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Vitiligoda Dinamik Tiyol/Disiilfid Homeostazin Rolii

Role of Dynamic Thiol/Disulfide Homeostasis in Vitiligo

Bilal ILANBEY' "~ Emine Miige ACAR?
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Amag: Vitiligo, melanositlerin progressif yikimi sonucu olusan pigment kaybi bozuklugudur. Melanosit kaybinin patofizyolojisi giiniimiizde
tam olarak ¢6ziilememistir. Nedenler arasinda oksidatif stres de yer almaktadir. Dinamik tiyol/disiilfid homeostazi viicudun oksidan-antioksi-
dan dengesinin 6nemli bir belirtecidir. Bu ¢aligmada vitiligo hastalarinda saglikli bireylere gore tiyol/distilfid dengesini degerlendirdik.

Araglar ve Yontem: Vitiligolu 64 hasta ile 34 saglikli bireyin serumunda total tiyol ve native tiyol diizeyleri ile paraoxonaz1 (PON1) aktivitesi
spektrofotometrik yontemle 6l¢iildii. Serum disiilfid diizeyleri ise hesaplamayla bulundu.

Bulgular: Vitiligolu hastalarin serumunda saglikli kisilere gore total ve native tiyol diizeyleri yiiksekti (her ikisi de p<0.001). Serum disiilfid
diizeylerinde ise her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu.

Sonug: Vitiligolu hastalarda tiyol/disiilfid dengesinin yonii tiyol yoniine kaymistir. Tiyol artig1 hastaligin patofizyolojisinde goriilen melanin
kaybinin sorumlusu olabilir.

Anahtar Kelimeler: oksidatif stres; tiyol/disiilfid homeostazisi; vitiligo

ABSTRACT

Purpose: Vitiligo is a disorder of pigment loss caused by the progressive destruction of melanocytes. The pathophysiology of melanocyte loss
has not been fully elucidated today. Oxidative stress is also among the causes. Dynamic thiol/disulfide homeostasis is an essential indicator of
the body's oxidant-antioxidant balance. In this study, we evaluated the thiol/disulfide balance in vitiligo patients compared to healthy individ-
uals.

Materials and Methods: Total thiol and native thiol levels and paraoxonasel (PON1) activity were measured using a spectrophotometric
method in the serum of 64 patients with vitiligo and 34 healthy individuals. Serum disulfide levels were calculated by calculation.

Results: Total and native thiol levels were higher in the serum of patients with vitiligo compared to healthy individuals (both p<0.001). There
was no statistically significant difference in serum disulfide levels between the two groups.

Conclusion: The thiol/disulfide balance direction has shifted to the thiol direction in patients with vitiligo. Thiol increase may be responsible
for the loss of melanin seen in the pathophysiology of the disease.
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GIRiS

Vitiligo, tiim diinyada yaklasik %0.5'lik bir prevalansa sahip ge-
netik, ¢evresel faktorler, metabolik ve immiin degisikliklerin so-
nucu olusan depigmente alanlarla karakterize bir deri hastaligi-
dir.22 Etiyolojisi tam olarak bilinmeyen vitiligoda patofizyoloji-
sinde melanositlerin progressif kayb1 s6z konusudur. Melanosit
kaybina yol agan nedenler arasinda otoimmiinite ilk sirada yer
alirken, bunun yaninda oksidatif stres, noral mekanizmalar ve

viral nedenlerin de oldugu bildirilmistir.3-

Tiyoller, siilfhidril (-SH) gruplar iceren ve oksidatif hasardan
hiicreleri koruyan antioksidan bilesiklerdir. Oksidasyon durum-
larinda tiyol bilesiklerinde yer alan siilfidril gruplari, kovalent
distilfid baglarini olustururlar. Bu reaksiyon geri doniistimlii ol-
dugundan disiilfidler yeniden native tiyollere doniisebilmekte-
dir. Boylece hiicrede oksidasyon-antioksidasyon dengesi saglan-
mus olur, bu duruma dinamik tiyol/disiilfid homeostazi ad1 veri-
lir. Bu homeostaz, viicutta oksidasyondan korumanin yaninda,
apoptozis, hiicresel sinyal iletimi ve hiicresel béliinme gibi
Snemli roller de oynar.8 Bu homeostazda yer alan total ve native
tiyol ile disiilfid parametrelerin diizeylerinin tespit edilmesi kalp
damar hastaliklari, diabetes mellitus, bobrek yetmezligi, nérolo-
jik ve psikiyatrik bozukluklar, astim gibi bir¢ok hastaliktaki ok-

sidan-antioksidan dengenin arastirilmasinda yararli olmustur.”-*2

Melanin pigmentini ireten melanositlerde gesitli formlarda tiyol
gruplarini iceren bilesikler bulunmaktadir. Bu tiyol bilesikleri-
nin melanin pigmentinin sentez reaksiyonlarinda 6nemli rolleri
vardir.’® Bu calismadaki amacimiz vitiligo hastalarinda vitiligo
patogenezinde olas1 rol oynadigi bilinen oksidatif stresi, dinamik

tiyol/disiilfid homeostazi temelinde degerlendirmekti.
ARACLAR ve YONTEM
Calisma Grubunun Olusturulmasi

Bu kesitsel caligmaya Kirsehir Egitim ve Arastirma Hastanesi
Dermatoloji polikliniginde ilk kez nonsegmental vitiligo tanisi
konan 64 hasta ile kontrol grubu i¢in 34 saglikli goniillii birey
alind1. Vitiligo tanisi, klinik muayene bulgular ile birlikte bir
wood lambast araciligtyla konuldu. Sigara icenler, siirekli ilag
kullananlar, ek bir sistemik hastalig1 olanlar, gebe ve emziren
kadinlar, akut enfeksiyonu olanlar ile son bir hafta i¢inde vita-
min ve benzeri takviyeler alan bireyler calisma dig1 birakildi.
Kirsehir Ahi Evran Universitesi yerel Etik kurulundan 2017-
16/196 karar no ve 31-10-2017 tarih ile onay alindi. Helsinki

deklarasyon kilavuzlarina uygun bir sekilde tiim katilimcilardan

bilgilendirilmis onam alindi.
Kan Orneklerinin Alinmasi ve Laboratuvar Analizi

Vendz kan 6rnekleri dnkol antekiibital bolgeden, bir gece aghik-
tan sonra sabah katkisiz 5 ml serum tiiplerine ve K2EDTA’11 tiip-
lere alindi. Serum tiiplerine alinan kan 6rnekleri 2000 x g'de 10
dakika santrifiij edildi. Ustte kalan serumun bir kismindan derhal
rutin biyokimya testleri gelencksel yontemlerle Cobas 501
(Roche Diagnostics A.S., Mannheim, Almanya) otoanalizo-
riinde ¢aligildi. Kalan yaklasik 0,5 ml serum, kapakli mikrosant-
riftj tiiplerine alinarak tiyol/disiilfid ve paraoksonaz-1 (PON1)
testleri ¢alisilacak tarihe kadar —80 °C'de saklandi.

K2EDTA’11 tiiplere alinan tam kandan kan sayimi1 parametreleri,
otomatik kan sayim cihazinda (Sysmex XN-1000, Sysmex Cor-
poration, Japonya) ¢aligildi.

Serum PONL1 aktivitesi ticari bir kit (Relassay Diagnostics, Ga-
ziantep, Tirkiye) ile Cobas 501 (Roche Diagnostics A.S., Al-

manya) otoanalizoriinde calisildi.

Tiyol-disiilfid homeostaz testleri, Erel ve ark. 1 tarafindan gelis-
tirilen bir yontem kullanilarak Cobas 501 (Roche Diagnostics
A.S., Mannheim, Almanya) otoanalizoriinde ticari Kitlerle (Re-
lassay Diagnostics, Gaziantep, Tirkiye) calisildi. Bu yonteme
gore disiilfid baglar1 6nce sodyum borohidrid ile fonksiyonel ti-
yol gruplart olusturmak i¢in indirgendi. Kullanilmayan indirge-
yici madde olan sodyum borohidrid, DTNB'nin (5,5’-ditiobis-
(2-nitrobenzoik) asidin) rediiksiyonunu 6nlemek i¢in formalde-
hit ile ¢gikarildi; indirgenmis ve native tiyol gruplart dahil olmak
tizere total tiyol gruplari, DTNB ile reaksiyondan sonra belir-

lendi.

Disiilfid degerleri asagidaki formiile gére hesaplandi.
Disiilfid degeri = (Total tiyol deger — Native tiyol degeri)/2

Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS 22.0 siiriimii (IBM Co., Armonk,
NY, ABD) kullanilarak gerceklestirildi. Dagilimin normalligi
Kolmogorov-Smirnov testi kullanilarak belirlendi. iki grup ara-
sindaki farklar, sirekli veriler igin Student t-testi veya Mann-
Whitney U testi, kategorik veriler ise Ki-kare testi kullanilarak

karsilagtirildi. Korelasyonlar Pearson korelasyon katsayilari ile
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hesaplandi. Siirekli veriler ortalama + SS veya ortanca (mini-
mum-maximum) olarak ifade edildi. Grafik olarak kutu-cizgi
grafigi ve sagilim grafikleri kullanildi. p<0.05 degerleri istatis-
tiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Hasta ve kontrollere ait demografik 6zellikler ile laboratuvar pa-
rametreleri Tablo 1'de ozetlenmistir. Hastalar ve kontrollerin
yaglarinin ortalamast ile cinsiyet dagilimlari arasinda istatistiksel

olarak anlaml: fark yoktu.

Dinamik tiyol-disiilfid homeostaz parametreleri agisindan vitili-
golu hastalarin total tiyol (p<0.001) ve native tiyol (p<0.001) dii-
zeyleri kontrol grubundan daha yiiksek iken disiilfid diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlaml fark yoktu (Tablol, Sekil 1).
Hastalarda kontrollere gore disiilft/total tiyol ve disiilfid/native
tiyol oranlar1 anlamli olarak daha diisiiktii (p<<0.001 ve p<0.001,

sirasiyla).

Tablo 1. Hasta ve kontrol grubunun demografik ozellikleri ve laboratu-
var parametreleri.

Hasta Grubu Kontrol Grubu

Degiskenler (n=64) (n=34) p

Cinsiyet Erkek/Kadin 24/40 9.25 0.271
Yas, yil 3;;# 3;'5?; 0.583
Total tiyol, wmol/1 4%%;* 277%1'.9; <0.001
Native tiyol, pmol/1 41365"9; 23667'l13i <0.001
Disiilfid, umol/l 2 1272 * 2 158; 0.924
Native tiyol/Total tiyol, % 9%_5; 833'_9; <0.001
Disiilfid/Total tiyol, % o 80 <0.001
Disiilfid/Native tiyol, % sz.si 9;; <0.001
PONL, U/L* (1072-910246) (391-%‘;6) 0.001
Lokosit, x103 hiicre/l 738’2* 7;_3; . 0.803
Nétrofil, x103 hiicre/yl 4.;;); 5;_)75; 0.299
Lenfosit, x103 hiicre/l z(fggi 2(')(_)25 0.002
Eozinofil, x103 hiicre/ul* (0'0%}18.03) (0.002'_:]'501) 0.033
Monosit, x103 hiicre/pl* (0'0%?15.32) (O.OOl-flfl3) 0.006
Bazofil, x103 hiicre/ul* (0.0?[‘?(?11) (O.OOi?(;l.O7) 0.001
Trombosit, x103 hiicre/pl 287%i zg%i 0.305
MPV, f 04 10 0.658
Nétrofil/Lenfosit orani I('f;‘li 2'27;; 0.028
Trombosit/Lenfosit orani 1 139616i lélﬁ'lszi 0.041
RDW, % (11.183:'221.9) (11.192—.291.8) 0335

MPV: Ortalama trombosit hacmi; PON1: Paraoksonazl; RDW: Kirmizi hiicre da-
gilim genisligi

* ortanca (minimum-maximum), Mann-Whitney U testi ile karsilastirildi.
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Sekil 1. Hasta ve kontrol gruplarinin Total ve Native tiyol diizeylerinin
kutu grafigi
Bir antioksidan enzim olarak bilinen PONL1 aktivitesi vitiligolu
hastalarda kontrollere gore anlamli sekilde daha yiiksekti
(p=0.001).

Hastalarda kontrollere gore inflamasyon parametrelerinden not-
rofil/lenfosit orani ile trombosit/lenfosit oranlar istatistiksel ola-
rak anlamli sekilde daha diisiiktii (p=0.028 ve p=0.041, sira-
styla).

Vitiligolu hastalarda total tiyol degerleri ile diger parametreler
arasinda yapilan korelasyon analizi sonuglar1 Tablo 2°de goste-
rilmigtir. Bu analize gore total tiyol diizeyleri ile diger dinamik
tiyol-disiilfid parametreleri arasinda beklendigi gibi istatistiksel
olarak anlamli korelasyonlar vardi. Hastalarin total tiyol diizey-
leri ve yaslari arasinda negatif yonde korelasyon vardi (r=-0.364,
p=0.003, Sekil 2).

Tablo 2. Vitiligo hastalarinda Total tiyol ile diger laboratuvar paramet-
releri arasindaki korelasyon analizi.

Degiskenler r P

Yas -0.364 0.003
Native tiyol 0.995 0.001
Disiilfid 0.564 0.001
Native tiyol/Total tiyol 0.311 0.012
Disiilfid/Total tiyol -0.310 0.013
Distilfid/Native tiyol -0.310 0.013
PON1 0.179 0.157
Lokosit -0.091 0.478
Notrofil -0.066 0.606
Lenfosit -0.133 0.298
Eozinofil -0.004 0.974
Monosit 0.059 0.647
Bazofil -0.011 0.933
Trombosit -0.179 0.161
MPV -0.006 0.964
Notrofil/Lenfosit orani 0.034 0.789
Trombosit/Lenfosit orani -0.019 0.883

MPV: Ortalama trombosit hacmi; PON1: Paraoksonazl
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Sekil 2. Hastalarda Total tiyol ile Yas arasindaki sagihm grafigi.

TARTISMA

Biz ¢aligmamizda vitiligolu hastalarda saglikli bireylere gore di-
namik tiyol/disiilfid homeostaz parametrelerinden antioksidan
ozellikteki total ve native tiyol diizeylerinin arttigini, buna kargin
oksidasyon gostergesi olan disiilfid diizeylerinin benzer oldu-
gunu bulduk. Yine antioksidan 6zelligi olan ve lipit peroksidas-
yonunu engelleyici fonksiyonu olan PON1 enziminin aktivite-
sinde artig bulduk.

Normal kosullarda hiicrelerde endojen olarak bazal diizeylerde
oksidanlar olan serbest radikallerin iiretimi olmaktadir. Ancak
travma, ultraviyole 1sinlar, enfeksiyonlar, bazi ilaglar ve stres
gibi durumlarda daha yiiksek diizeylerde oksidanlar olugmakta-
dir. Organizmalar bu oksidanlarin zararli etkilerine karsi enzi-
matik ve enzimatik olmayan antioksidan sistemleri gelistirmis-
tir. Viicutta oksidan-antioksidan bir denge s6z konusudur, bu
dengenin oksidan yoniine kaymasi gesitli patolojik durumlarin
ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir.® Tiyoller, antioksidan bilegik-
lerin 6nemli liyeleridir. Plazmadaki tiyollerin ¢ogunlugunu albii-
min ve protein tiyolleri olustururken daha az olarak homosistein,
sistein ve glutatyon (GSH) gibi diigiik molekiil agirliklr tiyoller
de bulunmaktadir.!® Oksidatif kosullarda tiyol gruplari oksitle-
nerek kovalent disiilfid (-SS-) baglarini olusturur, bu baglar ye-
niden tiyollere doniigebilir. Bu durum dinamik tiyol/disiilfid ho-

meostazi olarak bilinir.t6

Vitiligoda melanosit kaybinin sebebi tam olarak bilinmemekte-
dir. Hastaligin patogenezinde otoimmiin nedenler daha ¢ok dii-
stinlilmekle birlikte genetik yatkinlik, ¢evresel faktorler, infla-
masyon ve oksidatif stres gibi etmenler de yer almaktadir.* Me-
lanositlerdeki oksidatif stres artisinin nedeni, melanin tiretimi s1-
rasinda yan iiriin olarak endojen olarak ¢ikan oksidatif bilesikler

veya ultraviyole 151k, ¢esitli sitotoksik kimyasallar, bazi ilaglar,

kasima gibi travmatik olaylar ekzojen olarak serbest radikal olu-
sumudur.’” Aym zamanda hastalarda katalaz, glutatyon peroksi-
daz, vitamin E ve C gibi antioksidan savunma mekanizmalarin-
daki yetersizlikler de oksidatif stresin olusumunu uyarr.'8 1° Bir
tiyol bilesigi olan glutatyon, hiicrelerde 6nemli bir antioksidan
fonksiyonu olan bilesiktir. In vitro ¢alismalarda glutatyonun ve
ozellikle sistein molekiiliiniin tiyol bilesikleri melanin sentezin-
deki tirozinaz enziminin aktivesini inhibe ederek ciltte melanin
olusumunu engelledigi gosterilmistir.?’ Bizim ¢alismamizda Vi-
tiligo hastalarin total ve native tiyol diizeyleri saglikli kigilerden
yiiksekti. Hastalardaki bu tiyol diizeylerindeki yiiksekligin ne-
deni serbest radikal artigina yanit olarak oksidatif strese karsi ko-
rumak i¢in olabilir. Vitiligoda bu sekilde antioksidan yanutlar,
antioksidan bir enzim olan siiperoksit dismutazin (SOD) aktivi-
tesindeki artislarda goriilmiistiir.2! Calismamizdaki bu yiiksek ti-
yol diizeyler, vitiligo hastalarinin melanositlerinde yer alan tiro-
zinaz enziminin aktivitesini inhibe ederek melanin sentezini en-

gellemis olabilir.

Elde ettigimiz sonuglara benzer olarak Akoglu ve arkadaslarinin
73 non segmental vitiligolu hasta ve 69 saglikli kontrol grubu
tizerinde yapmus olduklar1 ¢alismada, hastalarin total ve native
tiyol diizeyleri yiiksek, distilfid diizeyleri ise kontrol grubuyla
benzerdi. Onlar, ¢aligmalarinda tiyollerin vitiligonun siddetiyle
iligkili oldugunu gosterdiler.?? Bizim ¢aligmamizdan farkli ola-
rak Aksoy ve Celik, 32 vitiligolu hasta ve 35 kontrol grubundan
olusan nispeten daha az katilimet sayisiyla yaptiklar: caligmada,
dinamik disiilfid homeastaz agisindan higbir parametrede fark
bulmadilar.?® Pektas ve arkadaslari, 76 jeneralize vitiligolu hasta
ve 67 saglikli goniillil izerinde yaptiklari ¢aligmada bizim galis-
madan elde ettigimiz sonuglardan farkli olarak, hastalarda kont-
rollere gore total ve native tiyol diizeylerinin diisiik oldugunu,
buna kargin disiilfid diizeylerinin kontrollere gére benzer oldu-
gunu buldular. Onlarin ¢alismasinda bizim ¢aligmaya benzer
olarak hastalarda nétrofil/lenfosit orani kontrollere gore daha dii-
siiktii.?

Calismamizda vitiligolu hastalarda antioksidan bir enzim olan
PON1 aktivitesini diger antioksidan 6zellikte olan total ve native
tiyol bilesikleriyle paralel olarak artmis oldugunu bulduk. Bizim
sonuglarimizin aksine El-Farargy ve ark., 20 aktif jeneralize vi-
tiligolu hasta ve 20 saglikli goniilliide yaptiklar1 ¢aligmada se-
rum PONL1 diizeylerinin vitiligo’lu hastalarda daha diisiik buldu-
lar.?> Ancak onlarm ¢alismasi hem toplam katilimc1 sayis1 olarak
bizimkine gore diisiiktii hem de PON1 aktivitesi yerine PON1’in
molekiiler diizeyini ¢aligmis olduklari i¢in sonuglarimizla ara-

sindaki farki agiklamaktadir.
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Calismamizin bir kisitlamast s6z konusudur. Sadece nonseg-
mental vitiligolu hastalar ¢alismaya alinmistir. Segmental vitili-
golu hastalar da dahil edilebilmesi durumunda daha genel bir so-

nug elde edilebilecektir.

Bu calismada vitiligo hastalarda tiyol-disiilfid dengesinin tiyol
yOniine kaymasi, melanin sentezini bozarak veya melanositlerde
bir hasara yol acarak hastaligin patofizyolojisinde rol oynamasi
olasidir. Ancak kesin mekanizmanin belirlenmesi igin hiicresel
ve deneysel modellerin oldugu ileri ¢aligmalarin yapilmasina ih-

tiyag vardir.
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