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VIiTIiLIGOLU HASTALARDA MiKRONUKLEUS
SIKLIGININ ARASTIRILMASI
OZET

Vitiligo, epidermisdeki melanositlerin kaybindan ortaya ¢ikan depigmentasyon alanlar ile
karekterize yaygimn bir cilt hastalifidir. Vitiligonun etiyolojisini aciklamak icin bazi
hipotezler var olmasina ragmen vitiligonun etiyolojisi hala tam olarak agiklanamamustir.
Calismamizda, DNA yada kromozom seviyesinde hasarlarin isareti olarak Onerilen
mikronukleus (MN) testi kullanilarak, 21 vitiligolu hasta ve 21 saglikli kontrol caligildi.
Hasta ve kontrollerden periferal kan oOrnekleri alindi ve Kkiiltire edildi. Sitokinezi
durdurmak icin, kiiltiirlere 44. saatte 3 ug/ml son konsantrasyonda sitokalazin B (Cyt-B)
eklendi ve 72. saatte kiiltiirler sonlandirildi.

Vitiligolu hastalarin MN degerleri 0.93+0.58 (ortalamatSS) ve kontrol kisilerin MN
degerleri 0.58%0.32 idi. Kontrol kisilerle karsilastirildiginda, vitiligolu hastalarin MN
degerlerinin istatistiksel olarak kontrollerin MN degerlerinden daha yiiksek oldugu bulundu
(p=0.012).

Sonuglarimiz, vitiligolu hastalarin lenfositlerinde kromozomal hasarin varligina isaret

etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Deri hastaliklari, Lenfosit, Mikroniikleus, Vitiligo



INVESTIGATION OF MICRONUCLEUS FREQUENCY
IN PATIENTS WITH VITILIGO

ABSTRACT

Vitiligo is a common skin disorder characterized by areas of depigmentation resulting from
loss of melanocytes in the epidermis. Several hypotheses exist to explain the aetiology of
vitiligo; however the aetiology of vitiligo remains unclear.

In the present study, we studied 21 patients with vitiligo and 21 healthy controls, using the
micronucleus (MN) assay proposed as a marker of damages at the DNA or chromosome
level. Peripheral blood samples were obtained and cultured from patients and controls. To
block cytokinesis, at 44 h of incubation, cytochalasin-B (Cyt-B) was added to cultures to
give a final concentration of 3 pug/ml, and cells harvested at 72 h.

MN frequencies in cultured peripheral lymphocytes of patients with vitiligo and controls
were 0.9310.58 (meantSD) and 0.58%0.32, respectively. As compared with controls, MN
frequencies of patients with vitiligo were found statistically higher than MN frequencies of
controls (p=0.012).

Our results indicate the presence of chromosomal damage in lymphocytes of patients with

vitiligo.

Key Words: Lymphocytes, Micronucleus, Skin diseases, Vitiligo
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1. GIRIS VE AMAC

Vitiligo deride renk kaybina ugramis beyaz plaklarla seyreden kronik, genelde ilerleyici
bir deri hastaligidir. Vitiligo alanlarinda deri beyaz goriiniirken cevresindeki bolgeler
normal renktedir ve bu bolgelerde cilde rengini veren melanositlerdeki hasar nedeniyle
tilyler ve killarda da beyazlik goriiliir. Renk kayb1 olan bolgeler, cesitli biiyiikliiklerde
ve degisik sinir yapilar icerebilirler. Kimi zaman bir nokta kadar kiigiikken, kimi zaman
el ayas1 kadar biiyiik ve hatta tiim deriyi etkilemis olabilir. En sik etkilenen bolgeler ise
yiiz, dudak, boyun, gogiis, penis, diz, dirsek ve el sirtlaridir. Beyaz bolgeler ultraviyole
(UV) 1s1n1na kars1 hassas olurlar. UV’ nin 6zellikle deri kanseri gelisiminde rol oynadigi
bilinmektedir. Giines yaniklarindan, darbelerden sonra yeni vitiligo bolgeleri gelisebilir.
Bu hastalik, otoimmun kokenli olup viicuttaki renk yapan hiicrelere karsi viicudun
yikici hiicrelerinin aktive olmasiyla baglar. Hastalik, genellikle 20 yastan Once baslar.
Ailede bulunmasi, kiside goriilme ihtimalini artirabilir ve 6zellikle viicudun bagisiklik
sisteminin zayifladigi stres, ameliyat, hastalik donemlerinde vitiligonun baslamasi ve
artmas1 daha olasidir. Vitiligo bazen ciktigi bolgelerde simirli kalirken bazen ise
yayllmaya ve hatta yeni bolgelerde gelismeye yonelir. Melanositler melanin pigmenti
tireten hiicrelerdir, melanin de epidermisdeki keratinositleri bir semsiye gibi UV
1sinlarina kars1 korumaktadir. Toplumda goriilme siklii %0.5-2 arasinda degismekte ve

her iki cinsi de esit olarak etkilemektedir.
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Giintimiizde kesin olarak vitiligonun nedeni bilinmemekte ve vitiligo hastaliginin
patogenezi iizerine arastirmalar devam etmektedir. Mikronukleus (MN) testi, DNA ya
da kromozom seviyesinde lezyonlar1 belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilan bir
metottur. MN’lar, boliinen hiicrelerde kromozom parcalarini ya da tiim kromozomlari
icerebilirler. Su anki bilgilerimize gore, vitiligolu hastalarin lenfositlerindeki MN
sikliginin arastirilmasi iizerine yapilan caligmalara rastlanamamistir. Calismamizdaki
amacimiz, bu metodu kullanarak ve vitiligolu hastalarin lenfositlerindeki MN sikligini
uygun kontrollere ait MN siklig1 ile karsilastirarak vitiligolu hastalardaki genetik hasari

belirlemektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.VITILIGO

Vitiligo, sinirli depigmente makiillerle karakterize, kazanilmis, idiopatik bir hastaliktir.
Vitiligo; ciltteki pigmentlerin kaybolmasi sonucu, beyaz yamalar seklinde viicudun her
yerinde goriilebilen bir hastaliktir. Genellikle viicudun sag ve sol tarafinda simetrik
olarak goriinlir. En fazla goriildiigli yerler; yliz, dudak, el, kol, bacak ve genital
bolgelerdir. Vitiligo alanlarinda deri beyaz goriiniirken cevresindeki bolgeler normal
renktedir ve bu bolgelerde cilde rengini veren melanositlerdeki hasar nedeniyle tiiyler
ve killarda da beyazlik goriiliir. Renk kaybi olan bolgeler cesitli biiyiikliiklerde ve
degisik sinir yapilari icerebilirler. Kimi zaman bir nokta kadar kiiciikken, kimi zaman el
ayast kadar biiylikk ve hatta tiim deriyi etkilemis olabilir. Vitiligo, genel diinya
populasyonda yaklasik olarak % 0.5-2 arasinda goriilme siklig1 degismekte ve her iki
cinsi de etkilemektedir (1, 2). Genellikle ¢cocuklukta baslar. Genelde aileseldir, ancak
kalittim sekli tam olarak bilinmemektedir (2). Vitiligolu bir ¢ok hasta hastaliklarinin
baslangicin1 6zel hayat olaylarina baglarlar (Fiziksel incinme, giines yanigi, duygusal
incinme, hastalik, ya da gebelik). Koebner fenomeni haricinde bu faktorlerin gercekten

vitiligoya neden oldugu ya da vitiligoyu hizlandirdigina dair bir kanit yoktur (1).



2.1.1. Patogenez

Vitiligo bir melanositopeni mi yoksa melanopeni midir? Genel olarak vitiligo
derisinde fonksiyonel bir melanosit kayb1 oldugu kabul edilir ve histokimyasal olarak
anlagilan bu melanositlerin kaybi onlarin yikiminin sonucudur. Bununla beraber,
melanositler hala vitiligo derisinde bulunur, fakat melanojenik aktivitesi olmayan
farklilasmamis durumdadir. Yapilan bir calismada, uzun siireli vitiligo hastalarinin
pigmentsiz epidermisinde hala melanosit oldugu bulunmustur (3). Vitiligoda melanosit

yikimi, melanosit sayisinin zamanla azalmasiyla sonuglanan yavas bir siirectir.

Uzun zamandan beri bilindigi iizere, dopa-pozitif melanosit olmayan absolute vitiligo
tipine ilaveten, melanositleri yaranin i¢cinde kalan fakat dopa pozitivitesi azalan “relative
tip” vitiligolar vardir. Vitiligonun relative tiplerinin absolute tipinin habercisi olmasi
muhtemeldir. Vitiligo lezyonlarinin epidermisindeki bir immunohistolojik calismada,
melanosit markirlar (melanojenik aktivite ile ilgili ya da ilgisiz) kullamilmis ve
tanimlanabilir melanosit bulunamamistir (4). Bunun yaninda melanosit farklilagsmasinda
erken ifade edilen bir protein olan c-kit reseptorii vitiligo derisinde belirlenememis.
Sonug olarak, varolan bilgiye gore muhtemelen melanositler vitiligo lezyonlarinda ¢ok

kiiciik sayilarda vardir ya da yoktur.

Vitiligo Biitiin Epidermal Melanin Birimini Icine Alir : Sitoplazmik vakualizasyon
ve/veya ekstraselliller graniiler materyalin varli@i (de8ismis keratinositlerin
sitoplazmasindan koken alabilir), normal goriiniimlii deride, perilezyonal deride ve
nadiren lezyonal deride tespit edilmistir (5). Vitiligo epidermisindeki vakuolar
dejenerasyonun fokal alanlari, o©zellikle bazal tabakada gozlenmistir. Langerhans
hiicresinin yogunlugu ya histokimyasal tekniklerle (ATPaz) ya da monoklonal
antibadilerle (OKT6 ve anti-HLA-DR) degerlendirilmis ve degisken sekilde azalan,
normal ya da artan olarak rapor edilmistir. Aslinda, muhtemelen epidermal Langerhans
hiicrelerinin sayis1 sabit degildir ve vitiligonun seyri boyunca degisir. Ornegin,
epidermal Langerhans hiicrelerinin yogunlugu trikrom vitiligonun cesitli bolgelerinde
dikkat cekici sekilde farklidir (6). Langerhans hiicrelerinin fonksiyonelliginin
vitiligonun patogenezi ile nasil iliskili oldugu tam olarak kurulamamistir. Tiim bu
gozlemler gosteriyor ki vitiligo tiim keratinosit — Langerhans hiicresi — melanosit

birimini (KLM) etkiler (7).
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Vitiligonun Genetigi : Vitiligonun ailesel vakalari yaygindir, prevalanst % 6-38
arasinda degisir. Aile caligmalari, vitiligonun beklenen tek otozomal genetik kaliim
modeline uymadigin1 gostermektedir. Vitiligonun 3 ya da 4 otozomal lokusta resesif
genlerle kontrol edildigi one siiriiliir (8). Kalittmin ¢esitli modelleri Onerilmis ve
arastirllmis ve bir bireyin hastaligi kontrol eden tiim lokuslardaki resesif genler icgin
homozigot olabilecegi Onerilmistir. Fakat bu vitiligo genlerinin hicbiri heniiz

tanimlanamamustir.

Insan lokosit antijenlerini (HLA) inceleyen vaka—kontrol calismalari, HLA DR4 ve
vitiligo arasinda pozitif bir iligki oldugunu ve DR3 ile negatif bir iliski oldugunu

gostermistir.

Vitiligo ve sitotoksik T lenfosit antijen-4 geni polimorfizmi arasinda bir iliski
bulunamamistir (9). Guanozin trifosfat siklohidrolaz 1 genindeki missense
mutasyonlarin vitiligoya neden olabilecegi kaydedilmistir (10). Bununla birlikte ileri
molekiiler ¢caligmalarla, kromozom 2p16’da haritalanan son zamanlarda VIT1 olarak
adlandirilan bir gen tammmlanmistir. Vitiligoda VIT1’in rolii ve fonksiyonlarinin daha iyi
anlasilmasi icin ileri ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir (11). Diger bir ¢alismada da,

katalaz geninin vitiligo ile iliskili oldugu gosterilmistir (12).

Serbest Radikal Savunmasinda Yikiminin Sonucu Olarak Vitiligo : Wood un lamba
incelemesi ile, klinik olarak vitiligonun beyaz derisinin karakteristik bir sari/yesil ya da
mavimsi floresana sahip oldugu gosterilmistir (13). Bu klinik inceleme, bu floresanin iki
farkl1 okside pteridinlerin (mavimsi floresani ile 6-biopterin ve sari-yesil floresani ile 7-
biopterin) birikmesi sonucu ortaya c¢iktigini = gostermisti. Bu 6- ve 7-
tetrahidrobiopterinlerin  fazla birikimi, vitiligolu hastalarda tetrahidrobiopterin
homeostazisinde bir metabolik defektin 6nemine isaret eder. Bu defekt hidrojen peroksit
(H207)’nin fazla olusumuyla sonuclanir. Vitiligodaki epidermal H,O;’nin yiiksek
seviyeleri, non-invaziv Fourier transform Raman spektroskopisi ile in vivo olarak
dogrulanmistir. Vitiligo epidermisindeki H,O, birikiminin sonucu, katalazin porfirin
aktif bolgesinin oksidatif degredasyonudur ve vitiligoda bu enzimin seviyesinin diismesi
ile sonuclanir. In vitro olarak, normal insan melonositleri H,O,’e artan duyarlilik

gosterir (1).



6

Biopterin metabolizmasindaki anormallikten bagka, vitiligo hastalarinda epidermal
H,O7’nin tanimlanmis diger kaynaklari, thioredoxin/thioredoxin (TR/TR) rediiktazin
kalsiyum ile inhibisyonu ve monoamin oksidaz A’nin artan seviyeleri ile iliskili olarak
katesolamin biyosentezinin artmasidir. Gergekten vitiligo keratinositleri, defektif
kalsiyum emilimine sahiptir. Bu, keratinosit ve melanositlerin hiicre membraninda
oldugu kadar, sitoplazmadaki TR/TR rediiktazi inhibe eden hiicre i¢i kalsiyum
diizeylerinin artistna yol acar. Oksidatif strese yol acan tiim bu biyokimyasal
anormallikler (melanositotoksik bilesiklerin birikimi ve dogal detoksifiye edici
sireclerin inhibisyonu), vitiligo derisindeki melanositlerin yikimina katkida bulunabilir

(1).

Melanosit Biiyiime Faktorii Eksikligi Teorisi : Etkilenmemis ve perilezyonal deriden
elde edilen vitiligo melanositlerinin defektif in vitro biiylimesi ve gecis kapasiteleri
tanimlannmustir. flging bir sekilde, bu biiyiime defektleri, fetal akciger fibroblast-kokenli
biiylime faktorlerinin ilavesi ile kismi olarak dogrulanir. Vitiligo hastalarinin
perilezyonal derisinde, yetiskin insan derisi ile karsilastirildiginda, Kit reseptoriinii
eksprese eden melanositlerin sayisinda azalma vardir (14). Bu azalmanin melanosit

biiylimesindeki defektden sorumlu oldugu vitiligoda tam olarak gosterilememistir.

Melatonin Reseptor Hipotezi : Bu hipotez melanin Onciillerinin sitotoksisitesine
dayanan kendi kendine-yikim teorisidir. Vitiligodaki melanositlerin final yikimu,
melatonin reseptoriiniin aktivasyonuyla sebep olunan melanogenezin disregiilasyonu ile
baslayan bir¢ok reaksiyondan olusur (15). Bu hipotez oldukga ilginctir. Bununla
birlikte, in vivo sartlarda insan melanositleri iizerine melatoninin etkisi hakkinda ¢ok az
sey bilinir. Ayrica miirin melanoma hiicrelerinde melatonin i¢in nanomolar-afinite
baglanma bolgelerinin ekspresyonu gosterilmesine ragmen, normal insan melanositleri

melatonin reseptorlerini eksprese etse bile tartismalidir.

Vitiligo Sinir Sistemini Kapsayan Bir Hastallk mmdir? Vitiligonun genellikle
duygusal travma ya da stresli olaylar ile hazirlandig1 diisiiniiliir. Bununla birlikte bu
durum sadece anekdotal olaylara dayanir. Ultrayapisal ¢alismalar perilezyonal deri ya
da yapisal degisimlerde (akson kabarikliklari, bazal membranin duplikasyonu) dermal
sinir uclar1 ile melanositler arasindaki yaygin olan direkt temaslar1 gosterir, fakat bu

morfolojik bulgularin 6nemi bilinmemektedir.
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Muhtemel néromediatér sapmalart ifade gosteren lokal fizyolojik anormallikler, vitiligo
hastalarinda rapor edilmistir. Yeni noromediatorlerin bulunmasi, onlarin vitiligonun
patogenezinde olabilecek rollerinin arastirilmasina yol agmistir (16). B-endorfin ve met-
enkefalin salinimindaki sapmalar, vitiligo derisindeki noropeptidlerin degisen dengesi
ile vitiligo hastalarinda rapor edilmistir. Bu gozlemler, noropeptidlerin vitiligonun

melanosit dejenerasyonu/yikiminda kritik rolii olabilecegini gosterir.

Vitiligo Otoimmiin Bir Hastalik midir? Otoimmiin teorisi, degisen humoral ya da
hiicresel immun reaksiyonlarin melanosit yikiminda sonu¢landigini ileri siirer. Vitiligo,
hipo- ve hipertiroidizm ve daha az siklikla pernisiyoz anemi, Addison’s hastalif1 ya da
poliglandular yetersizlikler (hipoparatiroidizmi igeren) gibi otoimmiin endokrinopatiler
ile iligkilidir. Beklendigi gibi, bu antiorgan antibadilerin sirkiilasyonu ile beraberdir.
Ayrica, melanositler i¢in tirozinaz ve tirozin iligkili protein 1 ve 2 gibi (Trypl, Tryp2)
farkli melanosit antijenlerine kars1 antibadiler vitiligo hastalarinin serasinda
belirlenmistir. Son zamanlarda, erigkin insan derisi melanositlerinde eksprese edilen iki
transkripsiyon faktorii (SOX9 ve S0X10) ve melanin yogunluklu hormon reseptor 1,
otoimmiin poliendokrin sondromu tip I ya da idiopatik vitiligo hastalarinda otoantijenler
olarak tanmimlanmistir (17). Vitiligodaki humoral bagisikligin rolii, gosterilmistir (18).
Vitiligolu hastalarda hiicresel bagisiklikta anormalikler oldugu ve vitiligoda melanosit

Oliimiinde T hiicrelerinin biiyiik rolii oldugu ileri siiriilmektedir.

Otoimmiin vitiligolu hastalarin periferal kaninda melanosit-spesifik sitotoksik T
lenfositlerinin fazla oldugu, melanositlerin yikiminda rol oynayabilecegi rapor
edilmistir (19). Diger bir raporda, vitiligolu hastalarin kaninda melanosit-spesifik
sitotoksik T lenfositlerin (CTL) varligi gosterilmis: Bu CD8" hiicreleri, MELAN-
A/MART-1, tirozinaz ve gpl00’e karst spesifik sitotoksik yanmit gostermistir. HLA-
A2’nin de belirlenmesi, MELAN-A/MART-1’e karsi dominant olarak yoneltili
melanosit-spesifik CD8" T lenfositlerin hastalik aktivitesi ile iliskili oldugu
gosterilmistir (20). Sonug olarak, melanosit antijeni MELAN-A’ya spesifik kutendz
lenfosit iligkili antijen (CLA) tanimhi CTL, vitiligo derisinden koken alan T-
hiicrelerinde bulunur. Tiim bu gozlemler, vitiligonun bir CD8* T-hiicre-aracili

otoimmiin hastalik oldugu hipotezini destekler.

Vitiligo Bir Viral Hastallk mudir? Sitomegaloviriis (CMV) DNA’s1 bazi vitiligo

hastalarin derisinde ilgili ve ilgisiz olarak tamimlanmistir. Bu gozlem, vitiligonun alt
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grup hastalarinda CMV enfeksiyonu ile ortaya c¢ikabilecegi hipotezine Onciiliikk eder

21).

Vitiligoda Apopitoz : Bcl2” farelerde, kil pigmentasyonu ilk kil folikiil dongiisii
boyunca normaldir. Fakat, ikinci kil dongiisii sirasinda kil ortiisiinde grilesme ve
beyazlagsmaya neden olan kil folikiil melanositlerinin ilerleyen kaybi gozlenmistir.
Pigment kaybina ugrayan kilin histolojik analizleri, melanositlerin kaybolmasinin erken
apopitozun sonucu oldugunu gostermistir (22). Bununla birlikte, apopitoz regiilator
molekiillerinin arastirilmasi ve vitiligo melanositlerinin apopitoz siiphesi i¢in normal
kontrol pigment hiicreleri ile karsilastirildiginda, melanositlerin ortadan kaybolmasinin
olasilikla apopitoz regiilator molekiillerin disregiilasyonu ile iliskili olmadigini

gostermistir (23).

Melanositlerin intrinsik Defekti : Vitiligo melanositleri, melanosit dliimiine yol acan
intrinsik bir defekte sahiptir. Aslinda, kiiltiirdeki vitiligo melanositleri diiz endoplazmik
retikulumun genislemesi gibi, cesitli anormallikler gosterir. Bu, diiz endoplazmik
retikulumun yap1 ve/veya fonksiyonundaki anomalligin vitiligo patogenezinde bir rol
oynayabilecegini gosterir. Son zamanlarda yapilan bir ¢alisma, vitiligo melanositlerinde
TRYP1’in ekspresyonunda anormallik oldugunu gostermistir. Ayrica bu hiicrelerde
erken hiicre oliimiiyle sonu¢lanan oksidatif strese (ultraviyole B) kars1t duyarlilikta bir
artis  vardir. Bu gozlemler, vitiligo lezyonlarindaki melanositlerin ortadan
kaybolusunun, Trypl’in anormal siireci ve sentezi ile ve melanogenez saperon,

kalneksin ile anormal etkilesimiyle iliskili oldugunu ileri siirer (1).

Bu hipotezler ¢cok ¢arpict olmalarina ragmen, hi¢cbiri heniiz kanitlanamamistir. Elimizde
bulunan bilgilere gore, muhtemelen vitiligodaki folikiiler ve epidermal melanositlerin
kayb1 bircok farkli patogenetik mekanizmalarin sonucu olabilir. Vitiligo diye
tanimlanan bu hastalik, muhtemelen tek bir hastalik degildir, ayn1 zamanda farkli bircok
hastaliktan olusmus bir sendromdur (24). Bu yiizden, genetik faktorler, stres, toksik
bilesiklerin birikimi, enfeksiyon, otoimmiinite, degisen hiicresel cevre, zarar verici
melanosit gocii ve proliferasyonunu igine alan vitiligo fenomenine iliskin birlesik bir

teori One siiriiliir (25).
2.1.2. Klinik Ozellikleri

Vitiligonun en genel formu, normal deri ile ¢evrili melaninsiz makiil ya da yamalardan

olusur. Renk genelikle siit beyazi ya da kirli beyazdir. Vitiligo makiilleri genellikle
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yuvarlak, oval ya da dogrusal sekildedir. Kenarlar genellikle dis biikeydir, ve
depigmentasyon siirecinde normal pigmentli deriye istila eder. Lezyonlar zamanla
merkezden disa dogru yayilir, fakat bu genisleme yavas ya da hizli olabilir. Vitiligo
makiillerinin boyutlari, milimetre ya da santimetre biiyiikliigiinde olabilir. Cok acik tenli
insanlarda, lezyonlar ¢cok goriiniir degildir, fakat onlar Wood’un lamba incelemesi ile ya
da etkilenmemis derinin bronzlagsmasi ile kolaylikla ayirt edilebilir. Koyu tenli
insanlarda, vitiligolu deri ile normal pigmentli deri arasindaki zitlik dikkat ¢ekicidir.

Genellikle vitiligo asemptomatiktir, fakat siklikla etkilenmis deri kasintili olabilir (1).

Vitiligo viicudun herhangi bir yerinde olusabilmesine ragmen, karakteristik modeller
vardir. Vitiligo lokalizasyonunun en etkileyici 6zelligi, yliz, ellerin dorsal yiizii, meme
basi, aksilla, umbilikus, sakrum, ve inguinal ve anogenital bolgeler gibi normal olarak
hiperpigmentli bolgelere sik lokalize olmasidir. Tipik olarak yilizde goriilen vitiligo,
gozlerin ve agzin c¢evresinde ve ekstremiteler iizerinde olusur. Kemik c¢ikintisi, ayak ve
ellerin dorsal yiizii gibi tekrarlayan travmalara maruz kalan bolgelerde yaygin olarak
goriiliir. Giysilerle tekrarli temas ya da baski olusturan bolgeler (kemer, omuz bandi,
yaka gibi) ve siirtiinme bolgeleri (viicut kivrimi, koltukalti, genital bolge, perineal
bolgeler) siklikla etkilenir. Acik tenli bireylerde avug ici, dudak ve agiz mukozasinda
etkilenen bolgeleri Wood’un lamba incelemesi olmadan ayirt etmek zordur. Akrofasiyal
vitiligoda bir ya da daha fazla parmaklarin tirnak cevresi, dudak depigmentasyonu ile

iliskili olabilir ve izole bir bulgu olabilir (1).

Vitiligolu hastalarda l6kotrisi goriilebilir, ancak hastalik aktivitesi ile iligkili degildir.
Kafa derisindeki vitiligo genellikle beyaz ya da gri sa¢ topluluklart seklinde olur
(poliosis). Biitiin kafa derisindeki saclarda total depigmentasyon meydana gelebilir ya
da sadece birkag folikiil beyaz sag¢larin yayilmasina yol agabilir. 30 yasindan 6nce izole
olarak erken grilesme ya da beyazlama vitiligonun bir formunda meydana gelebilir.

Vitiligoda depigmentli sa¢in spontan repigmentasyonu meydana gelmez (1).

Vitiligonun Klinik Smiflandirilmas1 : Vitilogonun farkli tipleri igin bir ¢ok
siniflandirma yapmak miimkiindiir. Genelde 2 major form tanimlanir: unilateral form
(segmental olarak da adlandirilir), ve bilateral form (vitiligo vulgaris olarak da

adlandirilir).

Asagidaki smiflandirma sekli vitiligonun 3 genel tipini tamimlar: lokalize, genel ve

universal.
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Lokalize
¢ Fokal: Bir alanda bir ya da daha fazla makiil, fakat segmental yayilimi agik
degildir.
e Unilateral: Viicudun unilateral segmentini iceren bir ya da daha fazla makiil.

e Mukozal: Sadece mukus membranlari.

e Vulgaris: Genis olarak yayilmig yamalar.
¢ Akrofasiyal: Distal ekstremiteler ve yiiz.

e Kansik: Akrofasiyal ve vulgaris ya da segmental ve akrofasiyal ve/veya

vulgaris.
Universal
e Tamamen ya da tamama yakin depigmentasyon.

Vitiligolu hastalarin %90’dan fazlas1 genel tiptedir. Geri kalaninda, lokalize

vitiligo universal vitiligodan daha yaygindir (1).
2.1.3. Tam

Tam bir depigmentasyon varlifinda ayirici tani, kimyasal 16koderma, melanoma ya da
skleroderma ile iliskili 16koderma, postinflamatuar depigmentasyon ve treponemiyozis
ya da anchocerciazis’in son evrelerini icine alir. Geng¢ kisinin viicudunda tek bir
yuvarlak lezyon varsa evre III halonevus olarak ele alinir. Erken lezyonlar ya da kismi
pigment kaybi olan lezyonlarin, postinflamatuar hipopigmentasyon, pitriyazis (tinea)
versikolar ya da diger kutendz infeksiyonlardan (lepra gibi) ayrilmasi gerekir. Giiclii

topikal kortikosteroidler ile 6n tedavi hipomelanozise de yol acabilir (1).
2.1.4. Tedavi

Bu kronik hastalik mutlak olarak doktor tarafindan takip gerektirir. Oncelikle hastanin
yanliglar1 yapmayarak hastaligin artisina katkida bulunmamasi amaclanir. Giinese cikis
saatleri hastalarin kontrol altina alinir.Glinesten koruma faktorii olarak 15 faktor iistii bir
koruyucu hastaya onerilir. Giineste asir1 kalmanin doguracag sonuglar hakkinda kisiler

bilgilendirilir. Tedavi, ya normal deri rengine doniis (repigmentasyon), ya da az
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miktarda kalmig normal renkteki alanlarin rengini agcmak (depigmentasyon ) seklinde

olabilir. Repigmentasyon metodlarinin higbiri tiimiiyle veya kalic1 degildir (26).
Repigmentasyon Tedavisi

1) Topikal Kortikosteroidler: Kortikosteroid iceren kremler, kiiciik vitiligolu alanlarin
renginin geri donmesinde etkilidir. Bu yontem, diger tedaviler ile birlikte de
uygulanabilir. Ancak, bu ajanlarin, deriyi inceltme gibi yan etkileri vardir ve doktor

kontroliinde kullanilmalidirlar.

2) PUVA Tedavisi: Psoralen adinda bir ajan kullanilir. Bu ajan, deriyi 1s18a duyarh
kilar. Ardindan deri, 6zel bir tip UVA 1s18ia maruz birakilir. Ozel bir tibbi donanim
gerekir. Eger vitiligo sinirli bir alandaysa UVA tedavisinden Once psoralen sadece
deriye uygulanabilir. Ancak genellikle hap olarak agizdan verilir. PUVA ile tedavide
yiiz, govde ve kol ve bacaklarin govdeye yakin kisimlarinda eski deri renginin
kazanilma ihtimali %50-70 tir. El ve ayaklar zayif cevap verir. Genellikle 1 yil boyunca
haftada 2 kez tedavi gerekir. PUVA'nin giines yanigina benzer reaksiyon olusturmasina
sik rastlanir. Uzun donemde kullanildiginda deride cillenme goriilebilir ve deri kanseri
riski artar. Psoralen, gozleri de 1s18a daha duyarh kildig1 icin UV A bloke edici giines
gozligi giinbatimina kadar kullanilmalidir. Boylelikle katarakt olusumu riski azalir.
PUVA, 12 yasin altindaki ¢ocuklarda, gebelerde, siit veren annelerde veya belli bazi

durumlarda (ila¢ kullanimi, hastalik) uygulanmaz.

Greftleme : Normal deri alaninin vitiligolu alana transferi sadece belli baz1 merkezlerde
ve belli bir grup hastada yapilabilir. Genellikle tedavi edilen alanlarda renk tamamen

geri donmez.

Depigmentasyon Tedavisi : Vitiligosu ¢ok yaygin hastalar icin en pratik yontem, kalan
pigmente alanin renginin acilip tim viicuda aym rengin kazandirilmasidir. Bu,
hidrokinonlarin monobenzil eter formu ile saglanabilir. Bu tedavi yaklasik bir yil alir.

Sonug kalicidir.
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2.2.MELANOSITLER

Melanositler, epidermisteki melanin iireten hiicrelerdir. Bazal keratinositlerin arasinda
bulunurlar, rutin kesitlerde yaklasik olarak her 10. bazal hiicreye bir melanosit diiger.
Melanosit, melanozomlarda paketlenmis melanini yakin keratinositlere transfer eden
dendritik bir hiicredir. Her bir melanosit, epidermal melanin birimini olusturmak tizere
yaklagik olarak 36 keratinosit ile baglantilidir. Melanositler, rutin kesitlerde sitoplazma

biiziintiileri ile belirgindir (2).

Kutandz melanositler embriyolojik noral tiipten olusurlar. Noral tiip kapanirken, bir
grup hiicre dorsolateral olarak go¢ eder, noral kresti olusturur. Onlar bircok doku
elementlerinin (periferal noronlar, schwann hiicreleri, glial hiicreler, cesitli iskelet ve
bag doku komponentleri ve melanositler gibi) onciilleridir. Retina melanositleri noral
endoderm olarak bilinen primitif on beyinin dis kesesinden gelismistir. Bu primitif
melanositler melanoblast olarak bilinir. Melanosit gociiniin kontrolii az anlasiimistir,
ancak onemli bir sinyal iletim yolu, hematopoetik biiylime faktoriine baglanan bir
tirozin kinaz reseptorii olan c-kit protoonkogenini icine alir. Biitiin melanositler
tirozinaz igerir ve melanin iiretirler, fakat sadece kutandz melanositler normal olarak
melanini diger hiicrelere transfer etme yetenegine sahiptirler; bu yilizden “sekretuar
melanositler” Masson olarak adlandirilir. Bu kutandz melanositler yaklasik olarak 3.
fetal ayda deri ve sag folikiiliiniin i¢ine ulasirlar. Bazal tabaka melanositlerinin normal
olarak oldukca stabil populasyon olmalarina karsin, sa¢ folikiil melanositleri siklik bir
profile sahiplerdir ve sa¢ matriksi ve dermal papilla arasindaki etkilesim ile indiiklenen
yeni anagen saglar olarak say1 ve aktiviteleri artar. Birgok pigmente bagl bozukluklar
hem deri hem de sa¢ melanositlerini icerir. Melanositlerin dagiliminda sasirtici bir
sekilde 1rksal ve cinsiyete bagl farkliliklar vardir. Melanositlerin aktivitesi,
melanozomlarin 6zelligi ve transferin etkinligi, renk farkliliklarini belirler. Derideki
milimetre karedeki melanositlerin sayisi, bolgeden bolgeye degisir. Yiiz ve genital
bolgede en yiiksek sayidadir ve yaklasik olarak 1100 — 1300 melanosit/mm? bulunur.

Melanositlerin sayis1 kronik olarak 1518a maruz kalmayla artar fakat yas ile azalir (2).

Melanositler yiiksek oranda dendritik hiicrelerdir, bununla birlikte siradan kesitlerde
bunu anlamak zordur. Siklikla kesit, 1 ya da 2 pigmentli dentrit gosterir. Epidermis

dermisten ayrildiginda ve sonra 1920’de Bloch tarafindan gelistirilen DOPA metodu ile
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boyandiginda, melanositlerin gergek dentritik 6zellikleri daha iyi ayirt edilir. Melanosit,

amac1 melanin tiretmek ve salgilamak oldugundan tek hiicreli bez gibi goriinebilir (2).

Elektron mikroskobunda, tonofilamentsiz ve yakin hiicrelerle desmozomal baglantisi
olmayan biiyiik bir hiicre olarak goriiniir. Bununla birlikte, keratinositlerin
hemidesmosomlarina benzeyen yapilari vardir. Tiim salg1 yapic hiicrelerde oldugu gibi,
endoplazmik retikulum ve golgi aygiti vardir. Tirozinaz ve diger enzimler graniillii
endoplazmik retikulumda olusturulur ve melanozom olarak bilinen kiiciik vezikiillere
transfer edilir. Melanozomlar, dendritlerin uglarina go¢ ederler. Bu ince pigment dolu

hiicre uzantilar keratinositler arasinda yer alir (2).
2.2.1. Melanin Uretimi

Melanin {iiretiminin biyokimyasi, tirozinaz enziminin etrafinda toplanmistir. Fakat
oldukca komplekstir ve iyi anlagilamamistir. Melanin iiretimindeki anahtar amino asit
tirozin ya da hidroksi fenilalanin’dir. Melanozomlarda, tirozin DOPA’ya (dihidroksi
fenil alanin) doniistiiriilir ve DOPA-quinon’a oksitlenir. Bloch reaksiyonu, DOPA’y1
deri tabakalarina ekler, hizli oksidasyonla kahverengi DOPA-quinon olusur; melanosit
ve onlarin dendritlerini tanimlamak i¢in iyi bir yoldur. Bakir iceren tirozinaz enzimi
kromozom 11ql14-21’de sifrelenir ve bu ilk 2 basamak icin enzime ihtiya¢c duyulur,
fakat geri kalan siire¢ icin metal iyonlar1 gibi cesitli kofaktorler ve diger enzimler de
regiilator bir rol oynarlar. Tirozinaz mRNA ve enzim seviyeleri siyah ve beyaz deride

yaklasik olarak aynidir (2).

Melaninin son iiriin olusum yolu, Raper-Mason yolu olarak bilinir. DOPA-quinon
seviyesinde siire¢ ¢esitlenir. Baz1 enzimler, [IskoDOPAkrom (sikloDOPA), DOPAkrom,
5,6-dihidroksindol ve indol-5,6-quinonu igeren bir seri bisiklik iirlin olustururlar.
Tautomeraz reaksiyonu, benzer fakat karboksilik asitli molekiiller olusturur. Bu iiriinler
eumelaninleri olusturmak iizere polimerize olurlar. Feomelaninler ve trikromlar, cesitli
polimerizasyon basamaklar1 boyunca DOPA-quinona glutatyon ve sistein eklenmesi ile

olusturulurlar.

Boylece insan derisinde 3 tip melanin vardir:

1. Eumelaninler: Koyu kahverengi ya da siyah; siklik; ¢6ziinmez.
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2. Feomelaninler: Kirmizi, sari; siilfiir igerirler; siklik degildir; alkali solusyonlarda

coziiniirler.

3. Trikromlar: Yogun kirmizi; siilfiirce zengin; diger o6zellikleri feomelanine

benzerdir.

Eumelaninler koyu renkli sactan sorumludur, feomelaninler kumral ve kirmizi sagtan
(trikromlarin da 6nemli oldugu) sorumludur. Deride genellikle karisik haldedir, fakat

koyu tenli bireyler baskin olarak eumelanine sahiptir (2).
2.2.2. Melanozomlar ve Deri Rengi

Melanozomlarin keratinositler i¢cindeki dizilisi siyah ve beyaz deride farklidir. Siyahtaki
bir keratinosit 400 melanozom icerebilirken, beyazdaki sadece 100 tane igerebilir.
Beyazlarda, Dogulu ve Amerikali Kizilderililerde, melanozomlar yaklasik olarak 0.6 x
0.3 wm biiyiikliigindedir ve siklikla birlikte kompleks olustururlar. Siyah irkta ve
Avustralya Aborijinlerinde daha biiyiik, yaklasik olarak 1.2 x 0.6 pm ve kompleksler
halinden ziyade tek tek bulunurlar. Beyazlarda melanozomlar epidermisin daha alt
tabakalarinda degredasyon gecirmeye baglar, siyahlarda ise melanozomlar stratum
korneumu iceren tiim epidermal tabakalarda bulunur. Saglardaki melanozomlar

genellikle deridekinden daha biiyiiktiir (2).
2.2.3. Pigmentasyonun Regiilasyonu

Hem temel deri hem de sa¢ renkleri 151ga maruz kalindiginda ortaya c¢ikan bronzlagma
ya da kararma egilimi karakteristik olarak kalitilir. Sac¢ ya da deri rengi, primer olarak
melanozomlarin rengi, biiyiikliigii, miktar1 ve dagilimi ile belirlenir. Kisinin temel
renginin degismesindeki ana faktor giines 1s1§ina maruz kalmadir. 2 tip kararma

meydana gelir:

¢ Hemen Pigmentasyon: UVA’ya maruz kalma dakikalardan saatlere kadar
kararmay1 saglar; olgunlasmamis melanin formlar1 oksitlenir, kararmaya baslar
ve melanozomlar transfer icin dendritlerin uglarina hizla hareket eder.

(Meirowsky Fenomen).

¢ Gec¢ Pigmentasyon: UVB 15181 yiiksek tirozinaz seviyelerini olusturur, daha
fazla melanin iceren melanozomlarin sayisi artar ve keratinositlere transferi artar.

Bu giinler ya da haftalar alir. Ayrica, giines 15181 ya da UV radyasyonuna maruz
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kalma daha fazla kronik oldugunda, fonksiyon géren melanositlerin sayisinda bir

artis da vardir (2).

Pigmenti kontrol eden diger faktorler de vardir. Bir dermatolog olan Lerner ve
Takahashi (1956) melanosit stimiile edici hormonu (MSH) kesfettiler (27).
Omurgalilarda hipofiz hormonudur ve melanin iiretiminin regiilasyonunda anahtar bir
rol oynar. Hem o~ hem B-MSH tanimlanmustir ve bunlar insanlarda 6nemli bir rol
oynamasi igin yeterli olciide iiretilmez. ACTH ve p-lipotropin pigmentasyonu
potansiyel olarak etkileyebilen diger hipofiz hormonlaridir. MSH ve ACTH arasinda
yapisal  benzerlikler —vardir, bu ylizden Addison’s hastaliginda  goriilen
hiperpigmentasyon asirt MSH ya da MSH benzeri aktivite olusumu ile sekonder
olabilir. Doku kiiltiir deneylerinde, insan melanositleri MSH stimulasyonu ile daha
dendritik ve daha koyu olurlar. Plasenta ve fetal hipofiz de MSH salgilar, pigmentsel
sistemin gelisiminde Onemli bir rol oynar ve melasma ve melanositik nevinin
koyulasmas1 gibi gebelikte goriilen pigmentsel degisimlerin bazilarindan sorumlu
olabilirler. Ostrojenler de Onemli olabilirler, melasma hemen hemen kadinlarla
sinirhidir, fakat giinese maruz kalmay1 ve siklikla yiiksek hormonal seviyeleri gerektirir.

Areolae, linea alba ve genitalya gebelikte koyulasabilir (2).

Pigmentasyon, UV radyasyon hasarina cevap olarak keratinositler tarafindan salgilanan
cesitli biiylime faktorleri ile stimiile edilir. GM-CSF, nitrik oksit ve bir¢ok digerleri
ornek olarak verilebilir. Diger bir giiclii uyaran, 6zellikle DNA tamir siireci boyunca

salinan timidin diniikleotidleri gibi kiiglik DNA parcalarinin varligidir (2).
2.3. IN VITRO MIKRONUKLEUS TEKNIGI

Radyasyona ve karsinojenik kimyasallara maruz kalindigi zaman kromozomlarda
hasarlarin olusmasi, fiziksel ve kimyasal ajanlarin Okaryotik hiicrelerin genetik

materyalinde biiyiik degisikliklere neden oldugunu gosterir (28).

Kromozom yapisinin tam anlamiyla anlagilmamasina ragmen, kromozom anormallikleri
DNA seviyesindeki hasarlarin belirtisidir, 6rnegin kromozom kirilmalari, DNA’daki cift
iplik yapinin tekrar tamir edilememesinden meydana gelebilir (29). Kromozom kaybi1 ve
kromozomlarin hatali ayrilisi (non-disjunction), kanserde ve yaslanmada ¢ok Onemli
olaylardir ve metafazdan once ig ipliklerinde, sentromerde ya da kromozom yapisindaki

bozukluklarla ortaya ¢ikabilir (30-32).
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Klasik sitogenetik tekniklerde, metafaz evresindeki kromozomlar1 gozleyerek ve
anormallikleri sayarak kromozomlar incelenmektedir (33). Bu yaklasim detayli bir
analiz yapilmasini saglar ancak metafazdaki daha kompleks anormalliklerin birer
birer sayilmasinda yetersizlikleri vardir ve kromozom kusurlarini tesbit etmede daha

basit yeni metotlar gelistirilmistir.

Schmid (34) ve Heddle (35) birbirinden bagimsiz olarak in vivo kromozom kusurunu
analiz etmek icin alternatif ve daha basit bir yaklasim ileri siirmiislerdir. Bu
yaklasim, kemik iligi gibi boliinen hiicrelerde, hematologlar tarafindan Howell-Jolly
badileri olarak bilinen, mikroniikleuslarin (MNi) 6l¢iimiidiir. Kemik iligi ve periferal
kanda bulunan eritrositlerde Mikronukleus testi, in vivo sitogenetik analizidir ve
genetik toksikolojide kullanilmaktadir. Ancak in vivo veya in vitro olarak diger
hiicre gruplarina uygulanabilir bir metot degildir ve in vitro c¢ekirdekli hiicrelerde

MN’lar1 6l¢mek icin metotlar gelistirilmistir.

MN’lar, mitoz sirasinda kutuplara gidemeyen tiim kromozomlar ya da sentromeri
olmayan kromozom kiriklarini igeren boliinen hiicrelerde goriilebilir. Telofazda, geri
kalan kromozomlar ve pargalar1 etrafinda niikleer bir zar olusur ve bu yap1 hiicrenin
ana c¢ekirdeginden daha kiiciik oldugundan "mikroniikleus (MN)" olarak adlandirilir
(Sekil 2.1). Bundan dolayi, MN’lar hem kromozom kirilmasi hem de kromozom
kaybinin uygun ve giivenilir Olciimiinii saglar. MN’lar cekirdek boliinmesi
tamamlandiktan sonra olustugu icin, MN’lar hiicre dongiisiiniin biniikleer (iki
cekirdekli, BN) sathasinda ideal olarak olciiliir (36, 37). Bazen biniikleer hiicrelerde
niikleuslar arasinda niikleoplazmik kopriiler goézlenmektedir. Bunlar olasilikla
disentrik kromozomlar olabilir. iki sentromer hiicrenin kars1 kutbuna cekilmekte ve
DNA olusan koprii sonucunda niikleer zarla etrafi c¢evrelenmektedir (Sekil 2.1).
Boylece biniikleer hiicrelerde niikleoplazmik kopriiler mikroniikleus hesaplanmasi

yanisira kromozom yeniden diizenlenmesinin tamamlayici 6l¢iimiine olanak saglar.
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Sekil 2.1. Mikroniikleus olusumu. (a) Mikroniikleuslar, anafaz’da geri kalan
kromozomlar ve asentrik kromozom parcalarindan orjin alir. (b) Sentromerleri
ile hiicrenin kars1 kutuplarina ¢ekilen disentrik kromozomlardan niikleoplazmik
koprii olusumu; ve asentrik kromozom parcasindan es zamanli olarak
mikroniikleusun olugumu.

Sitokalazin-B (Cyt-B), biniikleer evrede hiicre boliinmesini bloke eder. Bu sema, sadece

2 ¢ift kromozomlu bir hipotetik hiicre 6rnegini gostermektedir.

Bu analiz, bolinmeyen ya da hiicre boliinme kinetigi tam olarak anlasilamamis ve
kontrol edilemeyen boliinen hiicre gruplarinda etkili ve kantitatif olarak
kullanilamayabilir. Sonug¢ olarak bir hiicre populasyonunda bdoliinmeyen ve mitoz
geciren hiicreleri ayirt etmek igin bir metodun gelistirilmesi gerekmektedir. Ustelik bir
ya da daha fazla niikleer boliinmeden sonra MN’larin akibeti belirsiz oldugundan, bir

niikleer boliinmeyi tamamlayan hiicrelerin tanimlanmasi cok 6nemlidir.

Stathmokinetik, flow sitometrik ve DNA etiketleme esasina dayanan birka¢c metot
onerilmistir. Ancak kolayligindan dolay1 sitokinez-bloklu mikroniikleus (CBMN)
metodu tercih edilmistir (36-38).

CBMN analizinde, bir niikleer boliinmeyi tamamlayan hiicreler, sitokalazin-B (Cyt-
B) kullanilarak sitokinez bloke edilir ve bu hiicreler biniikleer hiicreler olarak
tanimlanir (Sekil 2.1). Cyt-B, sitokinez esnasinda kardes niikleuslar arasindaki
sitoplazmay1 daraltan mikrofilament halkanin olusmasi icin gerekli olan aktin
polimerazasyonun bir inhibitoriidiir (39). Cyt-B’nin kullanilmasi, boliinen hiicrelerin

es zamanlt derecesine ve oranina bakmaksizin boliinen hiicre populasyonunun
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biniikleer evresinde biitiin boliinen hiicrelerin birikimine neden olur. MN’lar, sonra
sadece biniikleer hiicrelerde skorlanir, boylece hiicre boliinme kinetiginde farkliliklar
olan hiicre populasyonlar1 arasinda kromozom hasarlarinin karsilagtirilmasinda
giivenilir bir metot olarak kullanilabilir. Baslangi¢cta bu metot kiiltiire edilen insan
lenfositleri i¢in gelistirilmistir (36, 37). Ancak giiniimiizde solid tiimor ve kemik iligi
hiicreleri gibi cesitli hiicre tiplerine de adapte edilmis bir metottur (40, 41). Ayrica
yeni gelismeler olmaktadir. Bu gelismeler asagida verilmistir: (a) kromozom
parcalarindan ve kromozomlardan orjin alan MN’larin ayirt edilmesi (42-47), (b) bir
hiicre boliinmesi i¢inde kesip ¢ikartilarak tamir edilen (eksizyon-tamiri) bolgelerin
MN’lara doniismesi (48), (c) biniikleer hiicrelerde non-disjunction olaylarini
tanimlamak i¢in molekiiler problarin kullanilmasi (49-51), (d) CBMN analizi i¢ine

nekrotik ve apoptotik hiicrelerin katilmasi (52, 53).

Son olarak, yeni kimyasallarin genotoksitesini test etmek icin metafaz analizi yerine

mikroniikleus analizinin kullanilmas1 6nerilmektedir (54, 55).
2.3.1. insan Lenfositlerindeki Standart Sitokinez-Blok Mikroniikleus Analizi

Bu metodda, fitohemaglutinin (PHA) stimulasyonunu takiben bir niikleer boliinmeyi
tamamlayan hiicrelerdeki MN’lar sayilir. Cyt-B, ilk mitotik boliinmeden ©nce
eklenmelidir ve Cyt-B ile sitokinez bloke edildikten sonra BN hiicreler olusmaktadir.
Optimal kiiltiir kosullari, PHA stimulasyonundan sonra 72 saatte canli hiicrelerin
orant (nekrotik ve apoptotik hiicreler hari¢) olarak %35-60 veya daha fazla BN
hiicreler elde edilmektedir. Bu prosediirde kullanilan solusyonlar ve araglar steril

edilmelidir (56).

Insan Lenfositleri icin Kan Kiiltiirii: Insan lenfositlerinde, CBMN analizi tam kan
kiiltiirii kullanarak da gerceklestirilebilir. 0.4-0.5 ml tam kan, fetal kalf serum, L-
gulutamin, antibiyotik ve PHA ile desteklenmis 4.5 ml kiiltiir ortamina eklenir. Cyt-
B, PHA stimulasyondan sonra 44. saatte eklenir. Biniikleer hiicrelerinin biriktigi Cyt-
B’nin optimal konsantrasyonu, tam kan kiiltiirtinde 6 pg/ml’dir (57). Biniikleer
lenfositler, Cyt-B eklendikten 28 saat sonra, kirmizi1 kan hiicrelerini par¢alamak i¢in
0,075 M KCI ile muamele edilir ve lama aktarmadan ve boyanmadan 6nce metanol:
asetik asit ile fikse edilir (smear hiicrelerinde lamlar kuruduktan sonra fikse edilir).

Alternatif olarak, Ficoll gradienti kullanilarak tam kan kiiltiirlinden biniikleer
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lenfositleri izole etmek miimkiindiir. Izole edilen hiicreler daha sonra

sitosantrifugasyon ile lamlara transfer edilir. Sonra hiicreler fikse edilir ve boyanir.

2.3.2. Sitozin Arabinozid Mikroniikleus Analizi Kullanarak Go/G1 Evresindeki
insan Lenfositlerinde Cikartiip Yeniden Tamir Edilen DNA Lezyonlarinin

Olciilmesi

Cesitli genotoksinlere maruz kalmasini takiben insan Go lenfositlerindeki MN
cevabinin analiz edilmesinden sonra mikroniikleus sekillenmesi yaygin bir kanit
olusturabilir, ancak iplik kirilmasi veya ig ipligi hasarindan ziyade DNA {izerinde
baz lezyonlar1 ve adduktlarim indiikleyen kimyasal ve ultraviyole radyasyonu icin
sitotoksite ¢ok diistiktiir (48). Bu hipoteze gore, bu durum ya lezyonlarin yeterli
onarimindan ya da tamir edilemeyen boyle bolgelerin DNA’da cift iplik kirigina
dontismemesinden dolayidir. Bununla birlikte, ¢cikartilip yeniden tamir edilme sitozin
arabinozid (ARA) ile inhibe edildiginde, ARA lezyonlar tek iplik kirigina doniisiir,
boylece DNA sentezi sonucunda ¢ift iplik kirigi olusur. Bu cift iplik kirgi DNA
sentezini takiben asentrik parca olusumuna yol acar ve bir boliinme dongiisiinde MN
gibi ifade edilir (Sekil 2.2) (48, 57). Lenfosit kiiltiiriiniin ilk 16 saati i¢inde (DNA
sentezinden once) ARA eklenmesi, UV veya MNU uygulamasindan sonra MN’da
doza bagh artisa neden oldugu (10 kat veya daha fazla) gosterilmistir. Bununla
birlikte, X-151nina maruz kaldiginda ARA-indiiksiyonu 1.8 kat artt1, ¢iinkii DNA
adduktlar1 veya baz lezyonlarinin oram1 DNA iplik kirilmalarinin indiiksiyonu ile
baglantilidir. Bu metot, ¢ikarma-onarmayr indiikleyen pestisitleri tanimlamak ve
cikarma-onarmayi indiikleyen veya indiiklemeyen genotoksik ajanlar arasinda ayrim
yapmak icin kullanilmistir (58). ARA protokolu, oOzellikle giiclii bir sitotoksik
etkilerin zayif MN indiiksiyonu ile gozlendigi durumlarda, CBMN analizi icin
onemlidir. ARA metodu kullanarak kesip ¢ikartilarak tamir edilen DNA
lezyonlarinin ol¢iilmesi sadece CBMN analizi kullanmak suretiyle miimkiindiir
clinkii; (a) kesip c¢ikartilarak tamir edilen DNA lezyonlarinin MN’ye doniismesi
sadece cekirdek boliinmesi tamamlanmis hiicrelerde meydana gelir, (b) ARA
eklenmesi hiicre boliinme kinetigini degistirebilir, Cyt-B olmaksizin MN

analizlerindeki sonuglar sasirtici olabilir.
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Sekil 2.2. Bir bolinme dongiisii icinde eksizyon ile

onarilabilir DNA lezyonunun ARA ile MN’lara doniistimii.

1 DNA iizerindeki addukt

2 Adduktun kesilmesi ve ARA ile gap-fillingin inhibe edilmesi tek iplik kiriginda
sonuglanir

3 Replikatif DNA sentezini takiben tek iplik kirigi ¢ift iplik kirigina doniisiir

4 Cift iplik kirig1, kromatid kirik olarak ifade edilir

5 Geri kalan kromatid pargast MN olarak ifade olur.

DNA polimerazin ARA ile inhibisyonu, replikatif DNA sentezi geciren hiicrelerde DNA
iplik kirilmalarina neden olabilir. Ustelik G1 faz1 sirasinda ve S-fazindan once ARA’a
maruziyeti ile beraber PHA ile uyarilmis Go lenfositlerinde bu metodu kullanmak
miimkiindiir, ¢linkii kesip cikartilarak tamir etme G, faz1 esnasinda aktive edilir. Pratikte,
bunun anlami hiicreler, PHA stimulasyonundan sonra ilk 16-20 saatleri sirasinda ARA
varliginda hiicrelerin kiiltiire edilmesidir. Daha sonra bu hiicreler, ARA’u ayirmak icin
yikanir ve DNA polimeraz ARA inhibisyonunu geri dondiirmek icin deoksisitidin i¢eren

kiiltiir ortaminda inkiibe edilir. Sonra standart CBMN protokolii izlenir (48, 58).

2.3.3. Sitokinez-Bloklu ve Sitokinez-Bloksuz Hiicrelerdeki Mikroniikleus Analizi
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Biniikleer hiicreleri elde etmek i¢in kullamlan Cyt-B’nin MN olusumunda bazi
karisikliklara sebep oldugu ile ilgili bazi tartigmalar vardir (55). Normal hiicrelerle
yapilan calismalarda Cyt-B’nin MN’lar1 indiiklemedigi veya sitokinezde hiicreleri bloke
etmek icin kullanilan dozlardaki binukleer hiicrelerde MN frekansi ile Cyt-B’nin doza
bagh etkisi olmadig1 gosterilmistir (37, 59-61). Son bir ¢alismada sitokinez-bloke edilen
biniikleer hiicrelerde 1g ipligi zehirleri tarafindan indiiklenen MN olusumunun
beklenenden daha az oldugu one siiriilmiistiir, ¢iinkii kutuplar aras1 mesafenin kisalmasi
geri kalan kromozom parcalar1 ya da tam kromozomlarin niikleusa geri katilma

olasiligint artirabilir. Fakat bu CBMN analizinin etkinligini azaltmaz (62).

Hiicre boliinme kinetiginin yetersiz kontrollerinden dolay1 yanlis negatif sonug¢lardan
kacinmak ve Cyt-B’nin olasi etkisini en aza indirgemek i¢in Cyt-B kullanmadan in vitro
MN analiziyle ilgili aragtirmalara ilgi artmistir. Normal hiicrelerde CBMN analiziyle
elde edilen hatali bir pozitif sonucun kaniti olmamasina karsin, zaten Cyt-B kullanilan
insan lenfosit kiiltiirlerindeki MN indiiksiyonu ile ilgili MN analizi i¢in yeterli kanit
vardir (37, 38, 63). Yine de; Cyt-B’li veya Cyt-B’siz karsilastirmali son MN calismalari,
eger iyi biiyliyen hiicreler kullanilirsa kiiltiir ve cekirdek boliinme kosullari en iyi
seviyede olursa, giiclii klastojenler test edildigi zaman Cyt-B’li ve Cyt-B’siz MN
analizleri arasindaki sonuglarini karsilastirmanin miimkiin oldugunu gostermistir (64,
65). MN olusumunun matematiksel modeli, (1) BN hiicrelerdeki MN sayimi
mikroniikleus frekansinin belirlenmesinde giivenilir bir yoldur ve (2) sitokinez-blok
olmadan yapilan kiiltiirlerdeki mononiikleer (tek cekirdekli) hiicrelerde MN sayimi, test
edilen kimyasal cekirdek bdliinmesini inhibe ettiginde veya Kkiiltiir kosullart optimal
sayida hiicre boliinmesine izin vermediginde yanlis negatif sonuglar ortaya ¢ikarabilir
(66). Sonug olarak, Cyt-B’siz kiiltiirlerdeki mononiikleer hiicrelerdeki mikroniikleuslarin
sayllmasiyla elde edilen mikroniikleus frekansi sonuclari, yanlis negatif sonuglardan

dolayr CBMN analizi kullanilarak dogrulanmalidur.

2.3.4. Mikroniikleus ve Non-disjunction’daki Kromozom Kaybmi Ol¢mek icin

Gelistirilen Molekiiler Teknikler

CBMN analizinde, MN’larin tam kromozomlardan m1 yoksa asentrik parcalardan mi

koken aldigimi ayirt etmek, sentromerik DNA proplar1 ya da kinetokor proteinlerine
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(aktif kromozomlarin sentromerik bolgesinde toplanan) baglanan antibadiler kullanarak
miimkiindiir. Insan hiicrelerinde veya diger hiicre tiplerinde kromozom biiyiikliikleri
heterojen oldugundan ve kiiciik bir MN ya biiyiik bir kromozomun pargasini ya da kiiciik
bir kromozomun tiimiinii icerebildiginden, MN biiyiikliigi bu ayrim i¢in kullanilamaz.
Kullanim agisindan anti-kinetokor antibadi metodu en basit ve ucuz bir tekniktir (67),
ancak bu yaklasimla tek olan kromozomlar arasinda ayrim yapilamaz ve inaktif
sentromerler iizerinde kinetokorlarin olmamasindan dolay1 kromozom kaybi
belirlenemeyebilir (68). Sentromerik bolgeleri tanimlamak icin kullanilan in situ
hibridizasyon (ISH) yontemi ¢ok pahali ve zahmetlidir, ancak daha spesifiklik saglar.
Ornegin, tek kromozomlar icin sentromerik proplar kullanilabilir, bu problar BN
hiicrelerde non-disjunctional (ayrilamama) olaylarin (yavru niikleuslarda homolog

kromozomlarin esit dagilmamasi gibi) belirlenmesine olanak saglar (44).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER

Demirbas Malzemeler

1.

2.

8.

0.

Etiiv (Heto/ Cell Hause 200)

Su banyosu (Thermal)

Vorteks (Janke & Kunkel VF2)

Mikroskop (Nikon Labophot 2, Olympus model CHK)
Santrifiij ( ALC PK 110 ve Niive NF 815)

Hassas terazi (Kern S 2000)

Derin dondurucu

Buzdolab1

Dengeleme terazisi

10. Otomatik pipet

11. Fotomikroskop (Olympus BH-2)
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Sarf Malzemeler

1. Ham’s F10 (Biological Industries, B101-090-1B)

2. L-Glutamin (Biological Industries, B103-020-1C)

3. Fetal calf serum (Biological Industries, B104-001-1B)
4. Fitohemagglutinin (Biological Industries, B1-12-006-1H)
5. Penisilin-Streptomisin (Sigma, 03-031-1C)

6. Sitokalazin-B (Sigma, C-6762)

7. Heparin (Nevparin, Mustafa Nevzat ila¢ Sanayi)

8. Giemsa (Merck, 5400512)

9. KH,PO4 (merck, 9021622)

10. Na,HPO4H,O (Merck, K1690176)

11. Glasial asetik asit (Merck, 247K18855556)

12. Metanol (Merck, 502K05275408)

13. Ksilol (Merck, 207K037553)

14. Entellan® (Merck, 640171987)

15. Immersiyon yagi® (Merck, 09403569)

16. KCL (Merck, 340TA611835)

17. Alkol (%96’ ik Tekel)

18. Distile su

19. Tiipliik

20. Cesitli cam malzemeler

21. Konik tabanli 10ml’lik steril kiiltiir tiipii

22. Enjektor

23. Cesitli ebatlarda puarlar

24. Pastor pipeti

25. Lam (Geschliffen-Mattarant, objectrager 76x26 mm)

26. Lamel (Menzel-Glasser 24x32)
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3.2. YONTEM
Calisma Grubu

Calisma protokolu Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Etik kurulu’nca kabul edildi.
Hastalara ve kontrollere calismanin amaci anlatildi ve yazili onaylari alindi. Calisma
Nisan 2005 ve Nisan 2006 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi
Dermatoloji Anabilim Dali Poliklinigi’ne basvuran, vitiligo tanisi konmus, sigara
kullanmayan ve vitiligo tedavisi icin daha 6nce UV yada herhangi bir sistemik tedavi
almamis olan 14’1 kadin, 7’si erkek 21 vitiligolu hasta caligmaya alindi. Yas, cinsiyet
ve sosyoekonomik acidan ayni olan ve son ii¢ ayda herhangi bir ilag, sigara ve alkol

kullanmayan saglikl1 21 kisi de kontrol olarak seg¢ildi.
Mikroniikleus Elde Etmek Icin Kullamlan Yéntem

Mikroniikleus yontemi, periferik kandan kromozom analizi yapmak i¢in kullanilan
yontemin (kiiltiir ortaminin hazirlanmasi, drneklerin alinmasi, ekim yapilmasi) aynisi
olup sadece ¢ikarim ve preparat hazirlama islemlerinde farkliliklar vardir. Ayrica 44.

saatte Sitokalazin-B (Cyt-B) eklenmistir (69).
1. Kiiltiir Ortaminin (Besiyeri) Hazirlanmasi

Kullanilan malzemeler ve miktarlari;

Malzeme Miktari
Ham’s F10 100 cc
L-glutamin Scc
Fitohemaglutinin 2.5 cc
Fetal calf serum 33 cc
Penisilin-streptomisin Icc
Heparin 1cc

Besiyeri, steril ortamda 100 cc’lik Ham’s F10 i¢ine yukaridaki diger malzemeler
eklenip, elle yavas bir sekilde bir ka¢ kez karistirilarak hazirlandi. Hazirlanan
medyum yine steril ortamda 5’er cc olmak iizere steril vidali kapakli konik tabanl
kiiltiir tiiplerine boliniip, 10-15 dakika laboratuvarda bekletildikten sonra kan

orneklerinin ekimi yapildi yada -20 °C’de dondurularak saklandi.
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2. Kan Orneklerinin Alinmasi

Hasta ve kontrol grubundan her bir kisinin, 5 ml’lik steril ve 0.1- 0.2 cc heparin
iceren enjektorler kullanilarak periferal kanlar1 alindi. Daha sonra kan 6rneklerinin

bekletilmeden kiiltiir ortamlarina ekimi yapildi.
3. Kiiltiir Teknigi

Onceden 37 °C’ye getirilmis olan 5 cc medyum iceren Kkiiltiir tiiplerine steril
ortamda, alinan kan Orneklerinin 3-4 damlas1 disar1 atildiktan sonra 12 damla (0.4
ml) kan ilave edildi. Tiiplerin iizerine hasta ve kontrol kisilerin ad1 yazildi1 ve her bir
kisi icin 2 tiipe ekim yapildi. Tiipler hafifce karistirilarak 37 °C’lik etiivde 44. saatte
Cyt-B eklenmek kosuluyla 72 saat kiiltiire edildi.

Img Cyt-B (Sigma, 6762) 5 ml dimetil siilfoksitte c¢ozdiiriilerek hazirlandi.
Cikarimin 44. saatinde kiiltiir tiipleri etiivden ¢ikartilarak steril ortamda her bir tiipe

75 ul (final konsantrasyonu: 3ug/ml) Cyt-B ilave edilerek tekrar etiive konuldu.
4. Cikarmm Islemleri

Umegaki ve arkadaslarinin MN elde etmek icin ¢alismasinda kullanilan Balasem ve

Ali metoduna gore ¢ikarim iglemleri yapildi (69-71).

e (0.1 M hipotonik soliisyonu, 1.864g KCL tartilip distile su ile 250 ml’ye

tamamlanarak hazirlandi.

1. 72 saat inkubasyondan sonra kiiltiir tiipleri etiivden c¢ikartilarak 1000 rpm’de 9
dakika santrifiij yapildi.

2. Dipte 0.6-0.7 ml kalincaya kadar iistteki siipernatantlar atildi.

3. Daha sonra hiicrelere laboratuvar 1sisinda beklemis olan 0.1M hipotonik

solusyonundan 6 ml eklenerek 4 dakika laboratuvar 1sisinda bekletildi.

4. Hiicreler hipotonik soliisyonunda bekletildikten sonra 9 dakika 1000 rpm’de

santrifiij edildi.

5. Siipernatantlar1 atilip iizerine taze hazirlanmis soguk fiksatiften 6 ml (3:1,
metanol: glasial asetik asit) yavasca damla damla ilave edilip bekletmeden 9

dakika 1000 rpm’de santrifiij yapildi.
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6. Siipernatantlar1 tekrar atilip iizerine aym fiksatiften 6 ml ilave edilip, 9 dakika

1000 rpm’de santrifiij edildi.

7. Dipte 0.7 ml fiksatifli hiicre birakilarak siipernatantlar1 tekrar atildi ve bir giin

buzdolabinda (+4 °C) bekletildi.
S. Preparat Hazirlama

Lamlar temizlenerek icinde %70’lik metanol bulunan saleye yerlestirilip
soguyuncaya kadar buzdolabi buzlugunda bekletildi. Daha sonra saleden cikarilan
lamlar iyice kurulandi. Pastor pipeti ile fiksatifli hiicre iceren kiiltiir tiiplerine pipetaj
yapilarak hiicre siispansiyonundan pastor pipeti yardimiyla lamlara yakin mesafeden
(1- 2cm yukaridan) 9- 10 damla damlatildi. Lamlara kuvvetlice iiflenerek hiicrelerin
lam {izerine iyice dagilmasi saglandi ve kurumaya birakildi. Her kiiltiir tiipii icin ayri

pastor pipeti kullanilarak farkli preparatlar hazirlandi ve lamlar ayr1 ayri kodlandi.
6. Preparatlarin Boyanmasi ve Saklanmasi
Boyama icin gerekli olan solusyonlar;

e (.06 M KH,POy solusyonu: 6.124 g KH,PO, tartilip distile su ile 750 ml’ye

tamamlanarak hazirlandi.

e (.06 M Na,HPOgsolusyonu: 8.010 g Na,HPO, tartilip distile su ile 750 ml’ye

tamamlanarak hazirlandi.

49 ml KH,PO4 + 51 ml Na,HPO, (sorenson tamponu) balon jojede karistirilip, 100
ml’lik solusyondan 5 cc disar1 atildi. 5 cc giemsa boyasi bu tampona eklenerek tekrar

karigtirildi.

Kurumus olan preparatlar yeni hazirlanan %35’lik giemsada 6 dakika boyandiktan
hemen sonra 2 kez distile su ile yikanarak kurumaya birakildi. Kuruyan preparatlar
ksilolden gecirildikten sonra kanada balsami (entellan) damlatilarak lamelle

kapatildi.
7. Lamlarin incelenmesi ve MN Sikligimin Degerlendirilmesi

Lamlar en iyi 1000X’lik biiyiitmede incelenir. Lamlar 151k veya floresans
mikroskopta bakilmalidir. Lamlar analizden Once numaralandirilmalidir. Her bir
duplike kiiltirden aliman lamlar i¢in bir skor elde edilmelidir. Her bir preparat

asagidaki bilgileri icermelidir (69):
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. MN’larmn sayisi, en azindan 1000 BN hiicrede sayilmalidir ve 1000 BN hiicre

basina MN frekans1 hesaplanmalidir. BN hiicrede MN’larin sayilmasinda
kullanilan kriterler detayl1 bir sekilde asagida agiklanmistir.

Sifir, bir veya daha fazla MN iceren BN hiicre dagilimi; tek bir BN hiicrede MN
sayis1 normalde saglikli bireylerin lenfositlerinde O ila 3 arasinda degismektedir

ancak genotoksine ve yasa bagl olarak 3’den fazla olabilir.

. Mikroniikleuslu BN hiicrelerinin frekansi, en azindan 1000 BN hiicrede

bulunmalidir.
1000 BN hiicresinde niikleoplazmik koprii frekansi hesaplanmalidir.

500 hiicre bagsina tek c¢ekirdekli (mononiikleer), iki ¢ekirdekli, ii¢ cekirdekli ve
dort ¢ekirdekli hiicrelerin oran1 hesaplanmalidir. Bu bilgiye dayanarak cekirdek

boliinme indeksi olusturulabilir.

Canli ya da apoptoz veya nekrozdan dolay:r 6len hiicrelerin sayisi, ayn1 preparat
tizerinde 500 hiicre basina tek-, iki- ve cok-cekirdekli hiicreler sayilirken

sayilabilir.

Hiicreyi tanimlayamadigimizda sayilan hiicrelere dahil etmeden gecebiliriz.

8. Sitokinezi Bloke Edilmis Biniikleer Hiicreleri Tanimlama Kriterleri:

MN frekansi degerlendirilecek olan sitokinezi bloke edilmis hiicreler asagidaki

kriterleri icermek zorundadir (69).

1.

2.

Hiicreler biniikleer (iki ¢ekirdekli) olmalidir.

Biniikleer hiicredeki iki ¢ekirdegin boyutu yaklasik olarak ayni olmali ve yogun

boyanmalidir.

Biniikleer hiicredeki iki ¢ekirdek niikleoplazmik bir koprii ile baglanabilir. Bu

niikleoplazmik koprii ¢ekirdek capinin % ‘iinden biiyiik olmamalidir.

Biniikleer hiicredeki iki c¢ekirdek birbirine temas edebilir, ancak ideal olarak
birbirinin iizerine ¢ikmamis olmalidir. iki ¢ekirdegi iist iiste cikmis olan bir hiicre

eger her bir cekirdegin ¢ekirdek sinirlar1 ayirt edilebiliyorsa sayilmalidir.

Biniikleer hiicrenin sitoplazmik sinir1 yada zar yapist bozulmamis olmali ve

komsu hiicrelerin sitoplazmik sinirindan acik¢a ayirt edilebilmelidir.
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9. Mikroniikleus Sayma Kriterleri
MN’lar morfolojik olarak cekirdek ile ayni ancak c¢ekirdekten daha kiigtiktiir. MN
ozellikleri asagida belirtilmistir (69):
a) Insan lenfositlerindeki MN’larin capi, genellikle ana cekirdegin ortalama c¢apinin

1/16 ve 1/3’1i arasinda degismektedir.

b) MN’lar kirilgan olmamalidir ve bdylece boyanan partikiiller gibi artefaktlardan
kolayca ayirt edilebilir.

¢) MN’lar ana cekirdekle birlesmis veya baglantili olmamalidir.

d) MN’lar ana cekirdege temas edilebilir ancak iistiine binmis olmamalidir ve

mikroniikleer sinir ¢ekirdek sinirindan ayirt edilebilir olmalidir.

e) MN’lar genellikle ana cekirdekle ayn1 yogunlukta boyanmalidir, ana ¢ekirdek
bazen daha yogun (koyu) boyanabilir.

f) Hiicrelerin 6 tane MN’dan daha fazlasini icermemesi gerekir.
10. Mikroniikleus Sayimm

Sayilan ¢ekirdeklerin tekrar sayilmamasi i¢in 151k mikroskobunda 400X biiyiitmede
sitoplazmasi dagilmayip sinirlar1 belli olan c¢ekirdekler belirlendi ve sadece bunlar
saylldi. Hem hasta hem kontrol grubu i¢in duplike kiiltiirlerden hazirlanan

preparatlarda 1000 BN hiicre sayildi ve mikroniikleuslar kaydedildi.
11. istatistiksel Degerlendirme

Hasta ve kontrol grubuna ait MN degerleri istatistiksel olarak non-parametrik
testlerden Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi. Ayrica hasta ve kontrol
grubunun MN degerlerinin, yas ve cinsiyet ile iliskisi lineer regresyon analizi ile
degerlendirildi. Veriler, ortalamatstandart sapma olarak verildi. P degeri < 0.05

oldugunda anlamli kabul edildi.
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Resim 3.1. MN’lu biniikleer (BN) hiicre




4. BULGULAR

Vitiligolu hasta (21 kisi) ve kontrol olarak secilen kisilerden (21 kisi) alinan kan
ornekleri materyal ve metotta belirtilen yontemlere gore hazirlanan kiiltiir ortamina
ekilmis ve yapilan preparatlarda 151k mikroskobu yardimiyla MN frekansi
degerlendirilmistir.

Vitiligolu hastalarin yas araligi 12-41 ve kontrol grubundaki kisilerin yas aralig: 11-
42 arasinda degismektedir. Vitiligolu hastalarin yas ortalamas1 21.48+9.78 ve kontrol
grubundaki kisilerin yas ortalamasi 21.5219.80’dir (Tablo 4.1. ve 4.2.). Vitiligolu
hastalarin ve kontrol grubundaki kisilerin 14’1 kadin ve 7’si erkektir. Vitiligolu hasta
ve kontrol grubundaki kisilerin yaslart Mann-Whitney U testine gore
karsilastirildiginda, aralarinda fark bulunamamistir (p=0.970).

Vitiligolu hasta ve kontrol grubundaki kisilerin lenfositlerindeki total biniikleer hiicre
sayilari, MN’lu biniikleer hiicre sayilari, total MN sayisi, MN frekansi (%) ve diger
ozellikleri (yas ve cinsiyet) siras1 ile Tablo 4.1. ve Tablo 4.2.°de gOsterilmistir.
Vitiligolu hastalarin MN degerleri ortalamas1 0.931+0.58 ve kontrol kisilerin MN
degerleri ortalamasi 0.58+0.32 olarak bulunmustur. Vitiligolu hastalarla kontrol
olarak secgilen grubun MN frekanslan Mann-Whitney U testine gore
karsilastirlldiginda MN degerleri arasinda fark bulunmustur (p=0.012). Her iki grub
biniikleer hiicredeki MN sayilar1 acisindan degerlendirildiginde, 2 ve 3 MN’lu
biniikleer hiicreler vitiligolu hastalarda gozlenirken kontrol kisilerde bulunamamistir
ve kontrol grubunda bulunan MN’larin tiimii 1 MN’lu biniikleer hiicrelerdir (Tablo

4.1ve4.2).
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Vitiligolu hasta ve kontrol grubunda, yas ve cinsiyetin MN degerleri ile iliskisini
incelemek icin lineer regresyon analizleri yapilmistir. Vitiligolu hastalarin (p=0.220;
Rsq=0.078) ve kontrol grubunun (p=0.008; Rsq=0.313) yaslar1 ile MN frekanslari
arasindaki iliskiye bakildiginda, kontrol grubunda yasa bagli olarak MN frekansinin
artt1g1 bulunmustur. Vitiligolu hastalarin (p=0.779; Rsq=0.004) ve kontrol grubundaki
kisilerin (p=0.457; Rsq=0.029) cinsiyet ile MN frekanslar1 arasindaki iliski kendi
aralarinda karsilastirildiginda, cinsiyet ile MN degerleri arasindaki iligkinin de
istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulunmustur.

Tablo 4.1.Vitiligolu hasta grubunun yaslari, cinsiyetleri, total biniikleer hiicre sayilari, MN’lu biniikleer
hiicre sayilari, total MN sayis1 ve MN frekansi (%)

0 i E - E § . MN’lu biniikleer hiicrelerin sayisi E | 2 g
gé E: % EET“%% 1IMN [ 2MN |3MN | 4MN | SMN ‘E% E—Egg
= = &) 2 2 = & 5
1 22 K 1127 1 - - - 1 0.09
2 12 K 1026 7 1 - 1 14 1.37
3 41 E 1096 13 1 - - 15 1.37
4 14 E 1016 5 2 - - 9 0.89
5 14 K 1064 7 1 - - 9 0.85
6 24 K 1035 9 1 - - 11 1.06
7 16 K 1012 9 1 - - 11 1.09
8 14 E 1020 5 - - - 5 0.49
9 13 K 1089 3 - 1 - 6 0.55
10 12 K 1013 9 - - - 9 0.89
11 31 K 1032 26 2 - - 30 291
12 22 K 1020 1 - - - 1 0.10
13 13 K 1010 10 - - - 10 0.99
14 20 K 1007 6 1 - - 8 0.79
15 21 K 1010 7 - - - 7 0.69
16 38 E 1007 2 2 - - 4 0.40
17 14 K 1000 8 - - - 8 0.8
18 29 K 1017 11 1 - - 13 1.28
19 43 E 1000 13 - - - 13 1.3
20 14 E 1057 6 2 - - 10 0.95
21 24 E 1025 5 - 1 - 8 0.78
Ort+SS  21.48+9.78 0.93+0.58

MN: Mikronukleus, SS: Standart sapma (SD)
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Tablo 4.2.Kontrol grubunun yaslari, cinsiyetleri, total biniikleer hiicre sayilari, MN’lu biniikleer hiicre
sayilari, total MN sayist ve MN frekans1 (%).

= | 2| .| == MN'lu biniikleer hiicrelerin sayst o 25
£ | 2| & |s25¢ Sz| 2
S g g | & ﬁég%’ IMN | 2MN | 3MN | 4MN | 5MN g%’ s 5

= £ g s

1 23 K 1039 3 3 0.29
2 11 K 1009 4 4 0.40
3 42 E 1015 14 14 1.38
4 12 E 1028 7 7 0.68
5 16 K 1021 2 2 0.20
6 24 K 1019 8 8 0.79
7 15 K 1047 12 12 1.15
8 15 E 1042 4 4 0.38
9 13 K 1020 5 5 0.49
10 13 K 1015 4 4 0.39
11 33 K 1045 10 10 0.96
12 21 K 1018 3 3 0.30
13 13 K 1079 2 2 0.19
14 19 K 1010 5 5 0.50
15 23 K 1035 9 9 0.87
16 37 E 1036 4 4 0.39
17 14 K 1068 4 4 0.38
18 28 K 1103 8 8 0.73
19 42 E 1007 9 9 0.89
20 14 E 1097 4 4 0.37
21 24 E 1125 6 6 0.53
OrtSS | 21.5249.80 0.58+0.32

MN: Mikronukleus, SS: Standart sapma (SD),




5. TARTISMA VE SONUC

Vitiligo; ciltteki pigmentlerin kaybolmasi sonucu, beyaz yamalar seklinde viicudun her
yerinde goriilebilen bir hastaliktir. Genellikle viicudun sag ve sol tarafinda simetrik
olarak goziikiir. En fazla goriildigli yerler; yiiz, dudak, el, kol, bacak ve genital
bolgelerdir. Vitiligo hastalarinin cogu saglikli bir biinyeye sahiptirler. Bu rahatsizligin
ciltteki renk acikligindan, yani goriiniimden baska herhangi bir rahatsizlik belirtisi
yoktur. Goriilme siklig1 toplumda %0.5-2 arasindadir. Viicudda goriilen her beyaz leke
vitiligo anlamina gelmez ayirimin yapilmasi uzman doktor muayenesini ve wood
lambas1 diye adlandirilan 6zel bir 151k muayenesini gerektirir. Kuruluga bagl lekeler,
mantar lekeleri, ekzema bolgeleri vitiligo ile karisabilir. Bu hastalik, otoimmun kokenli
olup viicuttaki renk yapan hiicrelere karsi viicudun yikici hiicrelerinin aktive olmasiyla
baglar. Ailede bulunmasi, kiside goriilme ihtimalini artirabilir ve ozellikle viicudun
bagisiklik sisteminin zayifladigi stres, ameliyat, hastalik donemlerinde vitiligonun
baslamasi1 ve artmasi daha olasidir. Vitiligo bazen ¢iktig1r bolgelerde sinirli kalirken

bazen yayilmaya ve hatta yeni bolgelerde gelismeye yonelir (1, 2).

Vitiligonun patogenezi hakkinda cok carpici hipotezler one siiriilmesine ragmen,
hicbiri heniiz tam olarak kanitlanamamistir. Bunlarin en iyi bilinenleri otoimmun
hipotez, noral hipotez, ve melanositlerin kendi kendilerini yikma hipotezleridir.
Otoimmun hipotez: Melanositlerin bazal tabakadaki normal turnover sirasinda
melanositlere karst otoimmun reaksiyon gelisir. Melanositlere karsi gelisebilen
sitotoksik antijenler onlar1 yok edebilir. Vitiligolu hastalarda bir¢ok otoantikorlar

gosterilmistir, fakat bunlar arasinda melanositlere karsi olanlarini bulmak zordur.
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Ayrica, genellikle vitiligo lekelerinin aktif smirinda inflamator reaksiyonu,
lenfositleri gosterir. Noral hipotez: Siklikla vitiligo lezyonlari, dermatomal bir
dagilim gosterir, boylece melanositlerin yikimindan sorumlu olan nérokimyasal bir
aracinin oldugu O©ne siiriiliir. Melanositlerin kendi kendilerini yikma hipotezi:
Melanin sentezi sirasinda olusan toksik iiriinlerin melanositleri yitkmasidir. Elimizde
bulunan bilgilere gore, muhtemelen vitiligodaki folikiiler ve epidermal melanositlerin
kayb1 bir¢ok farkli patogenetik mekanizmalarin sonucu olabilir. Vitiligo olarak
tanimlanan bu hastalik, muhtemelen tek bir hastalik degildir, ayn1 zamanda farkli
bircok hastaliktan olusan bir sendromdur (24). Bu yiizden, genetik faktorler, stres,
toksik bilesiklerin birikimi, enfeksiyon, otoimmiinite, degisen hiicresel ¢evre, zarar
verici melanosit gocii ve proliferasyonunu icgine alan vitiligo fenomenine iliskin

birlesik bir teori 6ne siiriiliir (25).

Kromozom yapisinin tam anlamiyla anlasilmamasina ragmen, kromozom
seviyesinde goriilen anormallikler DNA seviyesindeki hasarlarin belirtisidir, 6rnegin
kromozom kirilmalari, DNA’daki ¢ift iplik yapinin tamir edilememesinden meydana
gelebilir (29). Kromozom kayb1 ve kromozomlarin hatali ayrilis1 (non-disjunction),
kanserde ve yaslanmada ¢ok Onemli olaylardir ve metafazdan once ig ipliklerinde,
sentromerde yada kromozom yapisindaki bozukluklarla ortaya c¢ikabilir (30-32).
MN’lar, mitoz sirasinda kutuplara gidemeyen tiim kromozomlar ya da sentromeri
olmayan kromozom kiriklarini igeren boliinen hiicrelerde goriilebilir. Telofazda, geri
kalan kromozomlar ve pargalar1 etrafinda niikleer bir zar olusur ve bu yap1 hiicrenin
ana cekirdeginden daha kii¢iik oldugundan "mikroniikleus (MN)" olarak adlandirilir.
Bundan dolayi, MN’lar hem kromozom kirilmas1 hem de kromozom kaybinin uygun
ve giivenilir ol¢limiinii saglar. MN’lar cekirdek boliinmesi tamamlandiktan sonra
olustugu icin, MN’lar hiicre dongiisiiniin biniikleer (iki ¢ekirdekli, BN) safhasinda
ideal olarak olciiliir (36, 37).

Calismamizda, Vitiligolu hastalarin MN degerleri (0.93%0.58) ile kontrol kisilerin
MN degerleri (0.58%+0.32) Mann-Whitney U testine gore karsilastirildiginda, MN
degerleri arasinda fark bulunmustur (p=0.012). Ayrica, her iki grubun biniikleer
hiicredeki MN sayilar1 degerlendirildiginde, 2 ve 3 MN’lu biniikleer hiicreler
vitiligolu hastalarda go6zlenirken kontrol kisilerde bulunamamistir ve kontrol

grubunda bulunan MN’larin tiimii 1 MN’lu biniikleer hiicrelerdir (Tablo 4.1 ve 4.2).
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Sigara kullanmanin ve UV’nin MN frekansini artirict etkisi bilinmektedir ve
sistemik tedavinin de etkisi olabilecegi diisiiniilerek, calismaya alinan vitiligolu
hastalarin sigara kullanmamalarina ve vitiligo tedavisi icin daha once UV yada

herhangi bir sistemik tedavi almamis olmalarina 6zellikle dikkat edilmistir.

Aslinda vitiligolu hastalara ait MN degerleri (0.9310.58) ¢ok yiiksek gibi goriinmese
de, istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.012). Ayrica, kontrol grubunda
buldugumuz gibi MN degerleri yasa bagl olarak arttig1 i¢in (78), vitiligolu hastalara
ait MN degerleri ile genel topluma ait MN degerleri arasinda karsilastirma yapmak
zordur. Bu nedenle, vitiligolu hastalara ait MN degerleri ile yas, cinsiyet ve
sosyoekonomik acidan ayni olan saglikli kisilere ait MN degerleri arasinda
karsilastirma yaptigimizda, aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu
bulmamiz 6nemlidir.

Vitiligo ve MN ile ilgili kaynak tarama sonuglarimiza gore, simdiye kadar bizim
calismamiza benzer sekilde yapilmis bir calismaya rastlanilamamistir. Vitiligoyla
ilgili olarak bulunan mutajenite caligmalari, daha ¢ok vitiligo hastaliginda kullanilan
tedavilerin etkileri iizerinedir. Ancak, sistemik sklerozis ve sistemik lupus
eritematozus gibi otoimmun hastaliklarda, hastalarin lenfositleri kiiltiire edilerek MN
frekansinin degerlendirildigi c¢alismalar vardir. Bu c¢alismalara gore, sistemik
sklerozisli hastalarin kontrollerle karsilastirildiginda anlamli sekilde daha yiiksek
MN degerlerine sahip oldugu, fakat sistemik lupus eritematozuslu hastalarin daha
yiiksek MN degerlerine sahip olmadig bulunmustur (72-74). Raynaud fenomenili
hastalarin kiiltiire edilmis lenfositleri {izerinde yapilan MN calismalarinda ise,
Raynaud fenomenili hastalarin kontrollerden daha yiiksek MN frekansina sahip
oldugu ve idiopatik Raynaud fenomenili kisilerin spontan MN frekansinin
kontrollerden farkli olmadig1 (73), ve siipheli presklerodermik Raynaud fenomenili
hastalarin kontrollere ve idiopatik Raynaud fenomenili kisilere gore daha yiiksek MN

frekansina sahip oldugu (75) gosterilmistir.

Vitiligo gibi kutandz bozukluklar arasinda yer alan psoriasisli hastalar iizerine
yapilan bir ¢alismada, tedavi almamis hastalarin lenfositlerindeki kardes kromatit
degisiminin (KKD; genetik hasar1 belirlemek i¢in kullanilan bagka bir test) normal
seviyelerde oldugu gosterilmistir (76). Kutandz bozukluklar arasinda yer alan

Mycosis fungoidesli hastalarda da KKD’nin ve kromozom kiriklarinin normal
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sinirlar i¢inde oldugu bulunmustur (77). Psoriasisli ve Mycosis fungoidesli hastalara
ait normal seviyelerdeki KKD bulgulart bizim vitiligo hastalarindaki yiiksek MN

sonuglarimizla uygunluk gostermemektedir.

Baska bir bakis acisiyla da, hastalik (vitiligo) ortaya ¢ikmadan onceki MN degerleri
ile hastalik ortaya c¢iktiktan sonraki MN degerleri arasinda karsilastirma yapmak
miimkiin olabilseydi; vitiligolu hastalarin kiiltiire edilmis lenfositlerindeki MN artist,
vitiligo hastaligindaki genetik hasarin kesin gostergesi olabilirdi.

Bu caligmaya ilave olarak, vitiligolu hastalarin lezyonlu ve lezyonsuz bolgelerinden
alman doku Orneklerinin hiicre kiiltiirleri yapilarak MN frekanslarinin
degerlendirilmesi diistiniilmektedir.

Sonug olarak, bu ¢alismadaki kontrollerle karsilastirdigimizda vitiligolu hastalarda
buldugumuz yiiksek MN sonuclari, vitiligolu hastalarin lenfositlerinde kromozomal
hasarin varligina isaret etmektedir. Bu sonuglara gore kanser riski gozoniinde
tutularak, vitiligolu hastalarin tedavisinde daha dikkatli yaklagimlarda bulunulmali ve

hastalar takip edilmelidir.
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OZGECMIS

1977 yilinda Batman’da dogdu. Ilkokulu Sanlurfa / Surug Atatiirk ilkogretim okulu’nda
okudu. Orta okulu Cankirn Kiz Meslek Lisesi’nde birincilikle, lise tahsilini de 1995
yilinda Bayburt Kiz Meslek Lisesi’nde birincilikle tamamladi. Aynmi yil girmis oldugu
iiniversite sinavinda Firat Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinii
kazandi1.1999 yilinda aynm boliimden iyi dereceyle mezun oldu. 2003 yilmin giiz
doneminde Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nin agmis oldugu Yiiksek Lisans sinavini
kazanarak aym boliimde yiiksek lisans egitimine basladi. Ders doneminden sonra
“Vitiligolu Hastalarda Mikroniikleus Sikliginin Arastirilmasi” isimli Yiiksek Lisans

tezini hazirladi.



