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OZET

Amag: Vitiligo, melanosit yikimi ile seyreden kazanilmis bir depigmentasyon hastaligidir. Vitiligonun gergek etyopatogenezisi ve mekanizmasi
tam olarak anlagilamamustir. Cesitli gruplar, vitiligo patofizyolojisinde oksidatif stres katilimini gostermistir. Bu ¢alismanin amaci vitiligonun serum
homosistein, asimetrik dimetilarginin (ADMA), vitamin A, vitamin E ve malondialdehit (MDA) diizeyleri ile iligkisini aragtirmaktir.

Gere¢ ve Yontem: Bu randomize vaka kontrol caligmasi 30 vitiligo hastast ve 20 saglikli kontrol olmak tizere 50 birey iizerinde
gergeklestirilmistir. Her bireyden serum kan ornekleri vitamin A, vitamin E, MDA, ADMA ve homosistein diizeylerini belirlemek iizere
toplanmustir. Bu parametrelerin diizeyleri her iki grupta da High Performance Liquid Chromatography-Yiiksek Performansl Sivi Kromatografi
(HPLC) cihaz1 kullanarak ¢aligilmistir.

Bulgular: Serum vitamin E diizeyleri vitiligolu hastalarda istatistiksel olarak anlaml diisiik iken (p=0.004), serum MDA, homosistein ve ADMA
diizeyleri anlamli olarak artmust1 (p<0.0001). Vitamin A diizeyleri ise kontrol ve hasta bireylerde hemen hemen benzerdi (p>0.05).

Sonug: Biz vitamin E diizeylerinin azalmasinin ve homosistein, MDA ve ADMA diizeylerinin artmasinin vitiligoda belirgin bir 6zellik teskil ettigi
sonucuna vardik.

Anahtar Kelimeler: Vitiligo, homosistein, ADMA, MDA, vitamin A/E.

ABSTRACT
Serum ADMA, MDA, Vitamin E and Homocysteine Levels in Vitiligo Patients

Objective: Vitiligo is an acquired depigmenting disorder caused by the destruction of melanocytes. The exact etiopathogenesis and mechanisms of
vitiligo are not fully understood. Several groups have shown the involvement of oxidative stress in the pathophysiology of vitiligo. The aim of this
study was to study for any association of vitiligo with serum homocysteine, asymmetric dimethylarginine (ADMA), vitamin A, vitamin E and
malondialdehyde levels (MDA).

Material and Method: This randomized case control study was performed on 50 subjects: 30 patients suffering from vitiligo and 20 healthy
controls. Venous blood was collected from each subject to estimate the levels of vitamin A, E, MDA, ADMA and homocysteine. The serum
levels of these parameters in both groups were measured using High Performance Liquid Chromatography (HPLC).

Results: The levels of serum vitamin E were significantly decreased in vitiligo patients (p=0.004), while serum MDA, homocysteine and
ADMA levels were significantly increased (p<0.0001), and the levels of vitamin A were almost the same in patients as in the control
subjects (p>0.05).

Conclusion: According to our results, we conclude that reduced vitamin E levels and increased levels of homocysteine, MDA and ADMA may
constitute a distinctive feature in vitiligo.

Key Words: vitiligo, homocysteine, ADMA, MDA, vitamin A/E

molekiillerdir [stiperoksit, hidrojen peroksit (H202)
ve nitrik oksit (NO)] (3). Serbest radikaller; protein,
karbonhidrat, DNA ve ozellikle de lipid gibi
hiicresel  bilesiklere  zarar  verebilir.  Asimetrik
dimetilarginin (ADMA), endojen nitrik oksit sentaz
(NOS) inhibitériidiir. Endojen nitrik oksit sentaz, L-
Arginin’den NO sentezinin saglar (4). Nitrik oksit hem
de novo hiicre-hiicre disi matriks (ECM) etkilesimini
modiile eder hem de apoptozda rol oynamaktadir (5-8).

Vitiligo, farkli boyut ve sekilde depigmente beyaz
yamalar ile Kkarakterize bir cilt pigmentasyon
anomalisi olup dinya nifusunun % 1-4’tni etkiler
(1). Vitiligonun patofizyolojik mekanizmasi hala tam
olarak anlasilamamistir. Son zamanlarda, oksidatif
stres ve etkilenen cildin epidermal tabakasinda
serbest radikallerin birikiminin, vitiligo
patofizyolojisinde rol oynadig: gosterilmistir (2).

Serbest radikaller; birgok fizyolojik ve patolojik Melanositlerin inflamatuvar hiicrelerin belirli bir alt
islemler sirasinda meydana gelen atom ya da kiimesi (or: sitotoksik T hicreleri, regilatuvar T
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hiicreleri  gibi  makrofajlarin  alt  kiimeleri  ve
Langerhans hiicreleri) tarafindan tutulumu NO
olusumuna ve buna yamit olarak melanosit kaybina
yol acgabilecegi 6ne stiriilmiistiir (9-13). Homosistein
metabolizmas1 hem folik asit hem de vitamin B12’ye
baglidir.

Hiperhomosisteinemide de ADMA yiikselmektedir
(14-15). Yaygin vitiligolu hastalarda homosistein
seviyelerinde artig, folik asit ve vitamin B12
seviyelerinde azalis tespit edilmistir (16).

Vitiligo patogenezindeki major hipotezlerden biri
de oksidatif hasardir. Oksidatif hasar hipotezi,
melanin biyosentezi sirasinda olusan bazi toksik
metabolitlerin olusumu gercegine dayanmaktadir (17).
Artmug reaktif oksijen tirevleri (ROT) nedeniyle
olusan biyomolekiiler hasar, lipid peroksidasyonu,
DNA mutasyonu ya da kirilmasi, enzim aktivasyonu ya
da inaktivasyonu, protein oksidasyonu ya da
yikilmasiyla  sonuglanir  (18). Bu hasar siklikla
hidroksinonenal ve malondialdehit (MDA) gibi
reaktif biyomolekiillerin  tretimine ikincil olusur
(19). Oksidatif stresin vitiligo patogenezinde yer alan
onemli bir mekanizma olmast nedeniyle gesitli
antioksidan triinler vitiligo tedavisinde ¢alisilmistir
(20). Bu amagla vitiligo hastaliginin tedavisinde
kullanilan antioksidan bilesikler arasinda vitamin E de
bulunmaktadir (21). Khan ve ark.’nin ¢aligmasinda
kontrol gruplar ile karsilagtinldiginda hem lokalize
hem de jeneralize vitiligolu hastalarda serum vitamin
E dizeyleri disik olarak bulunmustur ve disik
vitamin E’nin oksidatif strese yol agtigi ve vitiligo
patogenezinde yer aldig: belirtilmistir (22).

Vitiligo birbiriyle ortiisen genetik, otoimmun ve
metabolik faktorlerin  rol oynadigi karmasik bir
etyopatogeneze sahiptir. Bu c¢alismada vitiligo ile
ADMA, homosistein, MDA, vitamin A ve E
arasindaki olasi bir iligkiyi arastirmay: amagladik.

MATERYAL METOD

Bu calisma Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Dermatoloji  poliklinigine bagvuran, 18 yasindan
biiyiik, normal viicut kitle indeksine (VKI) sahip, gebe
olmayan, diabet, hipertiroidi ve hipotiroidisi
bulunmayan, herhangi bir kanser o6ykiisii olmayan,
alkol kullanmayan, herhangi bir sistemik ilag tedavisi
almayan ve gonilli 30 vitiligo hastas1 ve aym sartlara
sahip 20 saglikli goniillii kontrol grubu toplam 50
kigilik katilimcidan olusmaktadir. Caligmaya katilan
hastalar ~ diger otoimmiin hastaliklar agisindan
diglanmigtir. Kayith her bir hasta ve saglikli kontrol
bireyleri i¢in Bilgilendirilmis Hasta Onay formu
doldurulmustur. Calisma Firat Universitesi Girisimsel
Olmayan Arastirmalar Etik Kuruluna sunulmus ve
08/01/2015 tarih ve 71055 sayili karar numarasi ile
onay alinmustir.

Calismaya alinan her bir katilimcidan sabah ag
karnia biyokimya tiiplerine 5 ml venoz kan ornegi
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alinmis ve bu sekilde toplanan kan o6rnekleri derhal
santrifiij edilerek elde edilen serumlar -20°C derecede
buzdolabinda ¢alisma giiniine kadar saklanmustir.
Calisma giintinde serum 6rnekleri ¢6zdiiriilerek MDA,
ADMA, homosistein, vitamin A ve E diizeyleri
calisgtlmistir.  Aym1i  zamanda bu hastalarin  lipit
diizeyleri, bel cevresi, boy ve VKI &lciilmiis ve
kaydedilmigtir.

Serum Vitamin A, Vitamin E, MDA,
Homosistein ve ADMA Diizeyi Ol¢iimii

Serum vitamin A, vitamin E, MDA,
Homosistein ve  ADMA diizeyleri Shimatsu marka
High Performance Liquid Chromatography-Yiiksek
Performansli Sivi Kromatografi (HPLC) cihaz1 ile
immuchrom GmbH (Hessen, Germany) kiti kullanarak
kit prosediiriine uygun olarak caligilmstir.

Vitamin A/E Tayini

Analiz oncesinde numuneler oda sicakligina
alind1. 250 pl serum tizerine 50 pl internal standard ve
500 pl c¢okeltme reaktifi ilave edilerek 30 dakika 2-
8°C'de inkiibasyona birakildi. Daha sonra 10.000g'de 2
dk santrifiij edildi. Sipernatantdan 100ul HPLC
sisteminde akis hizi: 0.8 ml/dk, dalga boyu vitamin
A i¢in 325, vitamin E i¢in 300 nm'de C18 kolonu
kullanilarak vitamin A ve E tayin edildi.

MDA Tayini

Serum &rneginden 20 ul almarak iizerine 1 ml
tirevlendirme soliisyonu ilave edilerek proteinler
¢oktiriildi. Sonra 60 dk 95°C'de su banyosunda
inkiibasyona birakildi. 2-8°C'de 6rnekler sogutulduktan
sonra 10.000g'de 5 dk santrifiij edildi. Stipernatantdan
500 pl alinip ayni hacimde reaksiyon soliisyonu ile
karigtirildiktan sonra HPLC sisteminde akis hizi: 0.8-
1.0 ml/dk, eksitasyon 515, emisyon 553 nm dalga
boyunda MDA tayin edildi.

Homosistein Tayini

Serum o6rneginden 50 pl alinarak {izerine 50 pl
internal standart, 20 pl rediiksiyon soliisyonu, 100 ul
tirevlendirme soliisyonu ilave edilerek 10 dk 60°C'de
inkiibe edildi. Ornekler 2-8°C'de sogutulduktan ve 100
pl ¢oktiiriicii ajan eklendikten sonra 10.000g'de 5 dk
santrifiij edildi. Siipernatandan 20 ul alinarak HPLC
sisteminde akis hizi: 0.7-1.0 ml/dk, eksitasyon 385,
emisyon 515 nm dalga boyunda homosistein diizeyi
tayin edildi.

ADMA Tayini

Asimetrik dimetilarginin tayini i¢in 6zetle, 20 mg
5-siilfosalisilik asit 1 ml seruma eklendi ve karisim
buz banyosunda 10 dakika bekletildi. Cokmiis olan
protein 2000g'de 10 dk santrifiij ile uzaklastirildi.
Stpernatantin 10 pl'si filtre edildikten sonra 100 pl
tirevlendirme reaktifi ile karistirildi ve kromatografik
sisteme enjekte edildi. Asimetrik dimetilargininin
ayirimi igin 250 mm X 4.6 mm olgilerinde Fenil kolon



Firat Tip Derg/Firat Med J 2016; 21(1): 29-34

kullamldi. Yiksek Performansli Sivi Kromatografi
sisteminde akis hiz1 1 ml/dk, eksitasyon 420, emisyon
483 nm dalga boyunda ADMA tayin edildi. Linearite
> 16.0 pmol/L, sensitivite <0.01 pmol/L'dir.

istatistik

Tiim veriler SPSS 22.0 istatistik paket programi
kullanilarak  degerlendirildi. Degiskenlerin normal
dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile
incelendi. Gruplar arasi karsilastirmada, normal
dagilim gosteren parametreler igin bagimsiz 6rneklerde
Student-t  testi, normal dagilim  gostermeyen
degiskenler i¢in Mann-Whitney U testi kullamildi.
p<0.05 olan degerler anlamli olarak degerlendirildi.

Sonuglar

Calisma gruplarimin demografik 6zellikleri Tablo
l'de gosterilmektedir. Gruplar arasinda cinsiyet ve
ortalama yas agisindan anlamli bir farklilik bulunmadi.
Gruplar arasinda bel ¢evresi, VKI ve glukoz diizeyleri
benzer  bulundu. Vitiligolu hastalarda  serum
kolesterol ve trigliserit diizeyleri anlamli olarak
yiiksek bulunmugken (swrasiyla; p=0.031, p=0.019),
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serum HDL ve LDL diizeyleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmadi.

Vitiligolu hastalarin ve kontrol bireylerinin serum
ADMA, MDA, Homosistein, vitamin A ve E diizeyleri
Tablo 1 ve Sekil 1' de gosterilmistir. Serum vitamin
A diizeyleri (Sekil 1la) kontrol ve hasta gruplari
arasinda karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir
farklilik gostermedi. Serum vitamin E diizeyleri (Sekil
1b) kontrol bireylerde vitiligo hastalart ile
karsilastirildiginda anlamli sekilde yiiksek bulundu
(p=0.004). Serum MDA diizeyleri (Sekil 1c) gruplar
arasinda karsilastirildiginda hasta grubunda saglikli
bireylere gore istatistiksel olarak anlamli sekilde
yiiksek bulundu (p<0.0001). Serum ADMA (Sekil 1d)
diizeyleri vitiligo grubunda hasta grubuna gore anlaml
sekilde yiiksek bulundu (p<0.0001). Asimetrik
dimetilarginin diizeylerine benzer sekilde homosistein
diizeyleri de (Sekil le) hasta grubunda kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulundu
(p<0.0001).
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Sekil 1. Serum vitamin A (1a), vitamin E (1b), MDA (1c), ADMA (1d) ve Homosistein (1e) diizeyleri. MDA: Malondialdehit, ADMA: Asimetrik dimetilarginin
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Tablo 1. Vitiligo ve kontrol guruplarinin demografik ve laboratuvar
bulgulari.

Parametreler Kontrol Vitiligo p
Erkek/Kadin 10/10 10/20 p>0.05
Yas (yil) 31.5316.6 37.96+13.6 p>0.05
Bel Gevresi

(cm) 82.05+7.8 82.819.2 p>0.05
VKI 22.99+1.4 23.10x1.3 p>0.05
Kolesterol _
(mg/dL) 147.88+32.2 171.74£35.5 p=0.031
Trigliserit _
(mg/dL) 92.31+28.4 120.44168.4 p=0.019
HDL (mg/dL) 45.43+12.5 47.33+13.7 p>0.05

LDL (mg/dL)  94.88+18.2 102.70£35.5  p>0.05

(Gr]L‘;,‘ng) 84.94£10.7 101.32¢50.4  p>0.05
Vitamin A 0.69 +1.7 0.72+4.0 p>0.05
(HglL)
Vitamin E 11.3813.4 8.02+4.2 p=0.004
(mg/L)
MDA 0.44+0.1 0.70+0.1 p<0.0001
(umol/L)
ADMA 0.32+ 0.1 0.49 +0.2 p<0.0001
(umol/L)
Homosistein 6.2+17 10.2+ 4.0 p<0.0001
(umol/L)

TARTISMA

Vitiligo ¢ok yaygin bir hastalik olmasina ragmen
patogenezisi hala tam olarak anlasilmig degildir.
Oksidatif stres vitiligopda melanosit dejenerasyonunu
tetikleyici bir olay olarak one stiriilmistiir (23-29).
Bazi c¢aligmalarda melanogenezisin, reaktif oksijen
tirlerinin  diizeylerinde o6nemli degisiklige yol actig
gosterilmistir (30). Reaktif oksijen tirleri ve diger
radikaller  oksidatif stresi  indiikleyebilir ~ (31).
Oksidatif stresin vitiligonun patogenezisinde etkili
olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu caligmada serum MDA diizeylerini vitiligo
hastalarinda istatiksel olarak anlamli sekilde yiiksek
bulduk. MDA lipid peroksidayon reaksiyonunun son
urtinii olup oksidatif stresin spesifik bir indikatori
olarak kabul edilmektedir. Yapilan ¢alismalarin
bazisinda eritrositlerde  normal MDA  diizeyleri
bulunmusken (29,32), bazisinda ise bizim ¢alismamiz
ile uyumlu sekilde vitiligo hastalarinda yiiksek MDA
diizeylerine rastlanmustir (25,26). Malondialdehit, lipid
peroksidasyonun derecesi ile iyi bir Kkorelasyon
gosterir.

Bizim  ¢alismamizda serum  homosistein
diizeyleri saglikl kontrol bireyler ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde
yiiksek bulunmustur. Bu sonuglar vitiligo hastalarinda
yitksek homosistein degerlerini gosteren, Shaker ve
ark. tarafindan 26 vitiligo hastasi ile yapilan pilot bir
calismada  da  dogrulanmigtir ~ (33).  Ayrica,
homosistein metabolizmasinin  B12 ve folik asit
metabolizmasina  bagli  olmast  ve  vitiligo
hastalarinda yapilan caligmalarda B12 ve folik asit
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diizeylerinin  diisiik olmast (34-36), homosistein
diizeylerinin yiiksekligini agiklayabilir. Bu sonuglar
ile zit olacak sekilde Balci ve ark. (37) vitiligo
hastalar1 ile kontroller arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark tespit etmemislerdir. Ayrica Yasar ve
ark.’nin  (38) 40 vitiligo hastast ve 40 kontrol
birey tizerinde vyaptiklart ¢aligmada homosistein
diizeyilerinin  kontrol ve hasta gruplart arasinda
anlamli farklilik gostermedigi belirtilmistir.

Homosistein  diizeyi ile vitiligo arasinda
muhtemel  iliski  birkag  deneysel  calismada
gosterilmistir. Reish ve ark. (39) homosisteinin
melanin sentezinde kritik bir role sahip olan tirozinaz
enzimini inhibe ettigini gostermigtir. Homosisteinin
oksidasyonu tarafindan  toksik reaktif  oksijen
tirlerinin -~ olusumu  melanositotoksik  bilesiklerin
birikimine yol agtig1 ileri siirtilmiistiir (40).

Antioksidanlarin  psoriasis, vitiligo gibi bazi
otoimmmiin hastaliklarin gelisimde koruyucu bir rolii
vardir. Antioksidan ve serbest radikal yakalayicis1 olan
vitamin E, hiicre membranlarinda ve dolasimdaki
lipoproteinlerde  bulunup  membranlari  serbest
radikallerin hasar verici etkisinden korur (41). Disiik
molekiil agirhikli antioksidanlardan beta karoten
(vitamin A) ise lipid ve lipid olmayan hiicresel
kompartmanlarda oksijenin hasar yapict etkilerini
azaltir. Bizim c¢alismamizda vitamin E  diizeyi
vitiligolu hastalarda istatiksel olarak anlamli sekilde
diisik bulunmusgken, vitamin A diizeyinde hasta ve
kontrol gruplart arasinda anlamh  bir farklilik
bulunmamustir. Vitamin E'nin distk diizeyleri serbest
radikallerin  birikimine  ve  oksidatif  sistemin
artmasma sebep olabilir. Jain ve ark.’nin yaptig
galismada bizim ¢alismamiz ile uyumlu olacak
sekilde vitiligo hastalarinda serum vitamin E
diizeyleri diistik bulunmustur (42). Ancak Agrawal
(43) tarafindan yapilan bir calismada vitiligo hastalar:
ile saglikli bireyler arasinda vitamin E diizeyleri
acisindan  istatistiksel olarak anlamlhi bir fark
olmadigi gosterilmistir. Ines ve ark.’nin ¢aligmasinda
da vitiligo hastalar1 ile saglikli Kkontrol bireyleri
arasinda serum vitamin A dizeyleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir farkliik olmadig:
gosterilmistir (44). Asimetrik dimetilarginin, insan
kaninda ve idrarinda saptanabilen endojen bir
molekiil olup endojen NOS inhibit6riidiir. Nitrik oksit
sentazin vicuttaki fonksiyonu, L- Arginin’den nitrik
oksit sentezinin saglanmasidir (4). Nitrik oksit serbest
bir radikal olup hiicrelerde NOS enzimi araciligiyla L-
arjininden sentezlenir (24,25). inflamatuvar
durumlarda NOS'da artis gortlir, bu durum da
normal insan melanosit etrafinda inflamatuvar
hiicresel infiltratlarin ~ sitotoksik etkisine  katkida
bulunur (26). Yapilan ¢alismalarda NO tiirlerinin in
vivo anormal dretimi melanositlerin ekstraseliiler
matrikse ~ yapigmasmi  azaltr ve  bu da
depigmentasyona yol agar (27). Literatiir taramasinda
vitiligolu hastalarda ADMA diizeyini inceleyen bir
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caligmaya rastlayamadik Ancak NO ile iliskisi
bilinmektedir. Bizim calismamizda vitiligo
hastalarinda ADMA diizeyleri kontrol bireyler ile
karsilagtirildiginda anlaml olarak yiiksek
bulunmustur. ADMA, NOS aktivitesini inhibe
ederek L-Argininin hiicre igine alimumim engeller.
Nitrik oksitin ~ fonksiyonu; vaskiiler homeostazin
saglanmasidir. Asimetrik dimetilarginin diizeylerinde
artis NO diizeylerinin azalmasina yol agar; ortamda
NO  azaldiginda  ise  endotelde  homeostaz,
vazokonstriiksiyon lehine bozulur ve endotelyal
disfonksiyon baslar (7). Bizim g¢aligmamizda vitiligolu
hastalarin kolesterol ve trigliserit diizeyleri kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek
bulunmustur.  Yapilan  calismalarda  kolesterol
sentezinde hiz kisitlayict enzim olan HMG CoA
rediiktaz aktivitesinin vitiligolu bireylerde arttig
gosterilmistir ~ (45).  Calismamizdaki  kolesterol
diizeyindeki artis buna bagh olarak yiiksek bulunmus
olabilir. Fakat Karadag ve ark.’nin 57 vitiligo ve 39
kontrol bireyde yaptigi bir ¢aligmada vitiligo hastalar:
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