cozeltisi

* 100 hacim, %2’lik NapCOj’iin 0,1 N NaOH igerisindeki ¢ozeltisi.

* 1 hacim, %2’lik Na,K-Tartarat ¢6zeltisi.

* 1 hacim %1°’lik CuSO4 ¢bzeltisi.

A c¢o0zeltisi yukarda belirtilen her ii¢ ¢6zeltinin deneye baslamadan hemen 6nce
belirtilen hacim oranlarinda kanigtirilmasiyla taze olarak hazirlandi.
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B Cozeltisi

* 1 hacim, folin fenol reaktifi.

* 1 hacim bidistile su.

Belirtilen hacimlerde iki bilegen yine hemen deney Oncesi belirtilen oranlarda

karigtirilda.

BSA Cozeltisi

Standart protein ¢dzeltisi olarak kullamlan BSA (Bovine serum albumin) dnce
25,0 mg/ml konsantrasyonda hazirlandi ve daha sonra hazirlanan bu stok ¢6zelti degisik
oranlarda seyreltilerek standart grafigi i¢in kullamlacak derigimi belli BSA numuneleri
elde edildi.

Ol¢iim

Bos ve ilk kez kullanilacak olan polipropilen tiipler igerisine A ¢6zeltisinden 2,5
ml konuldu. Uzerine 10 ul 6mek ilave edildi ve vorteksle iyice karigmasi saglandiktan
sonra bu tiipler 10 dakika bekletildi. Daha sonra iizerine 250 ul B ¢ozeltisinden eklenen
tiipler kompleks olusumunun sonuglanmasi igin 45 dakika karanlikta bekletildi. Bu
stirenin bitiminde karanlik ortamdan ¢ikarilan ¢ozeltilerin spektrofotometre ile 695

nm’deki absorbans degerleri okundu.

Ayni islem degisik konsantrasyonlardaki BSA standartlan igin de tekrar edildi
ve elde edilen standart grafiginden her bir numunenin protein igerigi hesaplandi.

A

0 1 2 3 4 5 [ 7 8 9 10 11 12

Protein mg/mi

Sekil XTI: Protein standart grafigi
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3.4.2. Glutatyon Peroksidaz ( EC 1.11.1.9 ) Aktivite Tayini

GSHPx, rediikte glutatyonu kullanarak hidrojen peroksitin suya doniigiimiinii
katalizleyen bir enzimdir. Reaksiyon sonunda rediikte glutatyon (GSH) okside forma
doniisiirken, hidrojen peroksit ise suya katalizlenir. Olusan okside glutatyonun
(GSSG) tekrar kullamlabilmesi (bagka bir hidrojen peroksit molekiiliiniin suya
katalizi i¢in) okside glutatyonun rediikte glutatyona déniismesini gerektirir. Bu
d6niistim, ortamda NADPH ve glutatyon rediiktaz (GR) enzimi varhginda
gergeklesir. Bu durumda NADPH, (okside formu olan) NADP’ye gevrilirken okside
glutatyon rediikte forma donisiir.

Enzim aktivitesi, agagidaki reaksiyonlar zincirinde yer alan NADPH’ 1 spesifik
absorbansmin 340 nm’de izlenmesi temel alinarak Slgiilmiistiir. Yontem, Lawrance
RA (85) ve arkadaslarinin uygulamis olduklar yéntemde, doku homojenat1 yerine
plasma kullanarak modifiye edilmesiyle elde edilmigtir.

GSHPx
H,0,+2GSH —» GSSG +2H,0
GSSGR
GSSG + NADPH + H —» 2GSH + NADP"

Gerekli C(’izelﬁler

Tampon; Igerisinde 5 mM EDTA igeren, pH 7 ve 50 mM derisimde KH,PO4 —
Na,HPO4 tamponu.

* 1 mM NaNj3 (Sodyum azid),

* 2 mM GSH (Rediikte glutatyon),

* 0,25 mM H,0; (Hidrojen peroksit),

* 0,2 mM NADPH,

* 1,2 U/ml GSSG Rediiktaz.
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Ol¢iim

Belirtilen derisimlerde hazirlanan ¢o6zeltilerle nce kor ardindan da &rnek
deneyleri yapildi. Bunun i¢in 1 ml tampon, 10 pl NADPH, 10 pl GSH, 10 ul NaNj ve 5
pl GSSG Rediiktaz enzimi polipropilen tiipe kondu. 37 °C’de 5 dakika siire ile
inkiibasyona tabii tutulan ¢6zelti karigimi spektrofotometre kiivetine alinarak hidrojen
peroksit ilave edildi. Bu agamada kér denemeler igin ortama 10 pl bidestile su, numune
Olgtimleri igin 10 pl plasma ilave edilerek 340 nm’de 3 dakika boyunca absorbans
degisimi kaydedildi.

1 Unite GSHPx: 1 dakikada okside olan NADPH’1n pmol cinsinden miktaridir.

AA/tx Vtx 10°
U/L (umol/dk/L) =

ExVsxL
E = NADPH’1n molar absorbsiyon katsayist (6.22 10°> M cm’)
Vt = Total reaksiyon hacmi
Vs = Total reaksiyon i¢indeki numune hacmi
L = Kiivet ¢ap1 (Isik yolu, 1cm)
AA/t = Dakikadaki absorbans degisimi
108 = Moliin mikromole gevrilmesi
Spesifik aktivite i¢in bulunan sonuglar U/mg protein olarak ifade edildi.

3.4.3. Glutatyon Diizeyi Tayini

Total glutatyon diizeyi lgiimii, Owens (86) yontemi uyarinca 5,5’-ditiyobis-2-
nitrobenzoikasit’in (DTNB), glutatyondaki siilthidril gruplan ile reaksiyona girip okside
glutatyon ve sar1 renkli bir kompleks olan 5-tiyo-2-nitrobenzoikasit (TNB)’i olusturmas:
temeline dayanir. Olugan TNB miktann 412 nm’de spektrofotometrik olarak takip
edilebilmektedir. Hesaplamalar GSH standardi kullanarak elde edilen standart grafigi
yardimiyla yapilda.

2GSH + DTNB_GSSGRy, GSSG + TNB
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GSSG+NADPH+H' 3 2GSH +NADP"
Gerekli Cozeltiler

*Tampon; 143 mM derisimde, pH’s1 7,5 olan ve igerisinde 6,3 mM EDTA
igeren fosfat tamponu,

* 0,248 mg/ml derisimde tampon i¢inde ¢6ziilmiis NADPH,

* 6 mM derigimde tampon i¢inde ¢6ziilmiis DTNB,

* 266 U/ml aktivitede GSSG Rediiktaz,

* 100 mM GSH ¢ozeltisi.

Olgiim

Polipropilen tiipler igerisine, icerisinde 0,248 mg/ml derisimde NADPH
¢ozlinmiis olan tampon ¢6zeltisinden 700 pl kondu, tizerine 100 ul DTNB soliisyonu
ilave edildi, son olarak 25 pl numune eklenip son hacim distile su ile 995 pl’ye
tamamlandi. Kor i¢in numune yerine bidistile su ilave edildi. Tiipler 30 °C sicakliktaki
su banyosunda 15 dakika bekletildi ve bu siirenin sonunda spektrofotometre kiivetine
alman kangim tizerine 5 pl GSSG Rediiktaz ilave edilerek tepkime baslatildi. Olusan
TNB’nin absorbans degisimi 412 nm’de 1 dakika boyunca izlendi.

Standart grafigi igin, aym prosediir 100 mM derisimdeki stok glutatyon
¢oOzeltisinin degisen oranlarda seyreltilmesiyle elde edilen standart ¢ozeltilerine
uyguland: ve elde edilen OD(Optik dansite)-C (Derisim) grafiinden numunelerin
glutatyon igerikleri hesap edildi.

Sekil XTII : GSH Standart Grafigi

1,2 1
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0,4 -
0.2 -
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0 2 4 6
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Okside glutatyon diizeyi dlgiimii; Owens Yontemi’nce (86) okside glutatyonun
NADPH ile GSSG Rediiktaz aracihiiyla rediiksiyonu esnasinda tiiketilen NADPH’ 1n
340 nm’deki absorbansinin spektrofotometrik olarak izlenmesi temeline dayanmaktadir.
Okside glutatyon olgiimiinde problem yaratmast muhtemel bir nokta rediikte
glutatyonun oksidasyonundan kaynaklanacak girisimdir. Ortama ilave edilen vinil
piridin, ortamdaki rediikte glutatyon ile kompleks olusturarak meydana gelebilecek

interferansi dnler.

GSSGR
GSSG+NADPH+H —» 2GSH+NADP"

Gerekli Cozeltiler

* Tampon; 143 mM derisimde, pH’s1 7,5 olan ve igerisinde 6,3 mM EDTA
igeren fosfat tamponu,

* 2-vinil piridin herhangibir dilisyona maruz birakilmadan kullamldi,

* 50 mM GSSG ¢ozeltisi

* 266 U/ml aktivitede GSSG Rediiktaz,

* 0,248 mg/ml derisimde tampon i¢inde ¢éziilmiis NADPH,

Ol¢iim

Polipropilen tiip igerisine 100 ul plasma konuldu ve tizerine 2 pl 2-vinil piridin
eklenerek karigtirild1 ve 5 dakika oda sicaklifinda inkiibe edildi. Tiipe, i¢erisinde 0,248
mg/ml derisimde NADPH bulunan pH 7,5 fosfat tamponundan 850 pl eklendi, son
olarak ortama GSSG Rediiktaz ¢ozeltisinden 25 pl eklenmesiyle reaksiyon baglatildi ve
spektrofotometre ile 340 nm’deki absorbans degisimi 1 dakika boyunca izlendi. Kor
Slgtimii yapilirken aym bilegenler tiipe konarken sadece plasma yerine esit hacimde
bidestile su kullanildi.

Standart grafigi igin, aym prosediir 50 mM derigimdeki stok okside glutatyon
¢ozeltisinin degigsen oranlarda seyreltilmesiyle elde edilen standart numunelerine
uyguland: ve elde edilen AOD-C (Derigim) grafiginden numunelerin okside glutatyon
igerikleri hesap edildi.
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Sekil XIV : GSSG Standart Grafigi

3.4.4. Malondialdehit (MDA) Diizeyi Tayini

Lipit peroksidasyonunun son diriinlerinden biri olan malondialdehit (MDA),
tiyobarbutirik asit (TBA) ile reaksiyona girerek 532 nm’de spesifik absorbans veren bir
kompleks olusturur. MDA diizeyi tayini Ohkawa ydntemi (87) uyarinca, olugan bu

kromojenik kompleksin 532 nm’de absorbansinin 6lgiilmesi temeline dayanur.

Gerekli Cozeltiler

* %8’lik sodyum dodesilsiilfat (SDS)
* %0,8’lik tiyobarbutirik asit (TBA)
* %20’lik asetik asit

* %99’1uk n-biitanol

* 1,1,3,3-tetractoksi propan (TEP)

Ol¢iim

10 mI’lik kapakli cam tiipler igerisine 200 ul plasma konuldu. Uzerine 200 ul
%8’lik sodyum dodesilsiilfat ve 1,5 ml %20°lik asetik asit ilave edildi. Daha sonra 1,5
ml %0,8°lik tiyobarbutirik asit ve 0,6 ml saf su eklenerek tiiplerin agz kapatildi. Daha
6nceden hazirlanmig olan kaynar su banyosunda 1 saat bekletildi. Su banyosundan

¢ikanlan tiipler sogutuldu ve tizerine 5 ml n-biitanol ilave edilerek 4000 g’de 15 dakika

41



santrifiij edildi. Tiipler icerisindeki organik faz (listteki faz) alinarak 532 nm’de

absorbans 6l¢timii yapildi.

Standart Ol¢limii  i¢in, 1 pM derisimde hazirlanan stok 1,1,3,3-
tetractoksipropanin degigen oranlarda seyreltilmesi ile elde edilen standart ¢ézeltileri,
numune yerine kullanilarak tiim iglemler hi¢bir degisiklik yapilmadan uyguland:. Elde
edilen absorbans degerleri standart derigimlerine karg1 grafige alinarak standart egrisi
elde edildi. Numunelerin MDA igerikleri standart grafigi yardimyla belirlendi.

1,5

Abs

0,5 -
Ow T T

C(nmol/ml)

Sekil XV : MDA standart grafigi

3.4.5. Hidroksiprolin Diizeyleri Tayini

Hidroksiprolin diizeyi tayini Bergman (88) yonteminin, doku homojenat: yerine
plasma kullanilarak modifiye edilmesi suretiyle gergeklestirildi.

Gerekli Cazeltiler

* Derisik HCI

* Serum fizyolojik

* Oksitleyici Ayirag

A: %7’lik Kloramin T

B: pH 7 Sodyum asetat tamponunun 500 ml’si iizerine 385 ml isopropanol
eklendi ve son hacim 1000 m1’ye tamamlandi. Karisim final pH’s1 6’ya ayarlanda.

Deneye baglarken A ve B gozeltileri A/B:1/4 oraninda karigtinlarak oksitleyici

ayirag hazirlandi.
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* Ehrlich Aywracs

A: 2 g, p-dimetil amino benzaldehitin 3 ml %60’lik perklorik asit igerisinde
¢Oziilmesiyle hazirlandi.

B: Isopropanol

Deneye baglamadan hemen 6nce A’dan 3 ml, B’den de 13 ml alinarak karistirild:
ve Ehrlich Ayiraci elde edildi.

Numunenin Hazirlanmasi

Kapakli cam tiip i¢erisinde 0,5 ml plasma ve 4,5 ml serum fizyolojik karigtirilds,
tizerine 5 ml derisik HCL eklendi ve tiiplerin agz1 kapatilarak 110 °C etiivde 12 saat
boyunca hidroliz edildi. Hidroliz sonras1 karisimdan 1 ml alinarak pH 7’ye ayarlandi.
Elde edilen nétral karisimdan 0,25 ml alinarak analizde kullanildi.

Olgiim

0,25 ml nétral karigim iizerine 0,50 ml isopropanol ve 0,25 ml oksitleyici aywrag
eklendi. Vortekslenip oda sicakhiginda 4 dakika bekletildi. Uzerine 3,25 ml Ehrlich
Ayiraci eklendi ve 60 °C su banyosunda 25 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sonucunda
karigim sogutuldu ve spektrofotometrede 558 nm’de absorbans 6l¢iimii yapild:. Kor i¢in
aym islemler 0,25 ml nétral karigim yerine 0,25 ml bidestile su kullamilarak tekrar
edildi.

Standart Sl¢timleri i¢in ise, serum fizyolojik igerisinde hazirlanan 50 mg/ml
derisimindeki L-hidroksiprolin ¢6zeltisinin degisen oranlarda seyreltilmesiyle elde
edilen Ornekler kullamldi. Numune 6l¢limlerinde kullanilan prosediiriin  aynisi
uyguland1 ve Ol¢limler kore karsi yapildi. Elde edilen standart grafiginden bulunan
faktdr ve hacim doniigtimleri hesaba katilarak numunelerin hidroksiprolin diizeyleri

saptandi.
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Sekil XVI : Hidroksiprolin Standart Grafigi

3.4.6. Selenyum Diizeyleri Tayini

Selenyum Arain ve ark.’nin (89) uyguladiklar1 yontem uyarinca HPLC’de tayin
edildi.

Gerekli Cozeltiler

* Derisik hidroklorik asit

* Derisik perklorik asit

* Derisik nitrik asit

* 2,5 M formik asit

* 0,1 M EDTA ¢ozeltisi

* n-hekzan ya da toluen

* 4 N Amonyak ¢ozeltisi

* 1500 ppm derisimde 3,3-diamino benzidin

Olgiim

Selenyum tayini i¢in 1-0.5 ml serum 6rnegi 5.0 ml perklorik asit/nitrik asit
(1/5;v/v oraninda) karnigiminda teflon bomba igerisinde 120°C da etiivde 12 saat
bekletilerek pargalandi (90). Daha sonra oda sicakligina kadar sogutulan pargalanmis
Ornek iizerine ortamin derigimi 4N HCI olacak sekilde derisik HCl ilave edilerek
90°C’da su banyosunda 15 dk isitilarak ortamda HNO; etkisiyle +6 degerlige
yiikseltgenmis olan selenyumun +4 degerliklige indirgenmesi saglandi. Daha sonra oda
sicakliina sogutulan Ornekler tizerine 0.1 M EDTA ¢6zeltisinden 5Sml ve 2.5 M
HCOOH ¢ozeltisinden de 2 ml katilarak karistirildi. Daha sonra ortamin derigimi 1
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mg/ml olacak sekilde 1,2-diaminobenzidin ¢ozeltisi katilarak karigtirildi. Kompleks
olusumu i¢in 4N amonyak (NHj) ile pH 1.5’¢ ayarlandi. Kompleks olusumunun
tamamlanmasi i¢in karanlikta 60 dk bekletildi. Siirenin sonunda 6rnekler iizerine 0.5 ml
n-hegzan ilave edilerek ayirma hunisine alind1 ve iyice karigtirildi. Ayirma hunisinde
iistteki n-hegzan fazi bir tiipe alindi. Tiipe alinan n-hegzan fazindan 20 pl alinarak
HPLC’de [Supelcosil LC-18-DB (15cmx4.6mm, Spum)] kolonuna enjekte edildi.
HPLC’de dalga boyu 330 nm mobil faz 1:1 oraninda metanol su karigimu pH: 4)
kullamlarak akis hiz1 1 ml/dk’ya ayarlandi. Standart ekleme metodunda herbir serum
o6rneginden 1.0°er ml dort ayn erlene alinarak bir tiip hari¢ diger dort tiipe sirastyla
ortamin selenyum derisimi 50 ppb (ug/lt), 100 ppb, 150ppb ve 200 ppb olacak sekilde
standart stok selenyum c¢ozeltisi katilarak yukarida belirtilen tiim iglemler aynen
uygulandi ve g¢aliyma grafifinde selenyum eklenmeyen pik yiiksekligi degerinden
gececek sekilde diger noktalar birlestirilerek ekstrapole edilip 6rnektekteki selenyum
miktar1 hesaplandi. Burada amag¢ ortamda selenyum tayininde interferans yapan metal

iyonlarinin interferansimi 6nlemektir.

80 -

€
E 60 -|
=)
X
] 40 -
fé y =0,3073x + 7,248
e R?=0,986
o

-50 0 50 100 150 200

Konsantrasyon(ug/it)

Sekil XVII: Selenyum standart grafigi.
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3.5. istatistiksel Analiz

Verilerin normal dagilima uyup uymadifim test etmek i¢in nonparametrik
testlerden “One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test” yapiloug olup sonuglar agagidaki
tabloda sunulmustur,

Tablo III: One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test sonuglar

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

GSH-PX GSH GSSG MDA Se YAS HIDROKSI
PROLIN
N 60 60 60 60 60 60 60
Normal Mean ,4949 4,5324 4,555E-02 ,5683 121,5500 25,8000 15,9258

Parameters®®

Std.Dev. 9,443E-02 ,4892 5,844E-03 ,1231 26,1109  7,5729 2,2346

Most ExtremeAbsolute ,125 ,091 ,102 ,071 ,(100 ,159 ,129
Differences
Positive ,125 ,091 ,102 ,071 ,073 ,159 ,106
Negative -,086 -,048 -,081 -,066 -,100 -,089 -,129
Kolmogorov- 970 ,706 ,790 ,551 776 1,230 1,002
Smirnov Z
Asymp. Sig. ,303 , 702 ,560 ,922 ,583 ,097 ,268
(2-tailed)

a Test distribution is Normal.
b Calculated from data.

Yukandaki tabloda goriildligti lizere, tlim parametrelere ait degerlerin dagilimi
herbiri i¢in normal dagilima uymaktadir. p degeri sirasiyla GSH-Px i¢in 0,303; GSH
icin 0,702; GSSG i¢in 0,560; MDA i¢in 0,922; Se i¢in 0,583; Hidroksiprolin i¢in 0,268
ve deneye alinan bireylerin yaglan i¢in 0,097 olup tiim p degerlerinin 0,05°den biiyiik
olmasi normal dagilima uygunlugu gosterir.

Bu noktada gruplar arasinda fark olup olmadiimi incelemek igin “Bagimsiz
Gruplarda t-Testi” kullamlmagtir.
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4. BULGULAR

Numunelerin (Vitiligo ve Kontrol) genel bilgileri,

Tablo IV: “VITILIGO GRUBU” genel bilgileri
No Ad-Soyad | Cinsiyet | Yay Kag yildir | Sigara Meslek | Gegirdigi
vitiligo kullanim bagska hast.

1 FK K 31 3 - Ev hamimi | yok
2 HC. E 42 3 - Ogretmen | yok
3 KS. K 18 2 - Ogrenci |yok
4 NY. K 18 2 - Evhkizi  {yok
5 MT. K 20 5 - Ev kazi yok
6 B.T. E 18 3 - Ogrenci |yok
7 AY. E 25 4 + Ogrenci | yok
8 A.G. K 23 3 - Ogrenci | yok
9 IK E 19 4 - Ogrenci | yok
10 HB. K 43 10 - Ev hanimi | yok
11 Cc.C. K 18 2 - Ev hamm | yok
12 CA. K 16 2 - Ogrenci |yok
13 RB. K 17 2 - Ogrenci |yok
14 G.O. K 28 10 + Memur  |yok
15 S.C. K 30 5 - Ev hamimt | yok
16 HD. E 19 2 Ogrenci |yok
17 O.D. E 19 3 - Ogrenci |yok
18 YA E 20 2 - Ogrenci |yok
19 YK E 29 3 + Memur |yok
20 R.O. E 22 7 + Ogrenci | yok
21 MS. K 30 5 - Ev hamimt | yok
22 PK K 21 4 + Ogrenci |yok
23 MK E 19 2 - Ogrenci | yok
24 S.K. K 12 2 - Ogrenci |yok
25 HM. K 20 3 + Ogrenci | yok
26 LA E 33 12 + Memur |yok
27 MK K 28 5 + Ev hamm |yok
28 A.0. K 21 4 + Ogrenci |yok
29 MC. K 33 6 - Ogretmen | yok
30 YA K 18 3 - Ev lknz:i yok
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Tablo V: “KONTROL GRUBU” genel bilgileri

No Ad-Soyad | Cinsiyet |Yag Sigara Meslek | Gegirdigi
kullanim baska hast.
1 B.K K 29 - Doktor yok
2 TA K 27 + Asistan | yok
3 Y.B. E 31 + Doktor  |yok
4 G.B. K 22 - Ogrenci  |yok
5 IC K 28 - Asistan | yok
6 MK K 23 + Ogrenci |yok
7 Ol E 32 - Doktor  |yok
8 MA. E 38 - Doktor  |yok
9 MH. E 19 - Ogrenci |yok
10 S.Z E 21 - Ogrenci |yok
11 NT. E 27 - Doktor yok
12 HS. K 29 - Doktor  |yok
13 GM E 31 + Memur |yok
14 KN. K 19 - Ogrenci |yok
15 NA. E 17 - Ogrenci |yok
16 T.S. E 20 + Ogrenci  |yok
17 D.E. E 32 - Asistan | yok
18 RC. K 33 - Memur |yok
19 D.U. K 30 + Ogretmen | yok
20 S.K E 33 + Laborant |yok
21 NI K 34 - Teknisyen |yok
22 FT E 39 - Ogretmen | yok
23 LE. K 19 - Ogrenci |yok
24 D.M. E 20 - Ogrenci |yok
25 B.D. E 41 + Memur |yok
26 F.G. K 18 - Ogrenci |yok
27 AF. E 22 - Ogrenci |yok
28 AA. E 28 - Ogretmen | yok
29 MN. E 36 + Laborant |yok
30 MG. E 30 - Memur |yok

48




4.1. GSH-Px Enzim Aktivitesi Sonuclar:

Vitiligolu hastalarin plasma GSH-Px aktivitesi kontrol grubuna gore yiiksek

bulunmustur. Aradaki fark istatistiksel olarak anlamli olup sonuglarin Aritmetik

Ortalama + Standart Sapma degerleri agagidaki tabloda sunulmustur.

Tablo VI: GSHPx aktivite diizeyleri.

Gruplar (n=30) Art. Ort. + Std. Sapma
Vitiligo 0,550 + 0,077(U/mg prt)
Kontrol 0,439 + 0,075(U/mg prt)

t=5,646 ve p=0,000"dir.

GSHPx enzim aktivite diizeylerini grafikle ifade edecek olursak;

U/mg protein

GSHPx Enzim Aktiviteleri

@ Vitiligo
E Kontrol

Kontrol

Vitiligo

Sekil XVIII : GSHPx enzim aktivite diizeyleri
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4.2. GSH Diizeyleri

Vitiligolu hastalarin plasma GSH diizeyleri kontrol grubuna gore diisiik
bulunmustur. Ancak aradaki fark istatistiksel olarak anlamli olmayip sonuglarin

Aritmetik Ortalama + Standart Sapma degerleri asagidaki tabloda sunulmugtur

Tablo VII: GSH diizeyleri

Gruplar(n=30) Art. Ort. + Std. Sapma
Vitiligo 4,497 + 0,486 (nmol/ml)
Kontrol 4,567 + 0,497 (nmol/ml)

t=-0,554 ve p = 0,582"dir.

Rediikte glutatyon diizeylerini grafikle ifade edecek olursak;

@ Vitiligo |
[ Kontrol

nmol/mli

Sekil XIX: GSH diizeyleri
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4.3. GSSG Diizeyleri

Vitiligolu hastalarin plasma GSSG diizeyleri kontrol grubuna gore diisiik
bulunmustur. Ancak aradaki fark istatistiksel olarak anlamli olmayip sonuglarm
Aritmetik Ortalama + Standart Sapma degerleri asagidaki tabloda sunulmustur,

Tablo VIII: GSSG diizeyleri

Gruplar(n=30) Art. Ort. + Std. Sapma
Vitiligo 4,45x107 +0,6x10”(nmol/ml)
Kontrol 4,66x107 +0,55x107(nmol/ml)

t=-1,403 ve p=0,166dir.

Okside glutatyon diizeylerini grafikle ifade edecek olursak;

GSSG Diizeyleri

nmol/ml

’ | Vitiligo
]
Kontrol i

Vitiligo

Sekil XX: GSSG diizeyleri
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4.4. GSSG/GSH Oram

Okside glutatyonun, rediikte glutatyona orami glutatyon sikliisii igin 6nemli bir
gostergedir. Sonuglarimiza gore vitiligolu hastalarin GSSG/GSH oram ile kontrol
grubunun  GSSG/GSH oram arasinda istatistiksel ~olarak anlamli fark
bulunmamaktadir. Aritmetik Ortalama + Standart Sapma degerleri asagidaki tabloda

sunulmugtur
Tablo IX: GSSG/GSH oranlari
Gruplar(n=30) Art. Ort. + Std. Sapma
Vitiligo 9,901x107 +9,162x10™*
Kontrol 1,021x107 +6,317x10™

t=-1,505 ve p=0,138 “dir.

Okside glutatyon/rediikte glutatyon oram diizeylerini grafikle ifade edecek

olursak;

GSSG/GSH Orani

@ Vitiligo
B Kontrol |

Kontrol

Vitiligo

Sekil XXI: GSSG/GSH oranlart
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4.5. MDA Diizeyleri

Vitiligolu hastalarin plasma MDA diizeyleri kontrol grubuna gore yiiksek
bulunmustur. Aradaki fark istatistiksel olarak anlamli olup sonuglarin Aritmetik

Ortalama + Standart Sapma degerleri asagidaki tabloda sunulmustur,
Tablo X: MDA diizeyleri

Gruplar(n=30)
Vitiligo

Art. Ort. + Std. Sapma
0,6423 + 0,110(nmol/ml)
0,4943 + 0,085(nmol/ml)

Kontrol

t= 15,805 ve p=0,000"dir.

MDA diizeylerini grafikle ifade edecek olursak;

| MDA Diizeyleri ‘

@ Vitiligo |
W Kontrol

nmol/ml

Kontrol

Vitiligo

Sekil XXII: MDA diizeyleri
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4.6. Selenyum Diizeyleri

Vitiligolu hastalarin plasma Selenyum diizeyleri kontrol grubuna gore ¢ok hafif
diizeyde yiiksek bulunmustur. Ancak aradaki fark istatistiksel olarak anlamli olmayip

sonuglarin  Aritmetik Ortalama + Standart Sapma degerleri asagidaki tabloda
sunulmugtur,

Tablo XI: Selenyum diizeyleri

Gruplar(n=30) Art. Ort. + Std. Sapma

122,333 + 30,173(ppm)
120,766 + 21,802(ppm)

Vitiligo

Kontrol

t=0,231 ve p=0,819’dur.
Se diizeylerini grafikle ifade edecek olursak;

Plasma Se Diizeyleri

@ Vitiligo
@ Kontrol

ppm

Kontrol

Vitiligo

Sekil XXIII: Se diizeyleri
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4.7. Hidroksi Prolin Diizeyleri

Vitiligolu hastalarin plasma Hidroksi Prolin diizeyleri kontrol grubuna gore
yiiksek bulunmustur. Aradaki fark istatistiksel olarak anlamli olup sonuglarin
Aritmetik Ortalama + Standart Sapma degerleri agagidaki tabloda sunulmustur,

Tablo XII: Hidroksi Prolin diizeyleri

Gruplar(n=30) Art. Ort. + Std. Sapma
Vitiligo 16,841 + 1,856(mg/L)

Kontrol 15,013 +2,231(mg/L)

t=3,455 ve p=0,001"dir.

Hidroksi Prolin diizeylerini grafikle ifade edecek olursak;

Plasma Hidroksi Pirolin Diizeyleri

'@ Vitiligo
‘l Kontrol ‘

mg/L

Kontrol

Vitiligo

Sekil XXIV: Hidroksiprolin diizeyleri
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5. TARTISMA

Vitiligo melanosit kayb1 ile karakterize, olusjum mekanizmasi heniiz tiim
aynntlan ile aydnlatilamamg bir deri hastabidir. Su ana kadar yapilan
caligmalarda hastaligm; genetik faktorlerin, degisime ugramig olan melanositlere
karsi gelismis olan otoimmiin reaksiyonlarin, katekolamin sentez sikliisiindeki
aksakliklar sonucu derigimi artan ndrokimyasal mediatérlerin ve bozulmus melanin
sentezine bagli biriken sitotoksik ara iriinlerin, zayiflarmg antioksidan savunma
sistemi sonucu bu molekiillerin yeterince detoksifiye edilememesinin ve heniiz
belirlenememis ancak etkili oldugu varsayilan birtakim faktérlerin de etkisiyle
gelisen progresif irreversible melanosit kaybimn sonucunda ortaya ¢iktigi ileri
surtlmistiir.(1,2,3,4,5,6,91). Ancak elde edilen veriler, bu metabolik aksakhiklar
zincirinde tetikleyici basamagin hangisi oldugu, diizensizlifin hangi adimda ve

neden basladig1 yontunde net bir sonug elde etmeye yeterli olamamgtir.

Melanositlerin bilinen temel fizyolojik fonksiyonlan arasinda hiicrelerin giines
iginlarmin  zararh etkilerinden korunmasi, 1st kontroliiniin saglanmasi, toksik ve
karsinojen maddelerin metabolize edilmesi ile normal metabolizma reaksiyonlan
sirasinda olusan reaktif oksijen molekiillerinin detoksifikasyonu sayilabilir (92).
Ancak melanositlerin major fonksiyonu melanin sentezidir ve vitiligo goriintiisiiniin
ortaya gkmasindaki primer faktor, melanositlerin melanin sentez yeteneklerini
yitirmesi ve derinin rengini belirleyen bu pigmentlerden yoksun kalmasidir ki bu da
derinin  siit beyaz: gorintiisiine biriinmesi ile sonuglanmaktadir. Melanositlerin
melanin sentez yetencklerini yitirmesini epidermal melanosit kaybi izlemektedir.
Yapilan c¢aligmalar vitiligoda lezyonel bélgelerde melanositlere ya hig¢ rastlanmadig
ya da ¢ok az sayida ama melanin sentez yetenefinden yoksun melanositlerin
saptandifimt ortaya koymusglardir (93,94,95). Son yillarda yapilan galigmalar
melanositlerdeki fonksiyon kaybi ve melanosit yikimmin kaynagim aragtirmaya
yonelik olup ortaya atillan gorigler hentiz hipotetiktir ve su ana kadar patogenezi tiim

aynintilan ile aydinlatabilecek bulgular elde edilememistir.

Baglangigta hastah@a ait metabolik bozukluklarin sadece lezyonlu bélgeye 6zgii
oldugu samlmakta idi ancak ilerleyen donemlerde gergeklestirilen ¢aligmalar
gostermistir ki; vitiligo olusumu ile ilgili oldugu diisiiniilen metabolik yollardaki



aksakliklar nonlezyonel bolgelerde de ortaya ¢ikmaktadir, ancak pathogenez lezyonel
bolgede daha hizh ilerlemekte, lezyonun hemen yakmnindaki deride daha yavas, uzak
bolgelerde ise ¢ok daha yavasg ilerlemekle beraber tiim deride aym aksakliklar
degisen hizlarda ve devamh olarak cereyan etmektedir (96). Hastalikla ilgili
molekiiler bulgularm tiim deride go6zlenmesi aragtirmacilan hastaligin etkiledigi
sistemleri kanda da arastirmaya itmis ve katekolaminler, oksidan/antioksidan sistem
bilesenleri, eser elementler gibi pek ¢ok Onemli parametrenin kandaki diizeylerinin

de etkilendigini saptamiglardir (97,98,99).

Vitiligoda lezyonlu derinin fenilalanin diizeyleri normal deriden daha yiiksek,
hastalarin her iki derilerindeki fenilalanin diizeyinin de vitiligolu olmayan saglikl
bireylerin derilerindeki fenilalanin diizeylerinden yiiksek oldugu, tirozin diizeylerinin
ise tam aksi yonde vitiligoda digiik bulundugu saptanmis ve elde edilen bulgular
isiginda vitiligo patogenezinin sadece lezyonel alanla ilgili degil tiim deri ile ilgili
oldugu bir kez daha kanitlanmmgtir. Bununla birlikte su ana kadar vitiligoda periferal
fenilalanin birikimine iligkin kesin bir bulguya rastlanmamstir (14).

Epidermiste konsantrasyonu artan tetrahidrobiopterinlerin zamanla UV-iginlan
etkisiyle ve molekiiler oksijen varlifinda okside biopterinlere donistiginii
soylemistik, daha ileri oksidasyon sonucu ise biopterin karboksilik asitler olugur.
Biopterinlerin redoks sikliisii tetrahidrobiopterinlere bagimli fonksiyon goren
enzimlerin rol aldigi metabolik yollarin kontrolii agisindan oldukga Gnemlidir.
Okside biopterinler kofaktdr olarak islev goremezler ve okside biopterinlerin belli bir
konsantrasyonun lizerindeki diizeyleri melanositler igin toksiktir. Organizmada tim
hiicrelerde islev goren ve bir antioksidan sistem bilegeni olan tioredoksin/tioredoksin
rediiktaz sistemi okside biopterinleri, kinonoid dihidrobiopterinlere déntistiirerek
sikliise tekrar katilmalarinmi saglar (100). Tioredoksin/tioredoksin rediiktaz enzim
sistemine ait bilesenlere 6zgii mRNA’lar melanosit ve keratinositlerde tammlanmigtir
ve bu sistemin epidermal fonksiyonlar tiim ayrntilanyla ortaya konmustur. Diger bir
yandan Tioredoksin Rediiktaz aktivitesi Ca™ iyonlan1 tarafindan regile -edilir,
dolayisiyla biopterinlerin redoks sikliisiiniin diizenlenmesinde kalsiyum iyonu 6nemii
bir faktordiir (101).

Schallreuter ve arkadaglari, yapmig olduklari gahgmalari sonucunda vitiligolu



keratinosit ve melanositlerde kalsiyum transportunun defektli oldugunu rapor
etmiglerdir(21,26). Normal insan keratinositlerinde  B»-adrenoceptor’lerinin
stimillasyonu adenilat siklaz/cAMP kaskat1 ile gergeklestirilir ve bu sistemin
regilasyonunda hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu kritik Oneme sahiptir.
Arastirmacilanin bulgularna gore vitiligolu keratinositlerde kalsiyum alimimu kontrol
keratinositlerine gore 5 kat azalmg durumdadir (21). Kalsiyum homeostazisindeki
bozukluk sonucunda [;-adrenoceptor expresyonu da kontrol edilememekte (102) ve
asin expresyon nedeniyle keratinositlerde bagkalasim ortaya gikmaktadir. Ote yandan
aym aragtirmacilar vitiligoda keratinositlerde oldugu kadar melanositlerde de
kalsiyum transport bozuklugunun s6z konusu oldugunu saptamuglardir (26), ancak
katekolamin sentezi keratinositlerde gerceklestigi i¢in bu bozuklugun keratinositlere
olan etkisi daha dramatik bir bigimde kendini géstermektedir. Bu ¢aligmada ortaya
konan bir diger 6nemli bulgu ise vitiligolu hastalarin epidermal kalsiyum transport ve
homeostazisindeki bozuklugun tim deride degisik oranlarda gozleniyor olmas: diger
bir ifadeyle aksakhifin sadece lezyonel bolgeyle simrh kalmayip tiim deriyi kapsiyor
olmasidir.

Digiik intraselliler kalsiyam diizeyleri tioredoksin/tioredoksin rediiktaz
sisteminin de daha yavag iglemesine hatta zaman zaman bloke olmasina neden olur
(101). Tioredoksin/tioredoksin rediiktaz ~ sistemi hem melanositler hem de
keratinositler igin sitotoksik olan okside biopterinlerin kinonoid dihidrobiopterinlere
donugtirilerek sikliise tekrar girmesini saglayarak bu hiicreler i¢in ¢ok onemli bir
antioksidan savunma gergeklestirmis olur. Bozulan kalsiyum transportu sonucu
tioredoksin/tioredoksin  rediiktaz  antioksidan savunma  sisteminin  yeterli
calisjamamas: nedeniyle hiicreler bu savunmadan yoksun kalarak bahsedilen toksik
metabolitlerin sitotoksik etkilerine maruz kalmaktadirlar.

Noral yaklagtma gore vitiligo baglangicinda emosyonel stresin tetikleyici rol
oynadify ileri strilmektedir(1,2,3,4,5). Bilindigi iizere emosyonel stres durumunda
pre-sinaptik hiicrelerden katekolaminlerin salimmu artmaktadir, zaten yapilan
¢aliymalarda vitiligoda plasma ve idrarda norepinefrin ile bazi katekolamin yikim
urtinlerinin  konsantrasyonlart yitksek bulunmusgtur. Yiiksek konsantrasyondaki
norepinefrin monoamin oksidaz (MAQ) tarafindan 3,4-dihidroksi mandelik aldehide
(23) ve bir bagka metabolik enzim olan katekol-o-metil transferaz (COMT)
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tarafindan 3,4-dihidroksi fenil asetaldehite donigtirilir(22). Olusan bu fenolik
yapilar tirozinaz enziminde kompetitif inhibisyona neden olurlar. Aynica fenolik
yapidaki bu ara uriinler DNA sentezinden pek ¢ok enzim fonksiyonuna kadar bir¢gok
hicresel prosesi etkiler, hiicrenin hayati fonksiyonlannda kayba neden olurlar.
Dahasi ortaya ¢ikan bu sitotoksik yapilar, otooksidasyona miisait yapilar olup,
otooksidasyonlan sonucu hem kendileri reaktif kinonoid radikallere doniigiir hem de
ortamdaki reaktif oksijen radikallerinin konsantrasyonlarimn artmasina neden
olurlar. Olusan reaktif radikalik molekiiller melanosit ve keratinositlerde ciddi
yapisal ve fonksiyonel bozukluklar olustururlar. Strese bagh katekolamin
salimmindaki artigin =~ bir diger sonucu da deri ve mukozal arterlerdeki o-
reseptérlerinin aktivasyonu sonucu vazokonstriiksiyon meydana gelmesidir ve bu da
epidermal ve dermal hipoksi ile sonuglanir. Olugan hipoksi sonucu serbest oksijen
radikalleri tiretimi énemli olgiide artar ve meydana gelen radikallerden hiicrelerin
hasar gormesi kaginlmazdir. Bu mekanizma, vitiligoda kan antioksidan diizeylerinin
degisiminin agiklanabilmesine de katkida bulunmaktadir. Schallreuter ve arkadaglan
vitiligoda  pseudocatalase  uygulanmast ile  repigmentasyonun  yeniden

saglanabildigini ve vitiligoya ait bulgularin azaldigini saptamuglardir (103).

Su ana kadar ki tartighfumz noktalar vitiligoya daha ¢ok néral ve sitotoksik
yaklagimlarla iligkii olup epidermal melanin sentez ve dagilmu ile ilgihi
problemlerin olast kaynaklarim anlamaya yonelik idi. Ancak vitiligolu hastalarda
ozellikle lezyonel alanlarda major bulgulardan bir tanesi de melanosit sayisindaki
azalma hatta alanin tamamen melanositlerden yoksun olmasidir. Aragtirmacilar néral
ve sitotoksik caligmalarla vitiligoda melanosit ve keratinositlerdeki defektli
metabolik yollar tespit etmig, sonuglarinin epidermal hiicrelerdeki fonksiyon kaybi
ile olan baglantdarimi ortaya koymus ancak melanosit yikimi ve ilgili siireci
aydinlatmaya calbgtiklaninda, daha Onceki bulgular igiBindaki  yaklagimlarim
“otoimmiin” mekanizma ile kombine etmek durumunda kalmglardir. Soyle ki;
vitiligoda bozulan metabolik mekanizmalar sonrasi konsantrasyonlar artan sitotoksik
metabolitlerin gerek hiicre membran yapisinda gerek fonksiyonel proteinler {izerinde
oksidasyon ve benzer girigimler sonrasi bir takim morfolojik degisiklikler
olusturmaktadir. Ote yandan epidermal hiicrelerde vyiizey antijenlerinde Gnemli
yapisal degigimler histokimyasal galiymalarla belirlenmigtir (104,105,106). Tim bu
degisiklikler bu hiicrelere kargt immiin reaksiyonlart tetiklemektedir. Nitekim



vitiligoda tespit edilmig olan epidermal lenfosit infiltrasyonundaki artis bu yaklagim
desteklemektedir. Ote yandan Halder ve arkadaglarnt (99) vitiligolu hastalarda
periferal kan NK ( natural killer ) hiicre diizeylerini kontrole gore anlamh diizeyde
yiksek bulmuglardir. Harning ve arkadaglan (107) vitiligolu hastalarda yiiksek
diizeyde antimelanosit antikorlar tammlamiglardir. Aragtirmacilar  vitiligoda
melanosit kaybmin sitolitik antikorlar tarafindan gergeklestirdigini iddia etmislerdir.
Pek ¢ok aragtirmaci benzer bulgularla vitiligodaki melanosit harabiyetinin immiin

reaksiyonlar sonucu meydana geldigi noktasinda birlegmiglerdir.

Literaturdeki rapor edilmis ilgili g¢aligmalardan edindigimiz bulgular
dogrultusunda, serbest radikal olugumu ile depigmentasyon arasindaki iliski net bir
sekilde ortaya konmugtur. Ote yandan deride olusan radikalleri detoksifiye etmekle
sorumlu enzimatik ve nonenzimatik antioksidan savunma elemanlari mevcuttur ve
bunlarin diizeylerindeki degisim de vitiligo patogenezinde olduk¢a ©nemlidir.
Epidermal enzimatik antioksidan savunma sisteminin major bilesenleri katalaz,

glutatyon peroksidaz ve tioredoksin rediiktaz’ dir.

Katalaz hidrojen peroksitin su ve molekiiler oksijene déniigiimiinii saglayarak
organizmaya antioksidan savunma saglar (50). Vitiligoda epidermal derisimi en
yiiksek diizeye ulagan reaktif oksijen molekiilii hidrojen peroksittir ve olugtugu
noktada derhal detoksifiye edilmesi gerekir. Kendisi bir radikal olmayan ancak
ozellikle membran lipitlerinde peroksidatif hasar meydana getiren hidrojen peroksitin
major toksik etkisi metal iyonlanyla etkilisimi sonucu olusturdugu hidroksil
radikalinden kaynaklanmaktadir. Schallreuter KU ve arkadaglan vitiligolu hastalarda
epidermal katalaz aktivitesinin azalmg oldugunu saptamglardir (32). Glutatyon
peroksidaz da benzer sekilde hidrojen peroksit ve organik peroksitlere karst
detoksifikasyon yetenegine sahiptir ve aym aragtirmacilar epidermal glutatyon
peroksidaz aktivitesinde de azalma saptamuglardir. Bir diger dikkate deger bulgu ise
her iki enzimin de sentezinde rol alan mRNA diizeyleri normal ancak aktiviteleri
distiktiir (96). Bu demektir ki enzim sentezinde bir sorun bulunmamaktadir ancak ya
sentez sonrasi gereken modifikasyonlarda bir aksakhk bulunmaktadir ya da enzim
sonradan oksidan ajanlar etkisiyle inhibisyona ugramaktadir.

Tk zamanlar vitiligodaki metabolik defektlerin sadece lezyonun oldugu bolge ile



ilgili oldugu samlmaktaydi. Ancak son yillarda yapilan galigmalar vitiligonun sadece
lezyonel bolgeye 6zgii olmadigim tim deriyi kapsadifim ortaya koymustur. Daha
sonraki ¢ahigmalar biriken reaktif oksijen molekiillerinin diffuzyon yeteneklerinin ve
radikalik zincir reaksiyonlarnin sonucunda olustufu noktalardan daha uzak
bolgelerde de etki gosterebilecegini gostermistir. Herrling ve arkadaglann (108)
elektron spin rezonans teknifi kullanarak yaptiklan galigmalarinda epidermal reakitif
oksijen molekiillerinin deride gok hizh diffiize olabildigini gostermiglerdir. Ote
yandan vitiligolu hastalarda epidermal iskeminin de gergeklestiginin bilinmesi
arastirmacilan hastaligin kan diizeylerini de etkileyip etkileyemeyecegi noktasinda
yogunlagtumug, daha sonra vitiligo ile ilgili ¢aliymalar kanda da siirdirilmiis ve
antioksidan parametrelerle birlikte ozellikle katekolamin ve metabolitleri

diizeylerinin de 6nemli olgiide degigime ugradig: saptanmigtir(20,97,98,109).

Biz bu cahgmada benzer bir yaklagimla yola g¢ikarak plazma antioksidan
savunma  sisteminin degerlendirilmesine yardime1 olabilecek parametrelerden
glutatyon peroksidaz, okside glutatyon, rediikte glutatyon, selenyum, malondialdehit
ve hidroksiprolin diizeylerini 6l¢tiik.

Sonuglanmiza goére vitiligolu hastalarin plasma glutatyon peroksidaz aktivitesi
kontrol grubuna gore yiiksek bulunmustur (p<0,01). Primer olarak hidrojen
peroksitin detoksifikasyonundan sorumlu olan enzimin vitiligo epidermisinde diisiik
diizeylere sahip oldugu bilinmektedir. Epidermisteki bu durum, muhtemelen
epidermal hidrojen peroksit birikiminin agin olmasi ve bu arada konsantrasyonlan
fizyolojik smirlarn ¢ok iizerine ¢ikan serbest radikallerin enzim yapisinda meydana
getirdikleri  oksidatif  hasarlardan = kaynaklanmaktadir.  Cinkii  enzimin
ekspresyonunda bir problem olmadifin mRNA diizeyi olgiimleriyle kamtlanmigtir
(96). Epidermal glutatyon peroksidaz, katalaz ve tioredoksin rediktaz enzim
aktivitelerinin azalmig olmasi ortamdan hidrojen peroksit ve diger radikallerin
temizlenememesine neden olur ve radikaller kolaylikla yan Omirleri ve
konsantrasyonlan §lgiisiinde diffizyonla epidermis igerisinde yayilabilirler. Bu arada
bir kisim radikalin baglatms oldugu radikalik zincir reaksiyonlar epidermal
bilesenleri olugturan molekiiller arasinda koordine elektron aktanimiyla devam eder
ve bu reaksiyonlarin periferal damarlan etkileme olasiligi olduk¢a yuksektir. Bu

durum vitiligolu hastalarda dolagimda olusabilecek oksidatif hasarin muhtemel



kaynaklarmdan bir tanesidir. Ote yandan bir diger kaynak ise vitiligoda epidermal
arterlerde olugan iskemidir. Angel ve arkadaglan (110) rodentlerde yapmus olduklan
bir ¢alisma sonucunda, derideki yaygin iskemi sonucu kan stperoksit dismutaz
enzim aktivite diizeylerinde azalma, ksantin oksidaz ve malondialdehit diizeylerinde
artiy saptamiglardir. Her iki sekilde de meydana gelebilecek oksidatif stresin ortadan
kaldinlabilmesi amaciyla organizma glutatyon peroksidaz enzim ekspresyonunu
artirarak yamt olugturmug olabilir. Literatiirde artan radikal konsantrasyonlarinin
ilgili enzim expresyonunu indiikledigi yoniinde bulgular mevcuttur (109). Bununia
birlikte Beazley ve arkadaglan (98) c¢aligmalarinda vitiligoda kimmzi kan
hiicrelerinde glutatyon peroksidaz aktivitesini saghkh bireylerle kargilagtirmslar ve
anlamh bir fark bulamadiklarnim belirtmiglerdir, ancak kirmizi kan hiicrelerinde
glutatyon peroksidaz ile birlikte katalaz enzimi de peroksidatif ajanlann
detoksifikasyonunda gorev alir ve ortamdaki peroksitlerin temizlenmesi gen
diizeyinde bir diizenlenmeye gerek kalmaksizin katalazin katkisiyla giderilmig
olabilir. Ote yandan plazmada dikkate deger diizeyde katalaz aktivitesi
bulunmamaktadir ve peroksitlerin detoksifikasyonundan sorumlu major enzim

glutatyon peroksidazdur.

Aym c¢aligmada aragtirmacilar vitiligolu hastalann plazma selenyum
konsantrasyonlarint ise kontrole goére yiksek bulmuglardir ancak aragtirmacidar bu
yiitksekligin nedenini agiklayan bir olasi1 mekanizma One siirmemigler selenyum
sonuglarim net bir gekilde yorumlamamuglardir. Bizim bulgularimzda ise selenyum
diizeyleri arasinda anlamh bir fark bulunamamustir. Selenyum organizmada primer
olarak glutatyon peroksidazin kofaktorii olarak gorev yapmakta ve kanda goguniukia
organoseleniir bilegikleri halinde bulunup gereklili§i halinde seleniir iyonu halinde
serbest kalmaktadir (79,81,83) . Vitamin E’nin dolagimdaki tagmm da
organoseleniir bilesikleri tarafindan gergeklestirilmektedir. Kandaki serbest selenyum
ile organoseleniir biinyesindeki selenyum igerigi arasinda dinamik bir denge olup
total selenyum diizeylerinin kanser gibi hastaliklarda azaldig1 rapor edilmistir(81,82).
Selenyum glutatyon peroksidaz biinyesinde yer almasinin diginda serbest selenyum
halindeyken de 6nemli diizeyde redoks potansiyeline sahiptir ve elementel formda da
antioksidan etki gosterebildigi iddia edilmektedir. Maruyama ve arkadaglan (111)
toksik kimyasal maddelere maruz kalindiginda kandaki toksik maddelerin dizeyi ile

total selenyum diizeyi arasinda negatif bir korelasyon oldugunu rapor etmiglerdir.
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Selenyumun epidermal pigmentasyonda herhangibir roli olup olmadi net bir
sekilde aydinlatilabilmis degildir. Melanin sentezi sirasinda selenyuma bagimh
fonksiyon goren bir enzim bulunmamaktadir ancak vitiligoda azalan epidermal
glutatyon peroksidaz aktivitesi ile selenyum diizeyleri arasinda bir iligki olup
olmadig arastirilabilir. Vinton ve arkadaglarn 2 yil siireyle selenyum igermeyen total
parenteral besin alan dort ¢ocugun ligiinde sa¢ ve deride depigmentasyon oldugunu
saptamuglardir (112). Aym ¢ocuklanin serum selenyum dizeyleri de disiik
bulunmugtur. Aragtirmacilar g¢ocuklara selenyum takviye ederek pigmentasyonun
yeniden kazanilabildigini rapor etmiglerdir. Passi ve arkadaglan (33) aktif vitiligolu
hastalarin epidermisinde vitamin E ve rediikte glutatyon diizeylerinin kontrol
grubuna gore Onemli diizeyde diigiik oldugunu ve bunun sonucunda da artmig
lipoperoksidatif proges tespit etmiglerdir. Sonu¢ olarak vitiligolu hastalarda vitamin

E ve selenyum desteginin tedavi edici roli olabilecegini ileri sirmiislerdir.

Bulgulanmiza gore, vitiligolu olgularda plasma rediikte glutatyon (GSH), okside
glutatyon (GSSG) ve GSH/GSSG oranlan istatistiksel olarak anlamh bir fark
icermemektedir. Glutatyon hem kendisi molekiiler yapt ozellikleri (bunyesinde
tasidigr siilthidril grubu) nedeniyle antioksidan yetenege sahip bir tripeptiddir, hem
de hidrojen peroksidin detoksifikasyonunda glutatyon peroksidazin temel substrati
olarak rol oynar(74,75,76). Yiiksek glutatyon peroksidaz aktivitesinin beraberinde
GSH tiiketiminde de bir artisa neden olmasi beklenir ancak verilerimiz vitiligo
plasma rediikte glutatyon diizeylerinin kontrol grubu degerlerine yakin oldugunu
gostermektedir. Artmug glutatyon peroksidaz aktivitesinin rediikte glutatyon
tilketiminde bir artig ile paralel olmamasi teorik olarak g¢ok zordur ancak bu her
zaman ortamdaki rediikte glutatyon diizeyinin azalmasiyla korele bir bigimde
seyretmeyebilir ¢iinkii rediikte glutatyon tiiketiminin artmast ortamdaki azalan
rediikte glutatyon diizeyini kompanse etmek iizere glutatyon sikliisiinin hmzlanmast
ile sonuglanir, soyle ki, rediikte glutatyon titkketim hizinin artmas: ile birlikte okside
glutatyonun, NADP/NADPH sikliisii tarafindan tekrar rediiksiyonu ile
rejenerasyonu da daha hizli bir sekilde saglanacaktir. Zaten bulgulanmizda vitiligoda
okside glutatyon diizeyinde bir yiikselme egilimi goze carpmaktadir ancak fark
anlamh olmadifi igin bu yilkkselme aynca degerlendirilmeyecektir. Bu baglamda
yapilacak sonraki c¢aligmalarda glutatyon rediikktaz aktivitesinin ya da



NADP/NADPH oranlannin  saptanmasmin  vitiligoda glutatyon  sikliisiiniin
degerlendirilmesinde daha aydinlatici bilgiler verebilecegini diigtinmekteyiz.

Malondialdehit bir lipit peroksidasyon uriinii olup proteinlerin amino gruplarna,
fosfolipitlere ve niikleik asitlere baglanarak toksik etki gosterir. Biyolojik
orneklerdeki MDA diizeyi oksidatif stres parametrelerinden biri olarak kabul
gormekte hatta peroksidatif hasarin spesifik gostergesi olarak degerlendirilmektedir
(113). Glutatyon peroksidaz hidrojen peroksitin yamsira lipit peroksitlerinin de
detoksifikasyonundan sorumludur. Artmus oksidatif stresle beraber artan lipit
peroksidasyonuna organizmanin ilk refleksi glutatyon peroksidaz aktivitesinde bir
st duzenlemeye gitmektir ve bu diizenlemenin gen diizeyinde enzim
ckspresyonunun artmast yoninde olduguna iligkin bulgular rapor edilmigtir.
Verilerimiz vitiligo plazmasinda yilksek MDA diizeyleri igermektedir (p<0,01) ve bu
yiikseklik vitiligo olusum siirecinde hidrojen peroksit iiretiminin artmasiyla iligkili
olup glutatyon peroksidaz aktivitesindeki yiikselmenin nedenlerinden biridir. Picardo
ve arkadaglan (97) vitiligolu hasta plazmalarninda bazi okside lipid diizeyleri ile
MDA diizeylerini aragtrmuglar ve bizim sonuglarimizla paralel gekilde yiiksek MDA

konsantrasyonlan tespit etmiglerdir.

Su ana kadar yapilmis olan galigmalar arasinda vitiligoda kollajen degredasyonu
ya da protein oksidasyonu ile ilgili bir veri igeren aragtirma bulunmamaktadir.
Sonuglarimiz vitiligoda plazma hidroksiprolin diizeylerinin arttiim gostermektedir
(p<0,01). Oksidatif stresin artmastyla birlikte kollajen degredasyonu ve protein
oksidasyonunun gergeklesebilecegine yonelik bulgular vitiligo digindaki bir takim
patolojilerde ve oksidatif stresle iligkilendirilebilecek gekilde dizayn edilmig hayvan
deneyleriyle kamtlanmigtir (114). Prolin endojen bir aminoasit olup prolin
hidroksilaz tarafindan kollajen yapisimn kritik  bilegenlerinden biri  olan
hidroksiproline déniigtiiriillir. Ote yandan ozellikle yiiksek oksijen radikallerinin
mevcudiyetinde prolin nonenzimatik yolla da hidroksiproline doniigebilir (115).
Bulgularimiz vitiligoda yiiksek plazma hidroksiprolin diizeylerini igermektedir.
Olgmiis oldugumuz yitksek hidroksiprolin diizeylerinin muhtemel iki kaynag
ongoriilebilir; bir tanesi kollajen yikimm sonucu serbest hale gegen hidroksiprolinin
plazma hidroksiprolin diizeyini etkilemesi bir digeri ise artmug serbest oksijen

radikallerinin prolin aminoasitini nonenzimatik olarak radikalik
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oksidasyon/hidroksilasyon ile hidroksiproline doniistirmek suretiyle plazma
hidroksiprolin diizeylerini yikseltmesidir.

Sonug¢ olarak vitiligoda heniiz tetikleyici faktoriin taumlanamamig olmasiyla
birlikte tetrahidrobiopterin denovo sentezi ve iligkili epidermal metabolik yollarin
bozulmas: sonucu vitiligolu hastalann lezyonlu alanlarinda daha dramatik olmasinin
yamsira tiim derilerinde ve daha sonraki ¢ahigmalarda isaret edilip bizim
calismamizla da_ desteklendii iizere dolagimda da oksidan/antioksidan denge
bozulmakta, artan oksidan ajan diizeyleri epidermal metabolik yollarn inhibisyonuna
ve hiicrelerde fonksiyonel ve morfolojik degisikliklere neden olmaktadir. Sonugta bir
yandan hiicrelerin melanin sentez yetenekleri kaybolurken diger yandan aktive olan
immiin mekanizmalar nedeniyle melanosit yikim meydana gelmekte ve vitiligo

goriintiisii ortaya gikmaktadir.

Son donemde yapilan galigmalarda, olumlu sonuglar alindift rapor edilen
antioksidan terapinin, vitiligo tedavisinde alternatif bir yaklasim olabilecegini ancak

bu konuda aragtirmalara devam edilmesi gerektigini diiganmekteyiz.



6. SONUC VE ONERILER

Caligma bulgulanmz vitiligoda hastaligin  etiopatogenezini aydinlatmaya
yonelik daha Onceki yapilmig caligma bulgulanm destekler niteliktedir.
Aragtirmacilarin  bulgulann ve elde ettigimiz veriler gostermektedir ki vitiligoda
oksidan/antioksidan denge bozulmakta ve tammlanmg olan metabolik diizensizlikler

sadece lezyonel bolgede degil tiim deride hatta kanda da etkili olmaktadir.

Vitiligoda epidermal birikimi en yiksek olan reaktif oksijen molekiilii hidrojen
peroksittir ve artan hidrojen peroksit derigimi sonucu oksidan/antioksidan denge de
zaman igerisinde bozulmaktadir. Aragtirmacilar epidermal hidrojen peroksit
birikiminin major kaynagimn tetrahidrobiopterin sentezindeki bozuklugun ve agin
dretilen kofaktorin UV etkisiyle oksidasyonunun sonucu oldugunu ortaya
koymuglardir. Bu alanda yapilabilecek bundan sonraki galigmalar tetrahidrobiopterin
de novo sentezinin bozulmasindaki ilk basamak olan GTP- siklohidrolaz I enziminin
nasil indiklendigini aragtirmaya yonelik olmalidir. Ciinkii su ana kadar ki bilgiler
metabolik aksakliklar zincirinin ilk halkasim bu enzimin g¢aligmasindaki nedeni
belirsiz diizensizligin olusturdugunu gostermektedir.

Uzerinde yogunlagimasi gereken bir diSer nokta ise fenilalanin hidroksilaz
enziminin inhibisyon nedeninin aragtirlmasi olmalidir. Ciinkii bu konudaki
caligmalarda enzimin esansiyel kofaktorii olan 6BH,’e yapisal olarak g¢ok benzeyen
7BHsUn enzimi kompetetif inhibisyonla inhibe ettigi yoninde bulgular ortaya
konulmugtur. Oysa ortamdaki 6BH, derigimi, 7BH4 derigiminden ¢ok daha yiksektir
ve boyle bir durumda kompetetif inhibisyon olasilig: disgiiktiir.

Ayrica vitiligoda deride olugabilecek muhtemel kollajen degredasyonu ve
protein oksidasyonu ile ilgili detayl aragtirmalara ihtiyag vardir. Ozellikle siilthidril
gibi oksidasyona agik gruplar igeren aminoasitlerin oksidasyon trinlerinin tespiti bu
konuda fikir verebilir.

Ote yandan arastirmacilar vitiligo tedavisinde antioksidan molekillerin
kullamlabilirlifine yonelik c¢ahgmalarla hastalar i¢in yeni bir tedavi yaklagim
gelistirmeye odaklanmalidirlar.



“VITILIGOLU HASTALARIN PLAZMA GSHPX, GLUTATYON
PEROKSIDAZ, GLUTATYON, SE, MALONDIALDEHIT VE
HIDROKSIPROLIN DUZEYLERININ SAGLIKLI BIREYLERLE
KARSILASTIRILMASI”

OZET

Vitiligo diinyada ve iilkemizde yaygin olarak goriilen melanosit kayb: ile
gelisen, depigmente makuler lezyonlarla karakterize, spesifik bir deri hastahifidir.
Halen etiopatogenezi tam olarak agiklanamamigtir. Vitiligonun olusum
mekanizmasim aydinlatabilmeye yonelik ¢alismalar sonucunda ii¢ temel teori 6ne
stiriilmiistiir; otoimmiin teori, néral teori ve otositotoksik teori. Pek ¢ok aragtirmaci
vitiligoda epidermal dokuda hidrojenperoksit birikimi oldugunu ve bu reaktif oksijen
molekiiliiniin epidermal oksidatif strese neden oldugunu saptamslardir.

Son yillarda yapilan ¢ahigmalar vitiligoda meydana gelen mekanizma
bozukluklarimin sadece lezyonlu bolge ile smirli olmayip tiim deri ile iligkili
oldugunu ortaya koydu. Hatta aragtirmacilar hastalikla iligkili pek ¢ok parametrenin
epidermal doku diizeylerinin yanisira kandaki diizeylerinin de degistigini gosterdiler.
Antioksidan sistem elemanlarn bu parametrelerden sadece bir kismim
olusturmaktadir. Pek ¢ok hormon, enzim, aminoasit hatta eser element diizeyleri
hastalifin ortaya ¢ikis1 ile eszamanli olarak degigmektedir. Vitiligoda bircok
metabolik yolun derinin tiimiinde aksiyor olmasi bu hastalarin kandaki ¢ogu
parametre diizeylerinin de etkilenme olasihgim1 artirmaktadir. Nitekim yapilan
caligmalar ¢ofu parametrenin kan diizeylerinin de hastalik siiresince degistigini
ortaya koymustur.

Biz bu ¢aligmada benzer bir yaklagimla yola ¢ikarak vitiligolu hastalarin plazma
antioksidan sisteminin gostergelerinden GSHPx, GSH, GSSG, MDA, Se ve
Hidroksiprolin diizeylerini olgtiik. Calisma, Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi
Aragtirma Hastanesi Turgut Ozal Tip Merkezi’nin, Dermatoloji Poliklinigi’ne
bagvurmus olan vitiligo vulgaris’li ve yas ortalamasi 23,66 + 7,49 olan 30 hasta ile
herhangi bir dermatolojik problemi olmayip yas ortalamas1 27,93 + 7,14 olan 30



saghkl bireyden olugturulan kontrol grubu iiyeleri tizerinde yapildi. Hasta ve kontrol
grubu iiyelerinden alinan numunelerin protein igerikleri Lowry yontemi uyarinca
yapildi. Protein igerikleri saptanan numunelerde GSHPx aktivitesi i¢in Lawrance
yontemi, GSH ve GSSG diizyleri 6lgiimii icin Owens yontemi, MDA tayini igin
Okhawa yontemi, Se i¢in Arain yontemi ve hidroksiprolin i¢in Bergman yontemi
kullanild1.

Elde ettigimiz bulgular vitiligoda epidermal dokuda oldugu gibi plazmada da
antioksidan sistemin meydana gelen mekanizmal aksakhiklardan etkilendigini
gostermektedir. Ozellikle GSHPx, MDA ve hidroksiprolin diizeylerinde istatistiksel
olarak anlamli (p<0,05) artiy saptanirken dier parametrelerdeki degisiklikler
istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

Sonu¢ olarak bulgularimiz dogrultusunda vitiligolu hastalarin  epidermal
dokularimin yanisira kanda da oksidatif stres parametrelerinin degisime ugradigim,
vitiligo tedavisinde antioksidan sistemin desteklenmesinin de hastalikla miicadelede

yarar saglayabilecegini ileri siirebiliriz.



SUMMARY

“THE COMPARISON OF THE GLUTATHIONE PEROXIDASE,
GLUTATHIONE, SELENIUM, MALONDIALDEHIDE, AND
HYDROXYPROLINE LEVELS IN THE PLASMA OF THE
VITILIGO PATIENTS AND HEALTHY INDIVIDUALS”

Vitiligo; which is characterized with the loss of melanocyte and depigmented
macular lesions, is a specific skin disease widely seen in the world and in our
country. Its’ etiopathogenesis hasn’t been explained exactly yet. Three basic theories
have been suggested at the result of the studies whose purpose was to clarify its
formation mechanism; autoimmune theory, neural theory and autocytotoxic theory.
Many researchers have determined that, in vitiligo, hydrogen peroxide accumulates
in epidermal tissue and this reactive oxygen molecule causes epidermal oxidative

stress.

Studies published recently have shown that, corruption in the mechanism which
occur in the vitiligo are not limited just with the area of lesion but with the whole
skin. The researchers have even showed that levels of many parameters related to the
disease have changed in the blood as well as in the tissue. Antioxidant system
compounds are only a part of those parameters. Levels of many hormones, enzymes,
aminoacides and even trace elements change at the same time of the occurence of the
disecase. As many metabolic paths of the whole skin is disrupted in vitiligo, levels of
many parameters in the blood of those patients will probably be affected too. On the
other hand, studies have indicated that blood levels of many parameters change

during the discase .

In this study,using a similar approach we measured the indicators of plasma
antioxidant systems such as GSHPx, GSH, GSSG, MDA Se, and Hydroxyproline of
the patients with vitiligo. The study was performed both on 30 healthy individuals
(mean age 27,93 + 7,14) having no dermatologic problems and 30 patients (mean
age 23,66 + 7,49) having vitiligo vulgaris who applied Dermatology Policlinic in
In6nii University Turgut Ozal Medical Center. The protein contents of samples taken



from the patients and control individuals were determined according to Lowry
method.In the samples whose protein contents were determined, Lawrence method
was used to measure GSHPx activity, Owens method was used to measure the levels
of GSH and GSSG, Okhawa method was used to identify MDA level, Arian method
was used to measure Se level and Bergman method was used to measure the

hydroxyproline level.

In the vitiligo, our results show that, antioxidant system is affected by the
mechanismal corruptions in the plasma, as in the epidermal tissue as well. In the
vitiligo patients, GSHPx, MDA and hydroxyproline levels are higher than those of
control group ( p < 0,05); the differences in the other parameters are not statistically
significant (p > 0,05).

Finally, according to our results we suggest that, supporting antioxidant system
contributes a lot to fighting with the disease, and oxidative stress parameters change

in the blood of the patients with vitiligo as well as their epidermal tissues.
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