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Ozet

Summary

Amag: Vitiligo halen sebebi tam olarak bilinmeyen bir hasta-
liktir. Son yillarda etyopatogenezinde serbest radikallerin
rol oynadigi ileri siiriilmektedir. Bu ¢alismada vitiligolu
olgular ve saglikli kontrollerin plazmalarinda non-
enzimatik antioksidanlar olan beta karoten, alfa tokoferol
ve askorbik asit diizeyleri Olgiilerek serbest radikallerin
vitiligodaki rolii aragtirildi.

Yontemler: Calismaya 15 jeneralize vitiligolu hasta ve 15
saglikli birey alindi. Olgulardan periferik venéz kan ali-
narak santrifiijle plazmalar1 ayrildi ve —80 °C ta ¢alisilana
kadar saklandi. Beta karoten, alfa tokoferol ve askorbik
asit diizeyleri Shimadzu marka high-performance liquid
chromatography (HPLC) cihaz: kullanilarak 6l¢iildii.

Bulgular: Hasta grubunun beta karoten, alfa tokoferol ve
askorbik asit sonuglari ortalamatstandart sapma olarak
strastyla, 1.05+0.44, 1.02+0.40 ve 47.57+6.10; kontrol
grubunun beta karoten, alfa tokoferol ve askorbik asit so-
nuglari ortalamatstandart sapma olarak sirasiyla,
1.92+0.61, 3.58+1.34 ve 51.36£7.07 olarak bulundu.

Sonuglar: Bulgularimiz  jeneralize vitiligolu olgularda
nonenzimatik antioksidan sistemin yetersiz oldugunu gos-
termektedir.

Anahtar Kelimeler: Vitiligo, Beta-karoten, Alfa-tokoferol,
Askorbik asit, Serbest radikal
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Objective: The etiology of vitiligo is still unknown. In recent
studies, it has been suggested that free radicals may play
a role in the pathogenesis of vitiligo. The role of free
radicals in vitiligo was investigated by measuring the
plasma levels of the non-enzymatic antioxidants such as
beta-carotene, alfa-tocopherol and ascorbic acid in pa-
tients with vitiligo and healthy individuals.

Methods: Fifteen patients with generalized vitiligo and 15
healthy people were enrolled in this study. Peripheric ve-
nous blood samples were taken from all patients and
healthy people, and stored at —80°C until using. Beta-
carotene, alfa-tocopherol and ascorbic acid were meas-
ured by high-performance liquid chromatography.

Results: Beta-carotene, alfa-tocopherol and ascorbic acid
levels in patients and healthy people were as meantSD
1.05£0.44, 1.02+£0.40, 47.57+6.10 and 1.92%0.61,
3.58+1.34 51.3617.07, respectively.

Conclusions: Our results suggest that non-enzymatic antioxi-
dants were insufficient in patients with generalized
vitiligo.

Key Words: Vitiligo, Beta-carotene, Alfa-tocopherol,
Ascorbic acid, Free radical
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Vitiligo  toplumun  %0,5-2’sini  etkileyen
edinsel depigmentasyon hastaligidir (1,2). Klinik
olarak  depigmente, keskin smirh, degisik
lokalizasyon ve caplarda ve genellikle simetrik
makiillerle karakterizedir. Olgularin %25-30’unda
aile Oykisii bulunur. Vitiligonun patogenezi tam
olarak acikliga kavusmamis olmasma ragmen
otoimmun teori, noral teori ve self destriiksiyon
teorisi olas1 etyolojik faktorler olarak One
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surilmistir (3,4). Bu teoriler disinda,
tammlanamamis bir melanosit growth faktor
eksikligi, melanositlerde diiz  endoplazmik
retikulumun yap1 ve fonksiyonlarinda bir defekt,
melanositler iizerinde bulundugu varsayilan
melatonin  reseptoriindeki  anormallikler  ve
epidermiste serbest radikal defansinda bozukluk
gibi varsayimlar one siiriilmiistiir (5).
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Reaktif oksijen iirtinleri ve serbest radikaller,
bir¢ok fizyolojik ve patolojik siire¢ esnasinda olu-
sabilir ve protein, karbonhidrat, DNA ve &zellikle
lipidlerde hasara yol agabilirler (6) Viicutta bulu-
nan enzimatik (katalaz, siiperoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz) ve
nonenzimatik antioksidanlar (vitamin A, E, C,
ubiquinol, ferritin vb) bu radikallerin hasara yol
acmasini Onlerler (7).

Vitaminler viicutta enerji kaynag1 veya yapita-
s1 olmayan ancak degisik enzim sistemlerinde
koenzim olarak goérev yapan organik maddelerdir
(8). Vitamin A’nin prekiirsorii olan beta karoten,
membran lipidlerini oksidatif hasardan koruyan
Oonemli bir antioksidandir. Beta karotenin antioksi-
dan yetenegi, esas olarak single oksijen, peroksil
radikali, siiperoksit gibi reaktif oksijen molekiille-
rini ve serbest radikalleri tutma kapasitesine bagli-
dir (9). E vitamini tokoferol familyasinin genel
adidir ve en giiglii E vitamini etkinligi gosteren
tirev alfa tokoferoldiir. Alfa tokoferol, hiicre ve
organel membranlarindaki lipid peroksidasyonunu
onleyen en gii¢lii antioksidan maddedir (10). Reak-
tif oksijen Uriinleri membrani etkilemeye basladi-
ginda bir zincir reaksiyonu seklinde bol miktarda
peroksil radikalleri olusur ve membranin yapisal
biitiinliigii bozulmaya baslar. Iste tokoferoller bu
peroksil radikallerini tutarak zincir reaksiyonunu
sonlandirirlar (7). Vitamin C’nin rediikte formu
olan askorbic asit, serbest radikal tutucu olarak
biinyesine bir elektron alir ve diger serbest radikal-
lerden daha stabil olan askorbat haline doniisiir
(7,11)

Son yillarda yapilan c¢aligmalarda, vitiligoda
serbest radikallerin etyopatogenezde etkili olabile-
cegi vurgulanmigtir (12-15). Biz c¢alismamizda
vitiligolu olgular ve saglikli kontrollerin serumla-
rinda non-enzimatik antioksidanlar olan beta
karoten, alfa tokoferol ve askorbik asit diizeylerini
Olcerek serbest radikallerin vitiligodaki roliinii
arastirmay1 amagladik.

Yontemler

Hastalar
Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi
Dermatoloji Poliklinigi’ne bagvuran 15 jeneralize
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vitiligolu hasta ve 15 saglikli birey ¢alismaya alin-
di. Hastalarda vitiligo disinda herhangi bir derma-
tolojik ve sistemik hastalik 6ykiisii yoktu. Hastala-
rin higbirisi sistemik ya da topikal bir tedavi kul-
lanmamaktaydi. Hasta ve kontrol grubu sigara
igmeyen, vitamin ve antiinflamatuar ilag kullan-
mayan bireylerden olusturuldu.

Hasta grubunun yas ortalamasi 29,06+11,24
(10-48) yil, kontrol grubunun yas ortalamasi
30,6619,34 (12-45) yil idi (p>0,05). Hasta grubu-
nun ortalama hastalik siiresi 7,60+4,96 (2-18) yil
idi.

Metod
Calismaya dahil edilen 15 vitiligolu hasta ve
15 saglikli kontrolden periferik vendz kan alinarak

santrifiijle plazmalar1 ayrildi ve —80 °C ta galisilana
kadar saklandi.

Beta karoten, alfa tokoferol ve askorbik asit
diizeyleri Shimadzu marka high-performance
liquid chromatography (HPLC) cihaz1 kullanilarak
olgtildi.

Beta karoten olciimii
Kullanilan cihazlar:

Calisma, Shimadzu HPLC cihaz1 kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Kolon olarak ters faz YMC-Pack ODS-AM
(Sum, 250 mm, 4,6 mm ID) sifir kolon kullanilmus,
kolon firmimimn sicakligi 40°C’de sabit tutulmustur.
Dedektor olarak Diode Array Dedektor kullanilmig
dalga boyu Kkaroten i¢in 450nm’ye, alfa tokoferol
icin de 212 nm’ye ayarlanmistir. Pompanin akis hiz1
1 ml/dakika olarak belirlenmis, mobil faz %73
metanol, %20 asetonitril, %7 THF (tetrahidrafuran)
ve (%0,01 askorbik asit) igermektedir. Numunenin
sisteme enjeksiyon hacmi 100puL’dir.

Numune hazirlik: 200 pl plazma’ya 70ulL
%0,01 askorbik asitli etanol ilave edilir. Uzerine 1
mL heptan konularak vortekslenir. Ust faz almir ve
tekrar ImL heptanla vortekslenir. Yine iist faz
almarak heptanli fazlar birlestirilir. Argon ya da
azotla ugurulur. Kalint1 20 ul. THF ve 380 pL
mobil fazla ¢oziiliip HPLC’ye uygulanir.
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Alfa tokoferol olgiimii
Kullanilan cihazlar:

Calisma, Shimadzu HPLC cihaz1 kullanilarak
gergeklestirilmistir.

Kolon olarak ters faz Luna CI8 (S5pum, 250
mm, 4,6 mm ID) sifir kolon kullanilmis, kolon
firmmin  sicakhign  30°C’de  sabit tutulmustur.
Dedektor olarak Diode Array Dedektdr kullamil-
mis, dalga boyu 295 nm’ye ayarlanmigtir. Pompa-
nin akis hizi 1,5 mL /dakika olarak belirlenmis,
mobil faz (%95 ACN, %5 THF asetonitril, iger-
mektedir. Numuneden sisteme enjeksiyon hacmi
10uL’dir. Standartlarin stok ¢oézeltileri 1000 ppm,
olarak hazirlanmustir.

Numune hazirlik: 100 pL plazma’ya 100uL
metanol ilave edilir. Uzerine 1,2 mL (50:50)
heptan:etilasetat konularak vortekslenir. Ust faz
alinir ve tekrar 1,2 mL (50:50) heptan:etilasetatla
vortekslenir. Yine iist faz almarak heptanli fazlar
birlestirilir. Yine iist faz alinir ve 1,2 mL (50:50)
heptan:etilasetatla vortekslenir. Son olarak tist faz
alinarak heptanh fazlar birlestirilir. Argon ya da
azotla ucgurulur. Kalint1 400 uLL mobil fazla ¢6zii-
liip HPLC’ye uygulanir.

Askorbik asit olciimii
Kullanilan cihazlar:

Calisma, Shimadzu HPLC cihaz1 kullanilarak
gergeklestirilmistir.

Kolon olarak ters faz SGE kolon (5um, 250
mm, 4,6 mm ID) sifir kolon kullanilmis, oda sicak-
liginda galisilmistir. Dedektor olarak UV dedektor
kullanilmig dalga boyu 254 nm’ye ayarlanmustir.
Pompanin akis hiz1 0,8 mL /dakika olarak belir-
lenmis, mobil faz pH’s1 fosforik asitle 3’e ayar-
lanmis su igermektedir. Numuneden sisteme enjek-
siyon hacmi 20ulL’dir. Askorbik asitin standart
stok ¢ozeltisi 1000 ppm, olarak hazirlanmustir.

Numune hazirlik: 100 pL serum numunesi ii-
zerine 300 pL %2 lik metafosforik asit ilave edilip
3000rpm de 30 dakika santrifiij edilir. Ust faz
HPLC’ye enjekte edilir.

Istatistiksel analiz t-testi kullanilarak yapild.
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Sonuclar

Calismanin sonucunda, hasta grubunun beta
karoten, alfa tokoferol ve askorbik asit sonuclari
ortalamatstandart sapma  olarak  sirasiyla,
1.0540.44, 1.02+0.40 ve 47.5746.10; kontrol gru-
bunun beta karoten, alfa tokoferol ve askorbik asit
sonuglar1 ortalamatstandart sapma olarak sirasiyla,
1.9240.61, 3.58+1.34 ve 51.3617.07 olarak bulun-
du. Hasta grubunun beta karoten, alfa tokoferol
diizeyleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde diisiik bulunurken, askorbik asit
asit diizeylerindeki azalma istatistiksel olarak an-
laml1 degildi (Tablo 1).

Tartisma

Vitiligo, melanositlerin kaybima bagli olarak
gelisen makiiler depigmente alanlarla karakterize
edinsel bir deri hastaligidir.(4). Stres, toksik bile-
siklerin birikimi, enfeksiyon, otoimmiinite, mutas-
yonlar, melatonin  reseptor  disfonksiyonu,
melanositlerde migrasyon veya proliferasyon bo-
zuklugu gibi bir¢ok sebep, melanositlerin azalmasi
ya da kaybolmasi yolu ile vitiligoya yol agabilir
(16). Ancak vitiligoda melanosit hasarina yol ac¢an
esas mekanizma halen tam olarak anlagilabilmis
degildir. Son yillarda yapilan c¢alismalarda
vitiligoda reaktif oksijen iiriinlerinin arttig1 ve buna
karsilik antioksidan sistemin yetersiz kaldigi konu-
sunda goriisler mevcuttur (12-15,17).

Hiicreler metabolik siireglerinin bir kisminda
siirekli olarak reaktif oksijen Uriinleri ve serbest
radikal iretirler (18). Reaktif oksijen iriinleri fiz-
yolojik konsantrasyonlarinda normal hiicre fonksi-
yonlan i¢in gereklidir ve intraselliiller sinyalizas-
yon mediyatorleri olarak bilinirler. Ancak asiri
miktarda {iretildiginde oksidatif stres meydana

Tablo 1. Her iki grubun ortalama sonuglari ve
istatistiksel analizi

Beta karoten  Alfa tokoferol  Askorbik asit
(ppm) (ppm) (ppm)
Hastalar 1.05+0.44 1.02+0.40 47.5746.10
Kontroller 1.924+0.61 3.58+1.34 51.36+7.07
P <0,001 <0,001 >(0),05
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gelir ki bu durum basta lipid yapilar olmak {izere
hiicrelerin tiim yapitaglarina zarar verir. Reaktif
oksijen Trilinleri yiiksek reaktivitelerinden dolay1
potansiyel olarak toksik, mutajenik ve karsinojenik
ozellik gosterirler (19). Bu serbest radikaller
enzimatik  (sliperoksit  dismutaz,  glutatyon
peroksidaz, katalaz) ve nonenzimatik (vitamin A,
C, E, glutatyon, ubikinon) antioksidan sistem tara-
findan notralize edilir (18). Eger oksidatif stres
uzarsa antioksidanlarin diizeyleri yetersiz hale
gelir(12). Vitiligoda toksik radikal hipotezinde,
alfa reseptorleri igeren deri ve
arteriollerinin katekolamin desarj1 ile
vazokonstrilksiyona ugramasi sonucu epidermal
dermal hipoksi gelistigi ve daha
oksijenasyonla birlikte serbest radikallerin asiri
iiretiminin gerceklestigi iizerinde durulmaktadir.
Serbest radikallerin agir1 iiretiminin de antioksidan
dengeyi degistirdigi diisiiniilmektedir. Nitekim
Morreno ve ark. bu hipotezi destekleyen bir c¢alis-
malarinda  aktif  wvitiligolu  olgularda idrar
homovanilik asit ve vanilmandelik asit diizeylerini
stabil vitiligolu ve kontrol grubuna oranla istatis-
tiksel olarak yiiksek bulmuslardir (20).

mukoza

sonra rc-

Beta karoten, vitamin A’nin 6n maddesi olup
oldukga giiglii bir antioksidan ve serbest radikal
tutucu ajandir. Yagda ¢oziinen beta karoten 6zel-
likle single oksijenin neden olabilecegi
peroksidatif hasara kars1 membran lipidlerini koru-
yucu role sahiptir (8,9,21). Beta karotenin antiok-
sidan oOzelligi ile ilgili olarak yapilan caligmalar
daha ¢ok ultraviyole radyasyonunun yol agtig1
oksidatif stresteki etkileri tizerinedir. Bilindigi gibi
ultraviyole radyasyonuna maruziyette reaktif oksi-
jen lrlinleri ve diger serbest radikaller olugsmakta-
dir ve yapilan birgok c¢alismada beta karotenin
serbest radikal tutucu 6zelligi ile fotoprotektif et-
kinliginin oldugu vurgulanmistir (21-24). Calis-
mamizda jeneralize vitiligolu olgularda serum beta
karoten diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli
olarak diisiik bulundu (p<0,001). Literatiir gozden
gecirildiginde vitiligoda beta karoten diizeylerinin
calisildigr bir makaleye rastlayamadik.

Tokoferoller o, B, y ve & olmak iizere 4 form-
da bulunurlar. Besinler i¢inde en fazla bulunan ve
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en gilicli E vitamini etkinligi goésteren tir o
tokoferoldiir. Tokoferollerin esas antioksidan fonk-
siyonlar1 lipid peroksidasyonunu onlemektir. Ser-
best radikaller membran lipidlerini hasara ugrat-
maya basladiginda bir zincir reaksiyonu seklinde
radikaller olusmaya devam eder. Iste tokoferoller
bu hasar1 baslatan ve devam ettiren peroksil radi-
kalini tutarak zincir reaksiyonunu onler (7,10,21).
Tokoferollerin fotoprotektif 6zelliklerinin de oldu-
gu ve bunu antioksidan etkileriyle sagladigim gos-
teren calismalar mevcuttur (22,25). Vitiligoda E
vitamini diizeylerini arastiran az sayida c¢aligma
mevcuttur. Boisseau-Garsaud ve ark.(26), 11 siyah
irka mensup aktif vitiligolu ve saglikli kontrollerde
tokoferol diizeylerini arastirmislar ve iki grup ara-
sinda istatistiksel olarak bir fark bulamamislardir.
Picardo ve ark. (27) aktif vitiligolu ve saglikli
kontrollerde a-tokoferol diizeylerini aragtirmis iki
grup arasinda anlamli fark bulamamiglardir. Passi
ve ark. (12), aktif vitiligolu ve saglikli kontrol gru-
bunda E vitamini diizeylerini arastirmiglar ve
vitiligolu olgularda kontrol grubuna oranla anlamli
derecede diisiik bulmuslardir. Biz de ¢calismamizda
jeneralize vitiligolu olgularda a-tokoferol diizeyle-
rini kontrol grubuna oranla anlamli derecede diisiik
bulduk (p<0,001). Koshevenko yaptig1 bir tedavi
calismasinda vitiligolu 56 olguya fotokemoterapi
ile birlikte a-tokoferol uygulamis ve kombine te-
davide repigmentasyon siiresinin yariya indigi
bildirmistir (28).

Askorbik asit suda ¢oziinen diisiik molekiil a-
girlikli bir alfa ketolaktondur. Askorbik asit bir
elektron kaybederek diger serbest radikallerden
daha stabil olan askorbat haline doniisir (7).
Askorbatin antioksidan etkinligi konsantrasyona
bagimlidir (21). Deride bulunan askorbik asit lokal
antioksidan etki gosterir ve ultraviyole radyasyona
maruz kalindiginda tiikenir (8). Askorbik asit ile
ilgili ¢aligmalar daha ¢ok ultraviyole radyasyon ve
fotoyaglanma iizerine yogunlagsmistir. Hem
ultraviyole radyasyon maruziyeti hem de
fotoyaslanmada derideki askorbik asit diizeyleri
diismektedir. Bu da her iki durumun oksidatif
stresle ilgili olduguna baglanmaktadir (23,29,30).
Ozdemir ve ark. (31) vitiligolu olgularda yaptiklari
bir ¢alismada serum askorbik asit diizeylerini aras-
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tirmiglar ve hastalar ile kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak anlaml bir farklilik bulamamig-
lardir. Ratnam ve ark. (32) ise, vitiligolu hasta ve
kontroller lizerinde yaptiklar1 ¢alismada plazma ve
idrar askorbik asit diizeyleri agisindan iki grup
arasinda anlamli bir fark olmadigim1 ancak
vitiliginéz derideki askorbik asit diizeylerinin dii-
sik oldugunu belirtmislerdir. Biz c¢alismamizda
jeneralize vitiligolu olgularda askorbik asit diizey-
lerini kontrol grubuna oranla diisiik bulduk ancak
bu deger istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0,05).

Sonug olarak, calismamiz vitiligolu olgularda
nonenzimatik antioksidan sistemin yetersiz oldu-
gunu gostermektedir. Vitiligolu olgularda klasik
tedaviye ilaveten antioksidan ajanlarin kullanilmasi
faydali olabilir. Bu sonuglarin daha ileri ¢aligma-
larla desteklenmesi gerektigi goriisiindeyiz.
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